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Resumo

AZAMBUJA, Juliana Hofstatter. Investigacdo do impacto da comunicao
entre glioma e macrdofagos na progressdo e quimioresisténcia tumoral.
2016. Dissertacado (Mestrado) — Programa de Pés-Graduagcdo em Bioquimica e
Bioprospecc¢ao. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Gliomas sao tumores que acometem o sistema nervoso central e compartilham
semelhancas com células gliais. O glioblastoma multiforme constitui a forma
mais comum e devastadora de tumor cerebral, sdo instaveis, com grande
capacidade de infiltragcdo, angiogénese e resisténcia a quimioterapia.
Alteracdes no sistema imune e do sistema purinergico tém sido descritas como
vias envolvidas na progressao destes tumores, onde um infiltrado inflamatério é
correlacionado positivamente com a malignidade e um pior progndstico para
pacientes com glioma. Neste contexto, a relagdo entre a inflamacao, imunidade
inata e cancer é aceita; no entanto, muitos dos mecanismos moleculares e
celulares que medeiam esta relacdo continuam obscuros. Portanto, nosso
objetivo foi avaliar a polarizagdo de macrofagos, parametros de estresse
oxidativo, a atividade de ectonucleotidases e a citotoxicidade do ATP em
macrofagos expostos ao meio condicionado-glioma (CM) ou cocultivados de
maneira direta (CC) com células de glioma sensiveis a temozolomida (TMZ) ou
resistentes. O tratamento de macrofagos com CM ou o cocultivo com as células
de glioma induziu a polarizacdo a macrofagos tipo-M2, enquanto a
comunicagdo com células resistentes ao TMZ parece ser mais eficaz em
induzir um ambiente imunossupressor quando em comparagao com células
sensiveis ao TMZ. Além disto, macréfagos expostos ao CM ou cocultivados
com células GL261TMZ apresentam um aumento significativo da atividade de
antioxidante superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase.
Finalmente, a comunicacdo entre macréfagos e glioma promoveu uma
diminuicdo de atividade ATPasica, ADPasica AMPasica que foi seguido por um
aumento da sensibilidade a morte induzida por ATP. Os resultados sugerem
uma modulacdo diferencial dos macrofagos pelas células sensiveis ou
resistentes ao TMZ glioma, que podem ser importantes para o desenvolvimento
de novas estratégias para superar a quimioresisténcia.

Palavras-chave: gliomas, macrofagos, microambiente, quimioresisténcia,
sistema purinérgico.



Abstract

AZAMBUJA, Juliana Hofstatter. Investigacdo do impacto da comunicao
entre glioma e macréfagos na progressdao e quimioresisténcia
tumoral. 2016. Dissertacao (Mestrado) — Programa de Pés-Graduagdo em
Bioquimica e Bioprospeccéao. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Gliomas are tumors that affect the central nervous system and share
morphological similarities and gene expression in glial cells. Glioblastoma
multiforme is the most common and devastating form of brain tumor, they
are unstable with extensive infiltration capacity, angiogenesis and
chemotherapy resistance. Alterations in the immune system and the
purinergic system have been described as pathways involved in the
progression of these tumors where an inflammatory infiltrate is positively
correlated with malignancy and poor prognosis for patients with glioma. In
this context, the relationship between inflammation, innate immunity and
cancer is accepted; however, many of the molecular and cellular
mechanisms that mediate this relationship remain unclear, The objective of
this study was evaluate the macrophage polarization, oxidative stress
parameters, activity of ectonucleotidases and ATP cytotoxicity in
macrophages exposed to glioma-conditioned medium (CM) or co-culture
direct (CC) with glioma temozolomide sensitive or resistant cells. The
treatment of macrophages with glioma CM and CC induced M2-like
macrophage polarization and GL261 TMZ-resistant cells seems to be more
effective in induce an immunosuppressive environment when compared to
GL261 TMZ-sensitive cells. Macrophage exposition to CM or co-cultured
with GL261TMZ cells promoted a significant increase of antioxidant activity
of SOD, catalase and GPx. Finally, macrophage glioma crosstalk promoted
a decrease of ATPase, ADPase and AMPase hydrolysis which was
followed by increased sensibility to ATP induced death. The results suggest
a differential modulation of macrophage by glioma sensitive or TMZ-
resistant cells, which may be important to develop new strategies to
overcome chemoresistance.

Key words: gliomas, macrophage, microenvironment, chemoresistance
purinergic system.
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1. Introducéo

Gliomas sao os tumores primarios mais comuns que acometem o
sistema nervoso central (SNC) e compartiiham semelhangas morfologicas e
genéticas relacionadas as células gliais, tais como astrécitos e oligodendrdcitos
(Holland, 2001). Além disto, a ativacao ou supressao de vias de transducao de
sinal celular e a resisténcia a quimioterapia estdo associadas com as
anormalidades genéticas e moleculares comuns aos gliomas, contribuindo com
0 crescimento rapido e altos indices de recorréncia justificando a necessidade
de avanco na caracterizacdo de novos alvos biolégicos visando terapias
antitumorais que possam aumentar a qualidade e a sobrevida dos pacientes
(Yamanaka et al., 2009).

Os tumores cerebrais representam um verdadeiro desafio a ciéncia,
devido a sua complexidade, a estratégia padrao utilizada para o tratamento dos
gliomas é multimodal e baseada na ressecgao cirurgica sempre que possivel
seguida por seis semanas de radioterapia com terapia sistémica concomitante
com temozolomida (TMZ) (Mrugala et al., 2013). Porém, pacientes com
glioblastoma multiforme (GBM) apresentam uma sobrevida média de 12-14
meses apos o diagnodstico (Stupp et al., 2005). O prognostico continua
extremamente desanimador e a terapia paliativa porque gliomas sdo altamente
resistentes & maioria dos farmacos citotoxicos e a radioterapia (Lefranc et al.,
2005).

O sistema imune tem um importante papel na prevencédo e progressao
de tumores, sendo capaz de identificar ameacas a homeostase, reagindo de
forma a eliminar, neutralizar ou tolerar e favorecer a¢des danosas, dependendo
apenas do estimulo empregado. Neste contexto, o papel dos macréfagos
residentes do SNC na biologia e no desenvolvimento de quimioresisténcia dos
gliomas ainda esta pouco elucidado, evidéncias indicam que o microambiente
tumoral inflamatorio constituido de macrofagos é correlacionado com aumento
da malignidade e um pior prognoéstico para os pacientes (Morimura et al.,
1990). Em relagao as fungdes antitumorais do infiltrado inflamatério associado
aos gliomas, estas células apresentam potencial citotoxico comprometido e sao
estimuladas a assumir um fenétipo de promogédo tumoral (Komohara et al.,
2008). Porém, os mecanismos que envolvem esta interagdo ainda nao estao

completamente esclarecidos.
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Além de um ambiente inflamatorio propicio alteragbes no sistema
purinérgico estdao envolvidas na progressdao e malignidade dos gliomas
(Braganhol et al, 2009). O ATP atua como molécula sinalizadora de dano
desencadeando uma resposta do sistema imune (Zimmermann, 1994). Estudos
demonstram que in vivo o ATP se acumula na periferia do tumor controlando a
resposta inflamatéria e levando a progressao tumoral (Braganhol et al, 2010).
Portando, desvendar a relagcdo dos gliomas com o ambiente inflamatorio e a
modulacdo sobre a atividade do sistema purinérgico em macréfagos faz-se
necessario para elucidar mecanismos de comunicacao entre estas células e
ainda sistemas envolvidos na progressao e quimioresisténcia tumoral, para no
futuro possibilitar o desenvolvimento de terapias eficientes para pacientes

acometidos por glioma.
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2. Objetivo Geral

O objetivo desse trabalho foi analisar o perfil de culturas de macréfagos
expostas ao meio condicionado ou cocultivados de maneira direta com glioma
sensivel ao TMZ (GL261) ou quimioresistentes (GL261TMZ).

Objetivos Especificos

- Produzir uma linhagem de glioma resistente ao TMZ quimioterapico

padrao atualmente utilizado

- Avaliar a modulagéo do fenotipo de macrofagos através da atividade
da atividade da 6xido nitrico sintase induzivel (iNos), arginase e secrecao de
citocinas TNF-a e IL-10 apds exposi¢ao ao meio condicionado ou cocultivados

de maneira direta com uma linhagem de glioma sensivel ou resistente ao TMZ.

- Analisar a atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase,
catalase e glutationa peroxidase e conteudo tidlico total em macréfagos
expostos ao meio condicionado ou cocultivados de maneira direta com uma

linhagem de glioma sensivel ou resistente ao TMZ.

- Avaliar o efeito do cocultivo e tratamento com meio condicionado de
glioma sensivel ou resistente ao TMZ sobre a hidrdlise de nucleotideos da
adenina (ATP, ADP e AMP).

- Investigar o efeito do ATP em relagdo a proliferagcdo em cultura de
glioma sensivel e resistente ao TMZ, macréfagos expostos ou ndo ao meio

condicionado e em cocultivo com gliomas.
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3. Revisao da Literatura
Gliomas

Taxa de incidéncia dos gliomas

Céancer é atualmente € uma das principais causas de morte em todo o
mundo, representando um dos mais importantes problemas de saude publica.
No Brasil, a estimativa para o ano de 2016, aponta para a ocorréncia de
aproximadamente 576 mil casos novos de cancer, incluindo os casos de pele
nao melanoma, reforcando a magnitude do problema do céncer no pais (Inca,
2016).

