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Resumo

Os gliomas, tumores do sistema nervoso central (SNC), incluem a maioria dos tumores
cerebrais malignos, e constituem uma importante causa de morte por cancro em todo o
mundo. Deste grupo de tumores faz parte o glioblastoma (GBM), astrocitoma de grau
IV e a forma mais maligna de gliomas, com elevada heterogeneidade celular, grande
capacidade infiltrativa, baixa metastizacdo, reincidéncia local, resisténcia as
terapéuticas e baixa taxa de sobrevivéncia. Os tratamentos disponiveis nao tém
apresentado resultados satisfatorios, por isso é necessario recorrer a metodologias
inovadoras e direcionadas para as singularidades das células de GBM.

O uso de derivados de Cannabis sativa L. tem suscitado um interesse particular devido
aos seus efeitos anti-proliferativos, pro-apoptoéticos e anti-tumorais, particularmente
em células de GBM. Nessas células, os canabinbides atuam através dos recetores do
tipo 1 e 2 (CB1 e CB2, respetivamente), acoplados a proteina G. Os genes dos recetores
dos canabindides sdo regulados pela metilagio das suas regides promotoras. A
adenosina (Ado), a qual se acumula nas regioes de hipoxia encontradas no GBM, pode
regular a metilacdo de diversos genes. O presente trabalho teve como objetivo,
investigar a possibilidade de concentracoes elevadas de Ado puderem modular o efeito
anti-tumoral dos canabinoides e a expressao de recetores destes em GBM. Para tal, o
efeito de um agonista sintético nao seletivo dos recetores CB1 e CB2, o0 Win 55 212-2
(Win), na viabilidade/proliferacao celular e na citotoxicidade em linhas celulares GBM
foi avaliado usando os ensaios de MTT e de libertacdo da desidrogenase do lactato
(LDH), respetivamente. A expressao do recetor CB1, mais comum no sistema nervoso,
foi avaliada por PCR em tempo real (RT-PCR).

Comecou-se por testar qual a concentracdo de Win com melhor efeito anti-proliferativo
em trés linhas de GBM (U373, U87 e SNB19) e em células de astrocitos humanos
normais (HA). As células foram incubadas por 72 h na presenca de Win. Inicialmente,
foi estudada uma gama de concentragoes de Win entre 0,1 uM e 30 uM; a concentracao
de 5 uM foi selecionada para estudos posteriores, pois produziu 60%-90% de inibicao
da proliferacao/viabilidade celular em todas as células estudadas. Noutras experiéncias
as células foram incubadas durante 72h com Win (5 uM), na presenca ou na auséncia
de Ado (30 uM) e na presenca ou na auséncia de um cocktail de antagonistas dos
recetores da adenosina (C.A.). Em algumas experiéncias, a concentracao endogena de
Ado foi aumentada usando um inibidor da cinase da Ado, o ABT-702 (30 uM) (ABT).
Na presenca de C.A., a Ado foi capaz de reduzir a inibicao da proliferacao/viabilidade
celular induzida pelo Win, em células U373, enquanto que o ABT na presenca de C.A.

reduziu a inibicdo da proliferacao/viabilidade celular induzida por Win nas linhas
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U373, U87, SNB19 e em HA. O facto da atenuacado do efeito anti-proliferativo do Win
pela Ado exdgena, nas células U373, e pelo aumento da Ado endogena pelo ABT, em
todos os tipos de células estudadas, nao ser prevenida pelo bloqueio dos recetores da
Ado pelo CA, indica que esta atenuacdo nao é mediada por ativacido dos recetores da
Ado.

No caso dos ensaios de citotoxicidade, o Win (5 uM) produziu um aumento da
libertacdo de LDH em todas as células estudadas, quer na auséncia quer na presenca do
C.A. O ABT (30 uM) na presenca de C.A. reduziu a inibicdo da libertacao de LDH
induzida por Win apenas na linha U87 e em HA.

A expressdao do gene do recetor CB1 dos canabinbides foi avaliada nas trés linhas
celulares de GBM e em HA, tratadas com Ado ou ABT, e observou-se que na linha U87
houve uma reducao na expressao do recetor CB1 na presenca de ABT.

