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Resumo

DOCOUTO, Carlus Augustu Tavares. Interagdo astrocito-glioma na
promogao de fatores de malignidade tumoral. 2015. 75f. Dissertacao
(Mestrado em Bioquimica e Bioprospecgao)- Programa de Pds-Graduagéo em
Bioquimica e Bioprospeccgao, Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e
de Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS, Brasil.

Glioblastoma multiforme € um tumor maligno e alta capacidade proliferativa no
sistema nervoso central. Varios aspectos celulares e moleculares tém sido
descritos como marcadores de malignidade e suas implicagdes s&o avaliadas
como fatores progndsticos, mas ndo ha nenhum sistema in vitro que simula o
microambiente tumoral adequadamente. Nos avaliamos a liberacdo de IL-6 e
IL-10, atividade da iINOS, SOD e CAT, conteudo de TBARS e atividades
ATPasica, ADPasic e AMPasic em astrécitos, células de glioma C6 e condigbes
de cocultivo. Este estudo mostra que os astrdcitos cocultivados com células de
glioma C6 nado sofrem morte celular induzida, sofrem alteragdo morfologica
para um formato estrelado caracteristico de células ativas sem a
superexpressdao de GFAP e varios marcadores de alta malignidade foram
expressos.Verificou-se que o modelo de cocultivo induziu uma diminuicdo na
atividade da CAT para 10% da actividade normal de astrdcitos. Todos os outros
marcadores avaliados aparecem significativamente aumentados quando
comparada com os astrocitos ndo cocultivados. Nossos resultados sugerem
que a comunicagado astrocitos-glioma é um fator chave importante para a
inducdo de um microambiente tumoral favoravel que suporta o crescimento
tumoral, capacidade de invaséo e evasao do sistema imunoldgico.

Palavras-chave: Astrocitos. Glioma C6. iINOS. Ectonucleotidases. Sinalizacao
Purinérgica.



Abstract

DOCOUTO, Carlus Augustu Tavares. Astrocyte-glioma interaction
promoting tumor malignancy factors. 2015. 75f. Dissertation (Masters
degree in Biochemistry and Bioprospection) - Graduate Program in
Biochemistry and Bioprospection, Center of Chemical, Pharmaceutical and
Food Sciences, Federal University of Pelotas, Pelotas, Brazil.

Glioblastoma multiforme is a high malignant and proliferative tumor in central
nervous system. Several cellular and molecular aspects have been described
as malignancy factor and its implications are evaluated as prognostic factor but
there is no in vitro system that emulates the tumor microenvironment properly.
We evaluate IL-6 and IL-10 realease, iINOS, SOD and CAT activity, TBARS
content and ATPasic, ADPasic and AMPasic activities on astrocytes, C6-glioma
cells and coculture conditions. This study shows that astrocytes cocultured with
C6-glioma cells do not suffer induced cell death, it's morphology alters to a
active format without GFAP overexpression and several high malignant markers
was expressed.We found that the coculture model induces a decrease on CAT
to 10% of normal astrocyte activity and all others markers that we evaluate
appears to be significantly increased when compared to astrocytes non
cocultivated. Our results sugest that astrocytes-glioma cross-talk is an important
key factor for inducing a favourable tumor microenvironment that supports
tumor growth, invasiveness and immune system evasion.

Keywords: Astrocytes. C6 glioma. iINOS. Ectonucleotidases. Purinergic
signaling.
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1. Introdugao
Os gliomas sdo os tumores cerebrais primarios mais comuns (Maher e

Raffel, 2004), correspondendo a mais de 50% das neoplasias que acometem o
sistema nervoso central (SNC) (Preusser et al., 2006; Yin et al., 2007; Dunn et
al., 2007). Esse tipo tumoral é caracterizado por uma grande variedade clinica
e histoldgica, sendo as principais causas de faléncia do tratamento e de baixas

taxas de sobrevida para os pacientes (Stupp, 2005).

Os gliomas séo classificados em uma escala de quatro niveis crescentes de
malignidade (Dai e Holland, 2001). Sendo assim, os gliomas enquadrados
dentro dos niveis | e Il sdo definidos como tumores de baixa malignidade,
enquanto os tumores enquadrados nos niveis Ill e IV s&o classificados como
tumores de elevada malignidade. Tumores de baixa malignidade podem ser
definidos como neoplasias com baixa proliferacédo celular e limitada capacidade
de invadir o parénquima cerebral (Stieber, 2001). Ja os gliomas de alta
malignidade s&o caracterizados por alta proliferagdo celular, anaplasia
(desdiferenciagao celular) e pleomorfismo celular, sendo essas caracteristicas
relacionadas a aumento de agressividade (Behin et al., 2003). Dessa forma,
pacientes diagnosticados com gliomas de alto grau apresentam um péssimo

prognéstico (Stupp, 2005).

Entretanto, apenas um conjunto celular caracteristico de uma formagao
tumoral ndo é fundamental para o estabelecimento de gliomas de alto grau de
malignidade e invasdo. Evidéncias apontam para a necessidade de um
microambiente tumoral inflamatério, o qual propicia a proliferagao celular e o
aumento da massa celular, sendo que mais de metade da massa tumoral se da
pela presenga de células do infiltrado inflamatério (Skog et al, 2008). Esse
infiltrado é fundamental na manutencdo das condicbes essenciais para o
crescimento tumoral (Skog et al, 2008). Dentre as vias bioquimicas alteradas
nesse microambiente estdo incluidas o sistema purinérgico e a indugéo da
expressao da oxido nitrico sintase induzida (iINOS) (Takano et al, 2001). Numa
tentativa de reproduzir in vitro as comunicacodes celulares presentes no sitio do
glioma, diversos protocolos vem sendo desenvolvidos, dentre os quais se
destacam os co-cultivos de células tumorais com células normais, tanto de

forma direta quanto indireta, e os tratamentos cruzados com meios
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condicionados do tipo celular oposto. Essa comunicacdo direta, co-cultivo
direto, vém sendo indicada como moduladora de fatores de inducdo e aumento
de malignidade tumoral. Apesar das células da glia, particularmente os
astrocitos, consistirem na maior populagdo celular do SNC, pouco ainda é
conhecido sobre a interagao glioma — astrdocito e as consequéncias disso sobre
a progressao tumoral. Um melhor entendimento da comunicagao entre gliomas
e astrocitos podera dar respostas sobre a estratégia utilizada pelas células
tumorais para infiltrar no parénquima cerebral e resistir ao tratamento

quimioterapico.
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2. Objetivos

2.1.Objetivo Geral
O objetivo desse trabalho foi analisar o perfil de alguns fatores inflamatérios

e associados a inflamagao em culturas primarias de astrdcitos corticais de ratos

cocultivadas com glioma C6.

2.2.Objetivos especificos

Utilizando o modelo de cocultivo de glioma C6 e astrocitos, analisar os
seguintes parametros relacionados a malignidade tumoral:

- Liberacéo de IL-6 e IL-10 e expressdo de GFAP;

- Atividade da o6xido nitrico sintase induzida (iNOS); - Atividade da superéxido
dismutase (SOD) e da catalase (CAT);

- Perfil de peroxidagao lipidica de astrocitos submetidos ao cocultivo com

células de glioma C6;

- Atividade hidrolitica de enzimas do sistema purinérgico sobre nucleotideos de
adenina (ATP, ADP e AMP).

19



3. Revisao de literatura

3.1.Gliomas

3.1.1. Teorias sobre a origem dos gliomas
Atualmente sao descritas duas teorias que embasam possiveis condicdes

de formacgao dos gliomas. Uma delas, mais antiga, defende que os gliomas séo
formados por células gliais maduras, da mesma forma que os astrocitos e os
oligodendrdcitos que sao originados por diferenciacdo celular normal (Figura
1A), e que estariam sujeitas a mutagdes genéticas em oncogenes, e dessa
forma se desencadearia o processo de formagao tumoral (Figura 1B) (Lipton e
Rosenberg, 1994; Paulus e Tonn, 1995). A segunda dessas teorias defende
que os gliomas sao originados de células progenitoras neurais que sofreram
mutagcédo e consequente transformacgdo oncogénica, dessa forma tornando-se
células iniciadoras tumorais (Figura 1C) (Singh et al., 2004; Piccirillo e Vescovi,
2007; Piccirillo et al., 2009). Assim sendo, as células tronco neurais estédo
sujeitas as mesmas vias de sinalizagdo envolvidas no avango dos tumores
gliais. Além disso, elas apresentam alta motilidade, capacidade de associagéo
a vasos sanguineos, marcadores tipicos de células tronco (CD133) e ativagéo
de vias de proliferacdo celular, sendo todos esses fatores caracteristicos de
células de gliomas (Capper et al., 2009). Essa segunda teoria ainda possibilita
a explicacdo da formacao de tumores com diferentes tipos celulares neurais,
como os oligoastrocitomas, ja que as células tronco tumorais manteriam a
capacidade de diferenciagdo, embora que esta seja limitada e alterada, em
comparagao as células tronco neurais saudaveis (Sanai, Alvarez-Buylla e
Berger, 2005).