Os canceres do SNC sao as mais devastadoras das neoplasias
malignas ja descritas e para o Brasil estimam-se 5.440 casos novos de céncer
do SNC em homens e 4.830 em mulheres. Estes valores correspondem a um
risco estimado de 5,50 casos novos a cada 100 mil homens e 4,68 a cada 100
mil mulheres, o cancer de SNC contribui significativamente para a morbidade
global (Inca, 2016). Alem disto, os tumores do SNC sao a segunda maior causa
de neoplasias malignas durante a infancia e, esta incidéncia em adultos

aumenta com a idade (Louis et al., 2007).

Classificacdo dos gliomas

A Organizacao Mundial da Saude (OMS) em 2007 classificou os gliomas
para determinar o tipo de terapia utilizada no tratamento, baseado em trés
parametros: tipo celular, localizacdo tumoral e grau de malignidade (Louis et
al., 2007).

Em relacdo ao tipo celular, os gliomas sao divididos em subgrupos
baseados na morfologia histolégica e similaridade das suas células com células
da glia diferenciadas. Desta forma, sdo classificados, segundo a OMS em
astrocitomas (derivados de astrocitos ou de seus precursores),
oligodendrogliomas (derivados de oligodendrocitos ou de seus precursores) e
oligoastrocitomas (linha mista), sendo estes, os trés maiores subgrupos. No

entanto, existe outro subgrupo, os ependimomas, (derivados de células
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ependimarias ou de seus precursores) que, ocorrem com uma menor
frequéncia (Kleihues, 2000 Louis et al., 2007).

Ademais, os tumores do SNC podem ser classificados pela OMS de
acordo com o grau de malignidade, caracteristicas histologicas e alteracdes
genéticas (Louis et al, 2007). Segundo a OMS, as lesdes de grau | tém um
baixo poder proliferativo e sdo consideradas tumores benignos e curaveis com
a completa resseccao cirurgica (Burger et al 2000). As lesbes de grau Il tém
atividade proliferativa pouco intensa, mas sao recorrentes e podem se
transformar em tumores mais agressivos de graus lll e IV, sendo considerados
tumores malignos. Os gliomas de grau lll exibem aumento de anaplasia e
proliferacdo, porém os gliomas de grau IV também conhecidos como
glioblastomas multiformes (GBM) sao tumores altamente invasivos, agressivos,
neurologicamente destrutivos e de maior prevaléncia (Holland, 2001). A
classificacdo em relacdo a localizagcdo tumoral se refere ao local onde os
gliomas se desenvolvem com base na membrana que separa o cérebro do
cerebelo, onde os gliomas que se desenvolvem acima dessa membrana sao
denominados supra-tentoriais e 0s que se desenvolvem abaixo sao os infra-
tentoriais (Vougioukas et al., 2005).

Os gliomas também podem ser separados em duas categorias: 0s
primarios quando evoluem em um local sem lesdo prévia, respondendo por
90% dos casos diagnosticados, e os secundarios, quando evoluem de tumores

de menor grau (Kleihues et al. 2002).

Glioblastoma multiforme (GBM)

O GBM constitui a forma mais comum e devastadora de tumor cerebral e
representa cerca de 50% de todas as neoplasias do SNC (Holland, 2001). Tais
tumores sao caracterizados por uma populacdo heterogénea de células
geneticamente instaveis, grande capacidade de infiltracdo, angiogénese e
resisténcia a quimioterapia (Wen et al 2008).

Entre as principais caracteristicas histolégicas observaveis, destaca-
se o polimorfismo celular, mitose, hipercelularidade, traduzida pela proliferacao
de células imaturas, citoplasma de limites imprecisos, atipias nucleares,
trombose vascular e proliferagdo microvascular (Kleihues, 2000). O GBM

apresenta alta taxa de crescimento, o que resulta em extensas areas de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Holland%20EC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11723374
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destruicdo do tecido nervoso, causando edema, necrose e lesdes infiltrativas
no tecido que circunda o tumor (Laws et al, 1999). Tais caracteristicas ainda
levam a um crescimento rapido e a altos indices de recorréncia (Stupp et al.,
2009).

Tratamento dos gliomas

A estratégia padrao utilizada para o tratamento dos gliomas é a
ressecgao cirurgica sempre que possivel, com posterior diagndstico
estabelecido por critérios histopatologicos (Louis et al., 2007), seguida por seis
semanas de radioterapia com terapia sistémica concomitante com TMZ que é
mantida como terapia adjuvante por no minimo seis meses (Mrugala et al.,
2013).

Pacientes com GBM apresentam uma sobrevida média de 12-14 meses
apo6s o diagnostico. Quando comparado com a radioterapia administrada
isoladamente, somente a combinacdo de quimioterapia com TMZ aumenta a
meédia da sobrevida para 14,6 meses versus 12,1 meses (Stupp et al., 2005).
Apesar dos intensos esforgcos, o prognoéstico continua extremamente ruim
porque procedimentos cirurgicos que alcancem uma completa remoc¢do do
tumor ndo sdo comuns devido as capacidades invasivas e migratorias deste
tumor. Além disto, as células neoplasicas sdo naturalmente resistentes a
maioria dos farmacos citotoxicos e a radioterapia. Neste contexto, a taxa de
sobrevivéncia € inferior a 30% para um ano, 5% para trés anos e somente
2,7% para cinco anos (Johnson et al., 2012 Lefranc et al., 2005).

Apesar do tratamento com TMZ representar uma evolugdo, a terapia €
paliativa e a eficacia esbarra na quimioresisténcia desenvolvida pelo tumor,
uma vez que 90% dos GBMs recorrentes sao insensiveis ao tratamento
repetido com TMZ (Oliva et al, 2010). Portanto, compreender os mecanismos
que geram resisténcia € essencial para o desenvolvimento de quimioterapias

mais eficazes.

Temozolomida (TMZ)

TMZ é uma molécula de baixo peso molecular (194,15), de caracteristica

lipofilica capaz de adicionar grupamentos alquila ao DNA; atua como um pré-
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farmaco, estavel em valores de pH acido (<5), uma propriedade que permite a
administracdo oral, mas sofre rapida hidrolise espontdanea acima de pH 7.
Assim, o TMZ é rapidamente absorvido de maneira intacta e posteriormente
sofre ruptura espontdnea sem necessitar de ativacdo via metabolizacdo
hepatica para formar monometilo triazeno 5-(3-methyltriazen-1-il)-imidazol-4-
carboxamida (MTIC) que é quem possui a atividade citotoxica, agindo como
agente alquilante. MTIC reage com mais agua para libertar o 5-aminoimidazol-
4-carboxamida (AIC) que € excretado através dos rins (Zhang et al., 2012).

O mecanismo de acao consiste na adicado de um grupamento metila ao
DNA nas posicoes N’ de guanina (70%), adenina N3 (9%) e residuos de
guanina 08 (6%). A eficacia do TMZ como um agente de dano ao DNA resulta
principalmente da formacdo de O8-metilguanina, a qual pareia incorretamente
com uma timina (e ndo como uma citosina). Esta mutacdo € repetidamente
reparada pela via DNA mismatch repair (MMR), mas, eventualmente, este
processo falha e induz dano ao DNA seguido de parada do ciclo e morte celular
por apoptose, senescéncia ou autofagia. Assim, para exercer seu efeito
farmacolégico, o TMZ necessita de um mecanismo MMR funcional (Fu et al.,
2012).

Diversas vias de reparo do DNA promovem o desenvolvimento de
resisténcia ao TMZ (Yoshimoto et al., 2012), levando a um impacto negativo na
sobrevivéncia dos pacientes ja que atualmente ndo existe um tratamento
padrao para pacientes com recidiva/GBM resistente, sendo este um problema
clinico significativo (Oliva et al., 2010).

A resisténcia ao TMZ, por meio do reparo de DNA pela enzima OS-
metilguanina-DNA-metiltransferase  (MGMT) representa uma importante
barreira no tratamento de pacientes com GBM sendo o principal mecanismo de
resisténcia a droga (Koukourakis et al., 2009). A MGMT é uma pequena
proteina responsavel pela desmetilacdo do DNA, removendo os grupamentos
metil da posi¢do O6 da guanina e transferindo-os para o residuo de cisteina no
seu centro ativo, resultando na inativagcdo da atividade enzimatica dessa
proteina. Desta maneira, a eficiéncia da reparacao € limitada pelo numero de
moléculas de MGMT disponiveis (Hansen et al.,, 2007). Pacientes que
apresentam tumores com baixos niveis de expressao da enzima MGMT sao
mais suscetiveis a acdo do TMZ e respondem melhor ao tratamento, pois as

lesOes celulares nao sao reparadas.
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Embora a adicdo do TMZ a terapia anti-GBM tenha acarretado melhorias
no prognostico, quase todos os pacientes sofrem de recorréncia da doenca
porque geralmente a eficacia esbarra na quimiorresisténcia desenvolvida pelo
GBM. Neste contexto, o entendimento de vias responsaveis pelo
desenvolvimento de resisténcia ao TMZ € necessario para possibilitar o

desenvolvimento de terapias mais eficazes.
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Figura 1: Mecanismo de toxicidade do Temozolomida. (Adaptado de

Zaboikin et al.,2006).
Processo inflamatério e os macrofagos

Estimulos pro-inflamatérios, metabdlicos e imunoldgicos causam
recrutamento de mondcitos aos tecidos periféricos, onde ocorre uma
diferenciacdo destas células em macréfagos e células dendriticas, os quais
recebem nomes especificos de acordo com a funcdo e o local em que se
encontram (Hume et al., 2006). Sdo especialmente encontrados em grande

numero nos tecidos conectivos, em associagao com trato gastrointestinal, nos
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pulmdes, no figado (células de Kupffer), na pele (células de Langehans) e por
todo baco, onde removem as células senescentes do sangue. Estas células
podem ainda ser encontradas na cavidade peritoneal.

