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VIl. RESUMO

O nucleotideo de purina ATP, no meio extracelular, participa de diversos processos
fisioldgicos e patolégicos como vasodilatacao/constricao, proliferacdo, diferenciacao,
modulacdo sinaptica, dor, inflamacdo e morte celular. Entre o0s receptores
purinérgicos, o subtipo P2X7 é bem descrito como mediador de processos
inflamatérios pela liberacdo de IL-13 e de morte celular com ativacdo de caspases.
Evidéncias na literatura apontam para o envolvimento do sistema purinérgico no
crescimento e na progressao de glioblastomas. Esses tumores sdo 0s mais comuns
do SNC e seu alto grau de malignidade deve-se a capacidade de rapida proliferacao
e invasdo no tecido sadio. Considerando a resisténcia que os glioblastomas
apresentam a morte celular induzida por ATP, o objetivo desse trabalho foi investigar
a expressao e funcionalidade do receptor citotoxico P2X7 em linhagens de gliomas e
suas implicagcbes na biologia tumoral. Entre as linhagens de glioblastomas
estudadas, a linhagem de camundongo GL261 apresentou sensibilidade a morte
induzida por ATP pela liberagcdo de LDH, incorporacdo de iodeto de propidio e
diminuicao da viabilidade mitocondrial. O ATP foi toxico em concentracdes acima de
2 mM, o BzATP foi mais potente que o ATP e o antagonista oATP bloqueou
completamente a morte celular. O silenciamento do receptor P2X7, na GL261, por
RNA de interferéncia, também aboliu a morte celular induzida por ATP confirmando
o envolvimento desse receptor, embora a formacéo de poro ainda tenha sido visivel
nestas células, ainda que diminuida. A morte celular apresentou caracteristicas
necréticas como a ruptura de membrana, a falta de ativacdo de caspases e a falta
de externalizagdo de fosfatidilserina, mas ao mesmo tempo houve encolhimento
celular. Além dos efeitos mediados pela sua ativacdo, o silenciamento do receptor
P2X7 na linhagem GL261 diminuiu a adesao e promoveu a migracao celular,
caracteristicas de tumores mais invasivos. Em amostras de pacientes com gliomas,
foi possivel observar que a expressdo de P2X7 correlaciona diretamente com a
sobrevida dos pacientes. Juntamente com os dados da linhagem silenciada para o
P2X7, é possivel apontar o receptor P2X7 como uma possivel molécula anti-tumoral,
cuja reducdo na expressado diminui a adesao, aumenta a migracao, torna a célula
resistente a morte induzida por ATP, possivelmente diminuindo, desta forma, a

sobrevida de pacientes acometidos por esta doenca.
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VIIl. ABSTRACT

Purines nucleotides, particularly extracellular ATP, participate in diverse physiological
and pathological processes such as vasodilatation/constriction, cell proliferation,
differentiation, synaptic modulation, inflammation, pain sensation and cell death.
Among purinergic receptors, the P2X7 subtype is well described as a mediator of
inflammatory processes via IL-1B release and cellular death induced by caspases
activation. Evidences in the literature point to the purinergic system involvement in
growth and glioblastoma progression. These tumors are the most common in the
central nervous system (CNS) and their high grade of malignance is the result of
rapid proliferation and invasion abilities. Considering the resistance that
glioblastomas show to ATP-induced cell death, the objective of this work was to
investigate the expression and function of cytotoxic P2X7 receptor in glioma cell lines
and their implications in tumor biology. Among the glioma cell lines, the mouse
GL261 was sensitive to ATP-induced cell death with LDH release, iodide
incorporation and a decrease in mitochondrial viability. ATP was toxic in
concentrations above 2 mM, BzATP was more potent than ATP and the antagonist
OATP blocked completely the cell death induced by ATP. P2X7 receptor silencing in
GL261 by RNA interference, also abolished ATP-induced cell death, confirming this
receptor involvement, although a diminished pore induction was observed. Cellular
death had necrotic features like membrane rupture, lack of caspase activation and
lack of phosphatidylserine exposure, but at the same time shrinking also occurs.
Beyond its activation effects, P2X7 knockdown in GL261 decreased cell adhesion
and promoted migration, features common to more invasive tumors. In human glioma
samples, P2X7 receptor expression correlated directly with patients’ survival.
Together with data from P2X7-knocked down cell line, it is possible to suggest the
P2X7 receptor as an anti-tumoral molecule, whose expression reduction leads to
decreased adhesion, increased cell mobility, resistance to ATP-induced cell death,

and therefore, decreased patients survival.
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1 INTRODUCAO

1.1 Introducédo ao Sistema Purinérgico

Purinas sdo compostos organicos formados por 2 anéis aromaticos: um anel
imidazol e um anel de pirimidina. Entre as purinas mais conhecidas estéo a adenina
e a guanina. A adicdo de uma ribose e consequentes grupos fosfatos constitui os
nucleosideos e nucleotideos de adenina, respectivamente (Figura 1). A importancia
biologica desses compostos pode ser constatada pelos nichos vitais e universais
gue ocuparam ao longo da evolucéo: i) por conterem grupos fosfatos de alta energia,
0s nucleotideos tornaram-se 0s principais estoques de energia dentro da célula; ii)
fazem parte da estrutura dos &acidos nucléicos; e iii) mais recentemente, tém sido

reconhecidos como moléculas sinalizadoras em diversos tipos celulares.

NH,
Ng\C’IN\\\\
s T 77
H CH-fCHN/ HC—0——FP—0—P—0—P—0"
O (0] O

grupo fosfato

ribose OH OH

l nucleosideo adenosina I

l nucleotideo AMP |

| nucleotideo ADP |
| nucleotideo ATP |

Figura 1: Estrutura quimica dos nucleotideos de adenina.
Retirada e adaptada de http://biogilde.wordpress.com/2009/04/14/

Embora tenha sido recebida com certo ceticismo, a funcdo de
neurotransmissor do ATP foi sugerida no fim dos anos 50 (Holton, 1959), mas
somente em 1972, Burnstock propds o primeiro modelo de sinaliza¢do purinérgica
(Burnstock, 1972). Este modelo de neurotransmissdo nao-adrenérgica e nao-

colinérgica, explicava como o ATP era estocado, liberado, ligava-se em receptores
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especificos e ainda tinha sua acao finalizada por enzimas que o hidrolisavam. Ao

longo do tempo, receptores e enzimas foram identificados, clonados e
caracterizados estabelecendo-se entdo o sistema purinérgico na sinalizacdo celular
nao somente de neurdnios, mas de diferentes tipos celulares.

Atualmente, sabe-se que a sinalizacdo purinérgica € desencadeada pelos
nucleotideos de adenina (ATP e ADP) que atuam sobre receptores purinérgicos P2,
divididos em ionotrépicos P2X e metabotropicos P2Y (Quadro 1), e pelo nucleosideo
adenosina que se liga aos receptores P1 ou ainda pode ser recaptado para o interior
da célula. Os 7 subtipos de receptores P2X1-7 apresentam-se como homo ou hetero
oligdmeros (P2X2/3, P2X4/6, P2X1/5, P2X2/6, P2X4/7), e quando ativados permitem
a passagem de fons tais como Ca?*, Na®** e K*, despolarizando a membrana
plasmética. Ja os subtipos de receptores P2Y 1, 2, 4, 6, 11-14 ativam cascatas de
sinalizacdo envolvendo fosfolipase C, inositol 3-fosfato e liberacdo de Ca®*" dos
estoques intracelulares ou entdo afeta a adenilil ciclase, alterando os niveis de
AMPc (Burnstock, 2007; Burnstock, 2008; Ralevic & Burnstock, 1998).

Quadro 1: Familia de Receptores Purinérgicos.

Receptor Ligantes Principal Mecanismo Principais Funcées
Purinérgico Naturais* de Acéo ¢
Neuromodulag&o prejuncional
da liberacédo de
P1 A; Adenosina Gi/G, |cCAMP neurotransmissores; sedacao,
anticonvulsivo, ansiolitico;
depressao cardiaca
Ao Adenosina Gs 1cAMP Facilita a neurotrar)smissé_lo;
relaxamento de musculo liso
Aos Adenosina Gs 1cAMP Papel em desordens alérgicas e

inflamatorias; vasodilatacéo

GilGo, Go/G11, |CAMP, Facilita a liberagéo de

As Adenosina ativacio de PLC-B medladores alérgicos; cardio e
citoprotetor
- A - 2+ ~ ’ - .
PoX P2X1 ATP Canal catloryfo (Ca Cc.)ntrzi(;ao de musculo liso;
e Na™) ativacdo de plaquetas
el (e Transmisséo sensorial e
P2X2 ATP (principalmente Ca*") > L
e poro modulacado da funcao sinaptica
Medeia a transmisséo sensorial;
P2X3 ATP Canal catidnico facilita a liberacéo de glutamato
no SNC
Canal ibnico

Modula a inflamagéo crénica e a

P2X4 | ATP >>CTP | (especialmente Ca®") dor neuropatica

e poro
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Inibe a proliferacdo e aumenta a

P2X5 ATP Canal ibnico : o~
diferenciacao
ATP
(funciona Funciona como um canal
P2X6 pobremente Canal i6nico heteromérico com as
como subunidades de P2X2 e P2X4
homodimero)
Canal catiénico e poro | Medeia apoptose; proliferacao
P2X7 ATP com ativacao celular e liberagdo de citocinas
prolongada inflamatorias
Relaxamento de musculo liso e
P2Y P2Y, ADP > ATP Gy/G1;, ativagdo de acéo mitogénica; a}g.regac;ao e
PLC-B ativacao plaquetaria; reabsorcao
0ssea
Vasodilatacdo no endotélio e
vasoconstricdo no musculo liso;
Go/Gn e acbes mitogénicas; secrecio de
P2Y, UTP = ATP | possivelmente G/Go, |2 9 » Secreca
. surfactante; secrecéo de Cl" nas
ativacéo de PLC- . S
células endoteliais;
remodelamento 6sseo
Gy/Giie Regula o transporte de CI
P2Y, UTP > ATP possivelmente G;, epitelial; vasodilatagéo no
ativacdo de PLC-B | endotélio; acbes mitogénicas
pav, | UDP=UTP | Gyeu atvagaode | o0 e
: >> ATP PLC-B or hapeina p ¢
epitelial
.~ | Papel na maturacdo e migracao
P2Y1; ATP Go/Gu1 € Gs; ativagao | 4o ) jas dendriticas;
de PLC-B ) S o
diferenciacao granulocitica
P2Y1, ADP > ATP Ga;, _|n|b|(;a_lo da Agregac;acz pIaqueEana e papel
adenilato ciclase na secrec¢ao de granulos densos
Funcao desconhecida, mas
P2Y13 ADP >> ATP GilGo presente em ambos sistemas
imune e nervoso
e
P2Y1, > UDP- GG, €0 Nematopoie
de medula; ativacéo de células
galactose

dendriticas

Abreviaturas: Gi/G,, proteina G inibitoria; Gs, proteina G estimulatoria, G4/Gi1,

proteina G ativadora de PLC- B; PLC- B, fosfolipase C beta. Adaptado de Burnstock
2007 e 2008.

*Agonistas com maior afinidade ao receptor.

Os efeitos dos nucleotideos extracelulares podem ser terminados quando sao

hidrolisados por

diferentes membros das familias das Ecto Nucleosideo

Trifosfohidrolases (E-NTPDases/CD39), Ecto Nucleosideo Pirofosfatases (E-NPPs)
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e Ecto 5’-Nucleotidase 5’-NT/CD73 (Zimmermann, 2001). A adenosina formada pode

atuar sobre seus receptores especificos P1, subdivididos em A, Az, A € As
ligados a proteina G. A adenosina também pode ser recaptada por transportadores
equilibrativos, ou ainda ser hidrolisada por uma adenosina deaminase em inosina e
pela nucleosideo de purina fosforilase em hipoxantina, finalizando assim a
sinalizacado purinérgica (Fredholm, 2007). O fino controle das concentracbes de
nucleotideos extracelulares realizado por essas enzimas € extremamente importante
porque determina os subtipos de receptores purinérgico estimulados em cada célula
(Figura 2).

mv ATP ADP AMP Adenosina

=

4

-

'

Adenosina
A
N N

&2 .. . < ) aullen
S ot ‘I ‘innc.n

| l eS'NT

2 N C

ATP C @ NTPDasel-8 '

P2X1-7 P2Y1,2,4,6,11-14 P

-
P
>

5ot

Figura 2: Sinalizac&o purinérgica.

O ATP liberado exerce seus efeitos ligando-se aos receptores P2X e P2Y, sendo
hidrolisado por NTPDases em ADP, que liga-se em receptores P2Y. O ADP também
€ hidrolisado por NTPDases em AMP, cujo ultimo fosfato é retirado pela ecto-5'-
nucleotidase (e5'NT). A adenosina formada ativa os receptores P1 e pode ser
captada por transportadores préprios. Figura retirada e adaptada do site:
http://www.uni-leipzig.de/~straeter/research/ntpdase.html de autoria do Prof. Dr. Norbert
Strater.

Esta sinalizagdo pode ser encontrada em praticamente todos os sistemas
fisiologicos: cardiaco, sanguineo, imunoldgico, digestorio, enddcrino, nervoso central
e periférico, pulmonar, renal de humanos e murinos desempenhando as mais
diferentes funcées. Com ampla participacdo dessa via de sinalizacao nos diferentes

processos fisiologicos é facil perceber que qualquer descontrole, por menor que


http://www.uni-leipzig.de/~straeter/research/ntpdase.html
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seja, em qualquer uma das etapas de sinalizacdo leva a condi¢bes patoldgicas

também diversas. Exatamente por isso, agonistas e antagonistas purinérgicos tém
servido como molde para o desenvolvimento de farmacos empregados no

tratamento de diferentes doencas.

1.2 Historico do receptor P2Z / P2X7

Entre os receptores P2X, o subtipo P2X7 foi o primeiro a ser descrito como
um receptor que, além de abrir canais catidnicos na célula, € capaz de dilatar poros
na membrana plasméatica frente a altas concentracbes de agonista ou exposi¢ao
prolongada, o que torna a célula permeavel a moléculas de peso molecular até 900
Da. As primeiras evidéncias de células permeabilizadas por inducdo de ATP
extracelular foram feitas em células 3T3 transformadas, em 1975, por Rozengurt e
Heppel (Rozengurt & Heppel, 1975). Quando, em 1979, Cockcroft e Gomperts
(Cockcroft & Gomperts, 1979) demonstraram este mesmo efeito em mastocitos de
ratos, inaugurou-se uma grande linha investigativa sobre o processo de
permeabilizacdo celular estimulada por ATP.

Este processo foi caracterizado farmacolégica e bioquimicamente por
diversos grupos como Silverstein (Steinberg et al., 1987), Weisman (Weisman et al.,
1984) e Wiley (Wiley, Chen & Jamieson, 1993), os quais descreveram essa rapida
entrada de compostos de peso molecular relativamente alto (Quadro 2) por meio da
abertura de um poro nédo-seletivo através do “receptor de ATP”, mais tarde
denominado P2Z como continuacdo do alfabeto romano. (Gordon, 1986). Enquanto
os demais receptores P2 eram ativados por concentracdes em torno de 1-10 uM de
ATP ou ADP, o receptor P2Z necessitava de concentracées maiores de 100 uM de
ATP, principalmente na forma acida completamente ionizada ATP* e n&o na forma
complexada com Ca®" ou Mg®" (Cockcroft & Gomperts, 1980). Por isso, a
alcanilizacdo do meio ou a remocdo de Mg?* e Ca®** aumentam a afinidade do ATP
ou do benzoil-ATP (BzATP, seu principal agonista) ao receptor (Rassendren et al.,
1997), provavelmente por disponibilizar mais a forma ATP*. ions divalentes de metal
tais como Cu®, Ni**, Cd**, Zn®* e Co?" também inibem as correntes desencadeadas
pelo P2X7 (Virginio et al., 1997; Watano, Matsuoka & Kimura, 2002). As primeiras
funcdes fisioldgicas descritas para o receptor P2Z incluiram mediacdo da liberacéo
de granulos de histamina em mastdcitos de rato (Cockcroft & Gomperts, 1979),
liberacéo de interleucina-1f (IL-18) em mondcitos e macrofagos ativados (Perregaux
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& Gabel, 1998; Solini et al., 2008), demonstrando seus importantes efeitos no

sistema imune. A fama de receptor citotoxico foi confirmada com as descobertas de

inducao de morte celular por ligacdo de ATP (Di Virgilio, 1995).

Quadro 2: Moléculas naturais e artificiais que passam pelo poro formado pelo
receptor P2X7. Montado a partir de Adinolfi et al. (2005).