Em conclusao, Win causou uma diminuicdo acentuada na proliferacao/viabilidade
celular e um aumento na morte celular avaliada pela liberacdo de LDH em todas as trés
linhas celulares de GBM e em HA. O efeito anti-proliferativo e citotéxico de Win foi
significativamente atenuado pelo aumento da concentracao de Ado através de um

mecanismo independente de recetor em todas as trés linhas celulares GBM estudadas.
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Abstract

Gliomas, central nervous system tumors, include most malignant brain tumors and
constitute a major cause of cancer related death around the world. This group of
tumors includes glioblastoma (GBM), a grade IV astrocytoma and the most malignant
form of gliomas, with high cellular heterogeneity, great infiltrative capacity, low
metastazation rate, high local recurrence, resistance to therapies and low survival rate.
The available treatments have not shown satisfactory results, thus it is necessary to

seek innovative and targeted methods to deal with GBM cell’s singularities.

Cannabis sativa L. derivatives’ use has raised an interest due to its anti-proliferative,
pro-apoptotic and anti-tumoral effects, especially in GBM cells. In these cells,
cannabinoids act through coupled protein G type 1 and 2 receptors (CB1 and CB2,
respectively). Cannabinoid receptor genes are regulated by methylation of their
promoter regions. Adenosine (Ado) accumulates in hypoxic regions found in GBM and
can regulate the methylation of multiple genes. The present study aimed to investigate
the possibility that high concentrations of Ado could modulate the anti-tumoral effect
of cannabinoids and the expression of their receptor in GBM. For this purpose, the
effect of a non-selective synthetic agonist of CB1 and CB2 receptors, Win 55212-2
(Win), on cellular viability/proliferation and cytotoxicity in GBM cell lines was
evaluated using MTT assays and lactate dehydrogenase assays, respectively. CB1
receptor expression, the most common in the nervous system, was evaluated by real
time PCR (RT-PCR).

It was started by testing which Win concentration had the best anti-proliferative effect
on three GBM cell lines (U373, U87 and SNB19) and normal human astrocyte cells
(HA). The cells were incubated for 72h in the presence of Win. Initially, it was studied a
Win concentration range between 0,1 uM and 30 uM; 5 uM was the selected
concentration to future studies, since it produced a 60%-90% inhibition of
proliferation/viability of all the studied cells. In the following experiments, the cells
were incubated for 72h with Win (5 uM), in the presence or absence of Ado (30 uM)
and the presence or absence of an antagonist cocktail of adenosine receptors (CA). In
some experiments, the endogenous Ado concentration was increased using an
adenosine kinase inhibitor, ABT-702 (30 uM) (ABT).

In the presence of CA, Ado could reduce the cellular proliferation/viability inhibition

induced by Win, in U373 cells, while ABT in the presence of CA reduced the cellular
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proliferation/viability inhibition induced by Win in U373, U87, SNB19 cell lines and
HA. The mitigation of Win’s anti-proliferative effect by exogenous Ado, in U373 cells,
and the increase of endogenous Ado by ABT, in all studied cells, is not prevented by the
blockage of Ado’s receptors by CA, which indicates that this effect is not mediated by

Ado receptors activation.

In cytotoxicity assays, Win (5 uM) produced an increase of LDH release in all studied
cells, in thes presence and absence of CA. ABT (30 uM) in the presence of CA reduced
the inhibition of the LDH’s release induced by Win, in U87 and HA.

Cannabinoid CB1 receptor gene expression was evaluated in the three GBM cell lines
and HA, treated with Ado or ABT and it was found that there was a reduction in the

expression of CB1 receptor in the U87 cell line, in the presence of ABT.

In conclusion, Win caused an accentuated decrease in cell proliferation/viability and an
increase in cell death evaluated by LDH assay in all three GBM cell lines and HA. The
anti-proliferative and cytotoxic effects of Win was significantly mitigated by the
increase of Ado’s concentration by a receptor independent mechanism in all studied
GBM cell lines.

Keywords

Glioblastoma, cannabinoids, adenosine, astrocytes, CB1 receptors.
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Capitulo A







Introducao

1 Tumores do sistema nervoso central

O sistema nervoso central (SNC) composto pelo encéfalo e pela medula espinal
encontra-se protegido pelo cranio, meninges, liquido cefalorraquidiano e barreira
hematoencefalica. Tem como func¢ao integrar, interpretar e enviar mensagens para as
diversas funcoes e estruturas do organismo (Marieb and Hoehn, 2007).