Os sinais responsaveis pela especializagao dos macréfagos, especifico
em cada tecido, incluem produtos secretados, a superficie de células vizinhas e
a composicado da matriz extracelular (Gordon et al.,, 2001). Os macréfagos
pertencem ao sistema fagocitico mononuclear e fazem parte, principalmente,
da primeira linha de defesa contra patégenos, podendo ser identificados pela
presenca do marcador de superficie CD14 (Wright et al., 1998).

Os macrofagos detém como fungdes principais eliminar micro-
organismos através de fagocitose; apresentar ao sistema imune os antigenos
por meio do complexo de histocompatibilidade principal (MHC), sendo
caracterizados como células apresentadoras de antigenos (APCs); e ativar os
outros tipos celulares envolvidos com a resposta imune celular (Abbas, 2001).
Além disto, os macréfagos sédo células com extensa participagdo em eventos
regulatérios e participam tanto da resposta imune inata como da adquirida
(Klimp et al., 2002).

Quando em estado latente, mondcitos e macrofagos caracterizam-se
por baixa sintese proteica, producdo de citocinas e taxa de consumo de
oxigénio (Hume et al., 2002). Entretanto, uma vez iniciados processos de
inflamacdo por danos teciduais ou infeccbes, tais células passam por um
processo de ativagdo que promove aumento na producao de citocinas,
quimiocinas e outros mediadores inflamatérios. Muitos sdo 0os mecanismos
capazes de gerar uma mudancga no perfil de ativacdo dos macréfagos. Entre
eles, podemos citar sinais enddgenos de perigo, como dano celular (Zhang et
al., 20011), além de fatores de sinalizacdo, como a producao diferencial de
citocinas de linfécitos Th1 e Th2 da resposta imune inata e adaptativa, que sao
capazes de levar ao aumento da producdo de fatores com atividade
antimicrobial ou levar a susceptibilidade a infeccées (Abbas, 2001).

Uma classificagdo muito usada para determinar os tipos de respostas
que os macrofagos geram € a designagcao M1 (macrofagos ativados de forma
classica com funcao proé-inflamatéria) e M2 (macroéfagos ativados de forma
alternativa com funcao anti-inflamatoria), que marcam tipos fenotipicos distintos
e opostos de macrofagos a um determinado tipo de resposta (Gordon et al.,
2001).
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Fenotipo de Ativacdo dos Macroéfagos

Os macréfagos ativados de forma classica (M1) sdo caracterizados por
alta capacidade de apresentagado de antigenos, producao de interleucinas 12 e
23 (IL-12; IL-23) e de intermediarios toxicos como oxido nitrico (NO) e espécies
reativas de oxigénio (ERO). A polarizacdo M1 de macrofagos pode ser induzida
por agonistas de TLRs (toll-like receptors) como lipopolisacarideo (LPS), INF-y
(Interferon gama) citocina produzida por linfécitos ativados na forma Th1l e
também por células natural killer (NK), fator de necrose tumoral (TNF) e fator
estimulador de colbénia de granuldcito/mondcito Esta ativagdo resulta em
macrofagos efetores que atuam eliminando microrganismos e células tumorais,
promovendo a resisténcia do organismo ao tumor através da liberagdo de NO,
ERO e citocinas pro-inflamatérias (Mytar et al., 1999; Sunderkotter et al., 2004;
Classen et al., 2009)

Os macrofagos ativados de forma alternativa (M2) séo ativados por IL-4
e/ou IL-13 que sao citocinas produzidas por linfocitos T, durante a resposta Th2
Mytar et al., 1999). Sao caracterizados por alta atividade da enzima arginase,
baixa producdo de citocinas pro-inflamatoérias e alta producdo de mediadores
anti-infamatoérios como a interleucina 10 (IL-10), o fator de transformacéao de
crescimento beta (TGF-B) (Ginderachter at al., 2006) e a producao de fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), a qual ativa angiogénese e
tumorigénese (Mytar et al., 1999). Células que assumem este fendtipo
promovem angiogénese, remodelacdo e reparo de tecidos, regulacdo da
imunidade, resisténcia a parasitas e promocao tumoral (Mantovani, 2009;
Mantovani et al., 2015).
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Figura 2: Indutores e propriedades funcionais de diferentes populacoes
de macrofagos polarizados. Macréfagos expostos ao INF-gama e LPS
polarizam a um fenétipo M1 enquando macrofagos expostos a IL-4, IL-13 e IL-
10 polarizam a M2 com fun¢des imunomoduladoras e pro-tumorais. Legendas:
IFN-y (interferon gama), iINOS (6xido nitrico sintase induzida), LPS
(Lipopolissacarideo), MR (Receptor de manose), RNI (Intermediario reativo de
nitrogénio), ROI (Intermediario reativo de oxigénio). Adaptado de Mantovani et
al, TRENDS in Imumunology Vol 25 n?12, December 2014.

Oxido nitrico sintase induzida

Duas vias bem s&o bem estabelecidas do metabolismo da L-arginina

em processos inflamatérios cronicos, como é o caso do cancer, elas sao a

conversao de L-arginina a NO e citrulina pela NOS (6xido nitrico sintase) ou

pela acdo da arginase onde a mesma € convertida em uréia e ornitina
(Satriano, 2004).

O NO é um importante fator produzido por microglia e macréfagos

ativados. E um potente mensageiro biolégico de vida curta que apresenta
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diversas fungdes bioldgicas, incluindo homeostasia vascular,
neurotransmissao, a¢cao microbicida, atividade antitumoral e citotoxicidade.

Em relacdo ao NO que é produzido a partir de L-arginina, enzimas
distintas estdo envolvidas na sua formacdo em diferentes tipos de células,
sendo que todas elas utilizam NADPH como cofator. A NOS-| é primariamente
encontrada em células neuronais centrais e periféricas, é constitutiva e Ca*?-
calmodulina-dependente (Satriano, 2004). A NOS-Il ou INOS é induzida em
macrofagos e outras células pelas endotoxinas. Ela é Ca*2-independente e
requer, além de NADPH, a tetrahidrobiopterina. Esta isoforma induzivel da
NOS (iNOS) é encontrada também em hepatdcitos, células do musculo liso
vascular e endotelial em resposta a endotoxinas, citocinas e outros fatores pro-
inflamatorios. Uma terceira isoenzima, a oxido nitrico sintase — 11l (NOS-IIl ou
eNOS) tem sido descrita como similar a NOS-I. Anticorpos contra NOS-III
mostraram que esta expressao € relativamente especifica das células
endoteliais (Satriano, 2004).

As elevadas concentragbes de NO, resultantes da inducdo da iNOS
durante a inflamacéao cronica podem ter um papel ativo no estabelecimento do
cancer (Lind et al., 2004). E ja foi demonstrado que a INOS e eNOS sao

expressas em tecidos de cancer de mama invasivo (Loibl et al., 2002).

Arginase

A arginase € uma metaloenzima que catalisa o ultimo passo do ciclo da
ureia, envolvido na eliminacdo da amoénia. Nos mamiferos existem duas
isoformas da arginase: | e Il que sédo codificadas por genes diferentes, estao
localizadas em compartimentos distintos da célula e também tém distribui¢cdes
teciduais desiguais (Ginderachter, 2006; da Silvia et al., 2008). A arginase |,
presente no citosol, € muito expressa no figado e sua principal funcao € a
desintoxicacdo. A arginase Il € uma enzima mitocondrial, expressa em niveis
menores no rim, cérebro, intestino delgado e glandula mamaria, com pouca ou
nenhuma expressao no figado (Grody, et al., 1987).

A arginase utiliza o substrato L-arginina para a producao de L-ornitina e
uréia, dependente de Mn2* favorecendo a proliferagdo celular e sintese de
colageno. Altos niveis desta enzima podem promover o crescimento tumoral

sob diversos aspectos: aumentando producgao de L-ornitina levando a aumento
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da proliferacao das células cancerigenas e supressao da atividade antitumoral
da células T (Ginderachter, 2006).

Macrofagos associados ao tumor (TAMS)

As células do sistema imune inato e adaptativo, incluindo macréfagos,
neutrofilos, mastocitos e linfécitos estdo presentes na maioria dos tumores
sélidos. Estas células mediadoras das respostas inflamatérias sdo necessarias
tanto para a progressdo do tumor quanto para a eliminagdo deste (Maniati et
al., 2010). Desta maneira, tumores sao estruturas complexas formadas por
diversos tipos celulares que podem contribuir de maneira diferente para a
tumorigénese dependendo do estimulo empregado, esta combinacdo de
células compde o mcroambiente tumoral.

Tumores apresetam diversas caracteristicaas que permitem sua
progressao e proliferacdo descontrolada, porém eles também necessitam de
um microambiente adequado para sua manutencdo e progressao. Nesse
sentido, células tumorais atuam de maneira a promover o recrutamento das
células do sistema imune com posterior condicionamento para que o
microambiente tumoral promova um ambiente favoravel a seu crescimento
(Zou et al., 2010).

Os Macrofagos sdao a populacdo de leucocitos mais abundantes nos
tumores solidos, porém seu papel na biologia de gliomas e os mecanismos que

controlam a respota destas células na resposta imune contra os tumores
permanecem intrigantes e contraditorios. A respeito de seu potencial citotdxico,
estas células podem infiltrar significativamente na massa tumoral e parecem
favorecer o crescimento do tumor e ndo a sua erradicacéo (Badie et al., 2001)
uma vez que ja foi demonstrado que estdo frequentemente relacionados com
imunossupressao, angiogénese, invasividade, metastase e uma menor

resposta a terapia farmacoldgica. A ativacao controlada do sistema imune
dentro do tumor pode fornecer uma arma adicional de defesa contra os
tumores cerebrais (Ostuni et al., 2015; Mantovani et al, 2015; Zhai et al., 2011).