Molécula Peso Molecular em Da
Colina 100
Metilglucamina 190
Brometo de etidio 314
YOPRO-1 376
lodeto de propideo 414
Lucifer yellow 457

1.3 Estrutura do receptor P2X7

Em 1996, Surprenant e colaboradores (Surprenant et al., 1996) isolaram o
cDNA do receptor P2Z do ganglio de ratos identificando-o como P2X7. A proteina
codificada, nos seus primeiros 395 aminoacidos tinha 35-40% de identidade com os
demais membros da familia dos receptores P2X e apresentava caracteristicas
farmacoldgicas similares as do antigo P2Z. Ainda nesse estudo, correntes elétricas
desencadeadas pela indugdo de ATP e BzATP demonstraram que o receptor P2X7
apresentava duas respostas distintas. A primeira era induzida por correntes
transitérias através de canais permedveis a pequenos cations pela breve exposicao
ao agonista, parecida com as respostas de outros P2Xs e na segunda resposta,
estabelecia-se uma corrente estavel que levava a dilatacdo de um poro nao seletivo
por repetidas aplicagcbes de agonistas. A clonagem dessa proteina em sistemas
heter6logos permitiu, nos anos seguintes, estudo extenso sobre a estrutura e
funcionalidade do receptor P2X7 (Rassendren et al., 1997).

Assim, os 595 aminoacidos (Figura 3), no total, codificam uma proteina cuja
estrutura predita compreende dois dominios transmembrana; uma regido
extracelular rica em cisteinas, com residuos de lisina e glicina conservados e varios

potenciais sitios de glicosilacdo, seguido por um longo trecho (da fenilalanina 188
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até a valina 321) que provavelmente formam 6 folhas B pregueadas antiparalelas; e

finalmente, extremidades N- e C- terminal intracelulares (Ennion & Evans, 2002;
Jiang et al., 2000; Newbolt et al., 1998). O sitio de ligacdo ao ATP parece residir
nessa regido de folhas B pregueadas, uma vez que substituicbes de aminoacidos
nas lisinas 193 e 311 inibem completamente a captacdo de brometo de etidio e bario
(Worthington et al., 2002). Similaridades estruturais entre os dominios de ligacao ao
ATP dos receptores P2X e da classe Il das aminoacil-tRNA sintetases foram
descritas (Freist et al., 1998). Alids, estudos bioquimicos sugeriram a existéncia de
multiplos sitios de ligacdo ao ATP, a partir dos coeficientes de Hill derivados das
curvas de dose de ATP (Klapperstuck et al., 2001). Juntamente com experimentos
gue revelaram ndo haver mudancas na densidade de receptores P2X7 quando ha a
formacdo do poro (Smart et al., 2002), essas evidéncias apontam que
provavelmente a ativagdo da permeabilizacéo celular ativada por ATP dependa mais
da mudanca conformacional do receptor do que do recrutamento de varias
subunidades da proteina.

Dentre os membros da familia dos receptores P2X, o subtipo P2X7 apresenta
a extremidade C-terminal mais longa, que € essencial para a habilidade de abertura
de poro na membrana plasmatica (Rassendren et al., 1997; Surprenant et al., 1996).
Inicialmente, achava-se que somente o P2X7 apresentava essa caracteristica de
formacdo de poro, entretanto, desde 1999, sabe-se que também os receptores
P2X2, P2X3 e P2X4 podem dilatar poros que permitem a passagem de moléculas
como glucamina e até YO-PRO-1, de maneira progressiva e sob exposicdo
prolongada de agonistas (Virginio et al., 1999; Khakh et al., 1999; Eickhorst et al.,
2002; Fujiwara & Kubo, 2004). Diferentemente do P2X7, a dilatacdo do poro feita
pelos receptores P2X2 e P2X4 s&o reversiveis e ndo causam lise celular (Virginio et
al., 1999).

Estudos na literatura demonstram que tanto mutagfes alélicas quanto a
existéncia de polimorfismos na extremidade C-terminal do P2X7 ocasionam a perda
de funcdo de poro do receptor. Por exemplo, uma mutacdo em que ha troca da
prolina 451 por leucina na porcdo C-terminal do receptor P2X7, naturalmente
encontrada em certas linhagens de camundongos, reduz a capacidade de formacao
de poro induzida por ATP (Adriouch et al., 2002; Le Stunff et al., 2004). Alias, tem-se
sugerido, através da analise de experimentos com proteinas truncadas, que esta
extremidade precisa estar quase que intacta (95%) para a formacdo de poro.
Proteinas truncadas no residuo 581 apresentaram entrada de brometo de etidio
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negligenciavel, enquanto que células expressando o mesmo P2X7 truncado no

residuo 582 voltaram a permitir a entrada de molécula fluorescente no mesmo nivel
da proteina selvagem (Smart et al., 2003). Ja a atividade de canal idnico ndo é
afetada, nem mesmo em receptores truncados no residuo 380. Ainda no mesmo
estudo, delecdes entre os residuos 551 e 581 resultaram em receptores néo
funcionais sem deteccdo da sua expressao na superficie celular, sugerindo que esta
regido esta envolvida na localizacgdo membranar do receptor P2X7 (Smart et al.,
2003).

O gene do receptor P2X7 é altamente polimérfico e a maioria das
substituicbes confere perda de funcdo da proteina (Fuller et al.,, 2009). Os
polimorfismos descritos para esse receptor com 0s respectivos resultados podem ser
encontrados no Quadro 3 abaixo. Além disso, o transcrito de P2X7 humano pode
sofrer processamento alternativo gerando até 7 variantes diferentes, inclusive uma
em que falta quase toda a extremidade do receptor (Cheewatrakoolpong et al.,
2005). Esta variante € altamente expressa em varios tecidos, demonstrando que
nesses locais houve a sele¢do de um P2X7 com a funcéo restrita de canal idnico. Ao
contrario, a oitava variante descrita para o receptor P2X7 apresenta ganho de
funcdo em ambas as funcdes de canal ibnico e de formacdo de poro (Nicke et al.,
2009).

30 40 50 60
_YGTIK WEFHVIIFSY VCFALVSDKL YQRKEPVISS
90 100 110 120

VHTKVKGIAE VKEEIVENGV KKLVHSVFDT ADYTFPLQGN SFFVMTNFLK TEGQEQRLCP
130 140 150 * 160 170 180
EYPTRRTLCS SDRGCKKGWM DPQSKGIQTG RCVVHEGNQK TCEVSAWCPI EAVEEAPRPA
190 200 210 220 230 240
LLNSAENFTV LIKNNIDFPG HNYTTRNILP GLNITCTFHK TQNPQCPIFR LGDIFRETGD
250 260 270 280 290 300
NFSDVAIQGG IMGIEIYWDC NLDRWFHHCR PKYSFRRLDD KTTNVSLYPG YNFRYAKYYK
*310 320 330 340 350 360

ENNVEKRTLI KVFGIRFDIL VEFGTGGKEFDI IQLVVYIGST LSYFGLAAVFEF IDFLI-
370 380 390 400 410 420
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O
O
O
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*570 580

Figura 3: Sequéncia de aminoacidos do receptor P2X7 de humanos.
Regides em rosa representam as extremidades intracelulares; em amarelo, as
regides transmembrana; em azul, o dominio extracelular. Os potenciais sitios de
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glicosilacdo estdo destacados em negrito e o sitio de fosforilagdo esta sublinhado.
Os polimorfismos descritos para esse receptor estdo marcados com um *. Figura
montada a partir das referéncias: (Ennion & Evans, 2002; Boué-Grabot et al., 2000;
Jiang et al., 2000; Newbolt et al., 1998) e das listadas no Quadro 3. A notacao
convencional dos aminoacidos pode ser acompanhada no Quadro 6 da secao
Apéndice.

Quadro 3: Polimorfismos descritos para o receptor P2X7 de humanos.

Perda de funcéo

Fator de risco para
tuberculose nas
populacdes mexicana e
asiatica e risco aumentado

Polimorfis Susceptibilidade a Referéncia
Resultado - .
mo Doencas Bibliografica
H155Y ou . -
489C>T Ganho de funcéo (Cabrini et al., 2005)
Limita grandemente
o fluxo de ions Rb",
R307Q BaZ* e brometo de (Gu et al., 2004)
etidio
Diminuicéo de Transtorno depressivo (Cabrini et al., 2005;
funcao maior Lucae et al., 2006)

(Fernando et al.,
2007; Gu et al., 2001;
Nino-Moreno et al.,
2007; Ohlendorff et

de fraturas em mulheres

. al., 2007)
na pds-menopausa
Perda de funcéo,
interferéncia na Risco aumentado de (Ohlendorff et al.,
localizagéao da fraturas em mulheres na 2007; Wiley et al.,
proteina na pds-menopausa 2003)
membrana

Por fim, tem sido proposto um dominio de ligacgdo a molécula de
lipopolissacarideo (LPS) na porcdo C-terminal, o que explicaria as respostas
inflamatorias desencadeadas pelo P2X7, apds a adicdo de LPS (Denlinger et al.,
2001). Em macrdéfagos estimulados com LPS, este receptor modula a secre¢éo de
diversas moléculas imunomoduladoras tais como IL-1B, TNF-a e o6xido nitrico.
Interessantemente, peptideos derivados de P2X7 também sdo capazes de se
ligarem ao LPS, bloqueando seus efeitos celulares como, por exemplo, a ativagao
das quinases reguladas por sinais extracelulares (ERK) 1 e 2 e a estimulacéo da
degradacédo de lkappaB-a. Este motivo de interagéo lipidica também desempenha
papel no controle do trafego do receptor para a membrana e na modulagédo do canal
ibnico (Denlinger et al., 2003). Além dos motivos de interagdo proteina-lipidio, outros
motivos de interacdo proteina-proteina foram encontrados na sequéncia peptidica da

extremidade do P2X7. De fato, ja foi descrito que o receptor P2X7 participa de um
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complexo protéico multimérico (Figura 4), no qual interage com até 11 proteinas, que
podem ser imunoprecipitadas com ele: proteinas de matriz extracelular como a
laminina a3; proteinas que atravessam a membrana como a integrina B2 e o
receptor da proteina tirofosfatase-beta (RPTPB); proteinas de citoesqueleto como a
B-actina, a a-actinina, supervilina e outras de funcBes diversas: guanilato quinase
P55 associada a membrana (MAGuK), proteinas de choque térmico (Hsp) 70 e 90,
proteina cognato de choque térmico 71 (Hsc71) e fosfatidilinositol-4-quinase (PI14K)
(Kim et al., 2001). Ja o ensaio de duplo hibrido realizado em leveduras, apontou a
interacdo da extremidade C-terminal do P2X7 com varios membros da familia de
proteinas de membrana epitelial (EMPs), que tém suas funcdes ligadas a mediacéo
de apoptose (Wilson et al.,, 2002). Recentemente, descobriu-se que além dos
eventos de sinalizagdo que ocorrem a jusante da ligacdo de ATP, a formacéo do
poro requer o recrutamento de proteinas formadoras de hemicanais, chamadas
panexinas, para a membrana plasmatica (Pelegrin & Surprenant, 2006). Assim, o
guestionamento quanto a natureza do poro formado pelo P2X7, se ele é a dilatacao
do canal ibnico ou uma proteina diferente ativada pelo P2X7, parece estar proximo

de ser resolvido (Figura 4).
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Figura 4: Representacdo esquematica da abertura do poro do receptor P2X7
em duas hipéteses:

A) Hipodtese da dilatacdo direta do canal ibnico. Painel superior: pela topologia do
receptor, na extremidade C-terminal esta associado um complexo de sinalizacdo que
consiste em proteinas do citoesqueleto, fosfatases e quinases, proteinas
intracelulares e de membrana, importantes para o rearranjo do citoesqueleto e
dobramento de proteinas. Painel intermediario: no estagio inicial da ativacdo do
P2X7 ou em proteinas truncadas (linha vermelha pontilhada), o receptor funciona
como um canal ionico. Painel inferior: ativacdo prolongada do P2X7 resulta na
ativacdo de segundos mensageiros, no rearranjo do complexo de sinalizagao,
induzindo (1) a dilatacdo de um poro e (2) secrecdo de IL-1B. B) Hipotese do poro
separado. Painéis superior e intermediario, similiar ao que ocorre em A, com a
diferenca da existéncia de um poro separado. Painel inferior: a ativacdo do complexo
de sinalizacdo leva (1) & abertura de um poro nao-seletivo independente e (2) a
liberacao de IL-13. Adaptado de Duan e Neary, 2006.

1.4 Farmacologia do Receptor P2X7

O principal ativador enddgeno do receptor P2X7 é o ATP, em concentracdes

muito maiores (ECso = 100 uM) em comparacdo com outros P2Xs. Entretanto, a
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molécula de ATP rigido 2,3-O-(4-benzoilbenzoil)-ATP, o BzATP, foi inicialmente

descrito como sendo aproximadamente 30 vezes mais potente que o ATP (Bianchi
et al.,, 1999; Surprenant et al., 1996). Estudos farmacologicos recentes, que
comparam a eficacia do BzATP no P2X7 de humano, rato e camundongo BALB/c e
C57BL/6 (Donnelly-Roberts et al., 2009), confirmaram que na atividade de canal
ibnico, o BzATP foi 10 vezes mais potente como ativador do receptor de humanos e
ratos do que o de camundongos. Na comparacéo entre as poténcias dos agonistas,
0 BzATP foi 10-12 vezes mais potente do que o ATP no P2X7 de humanos e
camundongos, demonstrando ainda que o ATP € um fraco ligante do receptor de
rato, como reportado anteriormente (Chen et al., 2005). 2MeSATP (2-metiltioATP) e
ATPyS (adenosina-5'-O-(3-tiotrifosfato) sdo capazes de ativar o P2X7 humano, mas
nao tiveram atividade de agonista nos receptores de roedores. A exposicdo ao
agonista rapidamente leva a abertura do canal catiénico e se a presenca do ligante
estende-se por mais tempo, ocorre a transi¢do progressiva para a condi¢cdo de poro
nao-seletivo. De fato, na captacdo de Yo-Pro-1, o BzATP também foi o agonista
mais potente e promoveu a formacdo de poro em P2X7 humano 10 vezes mais
eficientemente do que em rato e 100 vezes mais do que em camundongo,
demonstrando a alta sensibilidade do receptor P2X7 humano em relacdo ao de
roedores tanto na funcdo de canal ibnico como na de poro. O ATP mostrou uma
fraca ou nenhuma atividade nos P2X7 de rato e camundongo na captac¢ao de Yo-Pro
(Donnelly-Roberts et al., 2009).

Embora alguns reagentes, como suramin, PPADS e reactive blue tenham
demonstrado um efeito antagonista no receptor P2X7, nenhum deles mostrou-se
especifico para o receptor P2X7. O primeiro antagonista seletivo descrito para este
receptor, foi o ATP oxidado (0ATP), que irreversivelmente bloqueia os sitios de
ligacdo ao ATP, provavelmente por ligacdo covalente (Murgia et al., 1993). Por
muitos anos, o oATP foi utilizado nos experimentos de identificagdo farmacologica
do P2X7, mas outras moléculas foram sendo adicionadas a lista de antagonistas do
receptor. No estudo comparativo do receptor P2X7 de camundongos, rato e humano
(Donnelly-Roberts et al., 2009), apresentaram atividade de antagonista do receptor
P2X7, tanto na propriedade de canal como na de poro, os compostos listados no
Quadro 4. Neste estudo, os dois Unicos antagonistas que funcionaram em
receptores P2X7 de todas as espécies e que se comportaram de modo seletivo

foram os recentemente descobertos A-740003 e A-438079. Os demais reagentes
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falharam na especificidade, antagonizando outros receptores P2X ou foram espécie-

especificos.

Quadro 4: Antagonistas do receptor P2X7 de humanos na formagé&o de poro.

(A-438079)

Antagonista plCso*
Piridoxal-fosfato-6-azofenil-2',4'-disulfonato (PPADS) 5,9
1-[N,O-bis(5-isoquinolinesulfonil)-N-metil-L-tirosil]-4-fenilpiperazine (KN62) 6,7
Brilliant Blue G (BBG) 5,1
Piridoxal-5’-phosphate-6-(2’-naftilazo-6’-nitro-4’,8’-disulfonato (PPNDS) 6,7
Acido 4-[(4-formil-5-hidroxi-6-metil-3-[(fosfonooxi)metil}-2-piridinil)azo]- 65
benzoico (MRS 2159) ’
N-(1-{[(cianoimino)(5-quinolinilamino) metil] amino}-2,2-dimetilpropil)-2-(3,4- 20
dimetoxifenil)acetamida) (A-740003) '
3-[[5-(2,3-diclorofenil)-1H-tetrazol-1-iljmetil]piridine hidrocloridrico 6.0

* plCsq significa —log(ICso), ou seja plCso = 4 representa um plCso de 10M.
Adaptada de Donnelly-Roberts et al., 2009.

1.5 Expressédo no SNC e fungdes

No sistema nervoso central (SNC), o receptor P2X7 estad distribuido

amplamente em quase todos os tipos celulares (Wei et al., 2008), desempenhando

as mais diferentes funcdes. Inicialmente, o receptor P2Z foi identificado em células

da microglia (Ferrari et al., 1996) e astrdcitos (Ballerini et al., 1996). Apés seu

reconhecimento como P2X7, sua expressao foi confirmada na microglia (Di Virgilio et

al., 1999; Solini et al., 2008), em astrdcitos (Kukley et al., 2001; Panenka et al.,
2001), neurbnios (Brandle, Kohler & Wheeler-Schilling, 1998; Deuchars et al., 2001),

células de Muller na retina (Pannicke et al., 2000) e células de Schwann (Colomar &

Amedee, 2001). Na Figura 5, estdo representadas algumas das interacbes do

receptor purinérgico P2X7 com outros receptores nas diferentes células do SNC.
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Figura 5: Presenca e interacdes do receptor P2X7 nas células do SNC.