Devido a elevada importancia do SNC para o bom funcionamento do organismo
humano, as patologias que lhe sdo inerentes necessitam de estudos constantes. Os
tumores do SNC, nomeadamente os gliomas, sao exemplo disso. Surgem, a cada ano
nos Estados Unidos da América (EUA) cerca de 23 000 novos casos, dos quais
resultaram na morte de 16050 doentes em 2016, tornando este tipo de tumores um
importante foco de estudo na area de neurociéncias (Anjum et al., 2017; Massi et al.,
2004).

Em consequéncia da elevada heterogeneidade de subtipos de tumores do SNC, houve a
necessidade de classifica-los. A primeira classificacao dos tumores cerebrais foi em feita
em 1863 por Rudolf Virchow (Banan and Hartmann, 2017) e s6 um século depois, em
1979, é que a Organizacao Mundial de Saide (OMS), categorizou os tumores dos SNC,
pela primeira vez (Banan and Hartmann, 2017).

Os tumores cerebrais dividiam-se, exclusivamente, em 4 grupos: gliomas, tumores
neurais, neoplasias indeterminadas e meningiomas (Banan and Hartmann, 2017). No
ano de 2007 a OMS atribuiu diferentes graus de malignidade (I, II, III e IV) e dividiu os
gliomas em subgrupos distintos (Anjum et al.,, 2017; Louis et al., 2007), como

esquematizado na Figura 1.
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Figura 1 — Classificacdo Geral dos Tumores do SNC. Representacdo esquematica da classificagdo dos

Tumores do SNC segundo a OMS (Anjum et al., 2017; Banan and Hartmann, 2017; Louis et al., 2007)

A OMS fez em 2016 a ultima atualizacdo na classificacdo dos tumores do SNC. Esta
classificacio é uma reformulacdo da 42 Edicdo, de 2007, mas com numerosas
alteracOes, onde pela primeira vez se utilizou parametros moleculares, para além da
histologia, para classificar os tumores (Louis et al., 2016). Foram reestruturados os
gliomas difusos, medulobastomas e tumores embrionarios, e adicionadas novas
entidades tumorais, facilitando os estudos clinicos, experimentais e epidemiolégicos.
As alteragdes epigenéticas permitiram distinguir entre: oligodendrogliomas (gliomas de
grau II e III, que afetam pacientes jovens e apresentam progndstico mais favoravel e
maior sensibilidade a terapia); e astrocitomas (gliomas de grau I a IV e com maior taxa
de incidéncia entre os 75 e os 84 anos de idade (Gusyatine and Hegi, 2018; Hanif et al.,
2017; Kros et al., 2015; Ostrom et al., 2018).

De entre os tumores do SNC, os gliomas representam o grupo mais frequente de
neoplasia cerebral em humanos - 31% a 35% dos tumores intracranianos primarios (De
Jesus et al., 2010; Hanif et al., 2017; Malmir et al., 2018) e 80% dos tumores cerebrais
malignos, diagnosticados nos EUA, sendo a causa de 2,5% das mortes por cancro.
Estudos recentes demonstram que o pico de incidéncia de gliomas é na idade adulta
entre os 55 e os 60 anos de idade (Hanif et al., 2017), embora em criancas dos 0 aos 14
representem um racio de 2,8 em cada 100 000 pessoas. E a terceira causa mais
relevante de morte em pacientes dos 15 aos 34 anos (Malmir et al., 2018; Ostrom et al.,
2018).

Denominam-se por gliomas porque tem origem em células da glia (Kros et al., 2015) e

os seus portadores tém um tempo de vida médio variavel consoante o tipo e o grau do



glioma, desencadeando sempre a morte do paciente, exceto os gliomas de grau I que
sao benignos e os tnicos potencialmente curaveis (De Jesus et al., 2010).

A formacao de tumores envolve alteracdo de mecanismos epigenéticos tais como:
hipometilacito do DNA (Gusyatine and Hegi, 2018), modificacdo de histonas,
remodelacdo da cromatina ou alteracao da expressao de RNA nao codificante (Crespo
et al., 2015). Também alteracoes metabolicas e reprogramacao da atividade das células
proporcionam a aquisicio e manutencao das propriedades do fenétipo maligno,
facilitando a sobrevivéncia das células cancerigenas sob condicoes de stress como
alteracdes bioenergéticas, biossintéticas e de balancos de oxidacdo reducdo
(DeBerardinis and Chandel, 2016).