Macréfagos associados ao tumor tornam-se hiporesponsivos (Hussain et

al.,, 2006) Apdés a migracdo dessas células mononucleares para os sitios

neoplasicos, ocorrem mudangas nas suas propriedades tanto fenotipicas
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quanto genotipicas (Shurin et al., 2009). Ap6s o recrutamento das células do
sistema imune para o sitio tumoral, elas sdo estimuladas a adquirir um fenétipo
de ativagao M2 levando a imunossupressao (Komohara et al., 2008) através de
inibicdo da producao de citocinas pré-inflamatérias como a interleucina-1 beta
(IL-1B) e o TNF-a (Zhang et al., 2011) e o aumento de citocinas
imunossupressoras como o TGF-B1 e interleucina 10 (IL-10) tanto por células
de glioma como por macréfagos que contribuem no microambiente tumoral
com a atividade e manutencdo de células imunossupressoras T regulatérias
(Tregs) (Kiefer et al., 1994). Além disto, os macrofagos podem secretar certas
substancias que sao capazes de estimular o crescimento neoplasico, como
fator de crescimento epidermal (EGF), VEGF e fatores pré-invasivos como
metalopeptidase de matriz 9 (MMP-9) (Klimp et al., 2002; Shurin et al., 2009).
Tais processos sao importantes para sustentar o crescimento tumoral, invasao
€ neoangiogénese.
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Figura 3: Representacdo esquematica de células e mediadores que
influenciam a funcdo dos TAMs. No lado esquerdo, as células pertencentes a
rede imunoldgica, bem como células de tumor e fibroblastos associados a
tumores, todos podem influenciar o condicionamento funcional de TAM através

da producdo de mediadores soluveis especificas que conduzem os TAMs a
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polarizagdo em promotores de tumor. No lado direito estdo listadas as
principais fungdées protumor de TAM. Por exemplo, através da producdo de
factores de sobrevivéncia (IL-6 e MFG-E8) TAM protegem o tumor do efeito
toxico da quimioterapia ou estimula diretamente a proliferacdo das células do
tumor através do factor de crescimento epidérmico (EGF). Produgédo de o6xido
nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS) induzem instabilidade
genética. TAM favorecem neoangiogénese através da secrecao de VEGF e
suprimimem respostas imunes porque expressam moléculas inibidoras (PD-L1)
e produzir citocinas/mediadores imunossupressores (IL-10 e arginase). No
retdngulo verde, fatores de transcricdo que orquestram a funcdo TAM sao
realgcados. Adaptado de Mantovani et al, The Journal of Experimental Medicine
Vol 212 n%4, April 2015.

Sistema purinérgico

O adenosina 5’- trifosfato (ATP) é um nucleotide trifosfatado que, entre
suas principais funcdes, esta a de fornecer energia para as células dos
organismos vivos (Jordan e Oster, 1948). Por décadas acreditou-se que esta
fosse a unica funcdo do ATP (Burnstock, 2009). A histéria do sistema
purinérgico inicia em 1929, quando Drury e Szent-Gyorgi descrevem as
potentes a¢des das purinas no coragao e em vasos sanguineos de caes (Drury
e Szent-Gyorgyi, 1929). Atualmente, sabemos que o0s nucleotideos também
atuam como moléculas sinalizadoras do sistema purinérgico e estdo envolvidas
na regulacao de varios processos fisiopatoldgicos no meio extracelular.

A sinalizagao purinérgica caracteriza-se pela atividade de purinas
extracelulares (ATP, ADP e adenosina) e pirimidinas (UTP e UDP) como
moléculas sinalizadoras. E uma rota de comunicacdo entre células e esta
envolvida em muitos mecanismos, incluindo eventos de curta e longa duragao,
como respostas imunes, inflamacao, dor, agregacao plaquetaria, proliferacéo e
morte celular (Agteresch et al., 1999). Estas moléculas exercem seus efeitos
por meio da interagcdo com receptores de membrana especificos, denominados
receptores purinérgicos ou purinoreceptores (Burnstock, 2009).

S&o varios os mecanismos propostos para explicar a liberagdo dos

nucleotideos de adenina para o meio extracelular. O ATP pode atravessar a
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membrana quando a mesma esta danificada, pode passar a membrana celular
através de transportadores ou canais, como conexinas e hemicanais ou ser
liberado por exocitose de vesiculas sinapticas a partir de neurdnios ou de
astrocitos ou em granulos intracelulares (células ndo neuronais), ambos
mediados por um mecanismo Ca2*-dependente (Franke & llles 2006).

Além disto, um importante fator que modula a resposta mediada por
nucleotideos via ativagdo dos seus respectivos receptores € o metabolismo
extracelular dos mesmos pelas ectonucleotidases. As ectonucleotidases
compreendem um grupo de enzimas que estao envolvidas na degradacao de
nucleotideos e na formacao de nucleosideos, possuindo, portanto, um papel

chave na regulacao da sinalizagao purinérgica (Robson et al., 2006).

Receptores purinérgicos

Apos a liberagdo do nucleotideo e/ou nucleosideo para o meio
extracelular, o mesmo ira interagir com seu respectivo receptor permitindo a
continuacgao da cascata de sinalizacao purinérgica. Os receptores purinérgicos
sdo divididos em dois grandes grupos, os receptores P1, que possuem como
principal agonista endégeno a adenosina, € os receptores P2, sensiveis a
nucleosideos di- e trifosfato, como o ATP, ADP, UTP e UDP.

Os receptores do tipo P1, também chamados de receptores para
adenosina, sao divididos em quatro subtipos, A1, A2A, A2B e A3, e todos sao
acoplados a proteina G, porém, diferem na sua afinidade pela adenosina
(Fredholm, et al., 2011). Os receptores A1 e A2A apresentam alta afinidade
pela adenosina, enquanto que os receptores A2B e A3 sao de baixa afinidade
(Ribeiro et al., 2003). Os receptores A1 e A3 estao acoplados a proteina Gi ou
Go, e sua ativagado leva a um decréscimo dos niveis intracelulares de AMP
ciclico (AMPc), enquanto que os receptores A2A e A2B sao acoplados a
proteina Gs, 0 que resulta em aumento dos niveis intracelulares de AMPc
(Ribeiro et al., 2002).

Os receptores P1 encontram-se amplamente distribuidos nas células,
sendo expressos no coragdo, pulméo, figado, testiculos, musculo, medula

espinhal, baco, intestino e cérebro (Burnstock, 2007). No sistema imune, estes
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receptores estdo presentes na maioria das células e medeiam os efeitos
imunossupressores e anti-inflamatorios da adenosina (Di virgilio, 2007).

Ja os receptores P2 dividem-se em duas categorias, P2X e P2Y. Os
receptores P2Y sdao metabotropicos acoplados a proteina G e os P2X sao
receptores ionotropicos (Burnstock e Kennedy, 1985).

Os receptores P2X sao divididos em sete subtipos (P2X1-7) que
respondem ao ATP, enquanto que os receptores P2Y sao subdivididos em oito
subtipos (P2Y1, 2, 4, 6, 11-14) € podem ser ativados por ATP, ADP, UTP e UDP
sendo sensiveis também a nucleotideos de acgucares, como UDP-glicose e
UDP-galactose (Di virgilio et al., 2002).

Os receptores P2X estdo distribuidos em varias células do organismo
como plaquetas, neurdnios e células musculares (La sala et al., 2003). Dentre
os diferentes subtipos de receptores P2X, destaca-se o P2X7, presente em
mastaocitos, linfocitos, macréfagos e células de Langerhans (Burnstock, 2007).

Os receptores P2Y foram encontrados em uma grande variedade de
orgaos e tecidos: epitélio das vias aéreas, diferentes regides do rim, no
pancreas, glandula adrenal, coracao, endotélio vascular, pele, musculo e varios
componentes do sistema nervoso, como coértex, hipocampo e cerebelo
(Burnstock, 2006).

Tabela 1: Classificagdo de receptores purinérgicos (Adaptado de Ralevic e
Burnstock,1998).

- Receptores P1 Receptores P2

Ligante Adenosina ATP, ADP, UTP, UDP

Tipo Acoplado a proteina G Canal idbnico Acoplado a proteina G
Subgrupo - P2X P2Y

Subtipo A, AL A eA; P2X 1 - P2Y,, P2Y,, P2Y . PY2.,

PY2,,, PY2,,, PY2,,

Ectonucleotidases

Um fator importante que modula a resposta mediada por nucleotideos é

o metabolismo extracelular dos mesmos, catalisado pelas ectonucleotidases.
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Estas enzimas sao responsaveis pela quantidade de nucleotideos e dos seus
respectivos nucleosideos presentes no meio extracelular e, portanto, controlam
sua ligacao com o receptor e seus efeitos. Essta familia de enzimas incluem as
ecto-nucleosideo trifosfo-difosfohidrolase (E-NTPDases), as quais catalisam a
degradacdo sequencial de ATP para ADP e AMP; as ecto-pirofosfato-
fosfodiesterases- (E-NPP), que catalisam a hidrolise de ADP para AMP e de
AMP para adenosina; as fosfatases alcalinas (ALP), que catalisam a
degradacao de ATP em ADP, ADP para AMP e de AMP para adenosina e por
ultimo a ecto-5'-nucleotidase (CD73), que catalisa a hidrolise de AMP para
adenosina (Zimmermann, 2001).