Os comentarios seguem-se nos préximos paragrafos. Siglas: GLUT, glutamato;
AMPAR/NMDAR, receptores de glutamato; IL-1B, interleucina 1 beta; CREB,
proteina ligadora ao elemento responsivo a CAMP; BNDF, fator neurotréfico derivado
de cérebro; TrkB, receptor neurotrofico tirosina quinase; ERK, quinase regulada por
sinal extracelular. Adaptado de Burnstock, 2008.
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Na microglia (Figura 5, nimero 1), o receptor P2X7 pode levar a liberacdo de
IL-1B (Solini et al., 2008), de citoquinas inflamatérias como o fator de necrose
tumoral-alfa (TNFa) (Hide et al., 2000) e do fator de transcricdo NF-kappaB (Solini et
al., 2008). Sabendo-se que todas essas moléculas sdo efetoras de situagbes
inflamatodrias adversas, fica facil compreender que o descontrole da ativacdo do
receptor pode facilitar, através delas, o estabelecimento de condicdes
neurodegenerativas como processos de morte celular, principalmente, por apoptose
(Solini et al., 2008). Mais recentemente, Takenouchi e colaboradores (Takenouchi et
al., 2009) descreveram um novo mecanismo de morte celular, em células de
microglia, pelo qual a ativacdo do P2X7 impede a sinalizacdo autofagica, ao mesmo
tempo em que estimula a liberagdo de autofagolisossomos/fagolisossomos no
espaco extracelular.
Localizado nos terminais pré-sinapticos de neurbnios da medula oblongata e

da medula espinhal (Deuchars et al., 2001), o receptor P2X7 parece desempenhar
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papéis importantes na modulacdo sinaptica. Aplicacbes de BzATP causaram

despolarizacdo em fatias de medula espinhal, o que foi bloqueado tanto por
inibidores de P2X7 quanto de receptores glutamatérgicos, demonstrando que a
ativacdo de P2X7 induz a liberacdo de glutamato (Figura 5, nimero 2) (Deuchars et
al., 2001). Embora néo se saiba se a origem desse neurotransmissor € de terminais
pré-sinapticos ou de células gliais, este mesmo estudo demonstrou que existe uma
via de liberacdo de vesiculas do terminal pré-sinaptico ativa, constatada pela
liberacdo de corante fluorescente induzido por BzATP e inibido por oATP e BBG,
reforcando essa alternativa. Também na juncdo neuromuscular, a expressdo de
P2X7 foi identificada. Em neurbnios do hipocampo de rato, Sperlagh e
colaboradores (Sperlagh et al., 2002) descreveram também uma liberacdo de GABA
e glutamato a partir da ativacao de receptores P2X7 pré-sinapticos, cuja presenca foi
determinada por hibridizacdo in situ de mRNA. Por outro lado, a transmissao
sinaptica em fibras musgosas da regido CA3 é inibida pela ativacdo de P2X7
(Panenka et al., 2001). De qualquer maneira, exposi¢cdes prolongadas ao ATP
extracelular sdo prejudiciais aos neurdnios, ja que culturas organotipicas e culturas
primarias de neur6nios cerebelares sdo extremamente sensiveis a morte com
concentracfes maiores que 0,5 mM de ATP (Amadio et al.,, 2002; Morrone et al.,
2005).

Ja os astrécitos, células que mantém a homeostase cerebral e o ambiente
favoravel as transmissfes sinapticas, inclusive participando delas, possivelmente
desenvolveram mecanismos de protecao ao ATP. Alias, a ativacdo do receptor P2X7
parece ser um sinal de alerta de situacfes de trauma ou injuria. A liberacdo de
neurotransmissores como ATP (Figura 5, nimero 3)(Ballerini et al., 1996; Suadicani,
Brosnan & Scemes, 2006) e glutamato (Duan et al., 2003) também tem sido
reportada ser induzida pela ativagdo do receptor P2X7 nos astrocitos. Ambos
neurotransmissores parecem ser liberados através da abertura do poro formado pelo
complexo P2X7 e panexina, uma vez que inibidores de gap junction, que inibem
também a panexina, bloqueiam a liberacdo de ATP induzida por ATP (Suadicani et
al., 2006). O efluxo de glutamato através do poro € uma das vias mais consideradas
para esse neurotransmissor, ja que outras vias como transportadores de glutamato,
exocitose dependente de Ca?* e até lise de membrana foram excluidas (Duan et al.,
2003). Diversas outras respostas estdo descritas para esse receptor em astrocitos:
inibicdo da liberagdo de TNFa induzida por LPS (Kucher & Neary, 2005); indugéo de
parada de crescimento sem afetar a viabilidade celular (Neary, Kang & Shi, 2005);
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inducdo da superexpressdao da quimiocina MCP-1, responsavel em parte pela

infiltracdo de leucdcitos durante um trauma ou inflamacédo (Panenka et al., 2001),
liberacdo de IL-1B (Figura 5, numero 4) e ativacao da via de pré-sobrevivéncia da
Akt (Morrone et al., 2003). Tem sido proposto, inclusive, que células da microglia
ativadas liberem vesiculas contendo o receptor P2X7 que, por sua vez, quando
ativado pelo ATP liberado de astrocitos proximos resulte em lise vesicular e
liberacdo das citoquinas do seu interior, estabelecendo um importante cross-talk
entre as células do SNC (Bianco et al., 2005). Em conjunto, estes trabalhos parecem
reforcar a ideia de que o receptor P2X7 pode ser um sensor de injdria e desencadeie

respostas de socorro celular.

1.6 Expressdo em Cancer

Assim como nos processos fisioldgicos, o receptor P2X7 ndo desempenha
apenas uma fungdo, mas, ao contrario, esta envolvido em mecanismos celulares até
mesmo antagbnicos como morte e sobrevivéncia celular. Também a expressao
desse receptor em neoplasias ndo obedece nenhum padrao identificavel. De fato, na
maioria dos canceres, o receptor P2X7 esta super-expresso como em cancer de
prostata, de mama, de tiredide e de pancreas (Quadro 5), ou ainda sua expressao
esta relacionada diretamente com a agressividade tumoral como na leucemia
linfocitaria crénica. Em carcinomas de pele, sua distribuicdo pode ajudar a
diferenciar lesbes benignas de tumores malignos. Por outro lado, em amostras de
cancer epitelial uterino, a expressdo de P2X7 esta extremamente diminuida, de tal
maneira que 0S autores sugerem que essa diminuicdo possa ser utilizada no
diagnéstico da doenca. Em estudos que relatam somente a presenca e funcédo do
receptor P2X7, as respostas desencadeadas por esse receptor também nao sao
unificadas. Se em células de melanoma e carcinoma epitelial de intestino, a ativacao
de P2X7 leva a morte celular, em neuroblastomas e gliomas de rato C6 0 mesmo
receptor induz proliferacao (Raffaghello et al., 2006) e migracéo celular (Wei et al.,
2008). De fato, o receptor P2X7 parece estar envolvido na biologia tumoral e sua
expresséo e funcionalidade merecem ser investigadas em gliomas, como potencial

alvo terapéutico.



Quadro 5: Expressao e funcionalidade do receptor P2X7 em cancer.

Tipo de

Cancer

Prostata

Mama

Tiredide

Pancreas

Carcinoma de
Pele
Epitelial

Uterino

Glioma

Neuroblastoma

Melanoma

Epitelial

Intestino

Leucemia
Linfocitica

Crobnica

Estado da
expressao de
P2XT7*

Superexpresso

Superexpresso

Superexpresso

Superexpresso

Superexpresso

Reprimido

Expressao
induzivel por
BzATP

Presente

Presente

Presente

Superexpresso
na variante
mais severa da

doenca

Nivel de

expresséo

proteina

proteina

MRNA e
proteina

MRNA

proteina

MRNA e

proteina

MRNA e

proteina

proteina

MRNA e

proteina

proteina

MRNA e

proteina

*Em relac&o ao tecido sadio correspondente

Efeito

Fisioldgico da

ativacao

ND

Nao funcional

ND

ND

ND

ND

Induz

Migracéo

Induz

Proliferacéo

Induz

Morte Celular

Induz

Morte Celular

Diminui

proliferacao
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ND: nao determinado

1.7 Gliomas: Descricéo e incidéncia

Gliomas sao tumores primarios que surgem no sistema nervoso central e que
compartilham vérias semelhancas nas caracteristicas morfolégicas e na expressao
de proteinas com as células gliais, tais como astrocitos, oligodendrécitos e seus
precursores (Holland, 2001). Segundo a classificacdo da Organizacdo Mundial da
Saude (Louis et al., 2007), existem 4 graus de tumores astrociticos dispostos a
seguir. Astrocitomas de grau I sdo lesbes com baixo potencial proliferativo, com
possibilidade de cura apds remocdo cirlrgica, ttm como exemplos astrocitoma
pilocitico e astrocitoma subependimal de células gigantes. Astrocitomas de grau II
geralmente apresentam natureza infiltrativa e apesar do baixo indice de proliferacéo,
frequentemente reincidem ou ainda progridem para graus maiores; estédo incluidos:
astrocitoma pilomixoide, astrocitoma difuso e xantoastrocitoma pleomorfico. S&o
classificadas como grau III as lesbes com evidéncias histologicas de malignidade, o
que inclui nucleo atipico e atividade mitética ativa; o tratamento para esses
pacientes inclui quimio e radio terapias como adjuvantes. S&do exemplos desse tipo
de tumor astrocitomas anaplasicos. Os tumores de maior malignidade sao
designados como grau IV, apresentam caracteristicas citologicamente malignas
(pleomorfismo celular e nuclear), mitose intensa, proliferacdo microvascular,
tendéncia para areas de necrose, comumente em pseudopalicada, uma rapida
evolucao da doenca pré- e pds-cirurgia, e sdo na maioria das vezes fatais (Figura 6).
Fazem parte dessa classe de tumores os glioblastomas, glioblastomas de células

gigantes e gliossarcomas (Louis et al., 2007).
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Figura 6: Histologia em HE de um glioblastoma de camundongo.

Caracteristicas como necrose pseudopalicada (NP) e proliferacdo microvascular
(seta) sdo comumente encontradas nesse tipo de tumor. Barras representam 100
um. Adaptado de Johansson et al., (2005).

Estes ultimos tumores, também denominados glioblastoma multiforme de grau
IV ou, simplesmente, glioblastomas como serdo designados nesse trabalho, foram
classificados como 0s mais agressivos tumores cerebrais por apresentarem alta
proliferacéo, resisténcia a radiacdo e elevada capacidade de invasao no tecido sadio
(Avgeropoulos & Batchelor, 1999), afetando estruturas importantes no SNC. Por
iSs0, 0s sintomas relatados por pacientes que tém esse tipo de tumor sao dores de
cabeca, convulsdes e/ou alteracbes neurolégicas como distlrbios linguisticos e
fragueza em algum membro do corpo. Todas essas caracteristicas fazem dos
glioblastomas a terceira causa mais frequente de morte por cancer em adultos e a
segunda em criangas nos Estados Unidos. Uma vez diagnosticado, geralmente por
tomografia computadorizada e ressonancia magnética, o prognéstico de vida é de
até 12 meses mesmo com tratamentos convencionais como ressecc¢ao cirurgica,
seguido de quimio/radio terapia. No Brasil, o ultimo estudo estatistico de tumores
cerebrais de um hospital do Parana, apontou os tumores de origem astrocitaria
como 0s mais comuns (36,3%), sendo os glioblastomas a forma predominante
(Torres et al., 1990).

A origem desses tumores ainda ndo esta totalmente esclarecida. Por muito
tempo acreditou-se que estas neoplasias tinham origem em células diferenciadas,
pois elas apresentavam caracteristicas morfolégicas parecidas com o tipo celular de
origem, mas evidéncias recentes apontam para a idéia de que além desse processo,

as células cancerigenas possam derivar de células-tronco neurais, com capacidade
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de auto-renovacao, proliferacdo e diferenciacédo (Figura 7) (Sanai, Alvarez-Buylla &

Berger, 2005; Singh et al., 2004). O processo de transformacao do fendtipo sadio
para o tumoral passa por diversas alteragdes genéticas, das quais depende o grau
de malignidade dos gliomas. Esta transicdo multifatorial envolve dois importantes
controles da vida celular: a super-ativacdo das vias de transducdo de sinal e o

progresso no ciclo celular.
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Figura 7: Origem dos glioblastomas.
A) Diferenciacdo normal das células do sistema nervoso a partir de progenitores
neurais. B) Transformagcdo maligna que ocorre em progenitor glial com vias de
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diferenciacdo ativadas. C) Transformacé&o maligna ocorre em progenitor glial com
interrupgéo da maturagao. Retirado de Sanai et al., 2005.

As vias de transdugdo de sinal mais ativadas em glioblastomas humanos
correspondem as vias a jusante dos receptores de tirosina quinase. Por exemplo,
amplificacBes génicas ou mutacdes que levam a ativacao constitutiva do receptor do
fator de crescimento epidermal (EGFR) (Frederick et al., 2000), receptor do fator de
crescimento de fibroblastos (FGFR) (Takahashi et al., 1990; Yamaguchi et al., 1994),
e do receptor do fator de crescimento de plaquetas (PDGFR) (Smith et al., 2000)
ativam uma série de cascatas de sinalizacdo a jusante que incluem as vias da PI3K
(Fosfatidil-inositol-3-quinase)/Akt, da RAS/MAP quinase, da c-myc, da proteina
quinase C e da STAT, todas elas envolvidas na sobrevivéncia celular. De fato, os
receptores EGFR estdo amplificados ou mutados em 30-50% dos pacientes com
glioblastomas, assim como as atividades da RAS e da Akt encontram-se elevadas.
Além da ativacdo dos receptores tirosina quinase, pode ocorrer a mutagcdo ou a
auséncia do gene da PTEN (Fosfatase e homodlogo da tensina deletada do
cromossomo dez), a fosfatase que defosforila o principal efetor da atividade da PI3K
(Sano et al.,, 1999). Também a delecdo da PTEN é frequentemente relatada em
glioblastomas de alto grau.

O outro grupo de alteracbes relevantes para a gliomagénese resulta no
escape da parada no ciclo celular. Nesse grupo, as proteinas controladoras da
progressao no ciclo celular estdo deletadas como a INK4A-ARF (Fulci et al., 2000;
Newcomb et al., 2000) e a proteina retinoblastoma (RB) (Newcomb et al., 2000) ou
perdem sua funcdo como a proteina p53 (Shiraishi & Tabuchi, 2003). Pode ainda
haver a amplificacdo da CDK4 (Rollbrocker et al., 1996), CDK6 (Costello et al.,
1997), ciclina D1 (Buschges et al., 1999) e MDM2 (Reifenberger et al., 1993). Em
gliomas de alto grau, a perda das fungbes da INK4-ARF e p53 sdo as alteracoes
mais frequentemente identificadas (Fulci et al., 2000). A proteina supressora de
tumor p53, por exemplo, atua como um fator de transcricio responsavel pela
progressao do ciclo celular e inibe a apoptose frente a sinais de dano ao DNA e
mutacdes oncogénicas (Bogler et al., 1999). Através de modelos de formacao de
gliomas em animais (Dai & Holland, 2001) foi possivel perceber que nenhuma
dessas proteinas é responsavel Unica pela transformacdo oncogénica, mas €
necessaria a combinacdo de alteracbes de ambos 0s processos biolégicos para o

surgimento desse tipo de tumor. A ordem em que elas ocorrem ainda n&o foi
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totalmente elucidada, mas acredita-se que influencie pelo menos no tipo de

glioblastoma formado (Figura 8).
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Figura 8: Principais alteracdes genéticas que ocorrem durante a gliomagénese.
Adaptado de Holland, 2001.

1.8 Invasdo: adesado e migracao

A maioria das neoplasias desenvolveu como caracteristica de progressao
tumoral a capacidade de utilizar os sistemas sanguineo e linfatico para atingir outros
locais do individuo num processo de metastase. Ao contrario, glioblastomas
raramente fazem metéstases (Bernstein & Woodard, 1995), mas suas células
apresentam uma especialidade agressivamente invasiva no tecido sadio adjacente.
A caracteristica infiltrativa dos glioblastomas deve-se, principalmente, a importantes
habilidades das células cancerigenas: adesdo e migracdo. Células individuais de
glioblastomas sao capazes de se infiltrar em dire¢cdo ao tecido sadio de 4 a 7 cm a
partir da massa tumoral (Silbergeld & Chicoine, 1997). Os passos necessarios para
a invasdo desses tumores sdo: adesdo celular aos componentes da matriz
extracelular (MEC), degradacéao local da MEC através de metaloproteinases (MMPS)
e, finalmente, migracdo celular através da MEC ocupando o espago recém aberto
(Goldbrunner, Bernstein & Tonn, 1999).