Mutacoes nos genes moduladores epigenéticos produzem alteracoes na metilacao do
DNA e tém vindo a ser utilizadas como biomarcadores essenciais na classificaciao
tumoral, direcionando a evolucao biologica dos gliomas e decisoes clinicas (Gusyatine
and Hegi, 2018). No caso particular dos gliomas ha uma grande variedade de alteragoes
epigenéticas que induzem variacOes na expressao glial normal, sem alterar a sequéncia
de aminoacidos (Crespo et al., 2015).

O prognostico dos diferentes graus de malignidade dos gliomas depende de diversas
variaveis como: tipo histopatologico, idade de diagnostico, sexo, raca, etnia e
localizacao geografica (Ostrom et al., 2018).

A localizacao geogréfica influencia as taxas de incidéncia, estando os gliomas a afetar
mais o mundo ocidental, principalmente a Europa (5,5 casos por cada 100 000),
seguindo-se a América do Norte (5,3 casos por cada 100 000) (Hanif et al., 2017), como
demonstrado na Figura 2. Desta forma o perfil mais favoravel ao desenvolvimento de
gliomas é homem adulto, raca branca e etnia nao hispanica (Salazar et al., 2009;
Thakkar et al., 2014).
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Figura 2 - Taxas de incidéncia dos tumores cerebrais por pais. Taxas de incidéncia padronizadas por idade
de tumores cerebrais malignos por 100 000 pessoas em 2012 em cada pais (adaptado de Ostrom Q.T. et

al., 2018)

Através de ensaios clinicos realizados concluiu-se que os agentes modificadores
epigenéticos isolados ndo sao suficientes, mas a sua combina¢ao molecular com outras
drogas e a conjugacao com terapias direcionadas/convencionais sdo fulcrais para o
tratamento de gliomas (Louis et al., 2007).

A base deste estudo é o glioblastoma (GBM), pertence ao subgrupo de tumores

astrociticos e oligodendrogliais difusos (Louis et al., 2016).



1.1 Glioblastoma

O GBM é um astrocitoma de grau IV, segundo a classificacio da OMS (Crespo et al.,
2015; Gusyatine and Hegi, 2018; Louis et al., 2007), que apresenta heterogeneidade
intratumoral e capacidade de invadir o tecido cerebral normal (¢ infiltrativo) (Torres et
al., 2016). E a forma mais maligna e comum dos gliomas (Anjum et al., 2017;
DeBerardinis and Chandel, 2016), responsavel por 50% dos gliomas (Thakkar et al.,
2014) e 30% de todos os tumores do SNC (Bastien et al., 2015). O GBM pertence ao
grupo de tumores astrociticos e oligodendrogliais difusos, da classificacao de 2016 da
OMS (Louis et al., 2016; Thakkar et al., 2014), define-se como uma neoplasia
astrocitica de alto grau com presenca de proliferacdo celular descontrolada, necrose
tumoral (Aldape et al., 2015), invasdo difusa, resisténcia a apoptose, angiogénese,
instabilidade genémica generalizada, atipia nuclear e trombos vasculares (Bastien et
al., 2015).

De forma a facilitar os estudos experimentais, decisoes clinicas e para uma melhor
organizacao, utilizou-se diversos parametros para agrupar os GBM, tal como descrito

na Tabela 1 (Bastien et al., 2015; Motaln et al., 2015).

Tabela 1 — Classificacao de Glioblastomas (adaptado de Bastien J.I., et al., 2015; Motaln H., et al., 2015)

Metodologia Definicao

Historia Primario — sem evidéncia de lesdo precursora
Clinica Secundario — com histénico de progressao da doenca
Pro-neural — superexpressao de genes assocados ao
N desenvolvimento cerebral normal e neurogénese, bom prognostico
Expressao
e Neural
nica
Classico
Mesenquimal — perfil altamente proliferative, mau prognéstico
Monogénicos — um clone de células tumorais pseudodiploides e
celulas do estroma
Ploidia