As E-NTPDases constituem uma classe de enzimas associadas a
membrana e hidrolisam nucleosideos extracelulares tri e difosfatos na presenca
de ions CaZ* ou Mg?* (Zimmermann et al.,, 1998). At¢é o momento, em
vertebrados foram clonados e caracterizados oito membros denominados
NTPDase1 a 8 (Robson et al., 2006). Estas enzimas possuem cinco regides
conservadas caracteristicas de apirase e um ou dois dominios transmembrana
(Zimmermann, 2001).

Os subtipos individuais das NTPDases realizam uma variedade de
tarefas na célula e exibem diferentes localizagdes e especificidades: algumas
residem na membrana plasmatica, outras no complexo de Golgi, lisossomos,
ou reticulo endoplasmatico. Além disso, apresentam preferéncias para
substratos distintas (Zimmermann, 2001).

A NTPDase1 (CD39) hidrolisa igualmente bem ATP e ADP (1:1),
enquanto que a NTPDase2 hidrolisa preferencialmente o ATP (30:1). As
NTPDase3 e 8, apresentam preferéncia maior pelo substrato ATP em relacao
ao ADP (3:1 e 2:1, respectivamente) (Robson et al., 2006).

Quatro das NTPDases estdo localizadas na superficie da célula com
sitio catalitico voltado para o meio extracelular, sendo estas as NTPDases1,2,3
e 8, ja as NTPDases5 e 6 apresentam localizagao intracelular, a primeira no
reticulo endoplasmatico e a segunda o complexo de Golgi e tem preferéncias
por nucleosideos difosfatados. As NTPDases 4 e 7 sao enzimas intracelulares
com sitios ativos voltados para o lumen de organelas citoplasmaticas, porém a
NTPDases4 esta localizada no complexo de golgi e prefere UTP como

substrato enquanto que a NTPDases7 prefere nucleosideos trifosfatados e esta
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localizada em vesiculas extracelulares (Zimmermann, 2001; Robson et al.,
2006; Lavoie et al., 2004).

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

A ecto-5-nucleotidase (CD73) em associagdo a NTPDase, completa a
hidrolise dos nucleotideos, com a hidrolise do AMP até a producdo de
adenosina (Zimmermann, 1992). A ecto-5-nucleotidase € uma glicoproteina
ancorada a membrana plasmatica por um residuo de glicosilfosfatidil inositol
(GPI), e ocorre essencialmente em todos os tecidos. Além da funcéo catalitica,
esta enzima esta envolvida em interagbes célula-célula e célula-matriz

(Zimmermann et al., 1998).
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Figura 3: Componentes da sinalizacao purinérgica (A); ATP liberado
extracelularmente (B); Receptor do tipo P2X (C); Receptor do tipo P2Y (D) E-
NTPDase (ou CD39); (E) 5'nuclectidase (ou CD73); (F) Adenosina formada a
partir do ATP via CD39 e CD73; (G) receptor do tipo P1; (H) ADA. Adaptada de

Junger et al., 2011.



32

Sistema purinérgico e arespostaimune

O ATP, o ADP e a adenosina tem grande importancia na modulagao da
resposta imune (Burnstock, 2009). Em condi¢ées normais, o ATP encontra-se
praticamente todo no citoplasma celular (3-10 mM), enquanto que no
compartimento extracelular os niveis sdo mantidos baixos (1-10 nM) (Di Virgilio,
2005). As concentracbes extracelulares de ATP, bem como a de outros
nucleotideos, podem ser aumentadas em resposta a diferentes estimulos ou
condicoes, tais como lise celular, hipoxia e inflamagédo (Lazaroswski et al,
1997). O ATP quando em altas concentracdes no meio extracelular pode ser
interpretado como indicador de dano tecidual e entdo desencadear uma
resposta inflamatoria caracterizada por secrecdo de citocinas como IFN-y
(interferon gama), IL-12 e TNF (Langston at al, 2003).

Estudos indicam que células de glioma seriam responsaveis pela
secrecado de ATP no ambiente tumoral, que através da ligacdo no seu receptor
P2X7 levaria a producdao de quimiocinas como a proteina inflamatoéria de
macrofagos -1a (MIP-1a) e a proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1) e
posterior recrutamento de macrofagos e microglia para o sitio tumoral
(Jantaratnotai et al., 2009). A adenosina, a qual pode ser liberada como tal ou
ser formada a partir da hidrélise do ATP, exerce no geral agées contrarias as
do ATP extracelular (Bours et al., 2006). As concentracdes de adenosina em
situagcdes homeostaticas variam entre 10 a 200 nM, enquanto que em
situacdes de estresse seus niveis podem aumentar para 10 a 100 puM
(Fredholm, 2007). O aumento da concentragdo extracelular de adenosina
ocorre em situagdes de isquemia, hipoxia ou trauma (Haskoé et al., 2004). A
adenosina age mediando uma resposta imunossupressora para proteger os
tecidos adjacentes a inflamacédo dos ataques promovidos pelas células de
defesa (Sitkovsky et al., 2005). Em macréfagos, a adenosina provoca a
diminui¢do da producado de IL-12, uma potente citocina pré-inflamatoéria, e de
IFN-y, molécula central na ativacdo de macrofagos, além de estimular a
producao de IL-10 (Haské et al., 1998).

Mondcitos e macréfagos possuem em sua superficie receptores P2X e

P2Y, cujas expressdes variam de acordo com o estagio de maturacao celular e
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com o estimulo presente no ambiente. Quando os macrofagos sofrem acao do
IFN-y, lipopolissacarideo (LPS) ou TNF-a ocorre um aumento na expressao de
receptores P2X7 que estimula a adesao celular ao endotélio vascular, etapa
importante para a diapedese e para a produgcdo de quimiocinas para
monacitos. Além disto, o ATP extracelular em concentragdes micromolares ao
se ligar no receptor P2X7 &€ um importante estimulo para a produgdo de
citocinas como IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-18 e TNF-a. Porém, a ac&do de citocinas
Th2 como IL-4, IL-10 diminui a expressao de receptores P2X7 em macréfagos
(Humphreys et al., 1996).
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Abstract

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common primary malignant brain tumor
and the current therapeutic strategies have shown limited efficacy because TMZ collides
with the resistance developed by these tumors. Macrophages are a significant portion of
the cells present in malignant glioma and they are also part of a microenvironment that
promotes tumor progression through critical roles in angiogenesis, immunosuppression,
and gliomagenesis. Purinergic signaling constitute a key element for formation,
maintenance and increased malignancy of several solid tumors. The
relation among inflammation, innate immunity and cancer is accepted; however, many
of the molecular and cellular mechanisms mediating this relation remain unresolved.
The objective of this study was evaluate the macrophage polarization, oxidative stress
parameters, activity of ectonucleotidases and ATP cytotoxicity in macrophages exposed
to glioma-conditioned medium (CM) or co-culture direct (CC) with glioma
temozolomide sensitive or resistant cells. The treatment of macrophages with glioma
CM and CC induced M2-like macrophage polarization and GL261 TMZ-resistant cells
seems to be more effective in induce an immunosuppressive environment when
compared to GL261 TMZ-sensitive cells. Macrophage exposition to CM or co-cultured
with GL261TMZ cells promoted a significant increase of antioxidant activity of SOD,
catalase and GPx. Finally, macrophage glioma crosstalk promoted a decrease of
ATPase, ADPase and AMPase hydrolysis which was followed by increased sensibility
to ATP induced death. The results suggest a differential modulation of macrophage by
glioma sensitive or TMZ-resistant cells, which may be important to develop new
strategies to overcome chemoresistance.

Key words: gliomas, macrophage, microenvironment, chemoresistance purinergic

system.
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Introduction

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common and devastating form of primary
brain tumor, characterized by a high grade proliferation and invasion [1]. The current
standard therapy for GBM includes surgery followed by radiotherapy and/or
chemotherapy with the alkylating agent temozolomide (TMZ) [2-3]. However, these
therapeutic strategies have shown limited efficacy and success of treatment as these
tumors quickly develop chemoresistance to TMZ. Thus, currently the therapy is just
palliative, which make necessary the characterization of novel biological targets or
signaling pathways that may interfere in tumor progression, providing a better prognosis
for patients [4].

The cancer and inflammation relationship has been the focus of many investigations.
Tumor microenvironment plays a critical role in glioblastoma invasion and progression
[5-8]. An inflammatory infiltrate consisting of macrophages is positively correlated with
malignancy and poor prognosis for patients with glioma [9-11]. However, the role of
immune cells in glioma progression remains controversial. The antitumor functions of
inflammatory cells associated to gliomas are committed and macrophages present in the
tumor environment would be encouraged to acquire an M2-like activation phenotype,
leading to immunosuppression [12-13]. Furthermore, it has been proposed that, to
promote tumor growth, macrophages increase secretion of growth factors, cytokines and
angiogenic factors. Besides all those interactions that are already well established, there
is still a great interest in elucidate the macrophage-glioma cell [14].

In this context, studies have suggested that tumor microenvironment induces
inflammatory changes by modulating the purinergic signaling, which in turn promotes
GBM growth [15-17]. Purinergic signaling has immunological consequences in cancer

patients, ATP acts as a signaling molecule of damage triggering immune/inflammatory
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responses [18]. Studies have shown that ATP accumulates in the periphery of tumors in
vivo and controls the inflammatory response which may be important for the
recruitment of macrophages to tumor sites, leading to tumor progression [19]. ATP
conversion to adenosine by the action of ectonucleotidases creates an
immunosuppressive microenvironment, which protect the tumors from immune attack
[20].