As células de glioblastoma invadem o tecido sadio migrando atraves de

estruturas anatémicas preferenciais em humanos, que incluem a membrana basal
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de vasos sanguineos, 0 espaco subependimal, as limitantes externas da glia e/ou

em paralelo ou em interseccdo as fibras nervosas na massa branca (Giese &
Westphal, 1996). Todas essas estruturas sao constituidas por uma variedade de
elementos da MEC tais como laminina, colageno 1V, tenascina e &cido hialurénico
(Giese et al., 1994; Pilkington, 1996). Especialmente, a membrana basal de vasos
contém também o proteoglicano heparan sulfato, colageno |, fibronectina,
vitronectina e entactina. As células, por sua vez, dispdem de um complexo
multimérico formado por integrinas, quinases de adesdo focal e proteinas
associadas a actina (paxilina, talina, vinculina e alfa-actinina) que determinam a
sinalizacdo e a migracédo celular (D'Abaco & Kaye, 2007). De fato, o comportamento
invasivo e migratério depende da interacdo da célula de glioblastoma com
componentes especificos da matriz extracelular, o que pode ser comprovado in vitro
pela preferéncia dessas células por componentes da MEC como substratos de
adesao e migracao celular.

Entre os receptores de superficie celular envolvidos na adesdo, migracédo e
invasdo tumoral destacam-se as integrinas, reconhecidas moléculas de adeséo e os
receptores de hialuronato CD44. Estes receptores sdo responsaveis especialmente
pela adesdo célula-matriz. Entretanto, também se deve considerar a existéncia de
receptores encarregados da adesao célula-célula que influenciam nesses processos.
Nesse caso, 0s receptores mais importantes sdo as caderinas, as selectinas e
membros da superfamilia das imunoglobulinas como as moléculas de adesé&o celular
neural (NCAMSs), as moléculas de adeséo celular intercelular (ICAMs) e as moléculas
de adesao celular vascular (VCAMS) (Goldbrunner et al., 1999).

Por tudo isso, torna-se facil entender que as células de glioblastomas
adaptaram a expressdo de suas proteinas de modo que aumentem sua adesdo a
MEC, apresentem expressdao aumentada de metaloproteinases e, portanto,
deslocam-se mais rapidamente. Por exemplo, videos derivados de fotos
microscopicas revelaram que a velocidade média de células de glioblastoma
cultivadas em monocamada em plastico é de 12,5 um/h. Ao serem cultivadas num
substrato de preferéncia dos glioblastomas, laminina, a velocidade de migragéo foi
aumentada para 50 um/h (Chicoine & Silbergeld, 1995). Adicionalmente, células de
glioblastoma expressam diversos subtipos de metaloproteinases, entre as quais a
gelatinase A (MMP-2) e a gelatinase B (MMP-9) sdo as mais expressas em nivel de
MRNA e de proteina (Raithatha et al.,, 2000; Vince et al., 1997). Como ultima

consideracdo, é importante ter em mente que durante o processo de locomogéo,
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embora seja necessaria a degradacdo de MEC, também é preciso que essa

degradacdo ndo seja completa, mas que sobre ainda um pouco de MEC por onde a
célula possa aderir e deslocar-se. Assim como, 0o avanco celular em dire¢cdo ao
espacgo vazio necessita que, no outro polo celular, as ligagbes dos receptores de
adesdo com a MEC ou com outras células sejam liberadas ou clivadas para que
ocorra o deslocamento (Bernstein et al., 1998). Isso geralmente acontece atraves da
reciclagem de receptores que diminui suas concentracées na membrana plasmatica,

além das sinalizagfes de rearranjo do citoesqueleto (Giese & Westphal, 1996).

1.9 Modelo do sistema purinérgico em glioblastomas

Diversas evidéncias do nosso grupo tém demonstrado, na Ultima década, que
o sistema purinérgico (nucleotideos, receptores e enzimas) esta fortemente
envolvido na biologia dos glioblastomas, tanto em processos de proliferacao,
viabilidade celular in vitro, quanto no crescimento e invasao in vivo. Inicialmente, foi
constatada uma inversdo da capacidade de hidrdlise de nucleotideos extracelulares
pelos glioblastomas em relacdo aos astrocitos (Wink et al., 2003). Enquanto 0s
astrocitos sdo capazes de hidrolisar eficientemente o ATP e em menor escala o ADP
e apresentam uma hidrolise de AMP baixa, as linhagens de glioblastoma humano e
de rato ndo possuem essa habilidade de hidrolisar ATP e ADP, mas apresentam alta
hidrolise de AMP. Isso configura diferentes cenarios extracelulares quanto a
concentracdo dos nucleotideos, o que resulta também em diferentes estimulos nos
receptores purinérgicos. Em concordancia com esses dados, o ATP 5 mM é
citotbxico para culturas organotipicas, mas ndo tem efeito deletério em
glioblastomas. Pelo contrario, ATP 100 puM e adenosina 100 pM, que sao
concentracbes mais proximas das fisiologicas no meio extracelular, tém funcdes
proliferativas para as mesmas linhagens de glioblastoma (Morrone et al., 2003). A
relevancia desse sistema foi reforcada in vivo, uma vez que a co-injecdo de
NTPDasel, enzima que hidrolisa ATP e ADP, com o implante de glioblastomas C6
em cérebro de rato diminuiu significativamente o tamanho do tumor (Morrone et al.,
2006).

Embora a NTPDase 2 seja a principal NTPDase expressa pelos astrocitos,
0 que é condizente com a alta hidrélise de ATP por estas células (Wink et al., 2006),
a sua reposicdo génica nos glioblastomas resultou em tumores maiores e mais

malignos quando implantados em ratos. O tratamento com clopidogrel, antagonista
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de P2Y12, reverteu esta situacdo, demonstrando que o ADP gerado pela NTPDase

2 ativou o recrutamento de plaquetas e outros processos de inflamacdo que
facilitaram a progressédo tumoral (Braganhol et al., 2009). Isso comprova também
que a regulacdo dos niveis de nucleotideos extracelulares é finamente controlada
pelas NTPDases, com caracteristicas farmacologicas diferentes, que devem ser
levadas em consideracdo na escolha de alvos para a terapia génica. Nesse sentido,
o silenciamento da ecto-5’NT tem gerado resultados mais promissores na diminui¢ao
do crescimento de glioblastomas implantados no cérebro de ratos, diminuindo
também caracteristicas malignas como adesdo (Campesato et al., comunicagao
pessoal). Conquanto que, neste trabalho destaca-se a importancia da proteina na
malignidade tumoral, sabe-se que o AMP pode diminuir a proliferacdo celular ao
mesmo tempo em que a adenosina tem efeito contrario (Bavaresco et al., 2008).
Além disso, dados da literatura apontam que a concentracdo de ATP esta
aumentada em volta do tumor (Pellegatti et al., 2008), cuja origem pode ser tanto da
liberacdo induzida por glutamato excitotoxico em neurdnios (Bennett & Boarder,
2000; Queiroz et al., 1999) ou ainda por extravasamento do contetdo intracelular em
caso de injuria do tecido normal. De fato, glioblastomas humanos ativamente liberam
glutamato e este aminodcido excitatorio esta aumentado dentro e na periferia do
tumor (Behrens et al., 2000; Ye & Sontheimer, 1999). Em conjunto, estes dados
demonstram o papel crucial do sistema purinérgico no crescimento e na invasao
tumoral, permitindo construir um modelo (Figura 9) no qual os glioblastomas, através
da liberacdo constante de glutamato citotoxico, induzem a liberacdo de ATP pelos
neurbnios ou ainda este ATP seja extravasado dos compartimentos celulares em
processo de degeneracdo. Este ATP em altas concentragdes, ndo degradado pelos
glioblastomas, ndo é deletério para eles, mas induz morte celular em neurénios,
abrindo espacgo para a invaséo tumoral. Ou seja, se para os glioblastomas o ATP e a
adenosina séo fatores proliferativos, o ADP induz respostas inflamatorias favoraveis
ao estabelecimento tumoral e o AMP é anti-proliferativo, significa que estas células
desenvolveram mecanismos de defesa dos efeitos deletérios do sistema purinérgico
e ao mesmo tempo beneficiaram-se dessas moléculas pela inversao das atividades
enzimaticas. Uma vez que, este sistema é formado ndo sé por enzimas e
nucleotideos, mas também por receptores que sdo 0s responsaveis por sinalizar os
processos celulares, torna-se fundamental e complementar estudar a expressao e

funcionalidade dos receptores purinérgicos na biologia de glioblastomas.
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O uso de linhagens celulares nas diversas areas de pesquisa permite um

melhor nivel de reprodutibilidade, além de uma caracterizacdo molecular especifica
daquele tipo celular. O estabelecimento de linhagens celulares de glioblastoma de
humanos e de roedores permitiu, por exemplo, estudar as principais vias de
sinalizacdo que foram alteradas nessa doenca e que séao hoje alvo de importantes
intervencdes terapéuticas. A linhagem de glioblastoma de camundongo GL261 foi
induzida em cérebro de camundongos C57BL/6 com o0 agente carcinogénico
metilcolantreno por Seligman e Shear em 1939 (Seligman & Shear, 1939). Em 1970,
modelos experimentais de desenvolvimento de tumor em cérebros de camundongos
com a GL261 ja eram uma préatica para o estudo de agentes quimioterapicos
(Ausman, Shapiro & Rall, 1970). Nesses casos, as células de glioblastoma GL261
eram propagadas subcutaneamente nos camundongos singénicos e as passagens
eram feitas a cada 14 dias. Ao longo dos anos, outros trabalhos estabeleceram a
GL261 como linhagem, crescida in vitro, e que apos 12 passagens em meio de
cultura DMEM/F12 passava a expressar marcadores como a proteina glial fibrilar
acida (GFAP), mas mantinha o potencial de formacdo de tumor em cérebros de
camundongos (Andreansky et al., 1998; Lumniczky et al., 2002; Natsume et al.,
1999). As células de GL261 facilmente adaptam-se ao crescimento in vitro, ndo
apresentam inibicdo de crescimento por contato, carregam mutacfes nos genes da
K-ras e da p53 e crescem agressivamente em camundongos C57BL/6, constituindo
um bom modelo de glioma in vivo (Szatmari et al.,, 2006). Modelos animais de
crescimento de tumor a partir de linhagens sdo muito importantes, uma vez que
permitem avaliar o crescimento tumoral com todas as interacfes celulares do tecido
sadio. Esta possibilidade de avaliagdo do crescimento tumoral in vivo fez da

linhagem GL261 uma das escolhas desse trabalho.
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Figura 9: Modelo proposto para o envolvimento do ATP extracelular na
progresséao tumoral.

As células do glioma, através da liberagdo de glutamato e outras substancias,
causam a morte celular do tecido que circunda o tumor, levando a liberacdo de
fatores cuja concentracdo intracelular é elevada, como o ATP e o préprio glutamato
(seta 1). Estes fatores induzem a morte neuronal que, por sua vez causam uma
maior liberacdo de ATP e glutamato (seta 2). Como a degradacdo do ATP pelos
gliomas é extremamente baixa, pela delecdo das NTPDases 1 e 2 e como 0S
gliomas sao resistentes a morte por ATP, o nucleotideo permanecera acumulado
nas bordas do tumor, contribuindo ainda mais para o processo de retro-alimentacao
positiva entre morte neuronal, liberacdo de ATP e glutamato e consequentemente
proliferacédo e invaséo do glioma (seta 3). Retirado de (Wink et al., 2003).
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2 OBJETIVO

Considerando que as células tumorais de glioblastoma apresentam
resisténcia a morte induzida por ATP extracelular; que os receptores purinérgicos
P2Xs, principalmente o subtipo P2X7, € mediador da citotoxicidade do ATP em
diversos tipos celulares e, ainda, que os glioblastomas que tenham alterado suas
respostas do sistema purinérgico tenham vantagem seletiva in vitro e in vivo, o
objetivo deste trabalho foi investigar a expresséo e a funcionalidade do receptor
P2X7 em células de glioblastomas.

Este trabalho foi dividido em dois objetivos especificos apresentados na forma

de artigo cientifico:

Capitulo 1: caracterizar a morte celular induzida por ATP na linhagem de

células de glioblastoma de camundongo GL261.

Capitulo 2: investigar a expressao do receptor P2X7 em biopsias de paciente
com glioblastoma e relacionar com caracteristicas de malignidade em linhagem de

glioblastoma GL261 silenciada para 0 mesmo receptor.



3 CAPITULOS - ARTIGOS CIENTIFICOS

3.1 Capitulo 1

Characterization of ATP-induced Cell Death in the GL261

Mouse Glioma

Artigo publicado no periddico Journal of Cellular Biochemistry
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Characterization of ATP-Induced Cell Death in the
GL261 Mouse Glioma
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ABSTRACT

Gliemas have one of the worst prognesis among cancers. Their resistance te cell death induced by endegenous neurctoxic agents, such as
extracellular ATP, seems to play an important role in their pathobiclogy since alteraticns in the degradation rate of extracellular ATP
drastically affects glioma growih in rats. In the present woerk we characterized the mechanisms of cell death induced by extracellular ATP in
a murine glicma cell line, GL261. ATP and BzATP, a P2X7 agoenist, induced cell death at concentrations that are described te activate the
P2X7 receptor in mouse. cATP, an antageonist of P2X7, blocked the ATP-induced cell death. Agonists of purinergic receptors expressed in
GL261 such as adenosine, ADP, UTP did not cause any cell death, even at mM concentrations. A sub-population of cells more sensitive to
ATP expressed more P2X7 when compared to a less sensitive subpopulation. Accerdingly, RNA interference of the P2X7 receptor
drastically reduced ATP-induced cell death, suggesting that this receptor is necessary for this effect. The mechanism of ATP-induced
cell death is predeminanily necrotic, since cells presented shrinkage accompanied by tmembrane permeabilization, bul not
apoptotic, since no phosphatidylserine externalization or caspase activity was cbserved. These data show the importance of
P2X7 in ATP-induced cell death and shed light on the importance of ATP-induced cell death in glioma development. J. Cell. Biochem.
109: §83-951, 2010. @ 2010 Wiley-Liss, Inc.
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melecules up te 900Da can pass. However, this pore opening

E xtracelltdar ATP has well described roles in  several
requires prelonged exposure to ATP in the low millimolar range and

physiological processes like vascular tonus, pain sensation,

netrotransmission, cell proliferation, differentiation, and death
[Burnstock, 2006). The specific purinergic receptors that mediate
these effects are classified inte P1 receptors (Ay, Asa, Asp, and As),
which are activated by nucleosides and P2 receptors that respend
to nucleotides, which are further subdivided in metabotropic P2Y
(P2Y 1, 2, 4, 6, 11-14) and ionotropic P2X subtypes (P2X1-7)
[Bumstock, 2006).

Among the P2X receptors, the P2X7 subtype possesses unique
biolegical properties such as the opening of a pore through which

the presence of asscciated proteins [Surprenant et al., 1956, Pelegrin
and Surprenant, 2006]. P2X7 is respensible for ATP-induced cell
death in warious cell types through mechanisms that inveolve
necrotic features such as swelling, loss of membrane integrity and
apoptotic features, such as shrinking and phosphatidylserine (PS)
externalization [Tsukimete et al., 2005; Taylor et al., 2008].

In the central nervous system, ATP is highly texic te neurens in
vitro and ex vivo [Morrone et al., 2005] and extracellular ATP plays
an important role in neurcnal death in pathclogical conditions such

Abbreviations used: BzATP; benzofl-beneoil adenosine 5 -triphosphate; MTT; 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide; oATP; oxidized adencsine 5'-triphosphate; TNP-ATP; 27,3~ 0-(2,4, 6-trinftrophenyl)

adenosine 5'-triphosphate.
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as ischemia and trauma [Wang et al., 2004; Cavaliere et al., 2007].
Newrcnal death induced by oxygen and glucese deprivation of
hippocampal organctypic cultures was blocked by the P2X7
antagonist cATP [Cavaliere et al., 2004] and a broad P2X antagonist,
TNP-ATP [Cavaliere et al., 2007], but knockout of the P2X7 receptor
did not affect the sensitivity of mice to ischemia in vivo [Le Feuvre
et al., 2003] indicating that multiple receptors may be involved in
neurcnal death in this pathelogical condition. Glial cells, on the
other hand, are mostly resistant to ATP-induced cell death and ATP
acts as a mitogen in astrocytes, activating pro-survival pathways
such as PI3K/Akt and ERK [Lenz et al., 2000, 2001; Jacques-Silva
et al,, 2004]. It is interesting to notice that mouse neural progenitor
cells (NPCs), which are capable of differentiation into neurcns,
astrocytes and oligodendrocytes, are sensitive to extracellular ATP
with a pharmacclogical and molecular profile that suggests the
invelvement of P2X7. Notakly, NPCs from P2X7 KO mice were
much more resistant to extracellilar ATP [Delarasse et al., 2009).

Glicmas are the most aggressive tumors of CNS, in part, due te
their unique ability to rapidly invade the neighboring tissue, thus
making surgical resection and radiotherapy much mere difficult.
Part of this turnor invasion seerns to be due to the liberation of
neurotoxic molecules, such as ATP and/or glutamate, by the gliomas
and by the surrounding dying cells that open up space for tumor
invasion [Takano et al., 2001]. Most glicmas examined have a rate of
extracellullar ATP degradation that is arcund three crders of
magnitude lower when compared to astrocytes [Wink et al,, 2003],
thus allowing a build up efthis melecule around the tumor. Besides
the neurctoxic effect, ATP can also induce proliferation of several
kinds of glioma cells lines [Merrone et al,, 2003]. The importance of
extracellular ATP for glicma pathobiclogy was confirmed by the
reduction in gliema tumor size by the injection of apyrase, which
degrades extracellular ATP tc AMP [Moerrone et al, 2006], and
the striking increase in tumor size by over-expression of an
ecto-enzyme that degrades ATP to ADP [Braganhol et al., 2009],
suggesting that ATP is liberated and that the effect on the tumor
growth depends on the nuclectide produced by its degradation.