Poligénicos — multiplos clones de células tumorais com células

pseudodiploides



Atualmente é uma doenca incurdvel com um tempo estimado de sobrevivéncia de
aproximadamente quinze meses, quando tratada, e trés meses sem tratamento (Aldape
et al., 2015; Massi et al., 2004; Thakkar et al., 2014), apresentando os maiores indices
de letalidade (Aguado et al., 2007; Burnstock, 2013; Motaln et al., 2015) e uma taxa de
incidéncia de 3,2 doentes por cada 100 000 pessoas (Gusyatine and Hegi, 2018). A
semelhanca dos gliomas em geral, também o GBM apresentam incidéncia 1,6 vezes
superior no sexo masculino, traduzindo-se numa percentagem de 3,97% dos homens
contra os 2,53% das mulheres (Anjum et al., 2017; Thakkar et al., 2014). O mesmo
acontece entre racas, onde os brancos tém duas vezes maior probabilidade em contrair
GBM do que os negros (3,45% vs 1,67%, respetivamente) (Thakkar et al., 2014). A idade
€ um terceiro fator que influéncia, embora afete pacientes de todas as idades, é em
adultos que este tipo de tumores é mais incidente (Burnstock, 2013; DeBerardinis and
Chandel, 2016), havendo uma relacao entre o aumento da idade e o aumento da

incidéncia, tal como estudado (Thakkar et al., 2014) e demonstrado na Figura 3.
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Figura 3 - Taxas de incidéncia de GBM por idade e sexo. Taxas ajustadas por idade e especificas para GBM
por idade de diagnoéstico e sexo, relatdrio estatistico CBTRUS: NPCR e SEER, 2006—2010 (adaptado de
Thakkar J.P. et al., 2014).

Tanto gliomas como GBM, raramente metastizam, mas facilmente se infiltram no
tecido cerebral saudavel circundante (DeBerardinis and Chandel, 2016). A elevada taxa
de letalidade deve-se a infiltracdo unicelular no parénquima cerebral normal, a sua
reincidéncia local e resisténcia a terapéutica (Aldape et al., 2015; Anjum et al., 2017;
DeBerardinis and Chandel, 2016; Motaln et al., 2015).

O GBM localiza-se anatomicamente na regiao supratentorial, sendo o 16bulo frontal o

mais afetado (Thakkar et al., 2014).



As areas de GBM, devido a serem abundantemente heterogéneas, apresentam elevadas
e descontroladas taxas proliferativas e invasivas, com regides apoptoticas, necroticas e
angiogénicas intensivas (Motaln et al, 2015), instabilidade genomica generalizada
(Bastien et al., 2015), elevada migracao que produz lesdbes metacrénicas e promove a
disseminacao pelo parénquima cerebral (DeBerardinis and Chandel, 2016).

No GBM existem muitas alteracoes genéticas e moleculares que levam a modificacoes
de varias vias de sinalizacdo importantes promovendo o crescimento e progressao
tumoral. As vias mais importantes alteradas no GBM sdo as iniciadas por fatores de
crescimento associados a recetores de tirosina (RTK) e a via da 3-cinase do
fosfatidilinositol (PI3K) (Crespo et al., 2015).

Apesar da elevada complexidade do GBM, que torna de extrema dificuldade a selecao
da decisao clinica e dos processos terapéuticos mais adequados (Anjum et al., 2017),
existem alteracOes genéticas e varios marcadores moleculares clinicamente relevantes

para a melhoria de estratégias terapéuticas atuais (Aldape et al., 2015).



1.2 Modelos terapéuticos convencionais para GBM

O GBM ostenta propriedades especificas, que tornam este subtipo de glioma uma
doenca incuravel, com prognostico reservado, elevada resisténcia as terapias e que faz
com que haja poucos avancos da area nos dltimos anos (Aguado et al., 2007; Anjum et
al., 2017; Bastien et al., 2015; De Jests et al., 2010; DeBerardinis and Chandel, 2016;
Gusyatine and Hegi, 2018; Thakkar et al., 2014).

O rearranjo rapido das vias de sinalizacdo, a inacessibilidade face a permeabilidade
seletiva da barreira hemato-encefélica e a incapacidade de atingir todas as células
tumorais com as metodologias terapéuticas convencionais, e alteracoes epigenéticas
conferem elevada resisténcia ao tratamento de GBM (Massi et al., 2004). As alteracoes
genéticas e epigenéticas das células tumorais do glioma maligno sao a principal causa
para a quimioresisténcia a um amplo espetro de drogas anti-tumorais (Ellert-
Miklaszewska et al., 2005; Torres et al., 2016). As frequentes situacoes de recorréncia
devem-se ao elevado indice de proliferacdo das células tumorais e resisténcia aos
tratamentos (Daniele et al., 2014).