Considering the role of inflammatory environment in GBM progression and the
importance of purinergic signaling in modulating macrophage, it is necessary to
elucidate the mechanisms involved in GBM-macrophage crosstalk and its impact on
tumor progression and chemoresistance. A better understanding of immune-tumor cell
interaction may enable the development of efficient immunotherapies against GBM.
Therefore, the objective of this study was to evaluate whether the GBM sensitive or
TMZ-resistant cells modulate the polarization, oxidative stress and purinergic system in

macrophage cultures.

Materials and methods

Cell culture procedures. GL261 murine GBM cell line (isogenic to C57BL/6 mice)
was grown and maintained in Dulbeccos modified Eagles medium (DMEM; Gibco)
containing 0.1% fungizone and 100 U/L penicillin/streptomycin and supplemented with
10% (v/v) fetal bovine serum (FBS; Gibco). Cells were kept at 37°C in a humidified

atmosphere with 5% CO..

Establishment of TMZ resistance in GL261 glioma cell line. Stock solutions of
temozolomide (TMZ; Sigma-Aldrich Co) were prepared in dimethylsulphoxide

(DMSO) at concentration of 25 mM and diluted in the cell culture medium to obtain



38
2.5-2.560 uM final concentrations. GL261 TMZ-resistant cells were generated by
exposing glioma cells to increasing TMZ concentrations diluted in DMEM/FBS-free
medium. Following 24 h of TMZ treatment, the cells were allowed to recover for
approximately 5-7 days and a new exposition was done. The TMZ resistance was
acquire after 6 months of cell exposition and the resistant clones were isolated as
previously described [21]. Acquired TMZ resistance was confirmed by MTT assay and
cells not exposed to TMZ were included for parallel analysis, as described below.
GL261 TMZ-resistant cells (GL261TMZ) were maintained in low TMZ concentration

(160 uM).

Production of GL261 and GL261TMZ glioma conditioned medium (CM). To
prepare the glioma conditioned medium (GL261-CM; GL261TMZ-CM), cells were
seeded at a density of 3x10° cells in 75 cm? culture flasks. Once the subconfluence
stage, the cell medium was replaced by fresh DMEM/10% FBS, and the cells were
cultured for 24 h. The CM was collected, centrifuged (1,000 g — 10 min) and stored at -

80°C until use.

Primary macrophage culture and exposition to glioma-CM or co-culture with
glioma cells. Peritoneal macrophages from mouse male C57BL/6 (6-8 weeks) were
collected by lavage of the peritoneal cavity with DMEM/FBS-free medium as
previously described [22]. Cells were centrifuged and suspended in DMEM/FBS-free
medium, and the obtained cells were seeded in 6, 48 or 96 multi-well plates at densities
of 1x10°, 3x10° and 1x10° cells/well, respectively. Macrophages were allowed to attach
for 30 min and they were exposed to conditioned medium (CM-GL261 or CM-
GL261TMZ) or directly co-cultured with GL261 or GL261TMZ. For co-culture

purpose, 5 x 104, 1 x 10* or 5 x 10 GL261 or GL261TMZ glioma cells/well were
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seeded in 6, 48 or 96 multi-well plates under the macrophage monolayer. The analysis
was performed 24 h following exposition. GL261, GL261TMZ glioma cultures or

macrophages cultured alone under the same conditions were considered controls.

Cell viability assay. For the chemo-sensitivity assay, 5 x 10° cells/well were seeded in
96-well plates. After 24 h, the culture were replaced with fresh media in the absence or
presence of increasing TMZ concentrations(0.1-200 uM). Following 48 or 72 h of
treatment, cell viability was assessed by 3(4,5-dimethyl)-2,5diphenyl tetrazolium
bromide (MTT) assay. This method is based on the ability of viable cells to reduce
MTT and form a blue formazan product. MTT solution was added to the incubation
medium in the wells at a final concentration of 0.5 mg/mL. The cells were left for 90
min. The medium was then removed and plates were shaken with DMSO. The optical

density of each well was measured at 492 nm. Results were expressed as absorbance.

Nitrite content and arginase activity determination. The amount of NO formed was
estimated by measuring nitrite levels in the culture medium by Greiss reaction [24].
Briefly, 100 uL of culture supernatant was mixed with 100 uL sulfanilamide in 5%
phosphoric acid, followed by a incubation of 10 min at room temperature. Then, 100 uL
n-1 I-napthylethylenediamine (NED) 0.1% was added to the samples and incubated in
the dark for 10 min to complete the reaction. The absorbance was determined in a
spectrophotometer at 540 nm. The amount of nitrite in the supernatant was determined
using a sodium nitrate standard curve. Results were expressed as umol of NO per mg of
protein. Arginase activity in the cell lysates was measured based on the conversion of L-
arginine to L-ornithine and urea [23]. Cell cultures were first lysed using 100 uL of
0.1% Triton. Then, 50 uL of Tris-HCI (50 mM; pH 7.5) and 10 uL of MnCl, (10 mM)

were added. Arginase was activated by heating (56°C-7 min). The enzyme reaction was
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started by adding 200 pL of 0.5 M arginine (pH 9.7; 37°C; 120 min) and it was stopped
by adding 1.6 mL of a mixture containing H2SO4 (96%), H3sPO4 (85%), and H20 (1/3/7,
v/viv). Finally, 80 uL of 6% a-isonitropropiophenone was added and the samples were
incubated for 30 min at 95°C followed by an additional incubation of 30 min at 4°C.
Urea concentration was determined in spectrophotometer at 540 nm. The values were
determined using a urea standard curve. Results were expressed as mg of urea per min

per mg of protein.

Cytokine release determination. TNF-a and IL-10 were determined in the supernatant
of cell cultures by ELISA, following the manufacturer's recommendations (R & D
Systems). Mouse recombinant TNF-a or IL-10 was used as a standard. Results were

expressed as pg of cytokine per mL.

Oxidative stress analysis

Total thiol content assay. Total thiol content was determined using the DTNB (5,5'-
dithiobis-2-nitrobenzoic acid) method as described by Aksenov and Markesbery with
some modifications [29]. The reaction was based on the reduction of DTNB by thiols
resulting in a yellow derivative (TNB) whose absorption is read in 412 nm. The results

were expressed in nmol TNB / mg protein.

Glutathione peroxidase (GPx) assay. GPx activity was assayed in using the
RANSOD kit of Randox. The results were expressed as units of activity of the GPx/mg

of protein.

Superoxide dismutase (SOD) assay. SOD activity was measured by method according

to Misra & Fridovich [28]. This method is based on the inhibition of superoxide
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dependent adrenaline auto-oxidation in a spectrophotometer adjusted at 480 nm. The

specific activity of SOD was reported as units per mg of protein.

Catalase (CAT) assay. CAT activity was assayed according to Aebi [27] based on the
decomposition of H202 monitored at 240 nm at ambient temperature. One CAT unit is
defined as one pumol of hydrogen peroxide consumed per minute and the specific

activity is reported as units/mg protein.

Ectonucleotidase activity determination. The ATPase, ADPase, and AMPase
activities were determined in 48 multiwell plates. The enzymatic reaction was started
with the addition of 200 uL of incubation medium containing 2 mM CacCl; (for ATPase
and ADPase assays) or 2 mM MgCl> (for AMPase assay), 120 mM NaCl, 5 mM KClI,
10 mM glucose, 20 mM HEPES (pH 7.4), and 2 mM ATP, ADP or AMP as substrates.
Incubation proceeded for 10 min at 37°C. The reaction was stopped with 150 pL of 10%
trichloroacetic acid (TCA). The released inorganic phosphate (Pi) was assayed by the
method described using malachite green as colorimetric reagent and KH2POs as
standard [25]. Protein was measured by the Coomassie blue method according to
Bradford [26] using serum albumin as standard. Activity was reported as pumol Pi

/min/mg of protein.

Treatment with ATP and determination of cell viability by Sulfarodamine B assay.
To determine cell proliferation, 120 minutes after the cultures are made (finished), it has
beem made a treatment with ATP (1 mM and 0,1mM), after 24 hours the cells were
washed and added trichloroacetic acid 50% for 45 min in the fridge for cell fixation .
After this period the acid was removed, and 5 washes were carried out with distilled

water to full removal of the reagent, subsequently it was added to this solution B
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sulfarodamina 0.4% acetic acid followed by a 30 minute incubation to stain proteins in
solution, it was removed and washings were made 5 of the wells with 1% acetic acid for
complete removal of uncomplexed dye with proteins. Finally, the plates were
solubilized with Tris solution at 10 mM and then read in a spectrophotometer at a

wavelength of 530 nm.

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). Differences between mean values were considered significant when P

<0.05.

