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Resumo

TEIXEIRA, Fernanda Cardoso. Investigacdo da Ecto-5’nucleotidase/CD73
como alvo terapéutico em gliomas. 2014, Dissertacdo (Mestrado) — Programa
de Po6s-Graduacdo em Bioquimica e Bioprospecdo. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

Os gliomas sdo tumores que apresentam caracteristicas fenotipicas e génicas de
células da glia. A ecto5'nucleotidase/CD73 (5°-NT/CD73) é considerada enzima
marca-passo do sistema purinérgico responsavel pela hidrélise de AMP em
adenosina e apresenta expressao aumentada em tumores sélidos. Estudos de
silenciamento da expressdo génica utilizando a ferramenta de RNA de
interferéncia (siRNA) tém sido propostos como novas alternativas terapéuticas.
Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito de inibidores da atividade
enzimatica e da expressado da 5-NT/CD73 como alvo terapéutico em gliomas.
Para avaliar o efeito do inibidor AMPCP (adenosina 5'-(a,p-metileno) difosfato)
sobre a proliferacdo celular foi utilizado o método de contagem celular e para
determinar a hidrélise de AMP em células C6 foi utilizado o método do verde de
malaquita. Para a realizagdo do silenciamento da expressdo génica, duas
sequéncias de RNA de interferéncia inéditas para a 5-NT/CD73 foram
desenhadas e nanoemulsdes (NE) foram utilizadas como carreadoras. A
citotoxidade da NE em cultura primaria de astrocitos e em linhagem celular de
glioma C6 foi determinada pelo método do MTT. Para caracterizar as propriedades
fisico-quimicas do complexo formado pela NE e siRNA-CD73 foram analisados
parametros de tamanho de particula, potencial zeta e indice de polidisperséao
utilizando o aparelho Zetasizer e imagens da complexacdo entre NE e SiRNA
foram captadas por microscopia eletrénica de transmissdo (MET). A eficiéncia do
silenciamento promovida pela transfeccdo dos complexos NE-siRNA-CD73 em
glioma C6 foi determinada pela avaliacdo da atividade AMPasica e pela andlise da
expressao da 5’-NT/CD73 por imunocitoquimica e por citometria de fluxo utilizando
anticorpo especifico. A avaliacdo do efeito antiproliferativo dos complexos NE-
siRNA-CD73 em glioma C6 foi realizada por MTT. Os resultados obtidos nessa
dissertacao estdo de acordo com a hipétese do trabalho, onde o AMPCP reduziu a
proliferacéo celular de glioma C6 a qual foi acompanhada pela inibicdo da hidrélise
de AMP. As sequéncias de siRNA-CD73 foram eficientes em promover o
silenciamento da 5NT/CD73 e a formulacdo da NE também mostrou boa
capacidade de complexacdo com o0s oligonucleotideos, apresentando baixa
toxicidade em células normais e seletividade para células tumorais. Observou-se
gue o complexo NE-siRNA-CD73 foi eficaz para silenciar a enzima e para reduzir a
atividade AMPase e a viabilidade glioma C6. E importante notar que o sistema
nanoestruturado (NE) foi eficaz tanto em complexar com oligonucleotidos como
para entrega-los nas células-alvo. No entanto, existe uma necessidade de novos
estudos para compreender o efeito do tratamento do complexo NE-CD73-siRNA
sobre o crescimento do tumor in vivo. Por fim, os nossos dados indicam a primeira
vez que o potencial de siRNA-CD73 nanoemulsdo carregada como uma
alternativa terapéutica para o tratamento de GBM. Apesar disso ha necessidade
de estudos adicionais para compreender o efeito do tratamento dos complexos
NE-siRNA-CD73 sobre o crescimento tumoral in vivo.

Palavras Chave: glioma; ecto-5-NT/CD73; RNA de interferéncia; nanoemulséo.



Abstract

TEIXEIRA, Fernanda Cardoso. Investigation of Ecto-5'nucleotidase/CD73 as
therapeutic target in gliomas. 2014. Thesis (MA) - Graduate Program in
Biochemistry and Bioprospecao. Federal University of Pelotas, Pelotas.

Gliomas are tumors that have genetic and phenotypic characteristics of glial cells.
The ecto5'-nucleotidase/CD73 (5°-NT/CD73) enzyme is considered the limiting step
of the purinergic system responsible for the hydrolysis of AMP to adenosine and
shows increased expression in solid tumors. Studies silencing the gene expression
using RNA interference tool (siRNA) have been proposed as new therapeutic
alternative. Therefore, the aim of this study was to evaluate the effect of inhibitors
of the enzymatic activity and expression of 5'-NT/CD73 as a therapeutic target in
gliomas. To evaluate the effect of inhibitor AMPCP (adenosine 5" -( a , B -
methylene) diphosphate ) on cell proliferation was used cell counting method and
AMP hydrolysis in C6 cells was evaluated by malachite green method. To perform
the silencing of gene expression, two new sequences of RNA interference for 5' -
NT/CD73 were designed and nanoemulsions (NE) were used as carriers.
Cytotoxicity of NE in primary astrocyte cultures and C6 glioma cell line was
determined by MTT 3(4, 5-dimethyl)-2,5diphenyl tetrazolium bromide) method. To
characterize the physicochemical properties of the complex formed by NE and
SsiRNA-CD73 parameters of particle size, zeta potential and polydispersity index
using the Zetasizer apparatus and images of NE-siRNA complexes were captured
and analyzed by transmission electron microscopy (TEM). The efficiency of
silencing complexes promoted by transfection of NE-siRNA in C6 glioma was
determined by evaluating the AMPase activity and expression analysis of 5'-
NT/CD73 by immunocytochemistry and flow cytometry using specific antibody. The
assessment of the antiproliferative effect of the complexes NE-siRNA in C6 glioma
was performed by MTT. The results of this work are consistent with the hypothesis
that AMPCP reduced cell proliferation of C6 glioma which was followed by the
inhibition of AMP hydrolysis. The sequences of siRNA were effective in promoting
5'NT/CD73 silencing and NE formulation showed good complexing ability with the
oligonucleotide, with low toxicity in normal cells and selectivity for tumor cells.

It was observed that the NE-CD73-siRNA complex was effective to silence the
enzyme and reduce AMPase activity and viability of C6 glioma. It is important to
note that the nanostructured system (NE) was effective both in complex with
oligonucleotides as them for delivery into target cells. However, there is a need for
further studies to understand the effect of treatment of NE-CD73-siRNA complex
on tumor growth in vivo. Finally, our data indicate for the first time that the potential
of siRNA-loaded nanoemulsion CD73 as a therapeutic alternative for the treatment
of GBM. Nevertheless there is a need for further studies to understand the effect of
treatment of complex NE-CD73-siRNA on tumor growth in vivo. Despite the need
for further studies to understand the effect of treatment of complex NE- CD73 -
siRNA on tumor growth in vivo.

Keywords: glioma; ecto-5'-NT/CD73; RNA interference; nanoemulsion
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1. Introducéo

Os tumores cerebrais primarios sdao um conjunto de neoplasias malignas
originarias de células de sustentacdo do tecido nervoso. Os gliomas sao tumores
originados de células da glia e estdo entre as mais importantes neoplasias solidas
do sistema nervoso central (SNC). Sao caracterizados por ampla heterogeneidade
histolégica e clinica. Atualmente, segundo a Organizacdo Mundial da Saude, a
classificacado desses tumores € baseada no tipo celular, na localizacdo do tumor e
no grau de malignidade (LOUIS, 2007).

A evolucdo dos gliomas esta relacionada a multiplas alteragcbes em vias que
controlam o crescimento, a proliferacdo e a diferenciacdo celular (HOLLAND,
2001). Estudos indicam que alteracbes na sinalizacdo purinérgica também
participam da progressdo tumoral (BRAGANHOL, 2009). Apesar de serem
atribuidas aos nucleotideos acbes estritamente intracelulares como fornecimento
de energia para processos intracelulares como transporte ativo, motilidade celular
e biossintese, atualmente esta estabelecido o conceito de que essas moléculas
também atuam como mensageiros extracelulares (BURNSTOCK, 1976). O
conceito de neurotransmissdo purinérgica surgiu em 1972 quando Burnstock
demonstrou em seu experimento que o ATP (adenosina trifosfato) extracelular foi
responsavel pela neurotransmissdo ndo adrenérgica — nao colinérgica (NANC).
Segundo Burnstock (2008), os nucleotideos e nucleosideos no meio extracelular
podem ainda regular funcdes patofisiologicas em diversos tecidos, incluindo
doencas nas inflamatdrias, neurodegenerativas, doencas vasculares e cancer.

As ectonucleotidases compreendem um grupo de enzimas que apresentam o sitio
catalitico voltado para o meio extracelular e que estdo envolvidas na degradacéo

de nucleotideos e na formacdo de nucleosideos, possuindo, portanto um papel
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chave na regulacdo da sinalizagdo purinérgica (ROBSON, 2006). Uma vez
liberado para o meio extracelular, o ATP pode ser hidolizado a ADP e
posteriormente a AMP por uma familia de ectonucleotidases denominada de
Ectonucleosideo-trifosfodifosfo-hidrolases (ENTPDases). O AMP formado é o
substrato para a enzima marca-passo da rota, a Ecto-5nucleotidase/CD73
(5'NT/CD73).

A 5'NT/CD73 é uma enzima do grupo das ectonucleotidases que esta ancorada a
membrana plasméatica por um residuo glicosil-fosfatidil-inositol sendo amplamente
expressa em linfocitos, células endoteliais e epiteliais (ZIMMERMANN, 1992).
Evidéncias sugerem que alteracfes na sinalizacdo purinérgica estdo envolvidas na
progressdo do cancer, pois gliomas apresentam alteracbes na via de
metabolizacdo de nucleotideos extracelulares. A 5NT/CD73 possui uma
importante funcdo catalitica, de realizar a conversdo de AMP em adenosina.
Também esta envolvida em interagcdes célula-célula e célula-matriz sendo
considerada, portanto, uma molécula de adesdo que contribui para formacédo de
tumores sélidos (FASTBOM, 1987; VOGEL, 1991). A expressao da 5’NT/CD73 se
encontra elevada nesses tumores, colaborando para processos de
neovascularizacdo, migracao e invasao (SPYCHALA, 2000).

O processo celular de silenciamento génico pos-transcricional dependente de RNA
por sequéncias especificas vem sido utilizado na atualidade. Estudos de
silenciamento da expressao génica com small interfering RNA (siRNAs) em células
de GBM tem sido desenvolvidos com o objetivo de aumentar a eficiéncia do
tratamento desse tumor. Uma limitacdo dessa técnica € seu sistema de entrega a
célula alvo. Portanto, houve a necessidade da busca de alternativas para sistemas
de liberacdo de siRNA. Dentro dessas alternativas, destaca-se as nanoemulsdes
catibnicas (NE). Ja utilizadas na nutricdo parenteral, tendo como caracteristica a
boa tolerancia para administracdo in vivo. Além disso, as NE sdo consideradas
sistemas cineticamente estaveis com potencial para carrear farmacos (BRUXEL,
2012). Nesse sentido, propde-se unir a biotecnologia com o sistema de RNA de
interferéncia (RNAI) com a inovacdo farmacotécnica das estruturas nano para
silenciar enzima do sistema purinérgica 5-NT/CD73, que esta altamente
expressa/ativa em tumores do tipo GBM como sendo uma nova alternativa

terapéutica.
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2. Objetivos

Objetivo Geral

Propor a utilizacdo da ecto-5"-NT/CD73 como um novo alvo molecular para o

tratamento dos gliomas.