As estratégias terapéuticas mais utilizadas atualmente consistem na cirurgia de
remocao, radioterapia com feixe externo (Massi et al., 2004) e quimioterapia com
temozolomide (TMZ) — agente farmacolégico utilizado no tratamento de gliomas que
promove o retardamento dos efeitos colaterais e evolucdo dos tumores (Aldape et al.,
2015; Anjum et al., 2017; Bastien et al., 2015; Daniele et al., 2014; DeBerardinis and
Chandel, 2016; Thakkar et al., 2014). O TMZ ¢ utilizado em tratamento de curta
duracao pois em casos de longa duracao as células ganham resisténcia a esta droga. O
TMZ so6 é eficaz em células que apresentem a alteragao epigenética de hipermetilacao
da regido promotora do gene metiltransferase da O6-metilguanina do DNA (MGMT).
Uma outra abordagem de tratamentos para o GB, é o recurso a agentes anti-
angiogénicos e imunoterapéuticos para melhorar o prognostico (Torres et al., 2016).

A radiacdo ionizante induz a geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS) que afetam
o DNA gendémico, provocando dano no DNA, iniciando vias de sinalizacao celular que
promovem a morte celular (Massi et al., 2004).

A investigacdo na area tem centrado o seu estudo no desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas, nomeadamente existem dados que corroboram a eficacia dos
canabinoides no tratamento de varias patologias, em particular nos tumores do SNC,
assunto que sera discutido ao longo do trabalho, na perspetiva de encontrar novas e

eficazes alternativas terapéuticas no tratamento de GB.
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2 Canabinoides

2.1 Estrutura e propriedades dos canabinédides

A planta Cannabis sativa L., vulgarmente conhecida como cannabis (Pinto, 2016) é
cultivada ha milénios com diversas finalidades (Grayson, 2015). Esta planta € a fonte de
canabinoides bioativos para fins medicinais (Burnstock, 2013), embora o seu uso
recorrente seja devido as propriedades recreativas que apresenta (Anjum et al., 2017).
No ultimo século foi excluida das investigacoes devido aos conhecidos efeitos
psicoativos e pelos problemas de legalizacdo, mas atualmente foi readmitida, em
legitimidade, por reivindicacoes crescentes dos beneficios médicos que dispoe
(Grayson, 2015). Segundo a OMS é a droga ilicita mais utilizada globalmente,
estimando-se que em 2013 cerca de 181,18 milhGes de pessoas entre os 15 e 0s 64 anos
usaram-na para fins nao terapéuticos (Le Boisselier et al., 2017).

O cannabis apresenta uma alargada gama de compostos quimicos, aproximadamente
400, de onde se destacam os canabindides (Pinto, 2016). Esta espécie esta sob
investigacao para uso em produtos farmacéuticos (Grayson, 2015), sendo crescentes os
estudos na 4rea, embora as autoridades enfatizem os riscos do uso de cannabis como o
acelerar do inicio da esquizofrenia.

Os canabindides sdo um grupo de compostos quimicos estruturalmente heterogéneos
com diversas origens (Burnstock, 2013; Le Boisselier et al., 2017) e estrutura
terpenofenolica em C21 (Pinto, 2016). De entre as suas capacidades destacam-se a
inibicao da proliferacao celular em varios tipos de tumores, em particular nos gliomas,
o comprometimento da angiogénese (Anjum et al., 2017), um efeito anti-invasivo
potente (DeBerardinis and Chandel, 2016), a inducao da apoptose das células de glioma
in vitro e in vivo (Williams-Karnesky et al., 2013) e a atividade imunossupressora,
imunomodeladora e neuroprotetora (Sheng et al., 2004). Os processos oncogénicos
nao sao os unicos onde os canabindides atuam, desempenhando um papel importante
na regulacao de diferentes mecanismos fisiolégicos como a modulacao da dor, da
funcao imunolégica, da recompensa e do apetite, da termorregulacao e regulacao da
inflamacao (Anjum et al., 2017; Grayson, 2015; Massi et al., 2004).

A ac@o dos canabinoides deve-se a presenca nas células de recetores de canabindides

tipo 1 e 2 (Le Boisselier et al., 2017).
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2.2 Recetores dos canabindides

Na década de 60 do século XX foram clonados, pela primeira vez, os recetores dos
canabindides, tendo sido alvo de constantes e progressivos estudos que permitiram
conhecer, atualmente, dois recetores diferentes dos canabinoéides: o recetor do tipo 1
(CB1) e o recetor do tipo 2 (CB2) (Anjum et al., 2017; Daniele et al., 2014; De Jests et
al., 2010; Le Boisselier et al., 2017; Marieb and Hoehn, 2007), que medeiam uma
ampla gama de efeitos centrais e periféricos no sistema nervoso (Burnstock, 2013).