3.1.2. Classificagao dos gliomas
Em 2007 a OMS langou um protocolo de identificacéo e classificacdo de

gliomas centrado na identificacdo de trés fatores: o tipo celular, a localizagao e
o grau de malignidade do tumor. Tais procedimentos sdo atualmente a forma
tradicional para estabelecimento de condutas para tratamento, que sao

basicamente de trés categorias clinicas: remogao cirurgica, quimioterapia e
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radioterapia, sendo esses tratamentos realizados de forma isolada ou em

combinagao (Louis et al., 2007).
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Figura 1: Esquema das teorias da origem dos gliomas. (A) Diferenciagcao
celular normal, (B) teoria da mutagao non-sense em células maduras, (C) teoria
da mutagao de células imaturas que aguardam por estimulo para proliferagéo.
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3.1.21. Quanto ao tipo celular
Para o estabelecimento de uma identificagao dos tipos celulares presentes

no tumor sdo executados dois procedimentos padrdes: analise histologica e
andlise de marcadores celulares. Na analise histologica €& efetuada uma
comparacgao entre os tipos celulares presentes no glioma com tipos celulares
gliais saudaveis, ou seja, astrdcitos, células ependimais e oligodendrdcitos, de
forma a se estabelecer similaridades entre as células. J& nas analises
baseadas em marcadores podem ser destacadas as analises imunoldgicas,
onde os tecidos tumorais sado tratados com anticorpos especificos para
determinadas proteinas caracteristicas de determinado tipo celular, e os
procedimentos moleculares de identificagdo de padroes de expressédo génica

caracteristicos de tipos especificos celulares (Capper et al., 2009).

As analises supracitadas levam a determinacdao dos tumores em trés sub-
tipos especificos de gliomas: astrocitomas (formados por astrécitos
neoplasicos), oligodendrogliomas (formados por oligodendrdcitos neoplasicos)
e gliomas mistos (formados por astrécitos, oligodendrécitos e células

ependimais neoplasicas).

3.1.2.2. Quanto a localizagao
Com relagao a localizagao cerebral, os gliomas podem ser classificados em

infra-tentoriais ou supra-tentoriais. Os gliomas infra-tentoriais sdo localizados
abaixo do tentorium (membrana que limita o cerebelo e o cérebro), enquanto
que os supra-tentoriais sdo localizados acima do tentorium. Gliomas supra-
tentoriais sdo predominantes em adultos, enquanto gliomas infra-tentoriais sao
predominantes em criangas (Vougioukas, Weber e Scheufler, 2005; Kaloshi et
al., 2009).

3.1.2.3. Estadiamento quanto a malignidade
Nessa etapa de classificagdo do glioma sao analisados, principalmente, trés

fatores: capacidade invasiva, malignidade celular e presenca de necrose. A
OMS observa a classificagdo dos gliomas em quatro niveis crescentes de
malignidade, de | a IV (Chintala, Tonn e Rao, 1999).
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Pacientes diagnosticados com gliomas de grau | possuem altos indices de
cura e seu tratamento é efetuado com base na remocgéo cirurgica, néo
necessitando administragdo de quimioterapicos por possuirem baixos indices
de proliferagado celular e pouco crescimento, sdo majoritariamente identificados
em criangas e adolescentes (Stieber, 2001). Gliomas identificados como de
grau Il sdo tumores de crescimento lento, assim como os de grau |, entretanto
que ja se infiltraram no tecido adjacente, seu tratamento se baseia na remogéao
cirurgica podendo reincidir apés a remog¢ao. Também é sabido que alguns
gliomas diagnosticados como de grau Il podem evoluir para tumores de maior
malignidade (Van Den Bent, 2007). Os gliomas de baixo grau de malignidade
nao sao considerados tumores benignos mas oferecem para o paciente um
melhor prognéstico que os tumores de grau mais elevado pois os indices de
resposta ao tratamento e cura sao significativamente maiores que nos tumores

de graus lll e IV (Bromberg e Van Den Bent, 2009).

Os tumores que apresentam caracteristicas de anaplastia (desdiferenciagao
celular), altos indices de proliferagao celular e pleomorfismo celular constituem
os gliomas de graus elevados de malignidade que sao enquadrados nos graus
Il e IV segundo a OMS (Behin et al., 2003), sendo o prognéstico desses
tumores altamente desfavoravel. Gliomas de grau lll sdo identificados por
caracteristicas histoldégicas de malignidade e alto indice mitético, de forma que
rapidamente podem evoluir para um glioma de grau IV ou glioblastoma
multiforme (GBM). Tal tipo de tumor, o GBM, é o glioma mais agressivo e letal
e mais comumente diagnosticado correspondendo a 70% dos gliomas de alto

grau de malignidade identificados (Kanu et al., 2009; Vredenburgh et al., 2009).

3.1.3. Glioblastoma multiforme (GBM)
O GBM apresenta, geralmente, crescimento multifocal e elevada

invasividade (Dai e Holland, 2001), sendo o tumor cerebral primario mais
devastador e também o mais comumente diagnosticado. Tais tumores
apresentam células histologicamente pouco diferenciadas, areas de necrose,
pseudopalicada periférica e/ou proliferacao vascular (Sathornsumetee et al.,
2008; Sathornsumetee e Rich, 2008). Além disso, possuem descontrole da

proliferacéo celular, infiltracao difusa no parénquima cerebral, alta resisténcia a
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apoptose e elevada instabilidade gendémica (Laws e Shaffrey, 1999). O
crescimento multifocal ja citado é caracterizado pela presenca de varias lesdes
ao longo do tecido sadio, de forma que inviabiliza a remogao cirurgica dos
tumores e incrementam sua capacidade de infiltrar o parénquima cerebral
(Stupp et al., 2007). Tais caracteristicas ainda levam a um crescimento rapido e
a altos indices de recorréncia (Stupp et al., 2006; Yin et al., 2007). Além disso,
o tecido cerebral no entorno do GBM apresenta uma resposta inflamatéria,
constituida de ativacdo de macrofagos, astrogliose reativa, invasao vascular e
formagao de edema, a qual pode estar relacionada ao aumento de malignidade
(Balassiano et al., 2006).

3.1.4. Tratamento dos gliomas
O tratamento dos gliomas envolve trés aspectos: ressecgao cirurgica,

radioterapia e quimioterapia (Sathornsumetee e Rich, 2008). Em se tratando de
gliomas altamente infiltrativos, a ressecgéo cirurgica nao se mostra tao eficaz ja
que na maioria dos casos o tumor é multifocalizado. Entretanto, novas
tecnologias vem otimizando os processos cirurgicos possibilitando maior
sucesso na remogao de grande parte dos focos tumorais. A radioterapia é a
estratégia mais efetiva no tratamento dos gliomas, aumentando a sobrevida

dos pacientes de 3 a 7 para 8 a 12 meses (Asthagiri et al., 2007).

Concomitantemente ou posteriormente a radioterapia, a quimioterapia com
temozolamida (Temodal’) tem se mostrado eficaz em aumentar a sobrevida
dos pacientes para 12,1 a 14 meses (Stupp et al., 2005). A temozolamida € um
agente alquilante que ultrapassa a barreira hematoencefalica agindo, dessa
forma, no ambiente cerebral (Sathornsumetee e Rich, 2008). E sabido também
que a obtencéo de farmacos para o tratamento dos gliomas e demais tumores
cerebrais € dificultado pela limitacdo imposta pela barreira hematoencefalica
(Brandes, Pasetto e Monfardini, 2000).

3.2. Microambiente tumoral
Sabe-se que diversas alteragdes genéticas estdo presentes nas neoplasias,

alteragbes essas que envolvem genes de supressao tumoral, de controle do

ciclo celular ou até mutagdes nos chamados proto-oncogenes. Entretanto, tais
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mutacdées ndo sao capazes de, por si, estabelecerem tumores de alta
malignidade. Sabe-se que ha um complexo espago que possibilita o
estabelecimento bem como a manutencdo desses tumores, o chamado

microambiente tumoral (Skog et al., 2008).

Células tumorais sao capazes de liberar exossomos contendo grande
quantidade de mRNAs e de microRNAs. Essas vesiculas se difundem pelo
ambiente tumoral e podem manipular fungdes vitais de forma a proporcionar
vantagens para o tumor. Um exemplo desse mecanismo de comunicagao sao
os exossomos liberados por gliomas contendo mRNA de fatores pro-
angiogénicos, favorecendo a neovascularizagao da massa tumoral (Skog et al.,
2008). Essa comunicagao com as células adjacentes pode se dar em diversas
vias, como liberacdo de citocinas, ou comunicagao direta via contato celular.
Diversos estudos estabelecem que alteragdes no sistema purinérgico e na
atividade da oOxido nitrico sintase induzida (iINOS) participam no

desenvolvimento de tumores originarios de células gliais (Skog et al., 2008).