Objetivos especificos

- Avaliar o efeito do inibidor da 5’-NT/CD73, AMPCP, sobre a proliferacao celular e
a hidrélise de AMP em linhagem de glioma C6.

- Caracterizar as propriedades fisico-quimicas e a morfologia do complexo
formado pela nanoemulsdo e sequéncias de RNA de interferéncia para 5-
NT/CD73 (siRNA-CD73);

- Investigar a citotoxidade da nanoemulséo catidnica em cultura primaria de
astrécitos e em linhagem de glioma C6;

-Analisar da expressdo e da atividade enzimatica da 5-NT/CD73 em células de
glioma C6 apds silenciamento utilizando o complexo nanoemulséo - sSiRNA-CD73.

- Avaliar a proliferacdo celular em células de glioma C6 apés silenciamento com
siRNA-CD73;



17

3.Revisdao de literatura

Gliomas

Cancer € o nome dado a um conjunto de doencas que possuem uma
caracteristica em comum: crescimento celular desordenado. Estas células
invadem tecidos e 6rgaos, e ainda podem apresentar a capacidade de migrar para
outras regides do corpo formando metastases (INCA). Ao longo da progressao
tumoral, as células cancerigenas apresentam seis caracteristicas biologicas que
as diferenciam das células normais, incluindo manutencdo da sinalizacao
proliferativa, escape de supressores do crescimento, imortalidade replicativa,
resisténcia a morte celular, inducdo de angiogénese, a qual esta relacionada a
invasao tecidual, e formacdo de metastases. Além dessas seis caracteristicas
importantes, podemos acrescentar também fatores como a instabilidade genémica
e a presenca de um microambiente inflamatoério, os quais também contribuem de
forma expressiva para o desenvolvimento tumoral (HANAHAN et al., 2011; LIMA et
al., 2012). Portanto, entendemos que a génese e a progressao tumoral é um
processo complexo e multifatorial.

Os gliomas sdo tumores que apresentam caracteristicas génicas e
morfoldgicas similares a glia e estdo entre as mais importantes neoplasias sélidas
do sistema nervoso central (SNC), correspondendo a mais de 30% dos tumores
malignos. Embora a transformacéo neoplasica de células gliais diferenciadas seja
tradicionalmente assumida como um mecanismo da gliomagénese, existe uma
teoria recente e ja aceita sobre sua formacéo. Tal teoria sugere que este tipo de
tumor origina-se de células progenitoras neurais que sofreram transformacgéo

oncogénica durante seu desenvolvimento, vindo a se tornar células iniciadoras de
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tumor (SANAI et al., 2005; PICCIRILLO e VESCOSI, 2007; PICCIRILLO et al.,
2009). Estudo recente demonstrou que gliomas podem ainda se originar de células
diferenciadas na regiao central do SNC, incluindo os neurGnios corticais e
astrécitos (FRIEDMANN-MORVINSKI et al.,, 2012). Além das células tronco
tumorais, o ambiente inflamatério € um fator decisivo para a gliomagénese. Nos
gliomas, o infiltrado inflamatorio estd correlacionado com o aumento da
malignidade tumoral (DEMUTH e BERENS, 2004). A OMS em 2007 classificou os
gliomas para determinar o tipo de terapia utilizada no tratamento, utilizando trés
parametros: tipo celular, localizagcdo tumoral e grau de malignidade (LOUIS et al.,
2007, BRAT et al., 2007, FULLER e SCHEITHAUER, 2007; NAKAZATO, 2008).
Com base no tipo celular, a classificacdo é feita de acordo com a aparéncia
morfologica das células, sendo classificadas em: astrocitomas, oligodendroglioma
e gliomas mistos. A classificacdo em relacdo a localizacdo tumoral se refere ao
local onde os gliomas se desenvolvem com base numa membrana que separa o
cérebro do cerebelo, onde os gliomas que se desenvolvem acima dessa
membrana sdo denominados supra-tentoriais e 0s que se desenvolvem abaixo séo
os infra-tentoriais (VOUGIOUKAS et al., 2005; KALOSHI et al., 2009). De acordo
com o grau de malignidade, a divisédo dos gliomas se da numa escalade | a IV. Os
gliomas de baixo grau se dividem em grau | e Il. O principal glioma de grau | é
denominado astrocitoma pilocitico e é caracterizado por lesdes nao infiltrativas,
com baixo potencial proliferativo, sem atipias nucleares, mitoses, proliferacao
endotelial ou necrose. Enquanto que o de grau Il apresenta lesbes em geral
infiltrativas, com atipias nucleares e baixo indice mitdtico, sem proliferacéo
endotelial ou necrose e sdo denominados como astrocitoma difuso,
oligodendroglioma e oligoastrocitoma. Gliomas de alto grau sdo os de grau lll e IV.
Gliomas de grau Il sdo denominados de astrocitoma anaplasico,
oligodendroglioma anaplasico e oligoastrocitoma anaplasico e apresentam lesdes
infiltrativas, atipias nucleares e alto indice mitotico. Por fim, o glioma de grau IV é
denominado de GBM, caracterizado por lesdes infiltrativas, atipias nucleares,
elevado indice mitético, proliferacdo endotelial e grau de necrose. Na tabela 1
estdo apresentadas as principais alteracbes genéticas e caracteristicas
morfolégicas presentes nos gliomas, bem como o tempo de sobrevida dos
pacientes (Portaria do Ministério da Saude n°599 de 26 de junho de 2012).
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Tabela 1. Principais alteraces génicas presentes nos gliomas.
GLIOMAS ALTERA(;ﬁES GENETICAS CARCTERISTICAS SOBREVIDA
MORFOLOGICAS PACIENTE

Glioma Mutagdo p53 Lesdes ndo infiltrativas, com 5— 10 anos
Graul Super expressao PDGF-R baixo potencial proliferativo,

sem atipias nucleares, mitoses,

proliferacdo endotelial ou

necrose

Glioma Delecdo 19q LesBes em geral infiltrativas, 2 -3 anos
Grau ll Dele¢do 10p com atipias nucleares e baixo

Mutagdo RB indice mitdtico, sem

Amplificagdo CDK4/6 proliferagcdo endotelial ou

necrose

Glioma Deleg¢do 10q Lesdes infiltrativas, atipias 9 — 14 meses
Grau lll Mutagdo PTEN nucleares e alto indice mitdtico.
Glioma Mutagdo INK4aARF Lesdes infiltrativas, atipias 9 — 12 meses
Grau IV Amplificagdo e Mutagcdo EGFR nucleares, elevado indice

Amplificagdo Ciclina D1/3 mitdtico, proliferagdo endotelial

Amplificagdo MDM2 ou 4 e grau de necrose

LOH 10p e 10qg

Adaptado de Portaria do Ministério da Saude n°599 de 26 de junho de 2012.

Glioblastoma multiforme

A forma mais maligna dos gliomas é denominada de GBM, considerado um
dos tumores mais agressivos e de pior progndstico com sobrevida média inferior a
doze meses (DAl e HOLLAND, 2001). Entre as caracteristicas marcantes do GBM
estdo incluidas o elevado grau de proliferacao vascular, necrose, alta densidade e
atipia celular. O GBM pode surgir diretamente como glioma de grau IV ou vir a se
tornar um glioma mais maligno a partir da progressao de um glioma de baixo grau.
Os sintomas clinicos dessa neoplasia incluem dores de cabeca progressivas,
déficits neuroldgicos focais e convulsbes (LIMA et al., 2012). Entre as
caracteristicas histolégicas mais comuns, incluem-se a presenca de células
neoplasicas pouco diferenciadas com areas de proliferacdo vascular e/ou necrose
(SATHORNUSUMETEE et al., 2008). A massa tumoral do GBM aparece de forma
localizada preferencialmente no lobo frontal e temporal no compartimento supra-
tentorial, mas pode ocorrer também no cerebelo, no tronco cerebral e na medula
(LIMA et al., 2012).

Uma variedade de alteragbes genéticas foram identificadas nos GBM,
incluindo: amplificagdo ou ativacdo do receptor de fator de crescimento epidermal
(EGFR) (YAN et al., 2011), mutacdo ou inativagdo do gene P53 (gene supressor
tumoral) (VOUSDEN, 2009) muta¢éo na PTEN (gene supressor tumoral; regulacao
da migracdo celular e invaséo), delecdo do inibidor de progresséo do ciclo celular
pl6 (controle da progressdao do ciclo celular da fase G1 para S) (ONGAKI e
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KLEIHULES, 2007). Outra mutacdo que ocorre nos gliomas €& nos genes
codificadores da isocitrato desidrogenase 1 (IDH1) responséavel por ativar a via de
transcricdo induzida por hipoxia (HIF-1), a qual facilita a adaptacdo das células
tumorais a ambientes com privagao de nutrientes e de oxigénio (GUO et al., 2011).
Existem também alterac6es na via da proteina do Retinoblastoma (pRB — proteina
supressora tumoral) e mutagées no gene O°-metilguanina-DNA metiltransferase
(MGMT - alvo de acdo de quimioterapicos agentes alquilantes do DNA, como por
exemplo a temozolomida) que se torna uma das responsaveis pelo
desenvolvimento de quimioresisténcia (LI et al., 2012; HEGI et al., 2008). O tecido
cerebral que circunda o tumor apresenta elementos de resposta inflamatodria,
incluindo ativacdo de macréfagos, invasédo vascular e formacdo de edema. As
células inflamatérias constituem um componente fundamental da resposta
fisioloégica ao tumor e se tornam um importante componente para 0 processo de
transformacéo e a progressdo do tumor (PERSANO et al, 2013). Além disso,
existe uma proposta que sugere que as células tumorais possam modular a
resposta imune ao seu favor por meio da secrecao de citocinas. A ideia proposta
por Chen e colaboradores (2008), € dividida em trés etapas: (1) Recrutamento: via
producéo de citocinas (IL-8), as células tumorais recrutam células imunes para o
microambiente tumoral; (2) Educacado: pela secrecdo de citocinas que regulam
diferenciacao celular (IL-6, TNFa), as células tumorais induzem as células imunes
a desempenhar funcbes de suporte a progressdo tumoral e (3) Resposta: as
células imunes diferenciadas produzem citocinas, hormonios e fatores de
crescimento que promovem crescimento tumoral e desenvolvimento de tolerancia
imune (CHEN et al., 2008).

Evidéncias da literatura apontam para o envolvimento do sistema
purinérgico no desenvolvimento e na progressdo do GBM (WINK et al., 2006;
MORRONE et al., 2003,
BRAGANHOL et al., 2009), uma vez que tais tumores apresentam alteracées na
via de metabolizacdo de nucleotideos extracelulares, apresentando baixa atividade
ATPDasica e elevada atividade AMPasica (WINK et al, 2003).