Results

Characterization of GL261 TMZ resistance acquisition. The induction of GL261
chemoresistance was performed by exposing glioma cells to TMZ (2.5 uM — 2.56 mM)
through a period of 6 months as presented in Figure 1. . The acquisition of TMZ
resistance was determined by exposing GL261 and GL261 submitted to
chemoresistance protocol (GL261-TMZ) to increasing TMZ concentrations (0.1, 1, 10,
100 and 200 uM). Following 48 h and 72 h. Control cultures were exposed to equivalent
DMSO concentration (control vehicle). As expected, TMZ (100 and 200 uM) and TMZ
(1 to 200 uM) reduced the GL261 cell viability in around 25% following 48 h and 72 h
of treatment, respectively (Fig. 2A and 2B). In contrast, TMZ did not induce GL261-
TMZ citotoxicity in any of time or chemotherapeutic tested concentrations (Fig. 2A and
2B). These results indicate that the protocol was efficient to induce a chemoresistance
phenotype in GL261 glioma cells. Notably, GL261-TMZ was insensible to TMZ

toxicity when compared to GL261 control cells (Fig. 2A and 2B).
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Glioma-conditioned medium or co-culture with GL261 or GL261-TMZ differentially
modulate macrophage polarization. Macrophage classically/M1 activation is
characterized biochemically by high capacity to present antigens, production of
proinflammatory cytokines, as TNF-a, and high production of toxic intermediates such
as nitric oxide (NO) and reactive oxygen species [31-32]. In opposite, macrophage
alternative/M2 polarization is characterized by increased arginase activity, production of
anti-inflammatory maolecules, as IL-10 (interleukin 10) and VEGF (vascular
endothelial growth factor) [33]. Cells that take this phenotype promote angiogenesis,
remodeling and tissue repair, immunity regulation and tumor promotion [34]. Therefore,
we evaluated whether glioma cell sensitive or TMZ-resistant may modulate macrophage
polarization. In order to mimics the tumor microenvironment, macrophage cultures were
exposed to conditioned medium of GL261 (GLCM) or GL261-TMZ (GLTMZCM) or,
alternatively, macrophages were co-cultured directly with these cells (GLCC;
GLTMZCC). Following 24 h of exposition, macrophage phenotype was determined as
described in material and methods. Macrophages cultivated in DMEM/10% FBS were
considered control (Fig. 3). We observed that the exposition of macrophages to GL261-
CM promoted a significant increase of nitric oxide concentration (240%), TNF-o and
IL-10 release (170% and 950%, respectively) while arginase activity was not changed
when compared to control macrophages (Fig. 3).

In opposite, macrophages exposed to GL261TMZ-CM exhibited a decreased production
of nitric oxide (88%), an increased arginase activity (71%) and IL-10 release (1,400%)
when compared to control macrophages or macrophages exposed to GLCM. No
difference in TNF-a release was observed when compared to control macrophages;
however, it was decreased in 20% when compared to macrophages GLCM-treated cells

(Fig. 3C).
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Interestingly, macrophages subjected to co-culture conditions showed different
responses when compared to cells treated with glioma CM. No difference in nitrite
production, arginase activity and TNF-a release was observed in GLCC group (Fig. 3A,
B and C). However, IL-10 release was increased in 1,180% when compared to control
macrophages (Fig. 3D). In contrast, co-culture of macrophages with GL261TMZ
(GLTMZCC group) exhibited a significant decrease of arginase activity and TNF-o
release (44% and 66%, respectively) and increased IL-10 production (1,115%) when
compared to control macrophages (Fig. 3BC and D). Additionally, GL261 and
GL261TMZ showed different profiles of nitric oxide production, GL261TMZ have
significant increase of 93% in nitric oxide production when compared to the cell line
resistant to TMZ (GL261TMZ) (Fig. 3A). Arginase activity and cytokine release were
not significantly different in GL261 sensitive or resistant to TMZ (Fig. 3). Taken
together, this results suggest that glioma modulates the macrophage through a M2-like
polarization and that GL261 TMZ-resistant cells seems to be more effective in induce

an immunosuppressive environment when compared to GL261 TMZ-sensitive cells.

Glioma-conditioned medium or co-culture with GL261 or GL261-TMZ alter oxidative
stress parameters in macrophage cultures. Subsequently, we investigated whether
TMZ-sensitive or resistant glioma cells modulate the activity of antioxidant enzymes
and sulfhydryl content. We observed that macrophages exposed to GL261-CM
exhibited increased sulfhydryl content and GPx activity (140% and 220%, respectively),
while SOD and CAT activities were not changed (Fig. 4) when compared to control
macrophages. Macrophage exposition to GL261TMZ-CM increased significantly the
antioxidant activity of all enzymes, namely SOD, CAT and GPx (205%, 330% and
305%, respectively) and also increased the sulfhydryl content (275%) when compared

to control (Fig. 4). Again, macrophage and glioma co-culture conditions differentially
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modulated the oxidative stress parameters when compared to glioma CM treatments.
When macrophages were co-cultured with GL261 (GLCC group), no changes were
observed in antioxidant enzyme activities and in sulfhydryl content compared to
macrophages (Fig. 4). By other hand, macrophages co-cultured with TMZ-resistant
GL261 (GL261TMZ-CC group) exhibited increased GPx, SOD, CAT activities and
sulfhydryl content (404%, 220% and 250%, respectively) when compared to control
macrophages and to GL261-CC (Fig. 4). Notably, the induction of chemoresistance in
glioma cells were associated to an upregulation of redox system defenses, since the
activity of GPx, SOD and CAT is significantly increased in GL261-TMZ cells (590%,
165% and 190%) when compared to GL261. In addition, macrophages exposed to
GLTMZCM or GLTMZCC also acquire these characteristics, which may promote an
additional survival advantage, since high free radical levels present in tumor

microenvironment may potentially induce cell injury.

Glioma and macrophage crosstalk modulate ectonucleotidase activities and cell
proliferation

An important factor that modulates the response mediated by extracellular nucleotides is
its metabolism catalyzed by ectonucleotidases. These enzymes are responsible for the
control of extracellular nucleotide/nucleoside levels, which control the purinergic
receptor activation and the biological effects induced by these signaling molecules [35].
Extracellular nucleotides are well known components of immune/inflammatory
responses and also are involved in cancer promoting actions [36]. In a general way,
extracellular nucleotide metabolism was decreased in macrophages exposed to CM or
co-cultured with glioma cells (Fig. 5). Specifically, the ATP and ADP hydrolysis were
decreased in 40% and 35%, respectively, when macrophages were exposed to

GL261CM. Similarly, ATP, ADP and AMP hydrolysis were significantly decreased
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(45%, 41% and 50%, respectively) in macrophages co-cultured with GL261 (GL261CC
group). In contrast, GL261TMZ-CM significantly decreased ADP and AMP hydrolysis
in macrophages (43% and 63%, respectively), while co-culture with GL261TMZ
(GL261TMZ-CC) decreased ATP, ADP and AMP hydrolysis (71%, 70% and 93%,
respectively) when compared to control macrophages and to GLCC group. In addition,
GL261 and GL261TMZ showed no significant difference in ectonucleotidase activity,
but both glioma cell lines have reduced the ectonucleotidases activity when compared to
control macrophages (Fig. 5A, 5B and 5C).
These results suggest that the glioma-macrophage crosstalk modulate the purinergic
signaling by decreasing the ectonucleotidase activities which may favor ATP
accumulation in the microenvironment. Based in these results, we investigated the
effects of extracellular ATP in cell proliferation or toxicity. Macrophage cultures were
exposed to CM or co-cultured with glioma cell lines in presence or absence of ATP (0.1
and 1 mM) and the cell proliferation/toxicity was determined by SRB assay following
24 h of treatment. As already reported ATP (1mM) exposition promoted macrophage
cell toxicity (23%) (Fig. 5 and 5B). Interestingly, cytotoxicity induced by ATP was
abolished when macrophages were exposed to CM (GLCM) or co-cultured with glioma
cells (GL261-CC; Fig. 5A). In contrast, the treatment with ATP 1mM in macrophages
exposed to GL261TMZ-CM resulted in cytotoxicity when compared to control
macrophages. Finally, macrophages co-cultured with GLTMZ (GLTMZCC) remained
sensitive to ATP 0.1 and 1.0 mM induced cell death (Fig. 6B). Of note, the sensibility to
ATP cytotoxicity may be related to a decreased ability of macrophages, mainly those
exposed to GLTMZ cells, to hydrolyze the extracellular nucleotides. In contrast, ATP
not promotes significant alterations on GL261 and GL261TMZ cell line growth after 24

h of exposure (Fig. 6A and 6B).
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Discussion
In the present study, considering that in vitro models of resistance to TMZ are a
valuable tool for development of new therapeutic strategies [37], first we developed a
murine glioma cell line resistant to TMZ. Resistance in GL261TMZ was confirmed
because we observed that TMZ treatment decreased the GL261 cell viability, while did
not induce toxicity to GL261TMZ. We further demonstrated that GL261TMZ showed
an decreased NO production compared to GL261 and significant higher antioxidant
activity by upregulating CAT, SOD and GPx, when compared to control macrophages
and GL261.
TMZ induces ROS production in gliomas as a result of DNAdamage [38]. However,
tumor cells resistant to TMZ under conditions of oxidative stress generate substantially
less ROS [21]. One possible explanation may be by increasing antioxidant enzyme
activity that our results show. This upregulation of antioxidant enzymes in glioma cells
can contribute to their resistance to chemotherapeutic agents that links both oxidative
stress and drug resistance, leading to suppressed apoptotic signaling which could
disable TMZ damage [39]. Increased activity of SOD, CAT, GPx, and glutathione
reductase (GR) in resistant glioma cell line it has already been demonstrated [40-41]. In
addition, inducible nitric oxide synthase and nitric oxide (NO) are closely linked to
tumor growth, proliferation, angiogenesis, migration and poor prognosis in humans with
malignant glioma [42-44]. It has been shown that overexpression of iNOS conferred
chemoresistance against chemotherapy in glioma cells [45-46].
The inflammatory process contributes to tumor progression by promoting angiogenesis
and immunosuppression, but the molecular and cellular mechanisms involved in cancer-
related inflammation and chemoresistance remain unknown. Therefore, we investigated
whether glioma cells sensitive or resistant to TMZ impact on important cell pathways

involved in macrophage responses, including cell polarization, oxidative stress
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parameters and purinergic signaling. We observed that the exposure of macrophages to
glioma conditioned medium (GL261-CM) for 24h promoted a significant increase in
concentration of nitric oxide and in the release of TNF-o,, GPx and sulfhydryl content
when compared to control macrophages. Studies have reported that TNF-a potentiated
the production of nitric oxide (NO), by increasing expression of the inducible form of
nitric-oxide synthase (iNOS) in several types of cells, including macrophages and
glioma cells via activation of NF-xB [47-48] which may explain the increase of NO.
The high NO production results in the formation of peroxynitrite via a reaction with
superoxide anion, peroxynitrite is a potent oxidant [49], GPx constitute an efficient
system for peroxynitrite reduction [50] which may contribute to protect macrophage
oxidative stress, promoting an increase in sulfhydryl content. In addition, iINOS and
TNF-a are involved in the inflammatory process and corresponds to a marker M1
phenotype. [51-52]. Previous studies have shown that in vivo macrophages infiltrating
glioma are evident at 5 days after tumor implantation, however, they do not express
detectable levels marker of M2. Arginase increases over time communication [53].
Thus the exposure to glioma CM for 24h may have been insufficient time for M2
polarization.