Here we show that the mouse glioma cell line GL261 is sensitive
to high concentrations of ATP and by pharmacoelogical and genetic
strategies showthat this effect is mediated by the P2X7 receptor. The
mechanism of cell death is mainly necrotic, not presenting clear
apoptetic features. This characterization will contribute to the
understanding of the importance of the purinergic system and of
cell death induced by endogenocusly liberated molecules in turmor
biclogy of gliomas.

REAGENTS AND CELL CULTURE

Reagents, ATF, ADP, AMP, Bz-ATP, oATF, TNP-ATF, PPADS,
suramin, reactive blue and propidium jodide (FI) were purchased
from Sigma (St. Louis, MO), except when specified. Mouse GL261
glioma cell line was a generous gift of Dr. Iker Eyiipoglu, University
of Zurich. All cells were maintained in culture flask in Dulbecce’s
modified Eagle's medium (DMEM]) supplemented with 10% fetal calf
serutn (FCS). In the experiments with purinergic antagonist, the
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drugs were added to culture medivn 15 min before the nucleotide
exposure, except cATP that was added 30 min before.

STAELE RNA INTERFERENCE

Mouse P2RX7 (GenelD: 18433) was knocked down (KD] by
transduction of cells with lentivirus produced with the plasmid
clone ID NM_011027.1-1368s1c1 from the Mission RNAI library
from Sigma-Aldrich. Non-target (SHCO02V) sequence was used as a
control. Lentiviruses were produced by co-transfecting the Missicn
RNAI plasmid with the helper plasmids pRSVREVY, pVSV-G and
pMDLgRRE [Dull et al., 1998] in sub-confluents Hek293T cells
with Superfect Reagent (Qiagen), accerding to the manufacture's
protoceol. Three days after transfection, supernatant was collected
every 2 days during 1 week, filtered through a 0.45 pm membrane
and used immediately or stored at —80°C. One milliliter of virus
containing medium was added to target cells, alse at sub-confluent
stage (15,000 cellsfwell) in 24-well plates, together with 8 pg/ml of
polybrene overnight. Cells were allowed 48 hto express the selectien
marker and were then selected with 5.5 pM purcmycin for at least 10
days. KD was confirmed by Western blotting.

ASSESSMENT OF GLIOMA CELL VIABILITY

Loss of membrane integrity was measured through lactate
dehydrogenase (LDH) release, in which the cell medium was
withdrawn and transferred to an eppendorf tube on ice, centrifuged
for 1min at 10,000 rpm and an aliquot of the supernatant was used
for enzymatic assay using a LDH kit available from Deles Reagentes
following the manufacture’s protecel. Results were expressed as
percentage of 0.5% Triton X-100-induced LDH release. For PI
incorporation, cells were exposed to ageonists concomitantly with
1 pM PL. After the indicated times, pictures were taken on Carl Zeiss
Fluerescence Inverted Microscope fitted with a standard rhodamine
Tilter. Positive conirol cells received 0.5% Triton X-100. Alter-
natively, the number of permeabilized cells was quantified using
ViaCount® Reagent, which contains PI as an indicaior of
permeabilization, and analyzed in a Guava EasyCyte flow cytometer
{Guava Technologies, Hayward, CA).

Mitochondrial viability was assessed using the MTT assay. Briefly,
glioma cells were seeded on 96 multiwell plates and allowed to grow
until confluence, treated and incubated for 4h at 37°C in MIT
solution (0.25mg/ml of MIT dissolved in Ca®T and Mg**-free
buffer). Formazan crystals, formed by tretrazolium cleavage, were
dissolved with 100 pl of DMSO for 10 min and quantified at 560 and
630 nm using a Spectramax Spectrofotometer.

Phosphatidylserine (P5) externalization was determined by
annexin fluorescent signal of Annexin-V FITC conjugate (Gibeof
Invitrogen) accerding te the manufacture's protocel. GL261 cultures
treated or not with ATP, were tripsinized, centrifuged for 5min at
2,000 rpm and the supernatant discarded. The pellet was ressus-
pendend with 100 pl of Annexin Binding Buffer (10 mM HEPES, pH
7.4, 140mM Na(l, 2.5mM CaCl,) and incubated with annexin
0.5 pl/sample and PI 18 pM for 15 min at reom temperature in the
dark and analyzed on Guava EasyCyie flow cytometer. Cysplatin
16.6 nM was used as positive contrel for apoptosis.
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TABLE L. Primers for Purinergic Recepters Used at PCR (RT-PCR and gRT-FCR) Experiments

Antisense

Primer Sense

Paxi 5 AAGGTCAACAGGCGCAACT-3
Pix2 S-GTGCAGAAAAGCTACCAGG-3
Pax3 5 GUTGCGTGAACTACAGCTC-3
PaXa & CTTGGATTC COGATCTGGG-3
PiX5 S-GCACCTGTGAGATCTITGC-3'
Pixe S -CAGGACCTOTGAGATCTGG-3
Paxy 5 TCCCTTTRCAGGRGAACTC- Y
PaY1 S TGTTCAATTTGGCTCTG GO -3
PaYZ S-CTTCGCCCTCTGCTTCCTG-37
PaY4 S-GACATTGTCAGACA CCTTG-3'
G & CGUTTCCTCTTCTATGOCA -3
PaY11 5 CTTCCTCTTCACCTGUAAC-
PiY12 S-GACTACAAGATCACCCAGG-3'
PiY13 S GOCGACTTGATAATGACAC-Y
PiY1a S TCTITTACGTGOCCAGCTC-

5-AACACCTTGAAGAGGTGACG-3
S-GGATGGTGAAATTTGGGGC-3
5-ACTGGTCCCAGGCCTTGTC-3
5-GGAATATGGGOCAGAAGGG-3"
S-TCGGAAGATGGGGCAGTAG-3
5-TCCTACAGCTGOAAGGAGT-3
5-GTACGGTGAAGTTTTCGGC-3'
5-AGATGAAATAACTTCGCAGG-3'
S-TIGGCATCTCGGGCAAAGC-3
5-AAGACAGTCAGCACCACAG-3
5-AGGCTGTCTTGGT GATGTG-3'
5-AGGCTATACGCTCTGTAGG-3

S -CCTCCTGTTGGTGAGAATC-3
5-ATGATCTTGAGGAATCTGTC-3
5-CTGTCAAAGCTGATGAGCC-3'
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RT-PCR ANALYSIS

Total RNA from gliema cell culiures were isolated with Trizel LS
reagent (Life Technologies) and chlercferm-isopropanol extraction.
The c¢DNA was synthesized with M-MLV Reverse Transcriptase
enzyme (Premega) from total RNA with cligo (dT) primer. One
micreliter of the RT reaction mix was used as a template for PCR
using a concentratien of 0.5 wM of each primer indicated below, in
Table L and 0.5 units of Tag DNA pelymerase (CenBiot-UFRGS). As a
control for cDNA synthesis, B-actin PCR was performed. The PCR
cycling conditions were as follows: 1 min at $5°C, 1 min at 94°C, 303
at 60°C, 455 at 72°C and a final 10 min extensicn step at 72°C for 40
cvcles. Products of the PCR reaction were analyzed on a 1% agarose
gel stained with 1x SYBR Green for gel staining (Molecular Probes).
SYBR Green I-based real-time PCR was carried cut on Applied-
Biosystem 7500 real-time cycler as described [Andrade et al.,
2008]. All results were analyzed by the 2~ AACT phethod [Livak and
Schmittgen, 2001]. B-Actin was used as the internal centrol gene
for all relative expression calculations. All samples were run in
triplicate and the data were presented as ratio of P2X7/R-actin.
The primers used for real time PCR were the same used in RT-PCR
analysis.

WESTERN BLOT ANALYSIS

To determine P2X7 immunocontent, glioma cell cultures were
washed twice with cold PBS and homoegenized in lysis buffer (4%
sodium  dedecylswWfate (SDS), 2.1mM EDTA and 50 mM Tris).
Aliquots were taken for protein determination [Peterson, 1983]
and f-mercaptoethanel was added to a final concentration of
5%. Forty micrograms of protein were separated on 8% S5D5-
polyacrylamide gel electropheresis (Bio-Rad, CA) and electrotrans-
ferred to PVDF membranes. Membranes were blocked and further
incubated with polyclonal anti-P2X7 antibody {(Santa Cruz
Biotechneclogy Inc.) 1:200, 1 h at room temperature. The membranes
were then incubated with horseradish perexidase-conjugated
anti-rabbit antibedy (1:2,000) for 2h af reom temperature and
the chemioluminescence was detected using X-ray films (Kodak
X-Omat, Rochester, NY). The filins were scanned and the
percentage of band intensity was analyzed using Image J software
(NIH).

STATISTICAL ANALYSIS

The data obtained was expressed as % cof contrel and presented as
mean+SEM of at least three independent experiments unless
otherwise stated. Stafistical analysis was performed by Student’s
f-test and comparison among multiple groups was performed by
one-way ANOVA followed by Tukey posi-hoc test. Values were
considered significant at P < 0.05.

MOUSE GL261 GLIOMAS ARE SENSITIVE TO ATP

ATP treatment of the mouse glioma cell line GL261 lead to cell
reundup, membrane permeabilization to prepidium iodine (FI)
{Fig. 1A] and release of LDH, which peaked at around 2 h to reach
around 70% of maximum LDH release (Fig. 1B). This lead tc loss
of cell viability, as measured by MIT assay, confirming that
concentrations above 1mM of ATP effectively killed these cells
{Fig. 1C,D).

EXPRESSION OF PURINERGIC RECEPTOR AND PHARMACOLOGICAL
PROFILE OF ATP-INDUCED CELL DEATH

GL261 gliomas express mRNA for several purinergic receptors,
which include A2z, P2X1, P2X3-7, P2Y2, P2Y6, P2Y 12, and P2Y 14
{Fig. 2A). Activation of the A2a receptor with adenosine, P2Y2 and
P2Y6, with UTP and P2Y12 with ADFP, did not exert toxic effect on
GL261 cells, even at the 5 mM dose (Fig. 2B). BzATP, an agonist of
the P2X7 receptor, with an ECeq of 936 pM for the mouse receptor
[Young et al, 2007], induced cell death with an EC., of about
1.0 mM (Fig. 1C). TNP-ATP, considered a broad P2X antagonist, but
that does not bleck P2X7, had no effect on ATP-induced cell death,
whereas oxidized ATP (0ATP), a P2X7 antagonist, completely
prevented the effect of ATP in a dese-dependent fashien (Fig. 2D and
Supplementary Fig. 1A), indicating that the activation of P2X7 is
essential for the toxic effect of ATP in GL261. Among the non-
specific purinergic antagonists tested, only PPADS partially reverted
the ATP-induced death. Mg®" jons, which block the effect of ATE by
decreasing its binding te the receptor, also blocked the toxic effects
of ATP (Supplementary Fig. 1B).
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Fig. 1. The mouse glioma cell line GL261 is killed by ATP. ATP leads to cell
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integrity in a dose- and time-dependent way, as measured by LDH release (B,C).
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CELLS MORE SENSITIVE TO ATP EXPRESS MORE P2X7 RECEPTOR
In corder to establish whether there is a correlation between
sensitivity to cell death and P2X7 expression, we acutely treated
GL261 cells with 5mM ATP and collected the detached cells after
20 min, a time point in which about half of the cells came off the
dish. The detached subpopulation presented more P2X7 mRNA and
protein when compared to the adherent subpopulaticn, indicating
that the subpopulation of cells with more P2X7 expressicn were
more susceptible to ATP (Fig. 3AB). Ne differences were found in
the mRNA of the other P2X receptors (Fig. 3C), corroborating the
impotrtance of P2X7 in the ATP-induced cell death.
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Fig. 2. Pharmacological profile of GL261 cell death: mRNA expression of
purinergic receptors in GL261 analyzed by RT-PCR (numbers below indicate the
size of the expected PCR product. Representative of three experiments) [(A).
LDH release frem GL261 eultures treated for 2 h with 5 mi of the indieated
agonists, n =3 (B). Dose-response eurve of BzATP treatment for 2 h measured
with MTT assay (C). Effect of a P2X7 antagonist, oATP. and a P2X1-6
antagonist, TNF-ATP, on ATP-induced cell death, white bars represent control
cells and black bars are 5mi ATP-treated cells, n =3 (D). **P< 0.01 versus
controls and *P < 0.05 versus controls with t-test.
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SILENCING OF P2X7 DRASTICALLY REDUCES ATP-INDUCED

CELL DEATH

Considering the pharmacolegical profile of cell death, together with
the enrichment of P2X7 receptor in the more sensitive cells, we set
out to silence P2X7 recepior with stable shRNA. P2X7 expression,
as verified by Western blotting, was reduced by more than 90%
in the P2X7 knockdown (KD) cells {Fig. 4A). KD cells presented nc
detectable morphological alteration when compared to wild type
{WT) cells under normal growth conditions {(Fig. 4B). Upcn ATP
treatment, WT cells rounded up and came off the culture plate while
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KD cells did not present significant alterations in morphology,
similady tc WT cells treated with the P2X7 antagenist, oATP
(Fig. 4B). Both 3 and 5 mM ATP lead to a significant increase in
PI permeabilization within 2h in WT cells or cells transduced with
the non-target shRNA sequence (data nct shown] while only a mild
increase in PI pesitive cells was observed with 5 mMATP in KD cells
(Fig. 4B,C). It is important to notice that LDH liberation remained at
the basal level in KD cells, even at 5 mbM ATP (Fig. 4D) suggesting
that KD cells probably open up seme pores through which PI can
pass, but this is not sufficient for the induction of membrane rupture
and release of LDH.

Previously we showed that several glioma cell lines are resistant
to ATP-induced cell death [Morrone et al., 2005]. A rat glioma cell
line (C6) and two human gliomas cell lines (U138 and U87) which are
resistant to 5mM of ATP as verified by LDH activity (Fig. 5A),
presented similar P2X7 receptor expression when compared to
GL261 cells (Fig. 5B) suggesting that the presence of P2X7 is not
sufficient for ATP-induced glioma cell death.

ATP-INDUCED CELL DEATH WITH NECROTIC BUT NOT
APOPTOTIC FEATURES
ATP treatment induced a clear increase in the Pl-positive popu-
lation, without an increase of the annexin V-positive population
(Fig. 6A,B), in strong contrast with the positive control, cisplatin
(Supplementary Fig. 2A). The lack of apoptoesis in response to ATP is
confirmed by the absence of caspase 3/7 activity in cells treated with
5mM ATP for 2 h (Supplementary Fig. 2B) or 24 h (data not shown).
Treatment with ATP lead to a clear shrinkage of the cells, as
indicated to the lefi-shift in the forward scatter analysis of cells
treated with ATP {Fig. 6, compare panelsD with F) and this shrinkage
did not differ between the Pl-positive and negative population,
suggesting that permeabilization to PI and shrinkage are events that
are not causally linked. This is further supported by the chservation
that P2X7 KD significantly reduced permeabilization to PT but did
not significantly affect shrinkage (Fig. 6, compare panels H and F),
suggesting that the latter is mediated by another P2 receptor.
These results suggest that permeability to PL probably due to
P2X7 channel to pere transition is an impertant part of cell death
induced by ATP, and that KD of P2X7 reduces the amount of
receptor to alevel which allows the entry of Plin some cells but does
not reach the threshold needed for cell rupture.

In the present report we show that ATP induces cell death of
the mouse glioma cell line GL261 and that this effect requires
the activation of the P2X7 receptor. This is supported by the
pharmacological profile, with cell death being induced by
concentrations of ATP and BzATP, a P2X7 agonist, in the
concentration range described for the mouse P2X7 activation
together with the bleckage of ATP-induced cell death by oATP, a
P2X7 antagonist. Additicnally, the lack of toxic effects found by
high concentraticns of ADP, adencsine or UTP, P1 and P2Y agonists,
suggests that the activation of receptors whose mRNA was found
in GL261, such as A, P2Y2, P2Y6, P2Y12, or P2Y14 are not
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compared to untreated, *P« 0.05 and &p.20.01 when compared to WT eells (one-way ANOYA followed by Tukey's test).

respensible for the toxicity of ATP or its degradation products.
Differential expression of P2X7 mRNA and protein in sub-
populations with different sensitivities to ATP indicate that the
more sensitive sub-population expresses more P2X7, while the
expression of other P2X receptors was not positively or negatively
selected for. Most importantly, the KD of P2X7 in GL261 produced &
cell line resistant to 5mM ATP, indicating that this receptor is
necessary for the ATP-induced cell death in GL261. P2X7 receptor,
despite being necessary for ATP-induced cell death in GL261, is not
sufficient for ATP-induced cell death in gliomas in general, since
other glioma cell lines express similar levels of P2X7 when
compared to GL261, but are resistant tc 5 mM ATP. This suggests

that, in these glicmas, P2X7 is either inactive by mutation or
truncation or the expression of accessory proteins that are necessary
for mediating the toxic effects of ATP, such as pannexin, is lacking
[Pelegrin and Surprenant, 2006].