O maior obstaculo para o tratamento do GBM deve-se as suas
caracteristicas heterogéneas. A terapia existente envolve resseccdo cirdrgica,
guimioterapia e radioterapia (STUPP, 2005). Uma razdo para a falta de avancgos

clinicos no tratamento do GBM tem sido a compreensao insuficiente de
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mecanismos de progressdo e de recorréncia da gliomagénese (FRIEDMANN-
MORVINSKI et al., 2012). Os agentes disponiveis para a terapéutica apresentam
eficacia limitada o que torna necesséaria a pesquisa de novos alvos terapéuticos
proporcionando alternativas ao tratamento desse tipo de tumor (LIMA et al, 2012,
PERSANO et al, 2013).

Sistema Purinérgico

O conceito de neurotransmissdo purinérgica surgiu em 1972 quando
Burnstock demonstrou em seu experimento que o ATP (adenosina trifosfato)
extracelular era responsavel pela neurotransmissdo nao adrenérgica — nao
colinérgica (NANC). Segundo a hipdtese de Burnstock (1976), o ATP extracelular
atua como transmissor simpatico e parassimpatico e atualmente sabe-se que este
atua no SNC (BURNSTOCK 2009, 2012).

Apesar de serem atribuidas aos nucleotideos acbes estritamente
intracelulares como fornecimento de energia para processos intracelulares como
transporte ativo, motilidade celular e biossintese, ja esta estabelecido o conceito
de que essas moléculas também atuam como mensageiros extracelulares
(BURNSTOCK, 1978). O sistema purinérgico esta envolvido em diversos
processos biologicos, como proliferacdo celular, diferenciacdo, apoptose,
inflamacéo e neurotransmissédo (BURNSTOCK, 2009). Também os nucleotideos e
nucleosideos no meio extracelular podem ainda regular funcdes patofisiologicas,
incluindo doencas inflamatérias, neurodegenerativas, doencas vasculares e cancer
(BURNSTOCK, 2008).

Para ser considerado um neurotransmissor, a molécula em questao
necessita ter um sistema de liberacdo controlada, receptores especificos e um
sistema de finalizacdo do estimulo (BURNSTOCK, 2006). O ATP, um dos
principais agonistas do sistema purinérgico, se encaixa nesses trés processos,
conforme descritos a seguir. Quanto a forma de liberac&o para o meio extracelular,
uma das formas mais conhecidas de extravasamento de ATP para o meio
extracelular € por meio de processo de lise/dano celular, tornando esse
nucleotideo um importante sinal de injuria celular (BURNSTOCK, 2006).
Entretanto, dados recentes da literatura tém apontado para a participacdo de

outros sistemas de liberacdo, tais como 0s canais panexinas e conexinas
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(ABBRACCHIO, 2009). Estes canais sdo proteinas transmembrana que se unem
entre si para formar hemicanais, por onde ocorreria a passagem de nucleotideos
para meio extracelular (RANGEL, 2011). Ainda, existem suposi¢cdes de outras
formas de passagem para o meio extracelular como transportadores e vesiculas
de transporte por exocitose (BODIN et al, 2001; BURNSTOCK, 2007,
LAZAROWSKI et al., 2003). As principais formas de liberagdo de ATP para o meio
extracelular estdo apresentadas na Figura 1.
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Figura 1. Vias de liberacdo do ATP para o meio extracelular (adaptado de Yegutkin, 2008).

Os efeitos biolégicos dos nucleotideos e nucleosideos extracelulares sdo
exercidos via sensibilizacdo de receptores purinérgicos conhecidos como
purinoreceptores, 0os quais sao divididos em P1, que possuem a adenosina como
principal agonista ou em receptores do tipo P2, com o ATP e o ADP como 0s
principais agonistas (ABRACCHIO et al., 1994).

Um importante fator que modula a resposta mediada por nucleotideos via
ativacdo dos seus respectivos receptores € o metabolismo extracelular dos
mesmos pelas ectonucleotidases (sistema de finalizacdo do estimulo). As

ectonucleotidases compreendem um grupo de enzimas que estdo envolvidas na
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degradacdo de nucleotideos e na formacéo de nucleosideos, possuindo, portanto
um papel chave na regulagdo da sinalizac&o purinérgica (ROBSON et al., 2006).

Receptores Purinérgicos

Apo6s a liberacdo do nucleotideo e/ou nucleosideo para o meio extracelular,
0 mesmo ird interagir com seu respectivo receptor permitindo a continuacdo da
cascata de sinalizacdo purinérgica. Os purinoreceptores sao denominados de P1 e
P2 (ABBRACCHIO et al., 1994). Os receptores P2 sao subdivididos em P2X e P2Y
(BURNSTOCK, 2004). Os receptores do tipo P2X sdo canais ionotropicos
permedaveis a fons como Na*, K* e Ca*?, sendo responsaveis por mediar uma
sinalizacdo celular rapida. Tais receptores sao ativados exclusivamente pelo ATP
e, de acordo com a estrutura e com a afinidade por esse nucleotideo, sao
posteriormente subdivididos em 7 subtipos (P2X1-7). Por outro lado, os receptores
metabotropicos P2Y séo constituidos de oito subtipos (P2Y1246,11-14) € S&0
acoplados a proteina-G. Ao contrario dos receptores P2X, os receptores P2Y séo
sensibilizados por diferentes nucleotideos, incluindo o ATP, ADP, UTP e UDP, e
medeiam sinalizacdo de longa duragdo, regulando efeitos tréficos,
desenvolvimento e diferenciacao celular (DI VIRGILIO et al., 2000; ROBSON et al.,
2006). Ja os receptores metabotropicos P1 para adenosina sédo divididos em
guatro subtipos Al, A2A, A2B e A3 conforme afinidade pela mesma (FREDHOLM
et al.,, 2001; ABBRACCHIO et al., 1994). Os receptores Al e A3 sdo de efeito
inibitério, pois reduzem os niveis de AMP ciclico (AMPc) intracelular; enquanto os
receptores A2A e A2B aumentam os niveis de AMPc intracelular por isso exercem
efeitos estimulatorios (FREDHOLM et al., 2001). Os receptores purinérgicos e 0s

seus respectivos ligantes encontram-se apresentados na Figura 2.
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Figura 2. Os receptores purinérgicos e seus respectivos agonistas (adaptado de Yegutikin, 2008).

Na sequéncia da transducdo de sinal, os nucleotideos necessitam ser
rapidamente inativados pela metabolizacdo enzimatica extracelular via
ectonucleotidases, que tem como principais objetivos a geracédo de agonistas para
a ativacdo de receptores P2Y ou Pl ou, ainda, a finalizacdo do estimulo
(ZIMMERMANN, 2001; ZIMMERMANN, 2012).

Ectonucleotidases

A degradacdo enzimatica € um mecanismo envolvido no controle da
concentracdo de ATP e de outros nucleotideos/nucleosideos no meio extracelular.
As ectonucleotidases compreendem uma familia de enzimas que catalisam a
interconversdo de nucleotideos no compartimento extracelular. Nesse grupo de
enzimas estdo incluidas: as ecto-nucleosideo-trifosfo-difosfoidrolases (E-
NTPDases), as ectonucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterases (E-NPPs), a ecto-
5’-nucleotidase/CD73 (5-NT/CD73), as ecto-fosfatases alcalinas (AP) e a
adenosina deaminase (ADA) representadas na Figura 3 (ROBSON et al., 2006;
ZIMMERMANN, 2001; ZIMMERMANN, 2012). Essas ectoenzimas constituem uma
cascata enzimatica eficiente, com habilidade de controlar a concentracdo e o
tempo em que os nucleotideos/nucleosideos permanecem no espaco extracelular
(ZIMMERMANN, 2001). As E-NTPDases convertem o ATP (ou ADP) em AMP, o
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qual é hidrolisado a adenosina pela agéo da 5’-NT/CD73. Uma caracteristica que
essas ectoenzimas possuem em comum € a capacidade de hidrolisar nucleotideos
tri ou difosfatos, mas ndo monofostatos e exigem presenca de cétions divalentes
como o Ca*? e o Mg* como cofatores para maxima atividade (MEGHJI et al.,
1995).

As E-NTPDases contém sequéncias altamente conservadas conhecidas
como regides conservadas da apirase. Existem na superficie celular como
NTPDasel,2,3 e 8 e também intracelular como NTPDase4, 5, 6 e 7. Apesar de
serem estruturalmente semelhantes, essas enzimas diferem na especificidade por
substrato, refletindo diretamente sobre o metabolismo extracelular dos
nucleotideos e controlando os efeitos bioldégicos mediados pelos purinoreceptores
(ZIMMERMANN et al., 2006).

As E-NPPs consistem de sete ectoenzimas que foram numeradas de
acordo com sua ordem de descoberta. Apenas as trés primeiras E-NPPs séo
capazes de hidrolisar véarios nucleotideos, incluindo ATP e ADP, sendo, portanto,
relevantes na cascata de sinalizacdo purinérgica (GODING et al., 2003).

Atualmente sdo conhecidas sete enzimas da familia da 5’-NT/CD73 em
humanos, onde cinco delas estdo localizadas no citosol, uma na matriz
mitocondrial e uma ancorada na membrana plasmatica (KAWASHIMA, 2000). A 5’-
NT/CD73 é uma enzima ligada a membrana plasmatica por meio de uma ancora
de glicosilfosfatidilinositol e apresenta 70 kDa. Essa enzima participa do sistema
purinérgico por catalisar a defosforilacdo extracelular do AMP até adenosina.
Portanto, sua principal funcdo biologica € em consequéncia dessa atividade
enzimatica (ZIMMERMANN, 1992; ZHANG, 2012; RESTA, 1988; ZHANG, 2010).
O controle da sua atividade enzimatica € importante para a manutencdo dos niveis
extracelulares de adenosina e, também, dos efeitos mediados via receptores P1.
Além da funcéo catalitica, essa enzima esta envolvida em interacdes célula-célula
e célula-matriz (FASTBOM et al.,, 1987; VOGEL et al., 1991). Tal enzima
desempenha papel fisiolégico no transporte de ions, na funcédo plaquetaria, na
homeostase endotelial e na cardioprotecdo em resposta a isquemia, além de
participar de processos fisiopatolégicos como lesdo de tecidos, inflamacdo e
progressédo tumoral (BEAVIS, 2012; WANG, 2013).

A 5’-NT/CD73 é expressa em diferentes tecidos como colon, rim, cérebro,

coracdo, figado e pulmédo (ALLARD et al., 2012) e tipos celulares, incluindo
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linfocitos, células endoteliais e células dendriticas (ZHANG, 2012). Também esta
associada ao endotélio vascular dos grandes vasos como a aorta, carétidas e
coronarias (KOSZALKA et al., 2004; ZIMEMERMANN, 1992).