Os dois tipos de recetores, com sete dominios transmembranares, encontram-se
acoplados a proteina G da membrana plasmatica (Ivanov and Hei, 2017; Le Boisselier
et al., 2017; Marieb and Hoehn, 2007; Velasco et al., 2005). Diferenciam-se entre si por
possuirem diferentes sequéncias de aminoécidos, distintos mecanismos de sinalizacao,
distintos papéis fisioldgicos (Anjum et al., 2017; Burnstock, 2013; Dumitru et al., 2018;
Ellert-Miklaszewska et al., 2005), diferente seletividade farmacologica e distribuicao
tecidual desigual (De Jests et al., 2010).

O recetores CB1 e o CB2 nao tém, exclusivamente, a capacidade de reconhecer e
interagir com os canabindides provenientes do cannabis, embora se designem por
canabindides todos os compostos quimicos naturais ou artificiais que ativem os
recetores CB1 e CB2 (Pinto, 2016). Estes quando ativados podem desencadear
mecanismos de sinalizacdo como: inibicdo da ciclase do adenililo, aumento da
producao de ceramidas, ativacao da cinase p38 de proteina ativada por mitogénico
(MAPKp38) e da PI3K e regulaciao dos canais de Ca2+ e K* (Dumitru et al., 2018).

O recetor CB1 esta presente de forma efetiva e abundante no SNC (Echigo et al., 2012),
com maior densidade no bolbo olfativo, mas de igual forma importante em regioes
como cortex cerebral (responsavel por processos emocionais e cognitivos), hipocampo
(associado a memoria) (D’Addario et al., 2013), ganglios de base, cerebelo e terminais
nervosos periféricos (Anjum et al., 2017; Burnstock, 2013; De Jesus et al., 2010; Marieb
and Hoehn, 2007; Massi et al., 2004). A sua expressao tem sido descrita tanto em
astrocitos como em neuroénios. Também tem a capacidade de se expressar no sistema
nervoso periférico (SNP), embora de forma menos efetiva (Le Boisselier et al., 2017), e
em locais extra-neurais (Daniele et al., 2014) como o endotélio vascular, utero,
testiculos, olhos - intra-ocular, amigdalas, baco (Anjum et al., 2017), 0sso, coracao,
figado, pulmao e sistema reprodutivo (Cadieux et al., 2006; Le Boisselier et al., 2017;
Mills et al., 2015).

A ativacao de CB1 inibe a ciclase do adenililo e a formacdo do monofosfato ciclico de
adenosina (cAMP) reduzindo por conseguinte processos de fosforilacio mediados pela

cinase A de proteina (PKA) (Cadieux et al., 2006), suprime o crescimento celular

12



(Echigo et al., 2012). Por outro lado, agindo fundamentalmente por sinalizacdo
retrograda regula as funcoes sinapticas, suprime a libertacdo de neurotransmissores,
evidenciando um papel neuromodulador (Ortega et al, 2015). Tem a aptidao de
controlar a atividade motora, de memoria, cognicao, apetite e processos sensoriais,
influenciar as propriedades analgésicas devido a estar presente no SNP — ganglios da
raiz dorsal e tecidos periféricos (Pinto, 2016) e modular canais i6nicos: inibindo os de
calcio (Ca2*) e ativando os de potassio (K+) (Burnstock, 2013; Le Boisselier et al., 2017;
Marieb and Hoehn, 2007; Velasco et al., 2005).

O recetor CB2 presente no tecido periférico (Mills et al, 2015) desempenha um
importante papel no sistema imunoldgico (Echigo et al., 2012) , sendo expresso em
células imunitarias (Anjum et al., 2017; Ceruti and Abbrachio, 2013; Cadieux et al.,
2006; D’Addario et al.,, 2013 ; Massi et al, 2004; Pinto, 2016)e do sistema
hematopoiético . (Le Boisselier et al., 2017). Participam na modulacdo do sistema
imunitario uma vez que modificam a libertacao de citocinas (Pinto, 2016) e podem
induzir a imunossupressao (D’Addario et al., 2013). No cérebro a sua expressao foi
detetada em microglia (Burnstock, 2013; De Jesus et al., 2010).