Cell death induced by activation of P2X7 is strengly dependent
on cell type. There are reports of classical apoptosis or necrosis as the
predominant cell death mechanism [Coutinho-Silva et al., 2005;
Tsukimoto et al., 2005], but, in the majority of cases, a mixed feature
of cell death mechanisms was found, mainly with apoptosis and
necrosis co-occurring. Since none is dominant, the block of
apoptosis generally does not prevent cell death [Auger et al, 2005;
Jun et al., 2007]. Even a pseudoapoptotic mechanism was proposed
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for P2X7-mediated cell death, in which cells presented mitochon-
drial depolarization with swelling, PS flip, membrane blebbing but
without subsequent cell death [Mackenzie et al., 2005]. We observed
a cell death that presents predominant necrotic features, such as
membrane permeakilization and rupture. The ohservation that ATP-
induced some increase in PI positive cells without leading to any
LDH liberation in P2X7 KD cell suggests that a threshold of receptor
activation has to be reached for cell rupture, but not for P2X7 pore
opening and entry of PI [Greenberg et al., 1988].

Apoptosis is normally preceded by cell shrinkage whereas
necrosis is preceded by swelling [Okada and Mak, 2004]. We
observed cell shrinkage, but that was not accompanied by PS
externalization neither by caspase 3/7 activation, suggesting that
apoptosis is not the mechanism of ATP-induced cell death in GL261.
Additionally, the observation that the rate of cells that shrunk was
not different for the PI positive and negative population suggests
that these events are not causally linked but rather co-ccourting.
This is further supported by the shrinkage observed in P2X7 KD
cells, but which was not accompanied by alarge permeakilization
and, most importantly, cell death. Others have cbserved cell
shrinkage induced by P2X7 activation in lymphocytes, but this was
accompanied by PS5 externalization [Taylor et al., 2008; Tsukimcto
et al, 2005]. Recently, Takenouchi et al. [2009] reported that
activation of P2X7 receptor lead to a decrease in autophagy in
microglial cells, through the impaitment of lysossomal function.
Preliminary data indicate that ATP reduces autophagy in GL261
cells and that P2X7 KD does net significantly affect this reduction
induced by ATP, suggesting that autophagic cell death does not play
an important rele in ATP-induced cell death and that P2X,; dees not
regulate autophagy in GL261 cells.
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Fig. 6. ATP-induced cell death involves membrane permeabilization, cell shrinkage but not PS externalization. WT or KD eells were treated with 5 mM ATP for 2 h and analyzed
by flow eytometry with Annexin ¥ and Pl. Panels A-C: Annexin ¥ staining < Plincorporation. Panels D-1: Cell size (Forward Secatter, FSC] plotted against Pl incorporation of the
indicated populations. Values refer to average of the percentage of cells in each gate of six independent experiments + SEM. *P < 0.05 versus WT control cells and *P < 0.05

wersus WT ATP 5miv [one-way ANGVA followed by Tukey's test).
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Several reports point to stem cells as the origin of gliomas,
although this is still an area of dispute, mainly due to unceriainties
about the promoter activities in the different neural stem cells [Shih
and Heolland, 2004]. Neural progenitor cells (NPCs) are sensitive to
ATP [Delarasse et al., 2005], with several similarities to cell death
induced by ATP in GL261, which include: (i) dose-response to ATP
and BzATP: (ii) inhibition of ATP-induced cell death by oATP, (iii)
time curve of LDH release, (iv) lack of invelvement of caspases, and
(v) an almost complete dependence of the expression of P2X7, as
evidences by the reduction of ATP-induced cell death of NPCs
obtained from P2X7 KO mice. On the other hand, there are many
differences in ATP-induced death between GL261 and neurons such
as protection of the latter but nct the former by the P2X1-6
antagonist TNP-ATP [Cavaliere et al., 2004, 2007] and only a mild
reduction of death by P2X7 KO in neurons, but a large reduction by
P2X7 KD in GL261. Considering that asirocytes are resistant to ATP-
induced cell death, these suggests that GL261, at least regarding
sensitivity to ATP, are more similar to NPCs than to differentiated
CNS cells.

The purinergic system plays a role in the growth of gliomas,
which was evidenced by the induction of proliferation of gliomas by
ATP in vitro [Morrone et al., 2003] and the extremely low ecto-
ATPase activity in gliomas when compared to astrocytes [Wink
et al., 2003]. In vive models showed that expression of ecto-enzymes
that degrade ATP alter tumor growth depending of the product of
ATP degradation. Presence of apyrase, which degrades ATP to AMP,
preduced a reduction of C6 rat glioma growth [Morrene et al., 2006]
whereas expression of ecto-NPDase2, an enzyme that degrades ATP
in ADP, increased tumer size [Braganhol et al,, 2009]. This suggests
that ATP and the purinergic system is a significant player in the
biolegy of glioma tumers and suggests that ATP is present at the
tumor site and may affect survival depending on the sensitivity of
the glioma cells to ATP.

GL261 is a well-established glioma cell line that can grow in the
brain of mice [Szatmari et al., 2006], suggesting that sensitivity to
high concentrations of ATP does not totally abrogate in vive glioma
growth. There are indirect evidences that extracellular ATP reaches
levels needed for P2X7 activation in the CNS, since elimination of
pathogenic T lymphocytes is higher in wild-type mice when
compared to P2X7 KO in experimental autoimmune encephale-
myelitis [Chen and Brosnan, 2006]. Tt is not clear, however, if
glicmas experience concentrations of ATP high enough io induce
cell death, but the higher ecto-ATPase activity of GL261 (data not
shown) when compared tc the glicma cells lines that are resistant to
ATP [Wink et al., 2003] may suggest that GL261 could use this
ATPase activity tc protect itself against ATP that may accumulate
around the tumor.

P2X7 has been linked to various types of cancer, mainly by
correlative observations such as overexpressicn, found in prostate
[Slater et al., 2004a], breast [Slater et al., 2004b], skin [Greig et al.,
2003], neuroblastoma [Raffaghello et al., 2006], leukemia [Mack-
enzie et al, 2005], and thyrcid papillary carcinoma [Arcella et al.,
2005]. A large multicentric study showed that patients that have
glicmas with high expression of P2X7 mRNA present lenger
survival when compared to patients with gliomas that express less
P2X7 mRNA [The-Cancer-Genome-Atlas, 2008] thus supporting the

48

neotion that P2X7 presents an anti-tumor effect for gliomas. On the
other hand, in neuroblastema cells, P2X7 activation was shown to
lead to an increase in tumor growth through substance P release
[Raffaghello et al., 2006].

Tumor growth leads to the preduction and accumulation of
several substances normally not found in healthy tissue and,
athough the majority of tumor cells evelved to be immune, and
even strive, on these substances, the modulation cof their respense en
the tumor cells may lead to molecules or genetic therapies aimed at
sensitizing the tumor cells to the naturally cccurring molecules,
such as ATP, that accumulate arcund the tumoer.
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Supplementary Data:

Legends to Supplementary Figures:

Supplementary Figure 1. Dose-response effect of oATP on cell death induced by
3mM and 5mM of ATP for 2h as measured with MTT assay (A) and the effect of
antagonists of purinergic receptors and Mg** ions on ATP-induced death as
measured by LDH liberation (B). *p<0.05 vs respective control, one-way ANOVA,
following Tukey post-hoc test.

Supplementary Figure 2. Cells treated for 48h with 16.6uM of cisplatin were used
as a positive control for Annexin V staining (A). Fluorigenic caspase 3 activity of cells
treated with 5mM ATP for 2h and analyzed immediately thereafter. Treatment with 1
uM etoposide for 24h was used as positive control (C).

Methods:

Caspase activity was measured by the cleavage of the fluorigenic synthetic substrate
for caspase-3/7 Ac-DEVD-MCA (Peptide Institute, Osaka, Japan). Cells treated with
etoposide as positive control, as previously described (Morrone et al., 2005).

Reference:

Morrone, F.B., A.P. Horn, J. Stella, F. Spiller, J.J. Sarkis, C.G. Salbego, G. Lenz and
A.M. Battastini, 2005, Increased resistance of glioma cell lines to extracellular
ATP cytotoxicity, J Neurooncol 71, 135.
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3.2 Capitulo 2

P2X7 Purinergic Receptor Expression Directly Correlates with
Survival of Patients with Glioblastomas: Role in Adhesion and

Migration

Artigo a ser submetido ao peridédico Cancer Letters
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Abstract

P2X7 is an ionotropic receptor, whose activation by extracellular ATP can cause pro-
or anti-apoptotic responses, depending on the concentration of the ligand. This
receptor is expressed in almost all the cellular types of central nervous system and
has been linked to cell death in several cell types. Gliomas are the most deadly brain
tumor due to their high proliferation, migration and infiltrative nature. Here, we show
that the increased expression of P2X7 purinergic receptor positively correlates with
patients’ survival when analyzed with immunohistochemistry at protein level or
microarray at the mRNA in a different set of patients from “The Cancer Genome
Atlas” database. One possible role of P2X7 receptor in glioma biology may be related
to cell adhesion and migration. P2X7 knockdown in a glioma cell line that expresses
a functional P2X7 receptor by stable RNA interference decreases cell adhesion and
promotes migration. Since these are features of more aggressive cancers, this could
be part of the explanation for the correlation observed in patients’ outcome. This data
support the importance of the purinergic system in general and the P2X7 receptor

particularly in the pathobiology of gliomas.

Key words: glioma, P2X7 receptor, adhesion, migration, patient survival
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Introduction

The ionotropic P2X7 receptor belongs to the purinergic receptor family that responds
to ATP binding by opening a channel permeable mainly to calcium ions. This
receptor has an extended C-terminal end that confers to this receptor the possibility
of pore formation upon long exposure to ATP concentration above 1 mM. P2X7 is
broadly expressed and several roles were ascribed to P2X7 in the Central Nervous
System, which include cell death of neurons [1, 2] or neural progenitor cells [3],
activation of the pro-survival pathway PI3K/Akt in astrocytes [4], autophagy in
microglia [5], and even microglial activation and cellular proliferation [6].
Glioblastomas are the most aggressive brain tumors because of their highly invasive
nature coupled to high proliferation and resistance to cell death. This infiltrative
nature is the hallmark of poor prognosis and high recurrence index even after
surgical resection and radio- and chemotherapy [7]. The steps required to glioma
invasion are cell adhesion to extracellular matrix (ECM) components, ECM
degradation and migration [8]. Cell attachment and migration are driven by diverse
proteins involved in cell signaling and movement, in particular a protein complex that
includes integrins, focal adhesion kinases (FAK) and the actin-associated proteins
paxillin, talin, vincullin and a-actinin [9]. These proteins were shown to be important
for glioblastoma progression.

P2X7 expression in cancer is considerably variable, with the majority of tumors, such
as prostate [10], breast [11], thyroid [12] and pancreatic [13] cancer presenting P2X7
upregulation. A positive correlation between receptor function and tumor
aggressiveness was observed for chronic lymphocytic leukemia [14]. In cases of skin
carcinomas, P2X7 distribution in the tissue may help to differentiate between benign
lesions and malignant tumors [15]. On the other hand, in uterine epithelial cancer,
P2X7 protein is clearly downregulated, and this feature has even been suggested as
a biomarker in this tumors diagnosis [16]. In melanoma [17], intestine epithelial
carcinoma [18] and mouse glioma cells [19], P2X7 mediates cell death, while in
neuroblastoma [20] and rat glioma [21] the same receptor triggers responses such as
proliferation and migration, respectively. Independent of the cancer type, P2X7
purinergic receptor seems to be involved and plays a role in the malignant state.

Here we found that higher expression of P2X7 correlates with higher survival of
patients with glioblastoma and that silencing of P2X7 receptor in a glioblastoma cell

line leads to a reduction in adhesion and an increase in migration, which may be part
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of the mechanisms involved in the effect that P2X7 expression has on glioblastoma

patients outcome.



58
Material and Methods

e Immunohistochemistry
Eighteen histological samples of human gliomas were collected between January
2004 and June 2008 from patients who underwent surgical resection at the
Pathology Department from the University Hospital of the Federal University of Rio
Grande do Sul (HCPA-UFRGS; Porto Alegre, Brazil) and the diagnostic were made
by a pathologist. All patients signed an informed consent allowing the use of part of
the removed tissue for scientific purposes. Samples were obtained in accordance
with approved ethical standards of the institutional research ethics committee (GPPG
document number 08-259, HCPA-UFRGS). The biopsies were processed as
previously described [22], briefly, they were fixed in 10% formalin and embedded in
paraffin blocks. Five micrometer serial cryostat sections were deparaffinized in xylene
and dehydrated in a graded ethanol series. Anti-P2X7 antibody was used at the
dilution of 1:100 and reveled by streptavidin-biotin staining. The samples were lightly
counterstained with hematoxylin-eosin (HE). P2X7 expression was quantified by

WCFI Image J software (NIH) (http://www.uhnresearch.ca/facilities/wcif/imagej/) as

follows: the immuno-histochemistry sample images, taken at the same light intensity,
were submitted to colour deconvolution at "Plugins/Colour Functions" with "H&E
DAB". The DAB image generated was quantified by using "Analyse/Measure" as
previously described [22]. Patients were divided according to P2X7 expression above
and below de median expression and survival of the two independent groups were

evaluated in a Kaplan-Meier survival plot.

e mMRNA expression and correlation with Patient’s survival
The results published here are in whole or part based upon data generated by The
Cancer Genome Atlas Pilot Project established by the NCI and NHGRI. Information
about TCGA and the investigators and institutions who constitute the TCGA research

network can be found at http://cancergenome.nih.gov. The Kaplan-Meier survival plot

was generated in TCGA Data Portal powered by CaBIG: https://cma.nci.nih.gov/cma-

tcga/ with the following entries: ‘p2rx7’, as gene symbol, ‘all_patients’ as sample
group and ‘Affimetrix microarray (GBM: Broad) Affy HT Human Genome U133’, as

array plataform, on march 22", 2010.

e Stable Transduction and Western Blot
P2X7 interference was performed by lentiviral transduction of GL261 wild type as
described before [19] using the plasmid clone ID NM_011027.1-1368s1cl1 from the


http://www.uhnresearch.ca/facilities/wcif/imagej/
http://cancergenome.nih.gov/
https://cma.nci.nih.gov/cma-tcga/
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Mission RNAI library from Sigma-Aldrich. Control of transduction was made with

shGFPi plasmid (SHCO05V). Western blot experiments was done as previously
described [19] with polyclonal anti-P2X7 antibody (Santa Cruz Biotechnology Inc.)
1:200, and confirmed the reduction of P2X7 protein expression.

e Cristal Violet Staining
GL261 cell lines were seeded in 96-well plates in densities of 30,000, 50,000 and
100,000 cells per well and incubated for 90 minutes in cell incubator with 5 % CO», at
37° C. After that, the cells were washed with PBS to remove non-adherent cells, fixed
with 4% paraformaldehyde and stained with 0.5 % crystal violet diluted in 20%
methanol. After 10 min, cells were washed with milli-Q water and the crystals were
dissolved in 10 % acetic acid and quantified at 570 nm using a Spectramax
Spectrofotometer. The results were expressed as percentage of control cells’
absorbance, that was considerate as 100%.

e Scratch Wound Assay
Semi-confluent cultures of GL261 GFPi and P2X7 KD cells, seeded one day before
in 6 well plates, were scratched with a 200 uL tip in three different locations in the
well. The culture was washed with Ca?* and Mg*'-free buffer and the complete
medium was replaced. Pictures of each wound were taken in different times (0, 4, 6,
12, 24 and 30 hours) and the cell migration distance between the borders was
analyzed with Image J software (NIH). Results were plotted as percentage of initial

width of the wound.
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Results

e High P2X7 expression is a good prognostic factor for survival of patients
with glioblastoma

An analysis of P2X7 expression versus patient survival showed that patients whose
glioblastoma biopsies presented high P2X7 protein expression presented longer
survival than patients whose glioblastomas presented low P2X7 expression (Fig 1A).
Patients whose glioblastomas have a P2X7 protein expression below the median
value had a median survival time (MST) of 14 months, whereas patients with high
P2X7 expression had a MST higher than 80 months. Using The Cancer Genome
Atlas Pilot Project as a database, a similar result was found: 209 patients in whom
MRNA expression of the majority of genes was analyzed with microarrays also found
that patients with increased P2X7 mRNA expression have significantly higher MSTs
when compared to tumors expressing P2X7 in the intermediary and lower level (Fig
1B).
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Figure 1
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Figure 1. High P2X7 expression in glioma increased patients survival. Survival

curve of 18 patients with glioma considering P2X7 protein expression above (high)

and below (low) the median expression

level.