As fosfatases alcalinas (AP) sdo enzimas ubiquas presentes em muitos
organismos, desde bactérias ao homem que hidrolisam nucleotideos tri-, di- e
monofosfato, pirofosfato assim como monoesteres de acido fosforico. No entanto
seu papel na regulacdo da sinalizacdo purinérgica ainda ndo esta bem
estabelecido (ZIMMERMANN et al., 2012). A adenosina desaminase (ADA) é uma
enzima importante na inativacdo das purinas, sendo responsavel por catalisar a
desaminacao irreversivel da adenosina em inosina. Essa enzima é amplamente
expressa no intestino, timo e baco (IWAKI-EGAEWA, 1997). Além da localizagéo
citosodlica, a ADA pode ser expressa como uma ectoenzima nas superficies de
linfocitos e células dendriticas, participando ativamente do sistema purinérgico por
regular os niveis de adenosina, uma molécula imunossupressora, no meio
extracelular (BLACKBURN et al., 2005; SPYCHALLA, 2000).
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Figura 3. A estrutura das ectonucleotidases ancoradas a membrana plasmatica (adaptado
de www.crri.ca/sevigny.html).

Adenosina e tumores

A adenosina se encontra no meio extracelular, provavelmente por difusdo
passiva ou transporte ativo intracelular; ou ainda pela hidrélise enziméatica

extracelular de ATP via cascata das ectonucleotidases, onde a enzima chave para
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a geracdo de adenosina € a 5-NT/CD73 (THORN, 1996; ZHANG, 2010). Os
nucleosideos, como a adenosina, sd&o moléculas hidrofilicas e exigem
determinados transportadores para entrar nas células. Os transportadores de
adenosina se dividem em dois grupos: equilibrativos e concentrativos. Uma
comparacao da afinidade do nucleosideo para com o0s transportadores sugere
gue, o transportador do tipo concentrativo tem uma maior afinidade pelo substrato
gque o transportador equilibrativo (THORN, 1996). Dos transportadores
concentrativos destaca-se a familia SLC28, que consiste em trés subtipos de
transportadores de nucleosideos dependentes de sédio: CNT1, CNT2 e CNT3.
Anélogos de nucleosidos podem ser usados para tratar uma variedade de
condicBes patoldgicas incluindo a infec¢do pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), a leucemia, e uma variedade de tumores solidos. Portanto, esses subtipos
de transportadores da familia SLC28 sao determinantes na resposta de terapias
anti-cancer, onde modulam a entrada destes analogos em tecidos-alvo. Como por
exemplo, CNT3 transporta um numero de analogos de nucleosideos
antineoplasicos incluindo cladrabine, gemcitabina, 5 — fluorouridina, fludarabina e
zebularina (GRAY et al., 2004).
Em relacdo aos equilibrativos existe a familia de proteinas SLC29, que
corresponde a quatro membros de transportadores (hENT1, hENTZ2, hENTS3,
hENT4). Dentre os transportadores, o hENT1 desempenha um papel importante
na captacao celular de medicamentos quimioterapicos atualmente utilizados como
a cladribina, citarabina, fludarabina, gemcitabina e capecitabina. O aumento de
hENT1 pode vir a contribuir para a seletividade relativa da quimioterapia
(BALDWIN et al., 2004). Porém, existe pouca informacao sobre as propriedades
moleculares dessas proteinas. Estudos adicionais sobre a caracterizacao
bioquimica e regulacdo do transporte de nucleosideos sdo necessarios,
especialmente no contexto da transformacéo de estados de doencas neoplasicas,
j& que transportadores como os da familia SLC28 sado farmacologicamente
importantes por mediarem o transporte de drogas clinicamente relevante (GRAY et
al., 2004).

Durante uma situacdo de homeostase no organismo, a adenosina age
através dos receptores de alta afinidade A1 e A2A, mas em condi¢des patoldgicas,
como por exemplo em processos tumorais (quando as concentracdes de

adenosina encontram-se elevadas), a ativacado dos receptores de baixa afinidade
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A2B e A3 pode tornar-se relevante (BEAVIS, 2012). Dados na literatura sugerem
gue a adenosina regula tanto o crescimento do cancer quanto sua disseminacao,
interferindo na proliferacdo de células tumorais, na apoptose e na formacao de
metastases, através da ligacdo a seus receptores especificos que também séo
expressos em células neoplasicas. Varios tumores apresentam alteracfes nos
receptores de adenosina, como por exemplo o cancer de mama em que 0S
receptores do tipo Al estdo superexpressos e essa ativacdo promove a
proliferacdo celular por regulagdo negativa p27. Além disso, em tumores de cdlon
os receptores do tipo A2B apresentam expressdo aumentada quando comparados
ao tecido normal. Neste contexto, o desenvolvimento neoplasico de células do
colon foi adiada pela inibicdo farmacologica de receptores A2B utilizando o
antagonista seletivo MRS1754, sugerindo que o0s receptores A2B possuem
propriedades na promoc¢ao do cancer (HASKO, 2013).

A maior expressao e/ou regulagao positiva da 5’-NT/CD73 foi descrita pela
primeira vez em células de glioma por Ludwing e colaboradores (1999). Diversos
outros tipos de cancer também apresentam essa mesma situacao incluindo cancer
de mama, bexiga, pulmdo, pancreas, ovarios, tiredide, prostata, leucemia e
melanoma (SADEJ et al., 2006; STAGG et al., 2010; ZHI et al., 2010). A elevada
expressdo da 5-NT/CD73 foi correlacionada com neovascularizacdo tumoral,
invasdo e formacdo de metastases (BEAVIS et al.,, 2012). A magnitude da
angiogénese formada pelo tumor correlaciona-se diretamente com a formacéo de
mestastases (ALLARD et al., 2012). Fatores presentes no microambiente tumoral
como a hipéxia (HIF) e fatores soluveis (IFN tipo I, TNF-a, IL-1B, Prostaglandina
E2 e TGF-beta) contruibuem para regulacdo positiva da 5-NT/CD73 e,
consequentemente, para a progressdo tumoral, 0 comportamento agressivo do
tumor e para um pior prognoéstico para o paciente (HEDDLESTON, 2009;
JENSEN, 2009; XU, 2013). Portanto, essa enzima desempenha papel importante
no controle do crescimento e progressado tumoral; processo que é dependente de
angiogénese (WANG, 2013).

Segundo Wink e colaboradores (2003), além da funcédo catalitica, a 5-
NT/CD73 por si s6 pode ser considerada um fator proliferativo envolvido em
processos de crescimento celular e diferenciagdo. Nesse estudo foi demonstrado
gue células de glioma exibem significativamente maior atividade de defosforilacéo

de AMP em adenosina quando comparadas com as células analogas normais, 0s
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astrocitos. Estudos relataram que a 5 -NT/CD73 também participa de interacfes
célula-célula e célula-matriz e na promoc¢édo tumoral ja que esta modula a adeséo
celular (CAPPELLARI et al., 2012).

A expressdo e a atividade da 5 -NT/CD73 estdo reguladas positivamente
em células tumorais, sendo responséavel pela producdo extracelular de adenosina.
Segundo Stagg e colaboradores (2010), a adenosina gerada a partir da atividade
da 5°-NT/CD73 via sensibilizacdo do receptor A2A representa uma importante via
utilizada pelo tumor para desencadear imunossupressao e, com isso, inibir a
geracao de uma resposta imune adaptativa. Assim, entende-se que as células
tumorais contribuem para os niveis elevados de adenosina no microambiente
tumoral através do aumento da expressdo da 5 -NT/CD73. Aléem disso,
recentemente foi descoberto que as células tumorais sdo habeis em secretar para
0 microambiente pequenas vesiculas denominadas de exosomas, as quais sao
enriguecidas em ectonucleotidases representando 20% do total da atividade
ATPasica, compondo uma estratégia adicional para a geracdo de adenosina
(CLAYTON et al,, 2011). O acumulo de adenosina pode representar uma
estratégia dos tumores para contornar a imunovigilancia, ja que esse nucleosideo
suprime a resposta antitumoral das células T, além de induzir a producéo de
citocinas antiinflatorias, metabdlitos imunossupressores e de recrutar células
imunes como os linfocitos T regulatorios (Tregs) para o sitio tumoral (BEAVIS,
2012).

A terapia alvo € uma alternativa e também pode ser considerada uma
abordagem efetiva para controlar o crescimento tumoral, pois de acordo com 0s
resultados de Stagg e colaboradores (2011), o bloqueio farmacolégico in vivo da
5°-NT/CD73 com um inibidor seletivo APCP ou anticorpo monoclonal anti-CD73
reduziu significativamente o crescimento do tumor de mama e a formacao de
mestastases. Logo, a inibicdo da 5 -NT/CD73 pode ser considerada um adjuvante
terapéutico para a imunoterapia do cancer, sendo considerada complementar as
terapias convencionais (que incluem cirurgia, radio- e/ou quimioterapias) (BEAVIS
et al., 2012; ZHANG et al., 2010 e 2012).

Essas evidéncias demonstram que a sinalizacdo purinérgica esta envolvida
nos principais meios de integracdo da atividade funcional entre células do SNC.
Logo, alteragcbes nessas vias de comunicagcdo podem mediar eventos de

inflamacgé&o, neurodegeneracgéo e cancer (BURNSTOCK, 2008).
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RNA de interferéncia

RNA de interferéncia (RNAi) € um processo celular de silenciamento génico
pos-transcricional dependente de RNA por sequéncias especificas. Desde que foi
descoberto por Fire e colaboradores em 1998, o RNAI representa uma promessa
na inibicdo da expressdo génica in vivo e in vitro e uma ferramenta de pesquisa
para compreender como a expressdo génica induz respostas celulares
morfologicas (KANEDA et al., 2010). O RNAI apresenta aproximadamente entre 21
e 23 nucleotideos, dupla fita RNAI que desencadeia a clivagem de sequéncias
especificas de RNA mensageiro (MRNA) levando a sua degradacdo (GAO et al.,
2011).

O mecanismo de interferéncia envolve uma maquinaria enzimatica
especifica e é guiado por dois tipos de moléculas: os micro RNAs (miRNAS) ou
small interfering RNA (siRNAs), 0s quais sao responsaveis por regular a
expressao génica enddgena ou exdgena, respectivamente (KANEDA et al., 2010).
Considerando que a técnica de RNAi € um excelente método de silenciamento, a
utilizacdo de siRNA tem se mostrado uma estratégia promissora para terapia
génica em diversas patologias, como doencas neurodegenerativas (Esclerose
Amiotrofica Lateral) e cancer (direcionando o gene de resisténcia a mdaltiplas
drogas MDR1 para resensibilizacdo a quimioterapia) (AAGARD et al., 2007; LIMA,
2012).

Sendo a molécula de siRNA carregada negativamente, ela € suscetivel a
acao de nucleases séricas, depuracao renal e biodistribuicdo ndo direcionada ao
alvo. Assim, o siRNA quando utilizado de forma isolada apresenta algumas
limitacdes de uso, como falta de estabilidade, meia-vida curta e baixa eficiéncia.
Atualmente, o maior obstaculo enfrentado pelas estratégias terapéuticas que
utilizam RNAI, é o sistema de liberacdo da molécula até alvo desejado (GAO et al.,
2011).