As caracteristicas das células tumorais também influenciam na formacéao de
um microambiente favoravel como, por exemplo, gliomas que tem capacidade
de liberar glutamato apresentam uma vantagem proliferativa quando
comparados a gliomas que nao liberam tal neurotransmissor (Takano et al.,
2001).

3.21. Astrécitos
Células gliais, derivadas dos precursores neurais, que mesmo descobertas

no século XIX foram mantidas a margem da neurociéncia até pouco mais de 50
anos atras, quando finalmente foram percebidas funcdes importantes para o
funcionamento cerebral além do simples suporte neuronal (Privat, 1995; Zhang
e Barres, 2010). Atualmente sabe-se que, além de ser o tipo celular que
apresenta maior variabilidade funcional na bioquimica cerebral, os astrocitos
ainda sado dotados de grande plasticidade celular ao longo da vida (Shao e
Mccarthy, 1994; Zhang e Barres, 2010). Os astrocitos compdem 50% do
volume cerebral e constituem 90% do numero total de células cerebrais (Privat,
1995; Zhang e Barres, 2010).
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Os astrécitos possuem essa denominacdo devido ao seu aspecto
semelhante a uma estrela, sendo classificados em trés categorias: astrocitos
fibrosos, astrocitos protoplasmaticos e astrocitos mistos. Os astrécitos fibrosos
sdo encontrados na regido branca do cérebro, os astrocitos protoplasmaticos
sdo encontrados na regido cinzenta do cérebro em contato com o corpo
neuronal, as sinapses e os dendritos (Kimelberg e Katz, 1985). Os astrdcitos
mistos sdo raramente encontrados e se localizam em regides entre a massa
branca e a massa cinzenta, assim apresentam caracteristicas de ambos os
fendtipos (Privat, 1995).
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Figura 2: Presencga do astrécito no SNC (Adaptado de (Zhang e Barres, 2010).

Os astrdocitos sdo componentes fundamentais na formacao das sinapses,
principalmente em regides glutamatérgicas, uma vez que essas células sao
responsaveis pela retirada do glutamato da fenda sinaptica e pelo controle dos
niveis desse sinalizador potencialmente neurotoxico (Shao e Mccarthy, 1994).
Para tanto, os astrocitos possuem em sua membrana transportadores de
glutamato e em seu citosol apresentam a enzima glutamina sintetase (Unico
tipo celular do SNC com expressao dessa enzima) (Kimelberg e Katz, 1985).
Diversas células apresentam caracteristicas de astrocitos em diferentes locais,
como a glia de Bergmann encontrada no cerebelo, os pituitécitos na glandula

pituitaria e a glia de Muller na retina (Shao e Mccarthy, 1994).

Além da sua fundamental agdo no controle da toxidade glutamatérgica, os

astrocitos ainda desempenham outros papéis importantes no desenvolvimento
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das fungdes cerebrais, incluindo: formacdo das fibras para o fluxo dos
neurdnios no desenvolvimento embrionario (glia radial); fornecimento de fatores
troéficos para o desenvolvimento das sinapses; fornecimento de energia devido
ao estoque de glicogénio; manutencdo da atividade excitatéria neuronal
mantendo os niveis de ions extracelulares; atuacdo na resposta imune
cerebral; participacado da formacao da barreira hematoencefalica e formacgao de
cicatrizes em casos de injuria cerebral (astrogliose reativa) (Shao e Mccarthy,
1994).

Os astrécitos também participam da liberagdo de glutamato e de outros
neurotransmissores no modelo de sinapse tripartida. Essa liberagcdo &
modulada pelos niveis de Ca** no interior dos astrocitos. Para confirmar essa
teoria foram realizados dois tipos de experimento. Em um primeiro momento
foram realizadas em cultivos primarios de astrécitos, onde foram utilizados
ligantes que estimulam o influxo de calcio nos astrocitos, o que resultou na
liberagdo de aminoacidos excitatérios como o glutamato e o aspartato. Para
confirmar se a liberagao desses neurotransmissores também se da in vivo,
foram realizados novos experimentos onde fatias de hipocampo de ratos foram
tratados com toxina tetanica, para a qual os astrocitos possuem poucos
ligantes, e foi observada a liberagdo do glutamato. Ainda ndo se sabe se os
astrocitos também liberam glutamina ou outros tipos de gliotransmissores

nessas estruturas sinapticas (Haydon, 2001; Araque et al., 2014).

E importante ressaltar a importancia que os astrcitos vém tomando na
neurociéncia, sendo agora visto e compreendido como uma célula complexa,
fundamental em diversos fatores, até na liberacdo de transmissores nas
sinapses, fundamentando as ditas sinapses tripartidas. Nessas estruturas os
astrécitos liberam os chamados gliotransmissores, classe de transmissores
quimicos que atualmente engloba glutamato, aspartato, D-serina e ATP
(Haydon, 2001; Araque et al., 2014).

3.2.2. Sistema purinérgico
Foi estabelecido o conceito de transmissao purinérgica em 1972 quando

Burnstock demonstrou que o ATP protagonizava o que ele chamou de

neurotransmissdo nao adrenérgica e nao colinérgica (NANC). Posteriormente,
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em 1976, Burnstock ainda demonstrou que a sinalizagdo purinérgica estava
presente tanto no sistema simpatico quanto parasimpatico e atualmente esta
bem consolidada a ideia da presencga desse sistema tanto no sistema nervoso
central quanto periférico. Sabe-se que o sistema purinérgico € um sistema
altamente complexo, presente em todos os processos tanto fisiolégicos quanto
patolégicos através da sensibilizagdo dos chamados purinoreceptores e do
controle dessa sensibilizacdo por enzimas responsaveis pela hidrélise de
nucleotideos e formagdao de nucleosideos no meio extracelular, as

ectonucleotidases (Burnstock, 2009b).

3.2.21. Purinoreceptores
Apo6s a liberagdo dos nucleotideos e/ou nucleosideos para o meio

extracelular é necessario que eles sensibilizem receptores especificos, os
purinoreceptores, para dar continuidade a cascata de sinalizagdo purinérgica.
Dessa forma, essas moléculas sinalizadoras podem atuar em dois tipos de
receptores: P1 e P2, os quais sdo posteriormente subdivididos em P2X e P2Y.
Os receptores do tipo P1 s&o sensibilizados por adenosina (Ado), os receptores
P2X por ATP e os receptores P2Y podem ser sensibilizados por nucleosideos
tri e di-fosfatos (Burnstock, 2008).

Os receptores do tipo P1, sensibilizados por Ado, sido receptores
exclusivamente metabotropicos que sdo divididos em quatro sub-tipos de

acordo com a afinidade pelo agonista: A4, Aza, As € As.

Ja os receptores P2X sdo receptores ativados exclusivamente pelo ATP
e sao ionotrdpicos, ou seja, ligados a canais ibnicos. Eles apresentam
permeabilidade para ions Na*, K e Ca*™®, dessa forma executam respostas
celulares rapidas. Os receptores P2X sdo classificados em sete sub-tipos
(P2X1-7) de acordo com a afinidade que apresentam pelo ligante ATP
(Abbracchio e Ceruti, 2006).

Os receptores P2Y por sua vez, sao receptores metabotropicos,
acoplados a proteina G, e podem ser sensibilizados por diversos nucleotideos,
ATP, ADP, UTP e UDP, e sao responsaveis por mediar as respostas celulares

de longa duragéo, estando, dessa forma, envolvidos em processos troficos € no
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desenvolvimento celular. Estes receptores sao divididos em oito sub-tipos
(P2Y1,2,4,6,11-14) (Abbracchio e Ceruti, 2006)

3.2.2.2. Ectonucleotidases
As ectonucleotidases compdem um grupo de enzimas que atua como

um potente gerenciador da sinalizagdo purinérgica hidrolisando nucleotideos
até seus respectivos nucleosideos (ex.: ATP até Ado) no meio extracelular.
Nessa familia de enzimas estdo incluidas as ecto-nucleosideo-trifosfo-
difosfoidrolases (E-NTPDases), as ectonucleotideo
pirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPPs), e a ecto-5’-nucleotidase/CD73 (ecto-5'-
NT/CD73) (Robson et al.,, 2006; Zimmermann, 2001). Essas ectoenzimas
formam um rigoroso centro de controle da concentragdo dos nucleosideos
extracelulares bem como do tempo de exposicdo e disponibilidade deles aos

seus receptores (Zimmermann, Neuneier e Grothmann, 2001).
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Figura 3: Esquema geral da hidrolise do ATP. O ATP presente no ambiente
extracelular é hidrolisado por enzimas ancoradas na membrana celular
gerando, ao fim, adenosina (adaptado de (Burnstock, 2009a).