When macrophages are exposed to conditioned GL261TMZ-CM there is a decreased
production of nitric oxide, significant increase of arginase activity, IL-10 secretion,
SOD, CAT, GPx activities and sulfhydryl content when compared to control
macrophages, marker of M2 that take tumor promotion [32-34]. These alterations may
contribute to glioma immune escape favoring chemoresistance.

ATP, ADP and adenosine play important role in modulation of immune/inflammatory
responses [36]. Therefore, our second aim was to investigate the role of the purinergic
system in the crosstalk between macrophages and glioma cells. Our results showed that

crosstalk with GL261-CM and GL261-CC modulate negatively activity of
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ectonucleotidases decreasing the ATP and ADP hydrolysis. Additionally, GL261TMZ-
CM significantly decreased ADP and AMP hydrolysis in macrophages, while co-culture
with GL261TMZ GL261-CC decreased ATP, ADP and AMP hydrolysis when
compared to control macrophages. We can suggest that the decreased nucleotide
metabolism may promote ATP accumulation a pro-inflammatory molecule and prevents
the increase in adenosine levels an anti-inflammatory molecule. Glioma cells exhibit
low rates of hydrolysis of ATP and ADP in comparison with normal cells [54]. This
ATP acts as favoring the recruitment of macrophages to the tumor site and promotes an
inflammatory response with the production of pro-inflammatory cytokines, promotes
tumor progression and invasion [55-57]. Therefore could act maintaining this
malignancy of tumor, pro-inflammatory microenvironment and infiltrate of

macrophages.
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Legend to Figures

Fig 1 Experimental protocol applied in the present study. GL261 glioma cell line
resistant to temozolomide (TMZ) was developed by exposing cells to increasing TMZ
concentrations through a period of 6 months. The resistance phenotype was maintained
by culturing GL261-TMZ in presence of 160 uM TMZ. To evaluate macrophage-
glioma crosstalk, two experimental conditions were applied: i) macrophage cultures
were exposed to GL261 or GL261 resistant to TMZ conditioned medium (GL-CM and
GLTMZ-CM, respectively) which was previously prepared; or ii) macrophages were co-
cultured with GL261(GLCC) or GL261TMZ (GLTMZCC). The experiments were

performed 24 h following expositions.

Fig 2 Comparative cytotoxicity of TMZ against GL261 and GL261-TMZ glioma cell
lines. Glioma cells were exposed to increasing TMZ concentrations and the cell
viability was determined by MTT following 48 h (A) and 72 h (B) of treatment.
Legends: C (DMSO); TMZ (temozolomide). Values represent the mean + SD from
three independent experiments performed in triplicate. Data were analyzed by ANOVA
followed by post hoc comparisons (Tukey-Kramer test). **, *** Significantly different

from GL261 control cells (p <0,01 and 0,001, respectively).

Fig3 Characterization of macrophage polarization following exposure to glioma
conditioned medium (CM) or co-cultured (CC) with GL261 and GL261TMZ for 24 h.
(A) INOS activity (B) Arginase activity (C) TNF-a and (D) IL-10 release. Values
represent the mean £ SD from three independent experiments performed in triplicate.
Data were analyzed by ANOVA followed by post hoc comparisons (Tukey-Kramer

test). ASignificantly different from macrophage cells, BSignificant difference between
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GL261-CM and GL261-CC, ‘Significant difference between GL261TMZ-CM and

GL261TMZ-CC, PSignificant difference between GL261 and GL261TMZ (p <0.05).

Fig4d Oxidative stress parameters was estimated in lysates macrophage following
exposure to glioma conditioned medium (CM) or co-cultured (CC) with GL261 and
GL261TMZ for 24h. (A) Total thiol content (B) GPx activity (C) SOD activity (D)
CAT activity. Values represent the mean = SD from three independent experiments
performed in triplicate. Data were analyzed by ANOVA followed by post hoc
comparisons (Tukey-Kramer test). “Significantly different from macrophage cells,
BSignificant difference between GL261-CM and GL261-CC, CSignificant difference
between GL261TMZ-CM and GL261TMZ-CC, PSignificant difference between GL261

and GL261TMZ (p <0.05).

Fig5 Analysis of ATP (A), ADP (B) and AMP (C) hydrolysis in cultured macrophages
exposed to glioma conditioned medium (CM) or co-cultured (CC) with GL261 and
GL261TMZ for 24h. Data represent means + SD of at least three independent
experiments performed in triplicate. Data were analyzed by ANOVA followed by post
hoc Tukey- Kramer. ASignificantly different from macrophage cells, BSignificant
difference between GL261-CM and GL261-CC, CSignificant difference between
GL261TMZ-CM and GL261TMZ-CC, PSignificant difference between GL261 and

GL261TMZ (p <0.05).

Fig6 Analysis of cytotoxicity in cultured macrophages exposed to glioma conditioned
medium (CM) or co-cultured (CC) with GL261 (A) and GL261TMZ (B) after treatment
with ATP for 24 h. cytotoxicity was assessed by SRB. Data represent means + SD of at

least three independent experiments performed in triplicate. Data were analyzed by



ANOVA followed by post hoc Tukey- Kramer . # Significantly different from

macrophage cells, B Significant difference between treatment with ATP (p <0.05).
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Figure2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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5. Conclusdes

Sabendo que o TMZ causa um aumento das ERO no meio extracelular
devido ao seu mecanismo de acgao, acreditamos que o aumento encontrado
nas enzimas antioxidantes CAT, SOD e GPx pode estar contribuindo para a
diminuicdo destas espécies, levando a resisténcia a morte celular e diminui¢cao
da sensibilidade ao TMZ favorecendo a quimioresisténcia. Além disso, nossos
achados demonstram que os macréfagos também sdo estimulados pelas
células quimioresistentes a aumentar sua atividade das enzimas antioxidantes
atuando de maneira a favorecer a resisténcia a quimioterapia.

Tomados em conjunto, nossos resultados sugerem que macréfagos sao
estimulados através da comunicagdo com as células de glioma a assumir um
fenodtipo tipo-M2 e que células resistentes ao TMZ parecem ser mais eficazes
em induzir um ambiente imunossupressor quando em comparag¢ao com células
sensiveis favorecendo o escape da vigilancia imunoldgica.

A comunicagao entre macréfagos e glioma leva a alteragdes no sistema
purinérgico e decréscimo na hidrolise do ATP, ADP e AMP. O ATP no meio
extracelular pode estar favorecendo o recrutamento de macréfagos para o sitio
tumoral e a producdao de diversas citocinas pro-inflamatérias, a progressao
tumoral, com aumento da capacidade invasiva e malignidade tumoral. Além
disto, sugerimos que a expressiva diminuicdo da atividade das
ectonucleotidases encontrado quando os macréfagos se comunicam com as
células de glioma resistentes leva a um aumento da sensibilidade a
citotoxicidade induzida pelo ATP.

Nossos resultados sugerem que as alteragbes nas atividades das
enzimas antioxidantes, dos niveis das citocinas pro- e antiinflamatérias, das
enzimas do sistema purinergico e da sensibilidade a citotoxicidade induzida
pelo ATP, podem contribuir para melhor compreender as alteragdes do sistema
imunolégico causadas pela interacdo com as células de glioma sensiveis ou
resistentes ao TMZ. Em conclusao, demonstrou-se que as alteragdes destes
parametros apoiam a ideia de que os gliomas atuam de maneira a educar os
macréfagos a exercer fungds pro-tumorais. Além disto, nossos resultados
podem auxiliar no desenvolvimento de imunoterapias para pacientes com

gliomas.
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Pelotas, 18 de Dezembro de 2012

De: Prof. Dr. Everton Fagonde da Silva
Presidente da Comissdo de Etica em Experimentag¢do Animal (CEEA)
Para: Professora Elizandra Braganhol

Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos

Senhora Professora:

A CEEA analisou o adendo do projeto intitulado: “Estudo do envolvimento dos
Toll-Like Receptors (TLRs) na quimioresisténcia em Gliomas?, processo
n°23110.007092/2012-59, sendo de parecer FAVORAVEL a sua execugdo,
considerando ser o assunto pertinente ¢ a metodologia compativel com os principios
éticos em experimentag@o animal e com os objetivos propostos.

Solicitamos, apos tomar ciéncia do parecer. reenviar o processo a CEEA.

Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao
Departamento de Pesquisa e Iniciagdo Cientifica para posterior registro no COCEPE
(codigo para cadastro n° CEEA 7092).

Sendo o que tinhamos para 0 momento. supscrevemo-nos.

Atenciosamente, ’ Y

Prof. Dr. mir}){ Fagonde da Silva
Presidente da CEEA

Cienteem: 75 / 07 12013

Assinatura da Professora Responsavel:

Clsanctia Shalartol.
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