Os primeiros sistemas de liberacdo de acidos nucleicos efetivos foram os
vetores virais. Entretanto, o potencial de mutagenicidade, a capacidade de carga
limitada, os elevados custos de produgdo, e principalmente, os riscos de
seguranca causados pelos seus efeitos inflamatérios e imunogénicos limitaram a

aplicacdo e consequente a utilizacdo desse sistema (GUO et al., 2009). Portanto,
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houve a necessidade da busca de alternativas n&o virais para sistemas de
liberacdo de siRNA.

Atualmente existem sistemas de entrega de sequéncias SiRNA néo virais
que incluem a modificacdo quimica de siRNA, nanoparticulas para entrega sSiRNA
e peptideos célula-penetrantes direcionados para liberacao (GAO et al., 2011). Os
lipossomas catidnicos, os quais sdo considerados estratégias transportadoras
usadas para complexar com siRNA e realizar sua liberacdo na células alvo sao
outros exemplos de sistemas de entrega (FRAGA et al., 2011).

Muitos estudos de silenciamento da expressdo génica com SiRNAs em
células de GBM tem sido desenvolvidos com o0 objetivo de aumentar a eficiéncia
do tratamento desse tumor. Estes demonstraram que a inibicdo da expresséo da
glutaminase por siRNA em linhagem celular D54 de GBM resultou em diminui¢ao
do crescimento de células indicando este como uma nova possibilidade
terapéutica (SELTZER et al., 2010). Assim sendo, o silenciamento da expressao
génica utilizando a técnica de siRNA para diferentes alvos terapéuticos pode ser
considerado uma nova ferramenta para inibir o crescimento do GBM (PEREZ,
2011).

Nanoemulséo

As nanoemulsBes (NE) séo definidas como sistemas heterogéneos nos
guais um liquido (fase interna) € disperso em outro (fase externa) na forma de
goticulas, na presenca de um agente emulsionante. Visando estabilidade do
sistema formado e a administracdo parenteral, devem-se controlar as
caracteristicas fisico-quimicas, bem como a composicdo da formulacdo e as
condicBes de preparo. As NE sédo considerados sistemas cineticamente estaveis
com potencial para carrear farmacos (BRUXEL et al., 2012).

A complexacédo de nucleotideos em sistemas lipidicos catibnicos como, por
exemplo as NE, tem se mostrado um método promissor para sua administracao in
vivo (TEIXEIRA et al.,, 1999). Nesse sentido, as NE catibnicas geralmente
constituidas de um nucleo oleoso estabilizado por uma mistura de fosfolipidios e
lipideos catidnicos tém sido propostas como provaveis sistemas de liberacdo de

moléculas e farmacos, além da seguranca na utilizagdo ha mais de 40 anos como
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fonte de calorias e acidos graxos essenciais em formulagdes parenterais (SILVA et
al., 2006, MARTINI et al., 2007, BRUXEL et al., 2011, BRUXEL et al.,2012).

Os nucleotideos formam de maneira espontdnea um complexo em meio
aquoso via interacbes eletrostaticas entre os grupamentos fosfato e os
grupamentos carregados positivamente dos lipideos catidnicos. Essas
nanoestruturas por apresentarem carga positiva em sua superficie, favorecem a
penetracdo intracelular dos nucleotideos em decorréncia das interagbes com
cargas negativas das membranas plasmaticas celulares. Outra vantagem da
formacdo desse complexo entre nucleotideos e sistemas lipidios catidbnicos é a
reducdo da cinética enzimatica de degradacdo de nucleotideos frente ao ataque
enzimatico das nucleases (TEIXEIRA et al., 1999, MARTINI et al., 2007, MARTINI
et al., 2008, NAM et al.,, 2009, BRUXEL et al., 2011). Uma limitagdo para o
tratamento de gliomas é a barreira hematoencefélica que dificulta a entrada de
guimioterapicos no SNC, portanto o potencial das NE pode ser utilizado no sentido
de carrear farmacos para essa regido e assim possibilitar novas alternativas
terapéuticas (MOUSSEAU et al., 1993).

As técnicas de preparacdo de emulsdes submicrométricas podem ser
classificadas como métodos de alta e baixa energia. A homogeneizacdo a alta
pressao, microfluidificacdo e sonicacdo sdo exemplos de metodologias que
utilizam alta energia para formacéo de NE, sendo muito efetivas para a reducédo do
diametro de particula. Porém, devido a forma de preparo, tais condicdes podem se
tornar inadequadas para farmacos labeis e macromoléculas. Portanto, a
alternativa indicada nesses casos € a utilizacdo de métodos de baixa energia
como emulsificacdo espontanea, difusdo de solvente e inversdo de fase de
temperatura (BRUXEL et al., 2012).

Quanto a forma de preparacdo das NE cationicas, foi indicado na literatura
o procedimento de emulsificacdo espontanea para a complexacdo com O0S
macromoléculas (BRUXEL et al., 2012). O interesse da utilizacdo desse método é
a preparacdo de pequenos lotes de formulacdo, em temperatura moderadas, em
estudos de bancada. Essa técnica consiste em solubilizar os constituintes da fase
oleosa e da fase agquosa em uma mistura de etanol/acetona (70:30) e agua,
respectivamente. Logo apds, a fase organica é vertida através de um funil

calibrado, sob agitacdo moderada e constante, na fase aquosa, seguido da
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retirada do solvente através de destilacdo sob pressdo reduzida em um
evaporador rotatério (SILVA et al., 2006; MARTINI et al., 2007).

A composicdo béasica da NE é de fase oleosa, interface e fase aquosa.
Como exemplo de fase oleosa temos os triglicerideos de cadeia média (TCM),
obtidos pela re-esterificacdo de acidos graxos do 6leo de coco fracionados com
glicerina. Para a interface, os fosfolipidios comumente utilizados podem ser
obtidos de fontes naturais, como as lecitinas de origem animal (gema de ovo) ou
vegetal (soja). A adicdo de lipideos catidnicos como DOTAP nessa fase, contendo
grupamentos amino na sua estrutura ocorre visando a administracdo de acidos
nucléicos. Na fase aquosa podemos incluir isotonizantes como o glicerol para a
obtencao de solugbes com caracteristicas osmoéticas semelhantes as dos fluidos
biologicos (MARTINI et al., 2008; NAM et al., 2009, BRUXEL et al., 2012;).

Apoés a formacédo de sistemas dispersos, como as NE, € necessaria a
caracterizacdo da estrutura formada através das propriedades fisico-quimicas.
Parametros analisados sdo o diametro da goticula, potencial zeta, viscosidade e
pH, onde cada propriedade € influenciada pela composicdo qualitativa e
guantitativa do sistema (BRUXEL et al., 2012).

Como a principal dificuldade encontrada para a utilizacdo de novas terapias
com RNAIi é o sistema de entregalliberacdo para células ou tecidos alvos, o0s
sistemas carreadores do tipo NE catibnica se mostram como uma promissora
alternativa tanto pela carga positiva do complexo formado (NE + RNAIi) que
atravessa mais facilmente as membranas celulares quanto por possuir tamanho
reduzido e uniforme na escala nano (AAGARD et al., 2007). Visando a resolucao
de problemas de estabilidade quimica e termodinamica as nanoparticulas, como
por exemplo, as NE, apresentam vantajosa aplicacdo in vivo pela baixa
imunogenicidade, baixa toxicidade e especificidade pelo alvo sem acumulo
indesejado em tecidos normais (SHU et al., 2013). Possiveis desvantagens
encontradas nesses sistemas de entrega com base lipidica in vivo sdo rapido
clearance hepatico e alto custo de producdo (AAGARD et a.,| 2007; SHU et al.,
2013).
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Abstract

Glioma is the most common malignant brain tumor and is characterized by high
invasiveness, poor prognosis, and limited therapeutic options. Studies silencing the
gene expression using RNA interference tool (siRNA) have been proposed as new
alternative for therapy. We used the enzyme 5'-NT/CD73 as a new therapeutic
target, because it is overexpressed in tumor solids. Evidence suggests the
involvement of the 5'-NT/CD73 in cell proliferation, thus we used pharmacological
inhibitor AMPCP that was able to reduce cell viability in glioma cells, confirming
our hypothesis. We also investigated the effect of sSIRNA-CD73 treatment in C6
glioma. We observed that the NE-SiRNA-CD73 complex was effective to
knockdown the enzyme and to reduce AMPase activity and the C6 glioma viability.
Is important to note that the nanostructured system (NE) was effective in complex to
oligonucleotides as for delivering on target cells. Nevertheless there is a need for
further studies to understand the effect of treatment of complex NE-CD73-siRNA
on in vivo tumor growth. Finally, our data indicate at first time the potential of

siRNA-CD73 loaded nanoemulsion as a therapeutic alternative to GBM treatment.

Key words: glioblastoma multiforme, siRNA-CD73, cationic nanoemulsion, drug

delivery.
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Introduction

Glioblastoma Multiforme (GBM) is the worst and most common primary
brain tumor (Dai and Holland, 2001). These tumors are characterized by a high
proliferative and angiogenic phenotype as well as great potential to invade
surrounding normal brain tissue (Stupp et al, 2005). Moreover, the presence of
inflammatory microenvironment enriched in immune cells and cytokines is thought
to support glioma progression and to contribute to chemoresistance (Mantovani,
2009). These characteristics contribute to poor prognosis for patients and a median
survival of 14 months after diagnosis (Ohgaki and Kleihues, 2005; Soni et al, 2005;
Roesler et al, 2010; Brennan et al, 2009). Therefore, the elucidation of cell pathways
involved in tumor progression and the identification of new therapeutic targets to
GBM treatment are urgently required.

Emerging evidence indicate that changes in purinergic signaling participate
in glioma progression (Burnstock and Di Virgilio, 2013). Nucleotides and
nucleosides, such as ATP and adenosine, mediate a wide variety of biological
functions, including cell death, proliferation and immune response (Burnstock,
2009). Purinergic receptor activation is controlled by ectonucleotidases, which
efficiently hydrolyze extracellular nucleotides to respective nucleosides in the
extracellular space (Longhi et al, 2013).

Ecto-5"-nucleotidases/CD73 (5’-NT/CD73) is a glycosyl-
phosphatidylinositol (GPI)-anchored nucleotidase that catalyzes the hydrolysis of
extracellular AMP to adenosine. A high level of 5°-NT/CD73 expression has been
reported in many human solid tumors, such as colon, lung, pancreas, ovary (Su et al,
2001), melanomas (Sadej et al, 2006) and breast carcinomas (Zhi et al, 2007). By

increasing extracellular adenosine concentrations, 5-NT/CD73 contributes to
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proliferative, angiogenic, metastatic, and immunosuppressive effects (Burnstock and
Di Virgilio, 2013). In addition, 5’NT/CD73 is also involved in cell-cell/cell-matrix
interactions and its overexpression has been associated to increased migration and
invasion properties (Zhou et al, 2007). Indeed, pharmacological inhibition
(Braganhol et al, 2007; Cappellari et al, 2012) or blockade of CD73 with a
monoclonal antibody significantly suppressed tumor growth and angiogenesis in
vivo (Zhi et al, 2007; Allard et al, 2014). Therefore, this enzyme is of considerable
interest as a novel drug target for the treatment of cancer.