Representative pictures of

immunohistochemistry of P2X7 in gliomas with high and low P2X7 protein expression

(A). Bars represent 100 um. Survival curve of 209 patients with gliomas from the

Cancer Genome Atlas study considering P2X7 mRNA expression analysed by

microarray (B).
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e P2X7 silencing reduces adhesion capacity in GL261 cells

Once we found a positive correlation of P2X7 expression and patient survival, we
sought to investigate the cellular mechanism by which P2X7 might affect tumor
aggressiveness. We have previously shown that one of the possibilities of P2X7’s
role in altering glioblastomas’ growth is to sensitize them to cell death induced by
ATP present on the border of the tumor, since gliomas present a low degradation
rate of ATP and indirect evidences show that ATP is elevated around glioma tumors
[23-25]. Despite these evidences, it is not clear whether ATP reaches high enough
levels to activate the channel to induce pore transition, required for cell death
induction. Therefore we set out to evaluate ligand-independent functions of P2X7 by
silencing its expression in a glioblastoma cell line that expresses a functional P2X7
receptor. GL261 glioblastoma cell line silenced by lentiviral transduction of a ShRNA
from the Mission RNAI library, specific for P2X7, reduced P2X7 protein expression
levels to about 70% compared with the control cells transduced with a vector
containing an RNAI against GFP (Fig. 2A). Adhesion of P2X7-knockdown (KD) cells
was reduced in about 30% (Fig 2B) and this reduction was not affected by addition
of P2X7 antagonist oATP to control and P2X7KD cells (data not shown) previously
shown to block ATP-induced cell death [19], suggesting that receptor activity is not

necessary for adhesion ability.
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Figure 2
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Figure 2. P2X7 knockdown decreases cell adhesion. Lentiviral transduction of a
ShRNA against P2X7 reduced P2X7 protein in GL261 (P2X7 KD) as analyzed by
western blotting. sShRNA against GFP was used as a control (GFPi) (A). Loading
Control (LC) represents PVDF membrane stained with comassie blue. P2X7 KD
(black bars) decreased the percentage of cells adhered during 90 minutes of

incubation (average + SEM). *p<0.05, T-test.

e P2X7isinvolved in cell migration
Alterations in the adhesion capacity of cells often lead to modifications in migration.
P2X7 knockdown increased cell migration as observed in scratch wound assay (Fig.
3A). Thirty hours after the scratch, 43 % of the wound was covered with cells in P2X7
KD cultures against 30 % in control cultures (Fig. 3B). These data suggest that the
presence of the P2X7 receptor has functions that go beyond the role as channel or

pore.
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Figure 3
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Figure 3. P2X7 silencing increases cellular migration. Pictures of GL261 cultures
were taken on inverted microscope and analysed by Image J software. Virtual lines
were drawed on the edges line of the wound and 3 aleatorial distances were
measured between the borders. P2X7 KD cells were faster in closing the scratch
wound when compared to control cells (A). Bars represent 100 um. Quantification of
this effect (average + SEM) of two independent experiments (B). Filled line
corresponds to GFPi transduced cells and dotted line to P2X7 KD.
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Discussion

Glioma invasion is a multistep-process and is facilitated by tumor cell motility
and degradation of extracellular matrix (ECM) barriers [26]. Cellular migration
happens under non-homogeneous adhesion to its substrate. Therefore, an alteration
in overall adhesion does not necessarily lead to alteration in migration. Although
increased adhesion is usually related to increased migration [8], silencing of the
urokinase-type plasminogen activator receptor (UPAR) in SNB19 human
glioblastoma cell line inhibits tumor invasiveness by decreasing tumor migration and
increasing cell adhesion to ECM molecules [27]. In squamous cell carcinoma SCC, a
malignant skin tumor with potential to metastasize, the adhesion cell-cell molecule E-
cadherin was reduced 3.1 fold in comparison with benign lesions, as
keratoacanthomas. The diminished E-cadherin expression may indicate that the
migratory potential of SCC cells could be enhanced by a reduction in cell-cell
adhesion [15].

P2X7 protein, per se, is not considered an adhesion molecule and there are
no evidences that it is directly involved in the adhesion process, but it can mediate
the shedding of adhesion molecule L-selectin (CD62L) required by neutrophils and
lymphocytes to adhere to endothelial cells [28]. It is important to note that P2X7
protein co-immunoprecipitates with molecules clearly involved in cell adhesion like
integrins and laminins [29] and forms a functional signaling complex with these
proteins. Since integrins are known to bind to various ECM molecules and mediate
cell matrix interactions [8, 30], and laminins are one of the matrix components
secreted by gliomas [30, 31], knockdown of P2X7 might destabilize or alter the
localization of these proteins on the cell surface to ultimately affect adhesion and
migration. It is important to stress out that pharmacological inhibition of the receptor
had no influence on adhesion, reinforcing the dual role of P2X7 as an ATP receptor
and a molecule involved in adhesion.

Reduced gap junction formation was shown to be correlated with increased in
vitro glioma cell migration [32], as increased malignancy of gliomas is correlated with
a reduction in situ of gap junction formation and connexin 43 expression [33].
Because the P2X7 protein seems to require association with pannexin to be
functional [34], the knockdown of P2X7 could also decrease the availability of
pannexin and, consequently, gap junction formation at the plasma membrane,
stimulating cell migration. In accordance to this idea, stable expression of pannexin 1

in C6 cells increased gap junctional coupling and resulted in decreased cell
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proliferation, cell motility, anchorage-independent growth and in vivo tumor growth

[35].

In contrast to this result, activation of P2X7 by BzATP leads to an increased
cell motility in rat C6 glioma, which can be antagonized by oATP [21]. This work also
showed that P2X7 activation induces pore formation, without causing cell death. In
the case of mouse GL261 glioma, P2X7 stimulation opens membrane pores and
does cause cell death [19], demonstrating that the same mechanism in different
animal species of gliomas can result in different responses.

Taken together, these results point to an anti-tumoral effect of P2X7 receptor,
in humans, since its elevated expression is related to higher survival index and its
downregulation confers more aggressive features to mouse glioma cells in vitro.
Interestingly, although P2X7 expression in human gliomas samples did not correlates
with malignant grade, within the low P2X7 expression group, 78% of the biopsies
were grade IV glioblastomas against 44% of this kind of tumor in high P2X7-
expressing samples. Reduced expression of P2X7 can reduce ATP toxic effects on
gliomas and promote migration, which contributes for tumor progression, making the
reduction in expression of this receptor a possible genetic alteration in the

progression from less aggressive to more aggressive glioma tumors.

Conclusions

Here, we demonstrated that P2X7 protein knockdown increases cellular migration
and diminishes cellular adhesion in vitro in mouse GL261 cell line, what could be
related to more aggressive tumors. Accordingly, upregulation of this purinergic
receptor is associated to increased survival in patients with gliomas. Together with
the evidences of the involvement of the purinergic system in gliomas tumor biology,
this study provides new information about purinergic system influence in

gliomagenesis.
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4 DISCUSSAO

4.1 GL261, umalinhagem de glioblastoma de camundongo sensivel ao ATP
extracelular

A primeira questdo levantada pela resisténcia a morte induzida por ATP
encontrada em glioblastomas de humano U138 e de rato C6 (Morrone et al., 2005)
foi se a expressdo do receptor citotéxico P2X7 estava diminuida nessas células.
Surpreendentemente, embora as linhagens estudadas (U87, U138 e C6) néo
liberassem LDH frente as mais altas concentracbes de ATP, a expressdo do
receptor P2X7 ndo se encontrava reduzida, pelo contrario, estava presente em todas
as linhagens (capitulo 1, Fig. 5). A falta de funcionalidade do receptor P2X7, pelo
menos no quesito formagé&o de poro, pode dever-se a poliformismos e/ou mutacodes,
principalmente, na extremidade C-terminal fazendo com que ocorra a perda da sua
atividade e, consequentemente, das vias de sinalizacdo envolvidas (Fuller et al.,
2009; Gu et al., 2001; Smart et al., 2003). Ou ainda, esta auséncia de atividade pode
ser devido a mutacdes em outras partes da proteina que impecam o seu trafego
para a membrana plasméatica (Smart et al., 2003), mas ndo a sua deteccao por
Western blot. Outro ponto a ser considerado é que como a formacao de poro requer
proteinas assessorias para sua atividade, como a panexina (Pelegrin & Surprenant,
2006), a expressao dessas proteinas também pode estar deficiente nas linhagens de
glioblastoma insensiveis ao ATP extracelular. Apesar de ja ser relatada a presenca
de transcrito de panexina em algumas dessas linhagens de glioblastoma humano, a
sua auséncia na linhagem C6 de rato ja foi estabelecida (Lai et al., 2007).

Mais inesperado ainda foi encontrar uma linhagem de glioblastoma de
camundongo, GL261, suscetivel ao ATP extracelular. Além da linhagem de
glioblastoma GL261, culturas priméarias de células de glioblastomas de pacientes
também apresentaram sensibilidade ao ATP extracelular em concentragbes na
ordem de mM (dados ndo mostrados), demonstrando que a sensibilidade ao ATP
nao é um caso isolado dessa linhagem, muito menos uma regra. Ainda assim, essa
caracteristica parece ir contra o0 modelo purinérgico no crescimento de
glioblastomas, na qual as células tumorais seriam resistentes ao ATP extracelular.
Na procura por uma compreensdo mais ampla do cenario purinérgico-patologico,
foram ensaiadas as atividades de hidrolise dos nucleotideos extracelular tanto na
linhagem GL261 quanto em cultura primaria de glioblastoma humano. Para nossa

surpresa, nem a linhagem de camundongo nem a cultura primaria de glioblastoma
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humanos apresentaram aquela inversdo de hidrélise de nucleotideos (ATPase baixa

e AMPase alta) publicada anteriormente (Wink et al., 2003). Ou seja, essas células
mantiveram a capacidade de hidrolisar ATP e ADP e mantiveram a hidrolise de AMP
baixa, 0 que permite postular que, talvez, para células que mantém os niveis de ATP
em concentracfes moderadas ndo ha necessidade de desenvolver resisténcia ao
ATP, uma vez que raramente o ATP extracelular vai atingir niveis tdo elevados em

torno da massa tumoral.

4.2 Caracterizacdo farmacoldgica e molecular do receptor P2X7 na morte
celular induzida por ATP em GL261

Como todo sistema de sinalizacdo, que necessita da interacdo de moléculas e
receptores e que funciona de maneira extremamente coordenada, o0 sistema
purinérgico dispbe de diferentes tipos de proteinas (receptores e enzimas de
hidrélise), cuja combinacdo das expressbes e concentracdes na superficie da
membrana plasmatica determina as cascatas de sinalizacdo ativadas e os efeitos
fisiolégicos. Portanto, a existéncia de 4 subtipos de receptores P1 e 15 subtipos P2,
por exemplo, torna a investigacdo sobre qual receptor é o principal responsavel pela
morte induzida por ATP uma tarefa minuciosa. Assim que 0s receptores purinérgicos
foram sendo descritos, por muito tempo, os estudos os diferenciaram através de
seus comportamentos farmacolégicos, a saber: tipos e concentracdes de agonistas
e antagonistas e condi¢des quimicas de concentracdo de sais e pH na qual a reagéo
acontecia. Entretanto, a similaridade entre suas respostas e a falta de agonistas e
antagonistas bem seletivos para cada receptor nunca proporcionaram tanta certeza
de seu envolvimento como a técnica de silenciamento de proteinas utilizada na
altima década. O processo de RNA de interferéncia (RNAIi) foi descoberto,
primeiramente, em plantas como mecanismo de regulacdo protéica e logo foi
observado em organismos animais, dando subsidios para o desenvolvimento de
uma técnica em que os pesquisadores podem diminuir significativamente a producéo
de uma proteina sem deleta-la geneticamente (Lenz, 2005). Extensamente utilizada
na varredura genémica de C. elegans (Ashrafi et al., 2003; Kamath et al., 2003),
rapidamente a metodologia estendeu-se para estudos com células da espécie
humana (Berns et al., 2004; Kiger et al., 2003).

Especialmente, no sistema purinérgico, o RNAI associado a farmacologia tem
tido papel fundamental para confirmar a participacdo de receptores e enzimas nos

efeitos fisiologicos ja descritos. Durante este estudo, a abordagem farmacolégica
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permitiu afunilar as opcdes de envolvimento dos receptores purinérgicos. Além do

ATP ser conhecido por mediar morte celular, também o ADP (Tan et al., 2010), UDP
(Apolloni et al., 2010), metabdlitos da hidrélise do ATP e do UTP, respectivamente,
pelas nucleotidases, podem induzir apoptose. Inclusive a adenosina, que tem seu
papel neuroprotetor bem descrito na literatura, pode ter seus efeitos deletérios
(Jacobson et al., 1999; Sun, Khoo & Tan, 2005). Basicamente, apds a constatacao
da falta de inducdo de morte celular com adenosina, ADP e UTP, em nossas células,
foram descartados os receptores P1 e P2Y, que pela varredura realizada com RT-
PCR, estavam amplamente expressos. Entre os receptores P2Xs expressos em
GL261 (todos menos o subtipo 2, capitulo 1), o Unico receptor que também foi
descrito mediar apoptose é o P2X4 (Solini et al., 2007), por isso, a ineficacia do
TNP-ATP, antagonista de receptores P2X1-6, juntamente com o bloqueio do oATP,
antagonista de P2X7 na morte induzida por ATP apontava o P2X7 como principal
responsavel desse efeito deletério.

Corroborando com esses dados, o experimento da expressao seletiva de
P2X7 (capitulo 1) mostrou que as células que morriam primeiro eram as que
apresentavam maior expressao do receptor. Esse experimento parte do pressuposto
de que numa cultura celular, por mais que seja uma linhagem, as células expressam
suas proteinas em diferentes quantidades; junto com a observacdo de que a morte
celular induzida por ATP é um evento com uma dindmica de tempo mensuravel, foi
possivel separar essas duas populacbes: ndo-aderente (mais sensivel ao ATP) e
aderente (menos sensivel ao ATP). Nestas duas populacdes, foram quantificadas,
por RT-PCR, as expressdes de todos os subtipos de receptores P2Xs e somente 0
P2X7 mostrou expressao diferenciada, correlacionando com a sensibilidade ao ATP
extracelular. Esta abordagem, junto com os resultados farmacolégicos, foi essencial
para a escolha certa do gene alvo a ser silenciado na célula GL261, principalmente
porque a transducdo viral de plasmideos contendo o RNAI € ainda uma técnica
demorada e também custosa para os padrfes nhacionais de pesquisa, embora
internacionalmente indispensavel. Nesse trabalho, o estabelecimento da linhagem
GL261 P2X7-knockdown (P2X7 KD) foi decisivo para a confirmagéao do envolvimento
substancial deste receptor na morte induzida por ATP, uma vez que o efeito nocivo
foi completamente abolido nessa nova linhagem. Embora a morte celular tenha
diminuido drasticamente, a diminuigcdo da abertura do poro ainda foi visivel em uma
certa proporgdo de células, o que permite pensar que esses dois eventos possam
ser independentes. Experimentos bloqueadores da formag&o do poro, como por
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exemplo, bloqueadores de conexina, que inibem também a panexina, poderiam

ajudar a elucidar essa questéo.

Apesar de as técnicas moleculares contribuirem eficazmente na investigacéo
da sinalizacdo purinérgica, devem estar sempre integradas com experimentos
bioquimicos tradicionais, que sdo as medidas dos resultados finais da intervencao
molecular. Recentemente, descobriu-se uma nova variante de processamento
alternativo do receptor P2X7, denominada P2X7(k) que contem uma porcdo N-
terminal e o primeiro dominio transmembrana alternativos, codificados pelo exon 1
(Nicke et al., 2009). Esta variante escapa da dele¢cdo do P2X7 no camundongo
knockout distribuido pela companhia GlaxoSmithKline, o que explicaria como
leucécitos derivados de camundongos knockouts para o P2X7 exibem respostas até
aumentadas de P2X7 (Taylor et al., 2009), ou ainda as diferencas encontradas entre
as duas linhagens de camundongos knockouts comerciais. Ou seja, mesmo que as
modificacbes moleculares sejam especificas, € necessario que sejam
acompanhadas das observacfes bioquimicas e biofisicas para uma avaliacdo mais

aprofundada.

4.3 Tipo de morte celular induzida por ATP na GL261

A intencdo da caracterizacdo molecular da morte induzida por ATP na
linhagem GL261 foi a procura de mecanismos que pudessem tornar as outras
linhagens de glioblastoma sensiveis ao ATP extracelular. Desde as primeiras
descricbes do receptor de ATP permeabilizador, as respostas desencadeadas
estavam ligadas a morte celular, criando-se inclusive a denominagdo receptor
citotoxico de ATP. Essa associacdo foi acompanhando a descoberta dos diferentes
tipos de morte celular.