As E-NTPDases sdo enzimas que hidrolisam ATP a ADP e ADP a AMP,
além de outros nucleosideos tri- e difosfatados. Esse sub-grupo possui como
caracteristicas comuns a presenga de cinco sitios conservados em sua

estrutura, denominados de Regides Conservadas da Apirase (ACR), a
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necessidade de cations divalentes (Mg e Ca*?) como cofatores enzimaticos, a
insensibilidade a inibidores de outras ATPases e atividade enzimatica 6tima em
pH alcalino. Essas enzimas sao de dificil extracio e purificagao por se tratarem
de (glicoproteinas e apresentarem dois dominios transmembrana. Em
mamiferos foram clonados e caracterizados oito membros pertencentes a
familia das NTPDases (NTPDase1-8), sendo que apenas as NTPDases1-3 e 8
estdo presentes na membrana celular, apresentando as porgdes C e N-
terminal para o meio intracelular enquanto as suas regides cataliticas estao

expostas para o meio extracelular (Robson, Sevigny e Zimmermann, 2006).

A NTPDase1 metaboliza igualmente bem o ATP e o ADP, apresentando
uma relacdo de hidrélise 1:1. A NTPDase1 esta amplamente expressa no
endotélio vascular, em plaquetas, neutrdéfilos e linfécitos, sendo essencial para
a manuteng¢ao do tbnus vascular, do controle da ativagdo plaquetaria e da
resposta imune (Robson, Sevigny e Zimmermann, 2006). Ja a NTPDase2
hidrolisa preferencialmente o ATP, apresentando uma relacdo de hidrdlise de
30:1, ou seja, 30 ATPs para 1 ADP. Devido a sua preferéncia pelo substrato
ATP a NTPDase2 leva a um acumulo de ADP no meio extracelular e esta
altamente expressa nas células da musculatura lisa, participando do controle
do ténus vascular e da agregacao plaquetaria, e em células tronco presentes
no SNC, regulando a neurogénese (Robson, Sevigny e Zimmermann, 2006).
Alguns estudos indicam que as NTPDase3 e 8 apresentam uma preferéncia de
substrato intermediaria, metabolizando o ATP e o ADP em uma relagao 3:1, em
semelhangca com a NTPDase1 (Kaczmarek et al., 1996; Kegel et al., 1997;
Chadwick e Frischauf, 1998; Heine et al., 1999; Bigonnesse et al., 2004).

Atualmente, sao conhecidas sete enzimas da familia ecto-5-
nucleotidase/CD73 (ecto-5’-NT/CD73) em humanos, cinco delas localizadas no
citoplasma, uma na matriz mitocondrial € uma ancorada a membrana
plasmatica. Esta, por sua vez, atua hidrolisando o AMP até adenosina, sendo a
principal enzima na via de degradagdo dos nucleotideos e a maior fonte
enzimatica de adenosina no meio extracelular (Zimmermann, 1992). O controle
de sua atividade catalitica é fundamental para a manutencdo dos niveis
extracelulares de adenosina e consequentes efeitos mediados pela

sensibilizagao dos receptores do tipo P1.
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3.2.3. Interleucina 6 (IL-6)

Interleucinas sao importantes fatores que modulam tanto processos
inflamatdrios crénicos quanto agudos. Desde sua descoberta diversas
moléculas sinalizadoras vem sendo isoladas e caracterizadas em diferentes
contextos, tanto fisiolégicos quanto patoldégicos e desempenham inumeros
papéis, muitos deles aparentemente contraditérios (Turner et al., 2014). No
ambito oncoldgico, a IL-6 assume um papel importante na promogao de um

microambiente tumoral pro-inflamatério caracteristico do GBM.

Tem sido demonstrado que pacientes que possuem altas concentracdes
de IL-6 sistémica e peritumoral, apresentam, proporcionalmente, piores
prognoésticos, menores indices de sobrevida bem como maior edema
peritumoral (Chang et al., 2005). Altas concentragbes de IL-6 também sao
relacionadas com aumento de IL-10, que embora seja uma citocina com efeitos
contrarios aos da IL-6, complementa um papel pro-tumoral agindo na inibigéo
da proliferagdo de células T, induz apoptose em células T auxiliares e
proporciona um acumulo de células T reguladoras (Wei et al., 2010). Todos
esses efeitos na modulacio da resposta imune foram relatados com a ativacao
de vias dependentes de STAT3 (Figura 4) (Wu et al., 2010).

A IL-6 apresenta outras formas de indugdo de malignidade, como por
exemplo através da via do receptor do fator de crescimento endotelial (EGFR).
Estudos tem relatado que GBM apresentam grandes quantidades de EGFR,
que respondem a IL-6 e levam a ativacédo da via da STAT3. Entretanto, alguns
GBM ainda apresentam uma forma oncogénica desse receptor o EGFRuvIII
(variagdoo 3 do EGFR) que é permanentemente ativo e consequentemente
leva a liberacdo massiva de IL-6 no ambiente tumoral. Essa alta liberagao faz
com que a IL-6 sensibilize os EGFR normais (WtEGFR) e induzam malignidade
em células normais, proporcionando um crescimento ainda maior, nao
dependendo apenas da proliferacdo de células tumorais (Nitta et al., 2010).
Nesse sentido, também pela ativacdo do EGFRVIll, diversos fatores
dependentes de sinalizagdo por STAT3 serdo traduzidos e liberados no
ambiente tumoral, sendo um dos principais fatores a Oxido nitrico sintase
induzida (iNOS) (Puram et al., 2012).
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Figura 4: Sinalizagao intracelular via sensibilizagdo do receptor da IL-6. IL-6
sensibiliza seus receptores que fosforilam STAT3, estes se dimerizam e agem
em promotores especificos levando a expresséo de alguns genes (adaptado de
(Turner et al., 2014).

3.2.4.  Oxido Nitrico Sintase Induzida

O oxido nitrico (NO) € um composto de vida curta que se difunde
rapidamente pelos tecidos e que exerce diversas fungdes no organismo, agindo
em diferentes tipos celulares como nos astrocitos, macroéfagos e células
endoteliais (Yang et al., 2002). Esse efeito pleiotropico permite que esse
sinalizador atue na vasodilatagdo, neurotransmissdo e citotoxidade de
macrofagos (Yang et al., 2002; Kim et al., 2014). Em condigdes patoldgicas, ele
ainda apresenta atividade na morte de bactérias e na degeneragdo neuronal
(Yang et al., 2002). No SNC, a produgao de NO esta associada a fungdes
cognitivas, sua rota sugere que ele age induzindo e mantendo a plasticidade
sinaptica para o controle do sono, apetite, temperatura corporal e

neurosecrecgao (Yang et al., 2002).
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O NO ¢ sintetizado através das 6xido nitrico sintases (NOS), que sintetizam
L-citrulina a partir de L-arginina e oxigénio. Sabe-se da existéncia de trés
diferentes formas da NOS: NOS neuronal (nNOS), NOS endotelial (eNOS) e
NOS induzida (iINOS) (Bakshi et al., 1998; Yang et al., 2002; Kim et al., 2014),
tais enzimas sao isoenzimas embora ndo sejam isoproteinas sendo codificadas
por genes diferentes (Bakshi et al., 1998). A INOS é traduzida essencialmente
quando ha estimulo para isso. Esses estimulos sédo, geralmente, de natureza
inflamatdria tais como citocinas e/ou endotoxinas que levam a uma producéao
massiva de NO (Xie et al., 1992). Em contra partida, as demais NOS, endotelial
e neuronal, sdo expressas constitutivamente de forma a propiciar a
manutencdo dos niveis basais de NO e satisfazer, dessa forma, as
necessidades fisiologicas desse composto (Bredt, Hwang e Snyder, 1990;

Forstermann, Schmidt, et al., 1991).

Outro aspecto discriminador da iINOS com a nNOS e a eNOS ¢é o fato de
que os mondmeros desta se ligarem fortemente a calmodulina, de forma que a
atividade da iINOS é pouco dependente da concentragao citoplasmatica de
célcio (Bredt e Snyder, 1990; Forstermann, Pollock, et al., 1991; Xie et al.,
1992), enquanto que a atividade das outras duas NOS é diretamente
dependente dos niveis de calcio/calmodulina intracelulares (Schmidt et al.,
1992).

Estudos em diversos modelos de doenca apontam que NO produzido por
acgao da iNOS pode apresentar tanto atividade citoprotetora (Tzeng et al., 1997;
Zhao et al., 1998) quanto citotoxica (Kurose et al., 1996; Hsu et al., 1997),

dependendo dos paradmetros do estudo e do tipo celular envolvido nas analises.