Since the discovery of RNA interference (RNAI) (Fire et al, 2008), there has
been strong interest in the development of RNAi-based therapeutics for selectively
modulate gene expression as well as to inhibit protein synthesis in a variety of
diseases, including cancer. Recently, siRNA approach has been considered as newer
method to overcome GBM growth and increases patient’s survival (Guo et al,
2010). Indeed, several groups are focusing on using siRNAs to knock-down specific
genes involved in glioma angiogenesis and growth, MMP-9, (UPA) and its receptor
UPAR, and VEGF and EGFR resulted in significant reduction of glioma
angiogenesis and tumor growth in preclinical mouse models (Gondi et al, 2004;
Gondi et al, 2007; Niola et al, 2006). However, the lack of specific and effective in
vivo delivery methods, the rapid degradation of SiRNA in biological fluids as well as
their inability to efficiently cross blood brain barrier (BBB) reduces the potential
effectiveness of siRNA-based therapies (Opalinska and Gewirtz, 2002).

An alternative to overcome these drawbacks is the employment of
nanocarriers, such as nanoemulsions (NE), which are particularly advantageous for
cancer therapy applications due to their high delivery efficiency and specificity

(Brigger et al, 2002). Triglyceride-based nanoemulsions stabilized by phospholipid
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and cationic lipid combinations have been studied as potential delivery systems for
oligonucleotides (Teixeira et al, 2001; 2003). Besides it low toxicity to intravenous
delivery, cationic NE associates to negatively charged SiRNA via ion-pair
formation, making possible the siRNA delivery to target cells or tissues (Teixeira et
al, 2001).

Therefore, taken into account the role of 5’NT/CD73 in cancer progression
and the advantages of sSiRNA-based therapeutics, the aim of the present study was to
evaluate the potential of cationic NE as delivery system for siRNA targeting CD73.
Herein, we report the design of new siRNA-CD73 sequences, the physicochemical
characterization and biological evaluation of siRNA-cationic NE complexes
synthesized. The results shown here give new insights into how CD73 knockdown

may contribute to antiglioma therapy.

Materials and Methods

General cell culture procedures. C6 rat glioma cell line was obtained from
American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, Maryland, USA). Cells were
grown in culture flasks and maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) containing 1% DMEM, 8.39 mM HEPES (pH 7.4), 23.8 mM NaHCOs3,
0.1% fungizone, 0.5 U/mL penicillin/streptomycin (Gibco BRL) and supplemented
with 5% (v/v) fetal bovine serum (FBS; Gibco). Cell cultures were kept at 37°C in a
humid atmosphere containing 5% CO> and allowed to grow to confluence. Primary
astrocyte cultures were prepared as previously described (Wink et al, 2003). Briefly,
cortex of newborn Wistar rats (1-2 days old) were removed and dissociated
mechanically in a Ca* and Mg* free balanced salt solution, pH 7.4, (137 mM

NaCl, 5.36 mM KCI, 0.27 mM NaHPOQOs, 1.1 mM KH2PQOa, and 6.1mM glucose).
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After centrifugation at 1000 rpm for 5 min, the pellet was suspended in DMEM
supplemented with 10% FBS. The cells (1x10°) were plated in poly-L-lysine-coated
96-well plates. After 4-h plating, 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. All procedures were approved by the Ethics Committee

For Animal Experimentation from under number 10321.

Small interfering (siRNA) design and synthesis. For silencing the rat CD73 gene,
two SiRNA sequences, namely SiRNA-CD73-961 and siRNA-CD73-980 were
designed from the rat ecto-5"-nucleotidase/CD73 gene (Nt5e; NM_021576.2) using
the Selection Program (Whitehead Institute for Biomedical Research SiRNA,
http://jura.wi.mit.edu/bioc/siRNAext/). Searches of the genome database (BLAST,
http://blast.ddbj.nig.ac.jp/top-j.html) were carried out to ensure that these sequences
would not target any other rat genes. A non-targeting RNA green fluorescent
protein sequence (SiRNA-GFP), which does not target any known mammalian
gene, was designed and used as the negative control. The sSiRNA sequences were

synthesized as described in Table 1 (Sigma Genosys).

Preparation and characterization of nanoemulsions (NE). NE composed of 8%
(w/w) MCT, 2% (w/w) egg lecithin, 0.132% (w/w) DOTAP, 2.25% (w/w) glycerol
and water to 100% (w/w) were prepared through spontaneous emulsification as
previously described (Martini et al., 2008). Briefly, a limpid ethanolic solution

containing the oily phase components was slowly added to a water phase containing


http://jura.wi.mit.edu/bioc/siRNAext/)
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glycerol under moderate magnetic stirring. The excess of solvents mixture
(ethanol/water) was then removed under reduced pressure at 50°C until the desired
final volume (5 mL). The final cationic lipid concentration was 2 mM, as previously
optimized (Martini et al., 2008). The mean droplet size and zeta potential were
determined through photon correlation spectroscopy and electrophoretic mobility
(Zetasizer Nano ZS, Malvern Instrument, UK), respectively, at 20°C. The NE was
adequately diluted in water for size and polydispersity index (PDI) determinations

or in 1 mM NacCl solution for zeta potential measurements.

Preparation and characterization of NE/siRNA complexes. SiRNA-GFP, siRNA-
CD73-961 or siRNA-CD73-980 sequence adsorption on cationic NE was performed
at the end of the manufacturing process, resulting in NE/SIRNA complexes
(NE/SiRNA-GFP, NE/SIRNA-CD73-961 or NE/SiRNA-CD73-980). Increasing
concentrations of NE were added to water solutions of siRNA sequences (1 uM
final concentration) and incubated during 15 min at room temperature, as described
elsewhere (Teixeira et al., 1999). The physicochemical properties and morphology
of NE/siRNA complexes were evaluated as described above. They were prepared at
three different +/- charge ratios (ratios calculated between the number of positive
charges from the cationic lipid present in NE, and the number of negative charges

from the phosphate groups of ON) that were +0.1/-; +0.5/- and +2/-.

Cell transfection procedures. C6 glioma cell transfection with siRNA sequences
(SIRNA-GFP, siRNA-CD73-961 or siRNA-CD73-980) was performed using
Lipofectamine® (Lipofectamine RNAiMax, Invitrogen) glioma cell cultures at

approximately 70% confluence in 24-well plates, according to the manufacturer’s
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instructions. For NE/siRNA complex transfection, the complexes were prepared as
described above and the C6 glioma cells were transfected applying the forward or
the reverse protocol. Briefly, in forward transfection, 2 x10* glioma cells were
seeded in a 24-well plates, the transfection mix was prepared and added the next
day. In reverse transfection, the complexes were prepared inside the well of 24-well
plates, after which 2 x10* glioma cells and medium were added. Glioma cells were

exposed to NE/siRNA complexes for 24, 48 and 72 h.

Adenosine 5'-(a,f-methylene) diphosphate (AMPCP) treatment. AMPCP
(Sigma, USA) was dissolved in sterile water at concentration of 100 mM under
heating and further diluted in DMEM/5% FBS to obtain 1, 10 or 100 pM, final
AMPCP concentrations. C6 glioma cells were seeded at 2 x 10* cells/well in
DMEM/5% FBS in 24-well plates. The cells were allowed to growth for 24 h. Then,
semi-confluent C6 glioma cells were treated with AMPCP (1-100 uM) for 48 h.

Control cells were exposed to DMEM/5% FBS.

Ecto-5"NT/CD73 enzyme assay. The AMPase activity were determined in C6
glioma cells, as described previously (Braganhol et al, 2008), in incubation medium
(2 mM MgClz, 120 mM NaCl, 5 mM KCI, 10 mM glucose, 20 mM HEPES [pH
7.4], and 2 mM of AMP) incubated at 37°C for 10 min. The release of inorganic
phosphate (Pi) and the protein concentration were measured by the Malachite Green
(Chan et al, 1986) and Coomassie Blue (Bradford, 1976) methods, respectively.

Specific activity was expressed as umol Pi released/min/mg protein.
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Cell counting. C6 glioma cells were seeded at 2 x10* cells/well in DMEM/5% FBS
in 24-well plates. At the end of the AMPCP treatment, the medium was removed,
cells were washed with phosphate-buffered saline (PBS) and 200 uL of 0.25%
trypsin solution (Gibco/BRL) was added to detach the cells, which were counted in

a hemocytometer.

Cell viability assay. C6 glioma cells (5 x10° cells/well) or primary astrocytes were
exposed to SIRNA\NE complexes and following 48 h cell viability was evaluated by
3-(4,5- dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyl tertrazolium bromide (MTT) assay
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). This method is based on the ability of
viable cells to reduce MTT to a blue formazan product. MTT solution (sterile stock
solution of 5 mg/mL) was added to the incubation medium in the wells at a final
concentration of 0.5 mg/mL. The cells were left for 60 min at 37°C in a humidified
5% CO, atmosphere. The medium was then removed and plates were shaken with
DMSO for 30 min. The optical density of each well was measured at 492 nm.

Results were expressed as absorbance.

Ecto-5"-NT/CD73 Immunofluorescent staining (IF). C6 glioma cell cultures were
fixed in 10% phosphate-buffered formalin mixed with cold acetone and washed
three times for 10 min in PBS. Cells were then incubated in 7% FBS prepared in
PBS containing 0.2% Tween-20 for 45 min at room temperature. These sections
were incubated 90 min at room temperature with the primary antibody rabbit
polyclonal anti-CD73 (1:1000; rNu-9.1s) diluted (Fausther et al, 2011) in 7% FBS
prepared in PBS containing 0.2% Tween-20. They were then incubated with FITC-

conjugated goat anti-rabbit (1:1000) (Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc.,
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Gaithersburg, MD, USA) for 60 min at room temperature. Sections were
counterstained with DAPI blue (1:10000) for 5 min at room temperature. Images
were captured using a digital camera connected to the microscope (Olympus,

Tokyo, Japan).

Statistical analysis. Data were expressed as mean + SD and were subjected to one-
way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey-Kramer post-hoc test (for
multiple comparisons) (Prism GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Differences between mean values were considered significant when P<0.05.

Results

Selective inhibitor of ecto-5"-NT/CD73, AMPCP, decreases glioma cell
proliferation. First, we analyzed the ecto-5-NT/CD73 activity in C6 glioma cells
comparing to primary astrocytes, a nontransformed model of glial cells. In contrast
to astrocytes, C6 glioma exhibited an increased AMPase activity (0.013 + 0.001
versus 0.12 + 0.01 pumol Pi/min/mg of protein, for astrocytes and C6 cells,
respectively; Fig. 1A), which was followed by a high cell expression of CD73 on
glioma cells (Fig. 1B). Then, we evaluated whether the selective ecto-5/CD73
inhibitor treatment affects glioma cell proliferation. C6 glioma cells were exposed to
increasing AMPCP concentrations (1, 10 and 100 uM). Following 48 h of treatment,
cell proliferation was evaluated by cell counting. In parallel, the activity of the
enzyme ecto-5'NT/CD73 was assessed by hydrolysis of AMP to Adenosine (ADO)
by malachite green method. The C6 glioma treatment with AMPCP (100 puM)
resulted in a decrease of ~30% of cell proliferation when compared to control (Fig.