Primeiramente, foi descrita a habilidade do ATP causar apoptose em células
de mastocitoma P-815 (Di Virgilio et al., 1989), células linféides YAC (Di Virgilio et
al., 1989) e timdcitos de camundongos (Zheng, Zychlinsky & Liu, 1991). Nas
linhagens celulares de microglia N9 e N13, pode-se observar a condensacao nuclear
e a fragmentacédo do DNA e a ativacdo das caspases 1,3 e 8 tendo como substratos
a PARP e a laminina B (Sanz & Di Virgilio, 2000; Solini et al., 2008). Externaliza¢ao
de fosfatidilserina e blebbling de membrana s&o marcas classicas de apoptose
associadas também a ativagdo de P2X7 (MacKenzie et al., 2001). Por outro lado,

neurénios dopaminérgicos SN 4741 apresentam caracteristicas morfologicas de
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morte necrotica via ativacdo de P2X7 tais como rapido inchaco, perda da integridade

do reticulo endoplasmatico, formacéo de vacuolos citoplasmaticos e lise osmatica
com liberacdo do contelido citoplasmético por rompimento de membrana (Jun et al.,
2007). Mais recentemente, até a morte celular autofigica foi descrita como sendo
mediada por ATP/P2X7 com expressao induzida de LC3-lIl e aparecimento de
autofagossomos de membrana dupla, durante a defesa de mondcitos derivados de
macrofagos contra micobactérias (Biswas et al., 2008) No caso das células de
microglia, a sinalizacdo via P2X7 parece regular negativamente a autofagia
(Takenouchi et al., 2009). Entretanto, em muitos casos, a célula pode apresentar
caracteristicas de mais de um tipo de morte celular ao mesmo tempo, demonstrando
gue as vias de sinalizacdo podem estar integradas.

Na linhagem GL261, o tratamento com altas doses de ATP produz
caracteristicas celulares de necrose como liberacdo de LDH, falta de ativacdo de
caspases e falta de exposicdo da fosfatidilserina. Ao mesmo tempo, a descricdo da
ocorréncia de encolhimento celular, um distintivo de apoptose, parece indicar um
outro mecanismo de ativacdo de necrose em GL261 ou uma mistura de eventos
(capitulo 1). No trabalho de Tsukimoto e colaboradores (2005), a morte celular
induzida por BzATP em linhagem celular de linfocitos B de galinha € mediada pela
entrada de CI e apresenta caracteristicas semelhantes a morte induzida por ATP em
GL261: encolhimento celular, entrada de brometo de etidio, liberacdo de LDH e
inibicdo por Mg?*. Por detectarem exposicdo de fosfatidilserina na membrana
plasmatica e ativacdo de caspases, 0s autores concluiram tratar-se de morte por
apoptose. Os mesmos autores, no ano seguinte, demonstraram que o receptor P2X7
medeia duas rotas de sinalizacdo de morte celular, uma por encolhimento e
dependente de CI extracelular (apoptética) e outra envolvendo a fosforilacdo de
ERK 1/2 (necroética). Esses dois tipos de sinalizacdo sdo modulados durante a
maturacdo de células T de murinos (Tsukimoto et al., 2006). Se as respostas
desencadeadas pelo receptor P2X7 podem ser moduladas durante a maturacao,
significa que talvez ele possa ser modulado também durante a diferenciagdo ou
ainda na gliomagénese. Células cancerigenas séo consideradas células mais
indiferenciadas, com caracteristicas até de células-tronco, o que levanta a duvida
sobre a origem dos tumores gliais: progenitores neurais ou células gliais
indiferenciadas. A linhagem GL261 é sensivel ao ATP como as células progenitoras
neurais (Delarasse et al., 2009), a0 mesmo tempo em que ndo apresenta inversao

nas hidrolises de nucleotideos extracelulares como astrdcitos ou neurdnios (dados
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nao mostrados). Ou seja, mesmo considerando o sistema purinérgico, esta linhagem

parece encontrar-se numa fase de transicdo na qual apresenta caracteristicas
proximas tanto de células progenitoras quanto de células diferenciadas, abrindo a
possibilidade de co-existirem também essas duas vias de sinalizagdo de morte
induzidas por P2X7. Considerando ainda o sistema purinérgico, a linhagem de
glioblastoma de rato C6, que apresenta a capacidade de hidrélise dos nucleotideos
invertida e resisténcia a morte induzida por ATP, é capaz de formar tumores em
modelos animais (Morrone et al., 2006). Se for verdade que a linhagem GL261 ainda
tenha caracteristicas de células diferenciadas, é possivel que a malignidade
encontrada na linhagem GL261 seja menor que a da linhagem de rato C6,
dificultando a técnica de implante de glioblastoma em cérebros de camundongos,

testada sem sucesso nesse trabalho.

4.4 P2X7 como uma proteina supressora tumoral

Embora a avaliacédo in vivo do efeito do silenciamento do receptor P2X7 ainda
nao tenha sido possivel realizar, a analise das poucas amostras obtidas de
pacientes com glioblastomas demonstraram o mesmo perfil de correlacdo positiva
entre a expressao de P2X7 e a sobrevida dos pacientes (capitulo 2) comparada com
a correlacdo encontrada no banco de dados de amostras de glioblastomas, o The
Cancer Genome Atlas (TCGA). Utilizando diferentes plataformas de microarranjo,
esse banco de dados reune informacdes sobre a expressdao de mRNA de milhares
de genes em amostras de diversos tipos de cancer. Os pesquisadores desse projeto
publicaram as principais alteragdes encontradas em tumores envolvendo genes das
vias dos receptores tirosina quinase, da p53 e da retinoblastoma (McLendon R et al.,
2008) e disponibilizaram as demais informagcdes no portal do TCGA
(http://cancergenome.nih.gov/), que sao atualizados frequentemente. Dessa
maneira, permite-se que pesquisadores do mundo todo tenham acesso a dados
relevantes ndo sO de glioblastomas humanos, mas de outros tipos de cancer,
principalmente para aqueles que tém dificuldades na obtengdo das amostras. De
fato, o tamanho amostral do presente trabalho parece ser pequeno para se concluir
gue a alta expressao do receptor P2X7 correlaciona positivamente com a sobrevida
dos pacientes. Apesar disso, como esta correlacdo € encontrada também nos dados
do TCGA, o envolvimento do receptor P2X7 nesse tipo de tumor parece ser

relevante.
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Na busca por uma explicacdo para essa correlacdo, analisou-se 0

comportamento da linhagem de glioma GL261 de camundongo silenciada para o
receptor P2X7. De acordo com os dados encontrados, a diminuicdo da proteina, por
RNA de interferéncia, na linhagem GL261, levou a uma diminui¢cdo da adesdo, mas
um aumento na migracdo celular (capitulo 2). Como a infiltracdo das células de
glioblastomas € uma das caracteristicas que contribui para o mau prognéstico dos
pacientes e depende desses processos celulares, geralmente a migracdo € um
determinante na invasao tumoral (Giese et al., 2003). Por isso, sdo considerados
tumores mais invasivos aqueles que apresentam maior capacidade de adesdo a
matriz extracelular (ECM), degradacdo de ECM e mobilidade. O deslocamento
celular depende da distribuicdo polar das proteinas de adeséo, ou seja, € necessario
que a célula faca uma boa adesdo em direcdo ao espaco criado, mas seja capaz
também de desgrudar-se no pélo oposto para que ocorra 0 movimento. Embora as
matrizes extracelulares ndo tenham sido estudadas, a diminuicdo da adesdo das
células GL261 silenciadas para P2X7 ao plastico das placas de cultura pode
significar que, estando a célula mais livre, ela tenha maior capacidade de
deslocamento, como foi visto no ensaio de migragao. Mesmo que essa diferenga na
velocidade ainda pareca pequena em relacdo a célula controle (Figura 3 do capitulo
2), o aumento de velocidade associado com outras caracteristicas como a
resisténcia a morte por ATP das GL261 silenciadas para P2X7 (capitulo 1) garante
uma boa vantagem em relacéo as células selvagens, principalmente ao considerar a
invasdo do tumor em direcdo do tecido sadio. De fato, visto que entre as amostras
de pacientes, as de menor expressao de P2X7 tinham maior nimero de diagnosticos
agressivos (grau IV) e que as amostras de cérebro normal tinham valores de
expressao mais comparaveis com o grupo de maior expressao de P2X7, parece que
a perda do receptor, tanto em nivel protéico quanto de funcionalidade, confere
vantagem evolutiva as células tumorais de glioblastoma. Ou seja, as células que, de
alguma maneira, regulam negativamente o receptor P2X7 adquirem vantagens como
a resisténcia a morte induzida por ATP, diminuicdo da adeséo, aumento da migracao
e invasao tumoral, tornando-se glioblastomas com maior grau de malignidade,
diminuindo assim a sobrevida dos pacientes acometidos por essa doencga. Por isso,
estratégias de recuperacao e/ou inducéao da expressao e funcionalidade do receptor
P2X7, que induz morte celular em glioblastomas, merecem ser melhor investigadas,
a fim de gque esse receptor possa ser associado (ou descartado) na terapia génica

com outros genes anti-tumorais. Algumas tentativas de transfeccdo de um
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plasmideo contendo o receptor P2X7 e a proteina fluorescente verde (GFP) em

linhagens de glioblastomas insensiveis ao ATP foram feitas neste trabalho,
entretanto, apesar de as células emitirem fluorescéncia, as mesmas nao
apresentaram abertura de poro com a indugdo de ATP. As hipdteses levantadas
para a falta de efeito do ligante nas células de glioma foram: 1) erro de clonagem, na
qual possa ter ocorrido uma mutacdo importante principalmente na extremidade C-
terminal, ou ainda, em algum ponto em que prejudique o trafego da proteina para a
membrana; ou 2) por apresentarem expressao de P2X7 ndo-funcional, as moléculas
defeituosas das células selvagens podem ter heteromerizado com as moléculas
transfectadas, impedindo sua funcionalidade como ocorre com a variante de
processamento alternativo (P2X7-j), cujas subunidades quando complexadas com
as subunidades normais interfere negativamente na funcionalidade do receptor
formado (Feng et al., 2006). Além disso, a transfec¢do em células de glioma é ainda
pouco eficiente, dificultando a obtencdo de um bom ndamero de células transfectadas
para nossas analises. Nesse caso, 0 estabelecimento de uma linhagem de glioma
que expressa estavelmente o receptor P2X7 seria uma ferramenta Util e mais eficaz

para esta avaliagéo.

4.5 P2X7 no modelo purinérgico para o envolvimento do ATP extracelular no
crescimento tumoral

Por fim, os dados apresentados sobre a expressdo e a funcionalidade do
receptor P2X7 neste trabalho, em conjunto com as referéncias anteriores, permitem
elaborar uma hipétese que contribui para o modelo purinérgico para o envolvimento
do ATP extracelular na progressao tumoral. Na figura 10, tem-se o efeito do ATP
extracelular, liberado tanto por injaria ao tecido sadio como pelo préprio glioblastoma
(Bennett & Boarder, 2000; Queiroz et al., 1999; Pellegatti et al., 2008), em dois tipos
de glioblastomas. Na célula tumoral que apresenta atividades das NTPDases e do
receptor purinérgico P2X7 (glioblastoma a direita), o ATP extracelular é degradado
enzimaticamente e ndo acumula ao redor do glioblastoma de maneira suficiente para
desencadear seus efeitos deletérios via receptor P2X7. Portanto, mesmo que a
célula seja sensivel a morte induzida por ATP, ela protege-se pela degradacao do
nucleotideo pelas NTPDases presentes. Ja os glioblastomas a esquerda acumulam
ATP na sua superficie, pois perderam suas atividades das NTPDases, entretanto

nao morrem por falta de funcionalidade do receptor P2X7, o que confere resisténcia
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a morte induzida pelo nucleotideo. Ao contrario, podem se beneficiar do efeito
proliferativo do ATP (Morrone et al., 2003).

Considerando que o silenciamento deste receptor em glioblastomas, leva a
um aumento da resisténcia a morte induzida por ATP e um aumento na migracao
celular, caracteristicas de maior malignidade tumoral, e ainda que pacientes cujos
glioblastomas apresentam alta expressao do receptor P2X7 exibem maior sobrevida
do que aqueles pacientes cujos glioblastomas apresentam baixa expressdo de
P2X7, é possivel pensar que a perda da funcionalidade dessas proteinas
purinérgicas seja um fator importante para a progressdo da célula tumoral para
estagios de maior agressividade. Ou seja, a modulacdo do sistema purinérgico, de
forma combinada em termos de enzimas e receptores, pode constituir, junto com as
alteracBes genéticas das vias de morte e ciclo celular, uma etapa essencial para a
gliomagénese. Da mesma forma, estratégias terapéuticas que visem restaurar estas
atividades do sistema purinérgico do glioblastoma poderdo contribuir para o avanco

nos tratamentos para esta enfermidade.

ATP
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Figura 10: Modelo proposto para o envolvimento do receptor P2X7 na
progressao tumoral.

Glioblastomas sensiveis a morte por ATP (a direita) via receptor P2X7 apresentam
atividade NTPDasica e portanto degradam este nucleotideo impedindo que o
receptor seja ativado. Glioblastomas resistentes a morte por ATP (a esquerda)
perderam a funcionalidade do receptor e também das enzimas nucleotidasicas. A
diminuicdo da expressao do receptor P2X7 foi proposta como etapa importante da
progressdo tumoral uma vez que o silenciamento do P2X7 leva ao aumento da
resisténcia a morte induzida por ATP e da migracéo celular.
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5 CONCLUSOES

5.1 GERAIS

=

A linhagem de glioblastoma de camundongo, GL261, é sensivel & morte
induzida por ATP extracelular, diferentemente de outras linhagens de
glioblastoma U87 e U138 de humanos e C6 de rato.

A morte celular induzida por ATP em GL261 € mediada pelo receptor
purinérgico P2X7 e apresenta mais caracteristicas necroticas do que

apoptoticas.

A maior expressdo de P2X7 em amostras de glioblastomas humanos esta

diretamente correlacionada com a sobrevida dos pacientes.

O silenciamento de P2X7 induz uma diminuicdo na adesédo e um aumento na

migracao na linhagem GL261.

5.2 ESPECIFICAS

1.

~N

A linhagem de glioblastoma de camundongo GL261 € sensivel a morte por
ATP extracelular em concentracdes acima de 2 mM.

A morte celular induzida por ATP em GL261 é dependente de concentracéo e
de tempo, medida tanto pela liberagdo de LDH e viabilidade mitocondrial
(MTT).

As células de GL261 expressam diversos receptores purinérgicos: A2a, P2X1,
P2X3, P2X4, P2X5, P2X6, P2X7, P2Y2, P2Y6, P2Y12, e P2Y14.

Dentre os agonistas testados, somente 0 agonista purinérgico BzZATP a partir
de 1 mM foi capaz de causar morte celular, assim como somente o
antagonista oATP inibiu a morte induzida por ATP.

Populacdes de células da linhagem GL261 que naturalmente expressam mais
P2X7 em relacéo a populacdo de células que naturalmente expressam menos
P2X7 sdo mais suscetiveis a morte celular induzida por ATP.

O silenciamento de P2X7 diminuiu a formacéo de poro.

O silenciamento de P2X7 inibiu a morte celular induzida por ATP.
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A presenca de proteina P2X7 ndo € um requisito necessario para a

resisténcia da morte celular induzida por ATP, uma vez que glioblastomas
resistentes apresentam a proteina.
A morte celular induzida por ATP em GL261 néo ativa caspases e néo expde

sitios de fosfatidilserina, mas apresenta encolhimento celular.

10.Amostras de pacientes com glioblastomas com expressdo aumentada de

P2X7 mostraram uma tendéncia de maior sobrevida similar a correlacao

encontrada no banco de dados “The Cancer Genome Atlas”.

11.A diminuicdo da expressdo de P2X7 leva a diminuicdo da adesé&o celular ao

plastico e ao aumento da migracéo celular.

5.3 PERSPECTIVAS

1.

Investigar a sinalizacdo de morte celular na linhagem GL261, principalmente a
via da ERK 1/2.

. Analisar a sequéncia génica do P2X7 expresso nas linhagens de glioblastoma

insensiveis ao ATP extracelular a fim de procurar mutacfes e/ou produtos de

processamento alternativo no gene que tornem a proteina ndo funcional.

Analisar a localizacdo da expressao da proteina P2X7 por imunocitoquimica
para excluir defeitos de trafego da proteina para a membrana plasmatica nas

linhagens de gliomas insensiveis ao ATP.

Super-expressar estavelmente a proteina P2X7 a fim de sensibilizar as

linhagens resistentes a morte por ATP.

Verificar o crescimento e invasao tumoral da linhagem GL261 em cérebros de

camundongos comparando com a linhagem silenciada para o P2X7.

Realizar experimentos de imunoprecipitagdo com anticorpo anti-P2X7
comparando linhagens sensiveis e insensiveis ao ATP na procura de

moléculas acessorias necessarias para esse efeito deletério.

Analisar, por HPLC, a hidrélise de nucleotideos extracelulares; por Western
blot e RT-PCR, a expressao das enzimas responsaveis por essa hidrolise na
linhagem GL261 selvagem (nédo-transduzido), GL261 GFPi e GL261-P2X7
silenciada, para melhor compreender a interacdo do tumor com o tecido sadio

em vistas do sistema purinérgico.
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7 APENDICE

Quadro 6: Notacado Convencional dos Aminoéacidos.

Aminoacido Notacdo em 3 letras  Notacdo em 1 letra
Glicina Gly G
Alanina Ala A
Serina Ser S
Prolina Pro P
Valina Val V
Treonina Thr T
Cisteina Cys C
Leucina Leu L
Isoleucina lle I
Asparagina Asn N
Acido Aspértico Asp D
Glutamina GIn Q
Lisina Lys K
Acido Glutamico Glu E
Metionina Met M
Histidina His H
Fenilalanina Phe F
Arginina Arg R
Tirosina Tyr Y
Triptofano Trp W

Retirado e adaptado de Cantu et al. (2008).
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