NO se mostra como agente tumoricida tanto in vitro como in vivo.
Entretanto, ao mesmo tempo, esse sinalizador favorece a neovascularizacao e
a invasividade tumoral, agindo desfavoravelmente na melhora do quadro dos
pacientes (Stuehr e Nathan, 1989; Andrade, Hart e Piper, 1992; Farias-Eisner
et al., 1994). Aspectos especificos do tipo celular podem ser vistos em analises
de transfeccao de linhagens celulares como a K-1735 (melanoma de murino) e
DLD-1 (carcinoma de célon) com o gene da iNOS e nessas linhagens foram

observados efeitos opostos, na linhagem K-1735 foi percebido um aumento nos
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indices de apoptose (Xie et al., 1995) enquanto que na linhagem DLD-1 foi
percebido um aumento na agressividade e vascularizagado tumorais (Cullis et
al., 2006).

3.2.5. Estresse oxidativo
Estresse oxidativo € o nome dado ao desequilibrio entre as defesas

oxidantes e as espécies reativas de oxigénio (ROS). Essas espécies reativas
sdo formadas em condig¢des fisioldgicas e sdo precursoras ou consequéncias
de reaclOes vitais para a manutencdo da homeostase celular de organismos
aerobios. As concentragdes intracelulares das ROS sdo controladas por
diversas enzimas, sendo as principais a superdxido dismutase (SOD) e a
catalase (CAT)(Calabrese et al., 2007).

Em condigdes patoldgicas pode ocorrer o estresse oxidativo e a
exacerbacdo de um reagente intermediario da cascata de reacdes podendo
levar a diversos danos celulares, incluindo danos ao DNA e peroxidacao
lipidica levando a instabilidade de membrana comprometendo a homeostase
celular e podendo desencadear processos inflamatérios e necréticos no tecido
adjacente. Esses processos podem ativar vias de sinalizagdo responsaveis
pela migracdo de células do sistema imune, através, por exemplo, de

receptores do tipo TOLL(Kostourou et al., 2011).

A SOD ¢ a primeira enzima da cascata e se encontra principalmente em
duas isoformas uma mitocondrial e outra citosoélica. Sao proteinas codificadas
por genes diferentes e se utilizam de cofatores metélicos diferentes para
efetuar a dismutagdo do radical superoxido em peroxido de hidrogénio
(Brunelli, Yermilov e Beckman, 2001). Essa dismutagdo, embora ocorra de
forma natural, sem a necessidade de catalizador enzimatico, em condicbes
biolégicas necessita de catalisador uma vez que a velocidade de reagdo do
anion superdéxido com outros compostos € maior que a velocidade de
dismutagdo dele em gas oxigénio, um exemplo de reagdo é com o NO,
formando peroxinitrito um agente toxico e relacionado com diversas alteragdes

celulares em quadros patologicos(Koken et al., 2004).
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Outra enzima muito importante nesse processo € a CAT, que por sua
vez utiliza o substrato da SOD, o perdxido de hidrogénio, formando gas
oxigénio e agua como produtos finais (Carballal, Bartesaghi e Radi, 2014). Uma
vez que o peroxido de hidrogénio € téxico para a célula e pode desencadear
diversos processos inflamatérios quando extrapola para o ambiente
extracelular, ele precisa ser rapidamente neutralizado para uma forma indcua
(Koken et al., 2004). Uma molécula de CAT ¢é capaz de catalisar a
decomposicdo de 40.000.000 de moléculas de peroxido de hidrogénio por
segundo sendo a enzima principal na desintoxicagdo desse composto. Um
exemplo de presenga da catalase é em bactérias patogénicas que possuem
catalase na parede celular para evadir o sistema imune do hospedeiro que
utiliza peroxido de hidrogénio no combate a infecgbes bacterianas (Carballal,
Bartesaghi e Radi, 2014).

Alteracbes na metabolizagcdo de espécies reativas de oxigénio vem
sendo relatadas como fatores de risco em diversas patologias como a
sindrome de down, a esclerose lateral amiotréfica, a depressdo maior e alguns
tipos tumorais (Carballal, Bartesaghi e Radi, 2014; Cao et al., 2015).

3.3.Hipétese do trabalho
Tendo em vista que os gliomas sdo tumores fundamentalmente

dependentes de um microambiente favoravel para sua manutengdo e
desenvolvimento, torna-se extremamente relevante estabelecer novos
protocolos para mimetizar esse ambiente, de forma a simular in vitro aspectos
fundamentais da fisiopatologia da doenga. Sabendo-se da importancia do
microambiente, uma das possibilidades sao as técnicas de cocultivo celular e

de utilizacdo de meios condicionados para o tratamento de células.

Pensando especificamente em gliomas, diversos tipos celulares presentes
no microambiente tumoral como células imunes e gliais podem ser vistos como
alvo para este estudo. Nesse contexto, o cocultivo de gliomas com astrdcitos
se mostra de grande valia, uma vez que este é o tipo celular mais abrangente
no cortex cerebral, lugar majoritario no surgimento do GBM. Assim, com o
objetivo de analisar a interagao entre células de glioma e astrécitos, duas vias

de sinalizagdo neurolégica, uma envolvendo neurotransmissdo e outra
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envolvendo neuromodulagdo podem ser estudadas, sinalizagao purinérgica e a
atividade da iNOS, respectivamente. Tais parametros sao fundamentais para
um estudo aprofundado do microambiente, ja que estao descritos na literatura
tanto a seus aspectos fisiolégicos quanto em seus aspectos patologicos, tanto
de astrécitos quanto de gliomas, e outras células e doengas do sistema
nervoso central. Apesar de sua presenca na literatura, ndo ha estudos na
literatura que avaliem essas vias de sinalizacdo, que estdo envolvidas em
processos de aumento na malignidade tumoral, em estudos de microambiente

envolvendo cocultivo de astrocitos e células de glioma.

Sabe-se que a catabolizagédo purinérgica estd completamente alterada em
células de gliomas C6 de rato, quando avaliada in vitro, ao se comparar com
células andlogas normais, os astrocitos, devido ao fato dessas células
apresentarem alta expressao da NTPDase2, favorecendo a hidrélise de ATP e
levando a um acumulo de ADP, enquanto nos gliomas essa forte expressao
nao é encontrada, havendo, assim, baixos indices de hidrélise de nucleotideos
tri- e difosfatados, favorecendo a neurotoxidade do ATP nas células normais
(Wink et al., 2003). Esses eventos sdo de suma importancia ja que a presenga
do ATP na fenda sinaptica pode levar a um aumento na liberagao de glutamato
e GABA no ambiente pré-sinaptico ou uma diminuicdo, dependendo dos

receptores ativados (Burnstock, 2008).

Em se tratando da importancia do microambiente na expressao da iNOS, o
aumento da atividade dessa enzima resulta em aumento do NO no SNC, e esta
molécula estd envolvida em diversos fatores neurodegenerativos e
neuromodulatorios. Quando em altos niveis, o NO leva a um aumento da
expressao de fatores pro-inflamatérios (Calabrese et al., 2007; Kostourou et al.,
2011). Essa situagao ainda fica mais complexa quando sua presencga se da em
condicbes de estresse oxidativo, com aumento de espécies reativas de
oxigénio (ROS), principalmente anion superdxido, havendo a formagao de
peroxinitrito (Calabrese et al., 2007). Ainda, quando em condi¢des de estresse
nitrosativo, o NO leva a um aumento na atividade das enzimas cicloxigenases
(COX), de cujas reagdes resultam inevitavelmente radicais livres, tornando

ainda mais grave o quadro de neuroinflamacgao (Kostourou et al., 2011).
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Dessa forma se mostra urgente um estudo para visualizar a comunicagao
cruzada que acontece entre astrocitos e gliomas para aumentar nosso
conhecimento sobre os gliomas, novas formas de contengcéo da progresséo
tumoral e andlise de diversos fatores inflamatérios envolvidos no

estabelecimento e na progressao dos gliomas.
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4. Manuscrito

Todos os resultados e discussdes desse trabalho serdo apresentados na
forma de artigo.
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Abstract

Glioblastoma multiforme is a high malignant and proliferative tumor from central
nervous system. Several cellular and molecular aspects have been described
as malignancy factors and its implications are evaluated as prognostic factor but
there is no in vitro system that emulates the tumor microenvironment properly.
We evaluate IL-6 and IL-10 release, iINOS, superoxide dismutase and catalase
activities, TBARS content and ATPasic, ADPasic and AMPasic activities on
astrocytes, C6-glioma cells and coculture conditions. This study shows that
astrocytes cocultured with C6-glioma cells do not suffer induced cell death, it's
morphology alters to a active format without GFAP overexpression and several
high malignant markers were expressed. We found that the coculture model
induces a decrease on catalase activity to 10% of normal astrocyte activity and
all others markers that we evaluated appears to be significantly increased when
compared to control astrocytes. Our results suggest that astrocyte-glioma
cross-talk is an important key factor for inducing a favourable tumor
microenvironment that supports tumor growth, invasiveness and immune

system evasion.