1C). In addition, 10 uM and 100 uM AMPCP treatment reduced the AMP
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hydrolysis in 40 and 50%, respectively (Fig. 1D). These results show that ecto-
5'NT/CD73 is overexpressed in glioma cells and its pharmacological inhibition is

important for reducing glioma cell proliferation.

New siRNA-CD73 sequences were efficient to reduce ecto-5'NT/CD73 expression
in glioma cells. As increased 5’NT/CD73 expression is a positive factor to cancer
development, including glioblastoma (Fig. 1), we hypothesized that -ecto-
5'NT/CD73 knockdown by siRNA strategy would be an interesting tool to control
glioma progression. To this end, specific SIRNA-CD73 sequences named SiRNA-
CD73-961 and siRNA-CD73-980 were designed (Table 1) and it
functionality/specificity was evaluated by transfecting C6 glioma cells using
Lipofectamine® according to the manufacturer's instructions. Following 48 h of
transfection, ecto-5’NT/CD73 protein expression and enzyme activity were
evaluated by immunocytochemistry (ICC) and AMP hydrolysis, respectively. Cells
transfected with siRNA-GFP sequence were used as control. As shown in Figure 2,
CD73-siRNA sequences were efficient to reduce ecto-5'NT/CD73 protein
expression (Fig. 2A) and AMP hydrolysis when compared to control and siRNA-
GFP transfected cells (Fig. 2B). Of note, no cytotoxicity was detected in glioma
cells following the transfection (data not shown). These results indicate that SIRNA-
CD73 sequences designed were efficient and specific to reduce the ecto-5’NT/CD73
expression and enzyme activity in C6 glioma cells and they were further applied in

the experiments to develop nanoemulsions (NE).

Properties of NE and NE-siRNA-CD73 complexes. Nanoparticles and cationic

polymer carriers have been investigated as promising carries for oligonucleotide
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delivery and an alternative to viral vectors (Martini et al, 2007). Here, NE was
chosen as vector for sSiRNA-CD73 delivery. Following siRNA-GFP and siRNA-
CD73 adsorption on cationic NE, the physicochemical properties of complexes were
evaluated (Table 2). The mean droplet size of NE ranged from 249.9 to 526.52 nm
and polydispersion index (PI) varied from 0.1 to 0.6. Zeta potential values from
NE/siRNA complexes were lower than zero, resulting in variations in their size
between preparations. Overall, these characteristics are in accordance with the other
systems of NE reported in literature (Fraga et al, 2011; Bruxel et al, 2012). For
adsorption studies, NE/SiRNA-CD73 complexes were prepared at two different +/-
charge ratios (+0.1/-; +0.5/-) and TEM was performed (Fig. 3). The analysis
revealed oil droplets with typical appearance of oil/water emulsion with droplet
exhibiting a size of approximately 250-500 nm, according to physicochemical
characterization. Interestingly, NE/SIRNA-CD73 complexes showed a high
electronic density at the interface (Fig. 3C-H). It is well established that
oligonucleotides interact with uranyl acetate resulting in dark staining regions.
These data indicate that SIRNA-CD73 sequences were adsorbed at the interface of
NE droplet. Therefore, the SIRNA-CD73 complexes were further applied as

oligonucleotide carries in in vitro experiments using cell cultures.

NE-siRNA complexes are not citotoxic to primary astrocyte cultures

Since cationic NE has been associated to toxicity in biological systems (Gao et al,
2011), the transfection protocol in glioma cells was optimized in order to equalize
high transfection performance and low citotoxicity. To this end, NE/SiRNA-GFP
complexes were prepared at three different +/- charge ratios (+0.1/-; +0.5/-; +2/-)

and C6 glioma cells were transfected applying the forward or the reverse protocol as
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described in material and methods. Following 24, 48 and 72 h of exposition, glioma
cell viability was evaluated by MTT (Fig. 4A-F). Forward C6 glioma transfection
resulted in ~50% cell toxicity after 48 and 72 h of NE/SIRNA-GFP complex
treatment compared to untreated cells (Fig. 4A-C). For reverse transfection, C6
glioma exposition to NE/SiRNA-GFP complexes at +0.1/- and +0.5/- charge ratio
for 48 h did not alter cell viability (Fig. 4E), while 72 h of exposition resulted in
citotoxicity of 50% to +0.5/- and +2/- charge ratios tested (Fig. 4F). Taken together,
these data indicate that reverse complex transfection resulted in lower C6
citotoxicity when compared to forward protocol. Therefore, the NE/siRNA
complexes at two different +/- charge ratios (+0.1/-; +0.5/-) and the reverse protocol
for 48 h of exposition was applied in the subsequent experiments. Finally, the
NE/siRNA complexes citotoxicity was also evaluated in primary astrocytes cultures,
a model of non-tumor cell. Astrocytes were exposed to +0.1/- and +0.5/-
NE/SIRNA-GFP complexes for 48 h and cell viability was analyzed by the MTT.
Notably, the complexes did not promote astrocyte toxicity when compared to

control, indicating the safety of formulations (Fig. 5).

NE/siRNA-CD73 complexes were efficient to knockdown ecto-5'NT/CD73
expression in glioma cells

Next to physicochemical characterization and transfection protocol optimization, we
assessed the efficacy of NE/sSIRNA-CD73 complexes knockdown through protein
expression and enzyme activity. Expression of ecto-5-NT/CD73 protein, as
determined by IF analysis was found to be significantly lower in cells exposed to
NE/sIRNA-CD73 complexes, whereas there were no changes in cells exposed to

NE/siIRNA-GFP complexes (Fig. 6A and B). Similarly, the AMPase activity was
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greatly reduced in the knockdown cells (70% and 63% reduction for sSiRNA-CD73-
961 and siRNA-CD73-980, respectively; Fig. 6C). Therefore, the NE/SiRNA-CD73-
961 and 980 complexes were efficient and selective to knockdown CD73 in C6
glioma cells. Furthermore, the NE/SiRNA-CD73-961 and 980 (+0.1/-) against the
CD73 gene decreased the number of viable cells in 20% and 35%, respectively, as
assessed by MTT assay (Fig. 7). Taken together, these data suggest that the cationic
NE was efficient to carrier the siRNA-CD73 sequences to glioma cells and that

CD73 is an interesting target to glioma treatment.

Discussion

This paper demonstrates how the genomic silencing of ecto-5'-NT/CD73 can
be considered a therapeutic strategy for GBM treatment. First, we evaluated the
effect of the selective ecto-5'-NT/CD73 inhibitor, AMPCP, on cell proliferation and
enzymatic activity parameters. We found that the inhibition of this enzyme was
really efficient to reduce both C6 glioma proliferation and AMPase activity. Further,
we used the siRNA tool to knockdown the ecto-5-NT/CD73 at expression level.
Two SIRNA-CD73 sequences were designed and the cell delivery of
oligonucleotides was performed by complexion to nanostructured systems such as
NE. Our results indicated that the siRNA sequences were efficiently complexed to
NE particles. The NE/siRNA formulation did not promote toxicity to astrocytes, a
model of normal glial cell and were effective to silencing ecto-5-NT/CD73 at
protein expression and enzyme activity levels. Finally, ecto-5-NT/CD73
knockdown decreased the C6 glioma viability, indicating the effectiveness of

NE/sIRNA-CD73 complexes to inhibit glioma progression.



49

Recent studies indicate that changes in purinergic signaling are involved in
tumor progression (Braganhol et al, 2009; Burnstock and Di Virgilio, 2013). It is
well known that ecto-5’NT/CD73 ecto-enzyme is overexpressed in tumors,
including melanoma, prostate, breast carcinoma and glioma (Forte et al, 2012; Yang
et al, 2013; Zhou et al, 2007). Accordingly, here we showed that ecto-5’NT/CD73
expression and activity are increased in C6 glioma when compared to astrocytes. In
order to verify whether the abrogation of AMPase activity can influence C6 cell
proliferation, we used AMPCP as a pharmacological enzyme inhibitor. We observed
that AMPCP was effective in reduce cell proliferation by inhibiting CD73 enzyme
activity, as previous described in literature for other kinds of tumors. Indeed, Zhou
and collaborators showed that AMPCP treatment decreased MDA-MB-231 breast
cancer cell viability in a dose-dependent manner without affect normal cells,
indicating a selective anti-cancer activity (Zhou et al, 2007). Similarly, CD73
overexpression in T-47D and MCF-7 breast carcinoma cell lines increased
invasiveness and motility ability which was reverted by AMPCP treatment (Zhou et
al, 2007). Since extracellular adenosine produced by ecto-5'NT/CD73 stimulates
glioma proliferation mainly through activation of its A3 receptor (Morrone et al,
2003), we suggest that the inhibition of AMPase activity by AMPCP reduces the

extracellular adenosine levels resulting in C6 cell proliferation abrogation.

Taken in consideration the lack of effective therapies to GBM treatment, we
further develop a cationic NE as delivery system for SiRNA targeting ecto-
5NT/CD73. The siRNA-based therapy is a promising tool to gene expression
silencing and has multiple applications to cancer treatment (Aagard et al, 2007,
Lima et al, 2012). In addition, the application of nanocarriers to

drug/oligonucleotide delivery is an interesting strategy to overcome the BBB,
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improving the efficiency of brain tumor treatment. Then, we developed two
sequences of sSIRNA-CD73 and complex it to NE carrier. The NE/SiIRNA-CD73
characteristics were evaluated at three different charge ratios (+0.1/—; +0.5/—; +2/-)
with growing NE concentrations added to equal concentration of SiRNA-CD73 or
SIRNA-GFP. NE exhibited a positively charged interface which is essential to
SiRNA adsorption at different charges ratios. The main physicochemical
characteristics of the NE obtained here are in accordance with that reported in
previous studies using NE obtained through the spontaneous emulsification
procedure under similar conditions (Fraga et al, 2011; Bruxel et al, 2011).
Moreover, SiRNA established complexes to NE as assessed by TEM and the
formulation exhibited stability as indicated by size and potential zeta analyses.
Notably, NE/siRNA complexes were not citotoxic to primary astrocyte culture,
indicating safety to further applications.

To study the efficiency of siRNA-CD73 complexes to knockdown ecto-
5'NT/CD73, we performed a series of experiments in vitro using C6 glioma
cultures. Our results showed that siRNA-CD73 delivery by NE promoted a
significant decrease in ecto-5"NT/CD73 expression in C6 glioma cells at enzyme
activity and protein levels. These results suggest that once interactions with the cell
membrane have been established, the sSiRNA-CD73 complexed to cationic NE is
internalized into C6 glioma cytoplasm. Although the mechanisms by which
NE/SIRNA complexes pass through the cell membrane are not completely
understood, studies suggest that a net positive charge particle may facilitate
interactions with the negatively charged constituents of cell membrane which may
favor siRNA delivery (Kaneda et al, 2010; Bruxel et al, 2011). In this sense, the

participation of protein membrane, mainly clatrine and caveoline, has been studied
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as possible mechanisms involved in nanostructure delivery to target cells (Parat and
Riggins, 2012). These points will be properly addressed in a future study.

In according to the idea that CD73 has promoting cancer actions, NE/SiRNA-
CD73 treatment also decreased the C6 cell viability. Indeed, strategies targeting
CD73 on cancer cells by either siRNA knockdown or blocking antibodies abrogate
cancer progression and metastasis by both decreasing angiogenesis and inducing
immune evasion (Terp et al, 2013; Allard et al, 2014). In addition to generate
extracellular adenosine, CD73 plays a role as adhesion protein, acting in cell-cell
cell-ECM interactions which are important to cancer development (Zhou et al, 2007;
Cappellari et al, 2012).

In summary, our data indicate at first time the potential of SIRNA-CD73
loaded NE as a therapeutic alternative to GBM treatment. The NE/SIRNA-CD73
complexes were efficient delivered to glioma cells and decreased ecto-5"NT/CD73
expression and cell viability. Our findings support further studies to test NE/SiRNA-
CD73 complexes in a pre-clinical glioma model as a novel therapeutic modality for

the treatment of brain tumors in the future.
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Legend to Figures

Figure 1. Analysis of ecto-5"-NT/CD73 activity/expression on C6 glioma cells and
effect of AMPCP on cell proliferation. (A) AMPase activity in primary astrocyte
and C6 glioma cell cultures was evaluated by malaquite green method. (B)
Expression of ecto-5"-NT/CD73 on C6 glioma cells was assessed by IF analysis
using anti-CD73 specific antibody. (C) C6 cells were treated for 48 h with AMPCP
(1, 10 and 100 pM) and cells were counted in a hemocytometer, control cells were
exposed to DMEM/5% FBS. (D) C6 cells were treated with AMPC as described in
(C) and the AMPase activity was evaluated by malaquite green method. The values
represent the mean £ SD of at least three independent experiments carried out in
triplicate. Data were analyzed by ANOVA followed by post-hoc comparisons

(Tukey-Kramer test). *Significantly different from control (P < 0.05).

Figure 2. Evaluation of ecto-5-NT/CD73 knockdown by specific sequences of
SiRNA-CD73. Two siRNA-CD73 sequences namely 961 and 980 were designed;
C6 glioma was transfected using lipofectamine and the efficiency to knockdown
ecto-5"-NT/CD73 was assessed by (A) IF analysis using anti-CD73 specific
antibody and (B) AMPase activity evaluation by malaquite green method. Untreated
or siRNA-GFP transfected cells were considered controls. The values represent the
mean + SD of at least three independent experiments carried out in triplicate. Data
were analyzed by ANOVA followed by post-hoc comparisons (Tukey-Kramer test).
* and #Significantly different from control and siRNA-GFP transfected cells,

respectively. (P< 0.05).
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Figure 3. Morphological characterization of nanoemulsion (NE)/siRNA-CD73
complexes. NE/SIRNA-CD73-961 or NE/SIRNA-CD73-980 complexes were
prepared at two different +/- charge ratios (+0.1/-; +0.5/-) and transmission
electronic microscopy (TEM) was performed. (A) Free siRNA-CD73-980, (B)
blank NE, (C) (+0.5/-) NE/siRNA-CD73-980, (D) +0.5/- NE/siRNA-961, (E, F)
+0.1/- NE/sIRNA-CD73-980, (G, H) (+0.1/) NE/siRNA-CD73-961. Bars in figures:
50 nm - 500,000X magnification (A), 200 nm — 150,000X magnification (B, E), 0.5

pm - 50,000 X magnifications (C, D, F, G, H).

Figure 4. Optimization of C6 glioma transfection using NE/SIRNA complexes.
NE/SIRNA-GFP complexes were prepared at different +/- charge ratios (+0.1/-;
+0.5/-; +2/-) and C6 glioma cells were transfected applying the forward (upper
panel) or the reverse protocol (lower panel). Cell viability was determined by MTT
following 24 h (A, D), 48 h (B, E) and 72 h (C, F) of complex exposition. The
values represent the mean + SD of at least three independent experiments carried out
in triplicate. Data were analyzed by ANOVA followed by post-hoc comparisons

(Tukey-Kramer test). *Significantly different from control cells (P< 0.05).

Figure 5. Analysis of cytotoxicity NE/SiRNA-GFP complex on astrocyte cultures.
Cell cultures were exposed to NE/SIRNA-GFP complex prepared at two different +/-
charge ratios (+0.1/-; +0.5/-) for 48 h, and the cell viability was assessed by MTT.
Control cells were exposed to DMEM/10% FBS. The values represent the mean +
SD of at least three independent experiments carried out in triplicate. Data were

analyzed by ANOVA followed by post-hoc comparisons (Tukey-Kramer test).
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Figure 6. Evaluation of ecto-5-NT/CD73 knockdown by NE/siRNA-CD73
complexes. C6 glioma was exposed to NE/SIRNA-CD73-961 or NE/sSiRNA-CD73-
980 complexes which was prepared at two different +/- charge ratios (+0.1/-; +0.5/-)
and the efficiency to knockdown ecto-5-NT/CD73 was assessed by (A) IF and (B)
AMPase activity evaluation by malaquite green method. Untreated or SiRNA-GFP
exposed cells were considered controls. The values represent the mean + SD of at
least three independent experiments carried out in triplicate. Data were analyzed by
ANOVA followed by post-hoc comparisons (Tukey-Kramer test). ***Significantly

different from control and siRNA-GFP transfected cells (P< 0.05, P< 0.001).

Figure 7. Analysis of NE/SIRNA-CD73 treatment on C6 glioma cell viability.
Glioma cells were exposed to NE/SIRNA-CD73-961 or NE/SiRNA-CD73-980
complexes which was prepared at two different +/- charge ratios (+0.1/-; +0.5/-) and
the cell viability was assessed by MTT following 48 h of transfection. Untreated or
siRNA-GFP exposed cells were considered controls. The values represent the mean
+ SD of at least three independent experiments carried out in triplicate. Data were
analyzed by ANOVA followed by post-hoc comparisons (Tukey-Kramer test).

*Significantly different from control and sSiRNA-GFP transfected cells (P< 0.05).



Table 1. Small interfering RNA (siRNA) sequences applied in the present study.

SiRNA Sequences

sense 5'[Phos]rCrArGrGrCrUrArCrUrUrGrGrArGrurGrUrArudTdT3'

GFP | antisense | [Phos] rArUrArCrArCrUrCrCrArArGrurArGrCrCrurGdTdT 3'

sense 5’ [Phos] rGrCrCrArUrCrArArArGrCrArGrArCrArUrUrArArC3’

961 antisense | 5°[Phos]rUrArArUrGrUrCrUrGrCrUrUrUrGrArUrGrGrCrUrG3’

sense 5’[Phos]rArCrCrArGrUrGrGrArGrGrArUrArArArArUrUrArG3’

980 antisense | 5°[Phos] rArArUrUrUrUrArUrCrCrUrCrCrArCrUrGrGrUrUrA3’




Table 2. Size and zeta potential of NE and NE/SiRNA complexes.

59

Charge Mean diameter | Zeta potencial | Polydispersion
SiIRNA
Ratio (nm) (mv) Index
NE ) 188.48 + 25.60 455 +5.13 0.1412 + 0.059
+0.1/- 348 +12.26 -42.1+4.12 0.302 £ 0.074
NE/siRNA-GFP +0.5/- 323.5+105 -32.4+£10.14 0.427 £0.154
+2/- 294.5 +15.05 -21.5+9.19 0.201 +0.024
+0.1/- 526.52 +£82.99 | -43.69+9.30 0.67 £0.07
NE/siRNA-
+0.5/- 350.46 +80.41 | -34.98 +17.61 0.54+0.14
CD73-961
+2/- 272.1+6.724 -32.5+0.96 0.236 + 0.051
+0.1/- 414.8 + 106.8 -41.7 +3.38 0.646 +0.093
NE/siRNA-
+0.5/- 307.4 + 66.62 -26.7 +£3.98 0.419 +0.175
CD73-980
+2/- 249.9 +£16.33 -25.9+8.44 0.164 +0.036
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5.Concluséao

Especificamente, os seguintes objetivos especificos foram alcancados:

Nossos resultados indicaram que o inibidor da 5’-NT/CD73, AMPCP é capaz
tanto de diminuir a proliferacdo celular quanto de reduzir a hidrolise de AMP da
linhagem de glioma C6, demonstrando que a enzima é importante para o
desenvolvimento tumoral e que, estando inibida, contribuiu para a reducdo do
mesmo.

O complexo formado entre NE e siRNA-GFP (controle do silenciamento)
demonstrou que a formulacdo é segura, conforme evidenciado pela auséncia de
toxidade sobre culturas primarias de astrocitos e de linhagem celular de glioma
C6.

O complexo formado entre NE-siRNA-CD73 apresentaram caracteristicas
compativeis com estruturas nano, com relacdo ao tamanho da particula,
polidispersdo e potencial zeta. Além disso, 0 experimento de microscopia
eletrbnica de transmissdo (MET) indicou que as sequéncias SiRNA se
complexaram de forma eficiente as nanoestruturas.

Nossos resultados sugerem uma nova possibilidade de aplicacdo terapéutica
utilizando sequéncias especificas de siRNA-CD73 complexados com NE para o
silenciamento da expressdo génica da enzima 5-NT/CD73 que, conforme
literatura, apresenta expressao aumentada em tumores solidos. Apds a exposicao
de cultura de glioma C6 aos complexos NE-siRNA-CD73 foi observada uma
reducdo da expressao proteica e da atividade enzimatica. Tais achados podem vir
a contribuir para o tratamento de gliomas, uma vez que a 5-NT/CD73 esta
relacionada com eventos de migracdo, invasao celular e inducdo de

imunosupressao via produgéo de adenosina.
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Na avaliacdo da atividade da 5’-NT/CD73 em cultura de células de glioma C6
apos o silenciamento utilizando siRNA-CD73, verificamos a reducdo da hidrdlise
de AMP, o que sugere uma menor concentracdo de adenosina no meio
extracelular. Sendo essa molécula imunossupressora, acreditamos que ela pode
estar envolvida no controle do processo inflamatério e pré-tumoral. Quanto a
proliferacdo celular nas mesmas condi¢des, observamos leve reducdo desta,
sugerindo, portanto que a enzima 5’-NT/CD73 esté relacionada com o crescimento
tumoral e que seu silenciamento pode vir a se tornar uma alternativa terapéutica
utilizada para o tratamento desse tipo de tumor.

Em concluséo esses achados indicam indicam que os complexos siRNA-CD73-
NE foram efetivos em silenciar a enzima e que apresentam potencial promissor
para o desenvolvimento de um novo medicamento que contribua ndo apenas para
a terapia dos gliomas, mas que também possa ser til na terapia de inUmeros

tumores que apresentem alteracées nessa mesma enzima.
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