Key words: astrocyte, gliomas, ATP, oxidative stress, iINOS, cytokines

37



1. Introduction

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common primary brain tumor
(Maher e Raffel, 2004; Preusser, Haberler e Hainfellner, 2006; Dunn, Dunn e
Curry, 2007; Yin et al., 2007), characterized by high clinical and histological
heterogeneity, which results in a very poor prognosis for patients (Stupp et al.,
2005).Despite intensive treatments, GBM remains incurable and the median
survival for patients remains at approximately 12 months (Stupp et al., 2006;
Louis et al., 2007; Yin et al., 2007).

A number of genetic alterations of genes related to cell death,
proliferation and differentiation control have been described in GBM (Brennan et
al., 2009).However, it is becoming clear that only the genetic alterations do not
guarantee the GBM development and point that a microenvironment composed
by non-transformed cells and its secretion products plays an important role in
controlling the course of tumorigenesis (Skog et al., 2008). Indeed, the tumor-
associated parenchymal cells, including glial cells provide a specialized niche
that favor cancer cell invasion and angiogenesis (Charles et al., 2011). Although
astrocytes are the most abundant cell type in the mammalian brain, comprising
90% of the cells from CNS (Privat, 1995; Zhang e Barres, 2010), little is known
about its contribution to GBM progression.

Although historically astrocytes have been studied as a homogeneous
group of cells, it is becoming clear that they exhibit high functional and plasticity
variability in the CNS biochemistry (Haydon, 2001). They are involved in a
variety of functions including the maintenance of ion homeostasis, blood-brain
barrier, synapse formation, and neurotransmitter turnover (Zhang e Barres,

2010). Astrocytes also differ in their response to injury and disease, where they
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may be converted into a reactive phenotype. The astrocyte activation, or
astrogliosis, plays a central role in basically all types of brain injuries, including
tumors, and it is characterized by a sequence of events including increased
expression levels of intermediate filaments such as GFAP; expression of
cytokines and, in severe activation, astrocytes become proliferative and form a
scar (Babcock et al., 2003; Buffo et al., 2008; Sofroniew, 2009). Moreover,
evidence point that the glioma microenvironment may promote the astrocyte
activation which in turn may secrete a variety of factors that modulates the
tumor behavior (Rath et al., 2015).

In the context of cancer-related inflammation, a number of inflammatory
molecules that compose the glioma microenvironment including nucleotides,
e.g. ATP, ROS, cytokines and others have been identified as positive
modulators of astrocyte activation (Wilson, 1997; Kang e Hebert, 2011;
Rodrigues, Tome e Cunha, 2015). In CNS, ATP is stored in synaptic and
astrocytes vesicles and mediates a variety of biological effects including
induction of astrogliosis and inflammation control via activation of purinergic
receptors which are widespread expressed in both neuronal, non-neuronal and
also in cancer cells (Burnstock, 2008). Alterations on purinergic signaling are
related to GBM progression (Morrone et al., 2003; Morrone et al., 2006;
Braganhol et al., 2009). Studies suggest that extracellular ATP induces in vivo
glioma growth (Morrone et al., 2006) and controls the release of IL-8 and MCP-
1 by glioma cells in vitro (Braganhol et al., 2015). Oxidative injury is another
component implicated in cancer progression. Indeed, studies have identified
INOS as a regulator of glial transformation, being important to gliomagenesis

(Skog et al., 2008; Jahani-Asl e Bonni, 2013). Nitric oxide (NO) results in the
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formation of peroxynitrite which inhibits p53 in GBM (Toda, Ayajiki € Okamura,
2009) and induces cell proliferation and tumor growth (Calabrese et al., 2007;
Kostourou et al., 2011; Jahani-Asl e Bonni, 2013). Finally, the production of
cytokines by cancer and adjacent cells is component essential to cancer
development. For example, IL-6 has been related to increased migration,
invasiveness and glioma heterogeneity (Jin et al., 2012; Zhang et al., 2012),
while IL-10 contributes to recruitment of T regulatory cells, which further
contribute to immune escape of gliomas(Rolle, Sengupta e Lesniak, 2012).
Considering that astrocytes are multifunctional cells that reacts to insults
and that the relationship between non-transformed astrocytes and gliomas cells
remains unclear, here, by using the direct cocultive technique of gliomas and
astrocytes, we addressed the role of some important parameters to cancer
progression, including cytokine production, oxidative stress and purinergic
signaling. The results showed here give new insights into how astrocyte-glioma

crosstalk may contribute to cancer-related inflammation and progression.

2. Material and Methods

2.1. Chemicals

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), Fungizone,
penicillin/streptomycin, 0.25% trypsin/ EDTA solution, fetal bovine serum
(FBS)were obtained from Gibco (Gibco BRL, Carlsbad, CA, USA). Nucleotides
(ATP, ADP, AMP) were purchased from Sigma Chemical (St. Louis, MO, USA).
Cytokine kits were provided by R&D Systems (Minneapolis, MN, USA). All other

chemicals and solvents used were of analytical or pharmaceutical grade.
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2.2 General cell culture procedures

2.2.1 C6 glioma cell line cultures

C6 rat glioma cell line was obtained from the ATCC (American Type Cell
Collection; Rockville, Maryland, USA). Cells at 10-20 passages were grown in
culture flasks and maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
(pH 7.4) containing 1% DMEM (Gibco BRL), 84 mM HEPES, 23.8 mM
NaHCOs3, 0.1% fungizone, penicillin/streptomycin 0.5 U/mL and supplemented
with 5% (v/ v) FBS. Cells were kept at a temperature of 37°C, a minimum
relative humidity of 95%, and an atmosphere of 5% COz in air.

2.2.2 Primary astrocyte culture and astrocyte-glioma cell coculture
procedures

Astrocyte cultures were prepared as previously described (Da Frota et al.,
2009). Briefly, cortex of newborn Wistar rats (1-2 days old) were removed and
dissociated mechanically in a Ca*? and Mg*? free balanced salt solution (CMF),
pH 7.4, (137 mMNaCl, 5.36 mMKCI, 0.27 mM Na;HPO,, 1.1 mM KH,PO,, and
6.1mM glucose). After centrifugation at 1000 g for 10 min, the pellet was
suspended in DMEM supplemented with 10% FBS. The cells (2 x 10°) were
seeded in poly-L-lysine-coated 24-multiwell plates. After 4h seeding, plates
were gently shaken and phosphate-buffered saline (PBS)-washed and medium
was changed to remove neuron and microglia contaminants. Cultures were
allowed to grow to confluence by 20-25 days. Medium was replaced every 4
days.Following astrocyte maturation, 1x10* C6 glioma cells were seeded onto
astrocyte monolayers in a 24-multiwell plate. The cocultures were maintained in
DMEM/10% FBS for 48 h. C6 glioma or astrocytes cultured isolated under the

same conditions were applied as control. All procedures used in the present
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study followed the “Principles of Laboratory Animal Care” of the National
Institutes of Health and were approved by the Ethical Committee of UFPel

(protocol number 10321).

2.3 Cell viability and staining

2.3.1 MTT analysis

For measuring total cell viability we performed MTT test, which evaluate
mitochondrial activity by reducing 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide to its insoluble formazan, which has a purple color.
After 48 h of coculture, cells were incubate cell with MTT solution for 1.4 hours,
after this time, solutions were removed and plates were left to dry. Formazan
crystals were diluted in DMSO and absorbance was read at 540 nm.

2.3.2 May-Grunwalt-Giemsa

After 48 h of coculture, cells were fixed with 10% TCA. Once dried, cells were
incubated for 5 minutes with May Grunwald reagent (New Prov, 01909) followed
by Giemsa solution (New Prov, 01908) incubation for 20 min. Finally, cells were
washed with abundant water and dried in a dark clean place.

2.3.3 Sulfarodamina-B

After coculture, cells has been fixed with 10% TCA. Once dried, cells were
incubated with 0.4% SRB solution (0.4% sulfarodamina-B in 1% acetic acid in
water) for 20 min. Then cells have been washed 10 times with 1% acetic acid
and plates were placed in dark clean place.

2.3.4 Propidium iodide assay

After coculture procedures, the culture media was replaced and cells were

exposed to propidium iodide (PI) (7.5 uM) for 1 h before taking pictures using an
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inverted microscope (Olympus IX71, Japan) fitted with a standard rhodamine
filter (515-560 nm). Images were captured using a digital camera connected to

the microscope.

2.4 GFAP Western Blot

Cells were lysed in Tris-HCI 50 mmol/L (pH 7.5), NaCl 150 mmol/L, EDTA 10
mmol/L, Triton X-100 1%, sodium dodecyl sulfate 0.1%, protease inhibitor 1%,
and NEM 20 mmol/L. Protein concentrations were determined and the samples
were boiled for 5 min at 95°C with 5% B-mercaptoethanol and 2% glycerol.
Western blot analysis was performed as described in (Hoppe et al., 2013) using

a rabbit anti-GFAP antibody (ABCAM, ab7260).

2.5 Cytokine release determination

IL-6 and IL-10 secreted by astrocytes, C6 glioma cells or astrocyte-glioma
cocultures were quantified in the conditioned media of these cells by rat IL-6 or
IL-10 DuoSet (R&D Systems, DY-506 and DY-522, respectively), following the
manufacturers’ instructions. Rat recombinant IL-6 or IL-10 was used as a

standard. Results were expressed as pg of cytokine per mL.

2.6 Inducible nitric oxide synthase (iINOS) activity determination

INOS activity was estimated by Greiss reaction. Briefly, 50 uL of culture
supernatant wasadded to 50 uL of sulphanilamide solution (1% sulfanilamide in
5% phosphoric acid) and the mixture was incubated in the dark at room
temperature. Following15 min, 50uL of NED (0.1% N-1-napthylethylenediamine

dihydrochloride) solution was added and 10 min latter the absorbance was
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determined in a spectrophotometer at 540 nm. Nitrite concentrations were
estimated using sodium nitrite curve as standard. The protein concentration was
measured by the Coomassie Blue method using bovine serum albumin as
standard (Bradford, 1976). Results were expressed as pM nitrite per mg of

protein.

2.7 Formation of thiobarbituric acid reactive species (TBARS)

The lipid peroxidation was measured by TBARS method (Esterbauer e
Cheeseman, 1990). Briefly, the cell homogenates were gently mixed with 10%
trichloroacetic acid and 0.67% thiobarbituric acid then heated to 100°C for 25
min. The quantification was based on staining intensity using a
spectrophotometer at 535 nm. Results were expressed as nmol of TBARS per

mg of protein.

2.8 Catalase assay (CAT)

CAT activity was assayed in cell cultures according to Aebi method (Aebi, 1984)
based on the decomposition of H,O, monitored at 240 nm at room temperature.
One CAT unit is defined as one umol of hydrogen peroxide consumed per
minute and the specific activity was expressed as units of CAT per mg of

protein.

2.9 Superoxide dismutase assay (SOD)
The total SOD activity was measured by the method of Misra and Fridovich
(Misra e Fridovich, 1972). This method is based on the superoxide inhibition

dependent of adrenaline auto oxidation. The assay is quantified using a
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spectrophotometer at 480 nm. The specific activity of SOD was expressed as

units per mg of protein.

2.9 Ectonucleotidase activity determination

The ATP, ADP and AMP hydrolysis was determined in 24-multiwell plates
containing astrocytes, C6 glioma cells or astrocyte-glioma cocultures. The
reaction was started by the addition of 200 uyL of the incubation medium
containing 2 mM CaCl, 120 mM NaCl, 5 mM KCI, 10 mM glucose, 20 mM
HEPES (pH 7.4) and 3 mM of ATP or ADP at 37°C. For AMP hydrolysis, the
same incubation medium was used with the exception that 2 mM MgCl, was
used instead of CaCl, and the final nucleotide concentration was 1mM.
Following 10 min incubation the reaction was stopped by removing an aliquot of
the incubation medium and transferring it to a pre-chilled tube containing TCA
(5% wl/v).The release of inorganic phosphate (Pi) was measured by the
malachite green method (Chan, Delfert e Junger, 1986) with KH,PO,4 as a Pi
standard. Specific activity was measured as nmol Pi released per min per mg of

protein, data was expressed as percentage of astrocytes hydrolysis.

2.11 Landscape analysis of inflammatory, oxidative stress and purinergic
signaling gene/protein interaction networks in gliomas.

Gene/protein-association network analysis of gene expression was constructed
by associating different pathways related to increased glioma malignity. Briefly,
the network is generated using STRING database with input options
‘databases’, ‘experiments’, ‘textmining’ and 0.700 confidence level. STRING

integrates different curate and public databases containing information on direct
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and indirect functional protein—protein associations/interactions. Each protein is
identified according to both HUGO Gene Symbol and Ensembl Peptide ID. The
selected gene list is applied in the STRING database and the links (interaction
strength) between two different genes are saved in data files, which were

handled in the Medusa software.

2.12 Statistical analysis

Data were analyzed in ftriplicate using the sixth version of the software
GraphPad Prism. All analyzes were performed by one-way ANOVA followed by
Bonferroni test. Difference between mean values were considered significant

when P <0.05. Data were presented as mean = S.E.M.

3. Results

3.1 Astrocyte and astrocyte-glioma coculture analysis

We performed two different staining processes to evaluate the culture
morphology and in both of them it was observed the stellar form of astrocytes
when submitted to coculture with C6 glioma cell (Fig. 1, panels B, F, H), when
compared to single astrocytes that presents a lozenge shape (Fig. 1, panels A,
E, G). To evaluate the culture viability during the coculture, we perform MTT for
generic mitochondrial activity (Fig. 11) and we found the same pattern of
absorbance for astrocytes and cocultured cells. Cell viability was also analyzed
by PI staining, and no significant cell death was found in single astrocytes or
cocultured astrocytes (Fig. 1, panels C and D). To prove that the cultured cells
were astrocytes the presence of GFAP has been evaluated on culture

homogenates (Fig. 1J) by WB. As expected, astrocytes expressed high GFAP
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levels which were not modified by coculture with C6 glioma. In contrast, minimal

GFAP expression was found in C6 glioma cells.

3.2 Interleukins quantification

In order to evaluate the IL-6 and IL-10 release by cultured cells the ELISA
assay was performed (Fig. 2). We found that C6-glioma cells and astrocytes
exhibit the same pattern of IL-6 and IL-10 liberation. However,atcoculture
conditions, the IL-6 liberation was 9.3-fold higher than astrocytes (p=0.0042)
and 10.35-fold higher than C6-glioma cells (p=0.0052) cultivated alone (Fig.
2A). For IL-10, it was observed an increase of 13-fold when compared to
astrocytes (p=0.0233) and 12.25-fold when compared to C6-glioma cells

(p=0.0415) (Fig. 2B).

3.3 Oxidative stress parameters

In sequence some oxidative stress parameters have been evaluated. First, we
evaluated the iNOS activity using the Greissmethod as described in material
and methods. We found that C6-glioma cells have a natural 6-fold higher
liberation of NO to supernatant when compared to astrocytes (p<0.0001). At
coculture conditions, NO accumulation was 17.4-fold and 2.9-fold higher when
compared to astrocytes (p<0.0001) or C6-glioma cells (p=0.0012) cultivated
alone, respectively (Fig. 3A).

Superoxide dismutase activity was found to be 45% higher in cocultured cells
than in astrocytes (p<0.0001), the same pattern was found in C6-glioma cells,
which has shown a 42% higher activity than astrocytes (p<0.0001). C6-glioma

cells and cocultured cells had the same SOD profile (Fig.ure 3B). Catalase
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activity was decreased in 91% and 86% in cocultured cells when compared to
astrocytes (p<0.0001) or C6-glioma cells (p<0.0012) cultivated alone,
respectively. Astrocytes and C6-glioma cells has no difference on CAT activity
(p<0.0723) (Fig. 3C). Lipidic peroxidation was measured using TBARS method,
and it has been found that coculture condition exhibited an increase of 1.98-fold
TBA level when compared to astrocytes (p<0.0003) and a decrease of 33.25%
TBA levels in comparison to C6-glioma cells (p<0.0003).C6-glioma cells has a

2.97-fold higher TBA level when compared to astrocytes (p<0.0001) (Fig. 3D).

3.4 Adenine nucleotide hydrolysis profiles

The NTPDase and ecto-5’-NT/CD73 activity profile on astrocyte, C6-glioma and
in cocultive were determined by malaquite green method (Fig.4). ATP
hydrolysis was increased by 143% and 318% in coculture conditions when
compared to astrocytes (p<0.0001) or to C6-glioma cells (p<0.0001),
respectively. In according to previous publications (Wink et al., 2003),
astrocytes and C6-glioma cells also exhibit differential ATPase activity. C6-
glioma cells had 41.7% less ATPase activity in comparison to astrocytes
(p=0.0497) (Fig. 4A). ADP hydrolysis present the same profile, once coculture
condition show an increase of 54% when compared to astrocytes (p=0.0171),
and 300% increase when compared to C6-glioma cells (p=0.0015). As in
ATPase activity, C6-glioma cells have a minor hydrolysis rate, 62% less then
astrocytes alone (p=0.0118) (Fig. 4B). AMPase rates of both astrocytes and C6-
glioma controls were equals, and coculture condition promoted an increase of
4-fold AMP hydrolysis (p<0.0001), which is consistent with the protumor role of

ecto-5’-NT (Fig. 4C).
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4. Discussion

The present work demonstrates the participation of astrocytes in glioma
malignance in vitro. First we evaluated the impact of glioma-astrocyte coculture
on astrogliosis reactive. Indeed, at coculture conditions the GFAP expression
was not altered but alterations on astrocyte morphology and a dramatic
increase of IL-6 and IL-10 release, important cytokines involved on tumor
progression, has been found. We further demonstrate that the presence of
astrocytes plus glioma cells modulated stress oxidative parameters. Notably,
the activity of INOS was greatly increased in glioma-astrocyte coculture. Finally,
the ectonucleotidase activity was increased at coculture conditions, which
suggest an increase on extracellular adenosine leading to IL-6 and IL-10
release, characterizing a positive feedback also justifying the stellar morphology

of the cocultured cells (Abe e Saito, 1998).

Glioblastoma multiforme is a high malignant cerebral tumor and its progression
has been associated toan inflammatory environment (Hara e Okayasu, 2004;
Louis et al., 2007; Tafani et al., 2011). In this context, IL-6 release and iINOS
overexpression impact different signalling pathways related to tumor
progression and malignancy (Ishimaru et al., 2014; Huang et al., 2015; Zhao et
al., 2015). Our results showed that the glioma-astrocyte cocultivation increased
IL-6 and IL-10 release and iINOS expression. Studies have shown that IL-6
promotes IL-10 and iNOS overexpression in a positive feedback through TLR4-
STATS3 signalling pathway (Chen et al., 2008; Nitta et al., 2010; Puram et al.,
2012; Griesinger et al., 2015). IL-6 has been described as GBM prognostic
factor related to reduced survival and increased perifocal edema (Chang et al.,

2005). We also found that SOD activity has been increased and CAT has been
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almost inactivated, which may characterize a mechanism to protect the cell and
the microenvironment from the peroxynitrite formation, once SOD increase
reduces superoxide concentration, and CAT may conjugate to NO (Brunelli,
Yermilov e Beckman, 2001) blocking or, at least, reducing the substrate
availability to peroxynitrite formation. The increase of SOD activity may be a
consequence of IL-10 signalling (Koken et al., 2004), it's concentration appears
elevated probably as a consequence of both IL-6 signalling (Wu et al., 2010).
Also, increased SOD activity elevates NO half-life and biological activity
(Carballal, Bartesaghi e Radi, 2014), probably justifying the catalase blockade.
All these founds supports an increase of H,O, concentration, and it's
consequences may contribute to a positive feedback on IL-6 liberation, INOS
expression (Cao et al., 2015) and increased membrane damage (increased
TBARS) with consequent membrane instability and leakage of intracellular

contents, which may includes ATP and TLR-4 endogenous ligands.

ATP and ADP hydrolysis profile has been significantly increased by the
coculture treatment, this modulation may be a consequence of increased ATP
concentrations on the extracellular medium leading to an overexpression of
NTPDase2 (Brisevac et al., 2015). The same study have shown that
extracellular ATP also up-regulates ecto-5-NT expression and activity,
explaining the 4-fold AMP hydrolysis that we found. Based on the purinergic
signalling cascade activity we can assume an adenosine accumulation causing
an immunosuppressive environment and IL-10 release by Aza receptors
sensitization (Panther et al., 2001; Panther et al., 2003; Vincenzi et al., 2013).
ATP via a P2Y; signalling induces IL-6 liberation (Douillet et al., 2006;

Christensen et al., 2015), through P2Y activation up-regulates IL-6 production
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induced by LPS (Ishimaru et al., 2014). ATP appears to modulate IL-6 release
based on a JAK2/STAT3 autocrine loop pathway (Bustamante et al., 2014). The
overexpression of ecto-5’-NT is a key factor for glioma progression (Ludwig et
al.,, 1999) and it's inhibition leads to reduction of tumor cells proliferation in
vitro(Bavaresco et al., 2008). Ecto-5’-NT have a close relation with extracellular
matrix, consequently when high expressed leads to a extracellular and
intracellular signalling pathways based on adenosine sensitizing receptor
(Cappellari et al., 2012), specially A3 receptor, that induces both increased
MPP-9 expression (Gessi et al., 2010) and antiapoptotic effect (Taliani et al.,

2010).

Bringing our founds to a clinical approach, iINOS expression is related to high
malignancy (Cobbs et al., 1995), invasiveness (Puram et al., 2012), and
neovascularization through VEGF expression (Hara e Okayasu, 2004). IL-6
production is a key prognostic factor which is related to reduced survival rates, it
is also connected to T cell inactivation, T cell apoptosis and induction of T
regulatory cells, based on IL-6/STAT3/IL-10 axis (Wei et al., 2010). In EGFRv3
positive tumours, we have an important role for IL-6, once EGFRvV3 is
permanently active, IL-6 is permanently liberate, sensitizing normal EGFR in
normal cells inducing malignancy and consequent tumor proliferation (Nitta et

al., 2010; Puram et al., 2012).

In conclusion, our data suggest the active astrocyte participation in the creation
and maintenance of a favourable microenvironment to glioma growth.
Alterations in astrocyte morphology and in parameters related to inflammatory
response as IL-6/IL-10 release, modulation of oxidative stress and purinergic

parameters may be associated to increased glioma malignity (Fig. 5). Although
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more studies are necessaries to better understand the mechanisms involved on

these effects, the role of astrocytes on GBM progression may be considered in

the development of new antiglioma therapeutic strategies.
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8. Legends to figures

Figure 1. Glioma C6 and astrocyte culture morphology, cell viability and GFAP
expression analysis (upper panel: astrocytes; lower panel: C6 glioma and
astrocyte cocultures). (A, B) Phase contrast and Fluorescence (C, D)
microphotographs were taken using an Olympus inverted microscope (10x
magnification). (E, F) Cultures stained with May-Grunwald-Giemsa (40x
magnification), (G, H) cells stained with sulfarodamine (10x magnification). (I)
Cell culture viability using MTT method and (J) WB analyses and quantification
of GFAP on culture homogenates. For | and J, data were expressed as media +
S.E.M (n=3).

Figure 2.Total supernatant IL-6 and IL-10 contents were measured by ELISA.
(A) IL-6 and (B) IL-10 contents were expressed as pg/mL. Data expressed as
media + S.E.M (n=3). Different letters means significant difference for a P<0.01,
one-way ANOVA followed by Bonferroni post-hoc test.

Figure 3. Oxidative stress parameters evaluation. (A) Total nitrite content was
measured on culture media, (B) SOD activity, (C) CAT activity and (D) total
TBARS content were measured on cell homogenates. Data expressed as
media + S.E.M (n=3). Different letters means significant difference for a P<0.01,
one-way ANOVA followed by Bonferroni post-hoc test.

Figure 4. NTPDase and ecto-5’-NT activities.(A) ATP, (B) ADP and (C) AMP
hydrolysis profiles expressed as percentage of astrocyte hydrolysis rates. Data
expressed as media + S.E.M (n=3). Different letters means significant difference
for a P<0.01, one-way ANOVA followed by Bonferroni post-hoc test.

Figure 5. Landscape analysis of inflammatory, oxidative stress and purinergic

signaling gene/protein interaction networks in gliomas. (A) Glioma gene

58



interaction network was generated using STRING database. Gene symbol was
collected from HUGO, and interactions were handled in Medusa software for

network construction.
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Parte IV

5. Conclusao
Nosso trabalho foi capaz de mimetizar uma condicdo semelhante ao

encontrado em estudos in vivo no que tange ao microambiente tumoral e

marcadores de malignidade e proliferagao.

- Nosso modelo induziu uma elevada liberacao de Interleucinas para o
meio de cultura, caracteristica de tumores de alta malignidade e alta
capacidade de evasao do sistema imune.

- Altas concentragdes de nitrito extracelular foram encontradas no
modelo de cocultivo, sugerindo uma elevada atividade da iNOS.

- As atividas de SOD e CAT foram significativamente alteradas de forma
que altera toda a metabolizacdo celular de espécies reativas de
oxigénio podendo desencadear complicagdes para a estabilidade
celular a longo prazo.

- Foi encontrado um perfil de peroxidacdo lipidica elevado para o
cocultivo sugerindo um maior extravasamento de conteudos
intracelulares para o meio extracelular e maior sinalizagao inflamatéria.

- O perfil de hidrdlise de nucleotideos foi alterado quando em cocultivo,

sugerindo um aumento na expressao das NTPDases e da 5’-NT.

Novos estudos se mostram necessarios para o estabelecimento de quais
vias intracelulares estdo envolvidas nas alteracbes encontradas, bem como
estudos de expressao génica para abrir possibilidade de como se dao essas
relacdes intercelulares, provavelmente vitais para o estabelecimento dos

gliomas, mais especificamente de glioblastomas multiformes.
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