No SNC predomina o recetor CB1, em comparacao com o CB2, sugerindo que CB1 é o
principal responsavel pela atividade psicoativa dos canabin6ides exégenos e pelo efeito
fisiologico dos endocanabinoides (Le Boisselier et al., 2017). Echigo et al., 2012
sugerem ainda que o efeito anti-tumoral e anti-inflamatério dos canabindides pode ser
mediado via recetor CB1 (Echigo et al., 2012).

Aquando da clonagem dos recetores CB1 e CB2 foi possivel perceber que existia uma
classe de canabinodides endogenos, diferente daquela que se conhecia de canabinoides

exbdgenos (Costa et al., 2016).
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2.3 Classes de canabindides

Apos serem clonados os recetores de canabinbides foram descobertos os ligandos
endogenos e desenvolvidos alguns canabindides sintéticos (Burnstock, 2013; Costa et
al., 2016). Houve assim a necessidade de agrupar os canabindides e subdividi-los em
grupos distintos (Anjum et al., 2017). Os trés grupos apresentam uma ampla gama de
atividades farmacologicas que afetam o cérebro, sistema imune e varias funcoes
dependendo do subtipo de recetor a que se liga e qual o nivel de afinidade (Le Boisselier
et al., 2017). Atualmente é de conhecimento geral que os trés tipos afetam a taxa de

proliferacao de linhas celulares derivadas do SNC (Massi et al., 2004) .

2.3.1 Endocanabinéides — também conhecidos por canabindides endégenos (Pinto,
2016), sdo produzidos por mamiferos, nos neurénios pés-sindpticos e nas células da
glia onde desempenham atividade neuroprotetora (Burnstock, 2013). Atuam como
mediadores lipidicos (Anjum et al., 2017), sendo sintetizados a partir de fosfolipidos da
membrana celular por enzimas especificas (D’Addario et al.,, 2013; Dumitru et al.,
2018). Temos como exemplo o 2-araquidinoil glicerol (2-AG) e a anandamida (AEA)

(Le Boisselier et al., 2017).

=0
o
O

7\ \ ~ ‘ OH ~ A J- OH

Iz
o)

Anandamide 2-arachidonoyl glycerol
L J

Endocannabinoids

Figura 4 - Estrutura de Endocanabinoides. Estrutura quimica dos principais endocanabinoides:

anandamida e 2-araquidonoil glicerol (adaptado de Le Boisselier et al., 2017)

Sao lipofilos e ndao podem ser armazenados em vesiculas, o que faz com que sejam
sintetizados e libertados momentaneamente por vias biossintéticas que incluem a
fosfolipase D (PLD) (D’Addario et al., 2013). Atravessam livremente a membrana
celular, embora existam mecanismos que facilitam a internalizacdo, como o
transportador de membrana de alta afinidade que permite a captacdo destes pelas
células (Burnstock, 2013).

Ligam-se posteriormente, aos recetores CB1 e CB2, ativando-os e produzindo agoes
fisiologicas (Pinto, 2016), inibindo a libertacao de neurotransmissores, por sinalizacao

retrograda (Le Boisselier et al., 2017).
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2.3.1.1 Sistema endocanabindéide

O sistema endocanabinoide (ECS) é complexo e multimodal (Le Boisselier et al., 2017),
composto por canabindides enddgenos e exdgenos, pelos seus recetores (CB1 e CB2),
pelo sistema enzimatico envolvido no transporte, sintese e degradacdo dos mesmos
(Burnstock, 2013; Costa et al., 2016; D’Addario et al., 2013; Pinto, 2016).
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Figura 5 - Sistema Endocanabinoide. Os endocanabindides AEA e 2-AG sdo sintetizados por clivagem de

precursores lipidicos em resposta ao aumento dos niveis de Ca2* ou por estimulagido dos recetores. O N-
araquidonoilfosfatidiletanolamina (NAPE) é hidrolisado pela fosfolipase D (PLD) originando AEA. O 2-AG
é sintetizado através da hidrolise de 1-acil-2-araquidonoilglicerol (DAG) pela lipase do diacilglicerol (DGL).
AFEA e 2-AG sao rapidamente removidos do espaco extracelular, por um transportador comum de alta
afinidade (AMT), que opera em ambos os sentidos. Uma vez absorvidos pelas células, o AEA é um
substrato da hidrolase da amida dos 4cidos gordos (FAAH), que forma acido araquidénico (AA) e
etanolamina (EtNH ). O 2-AG é degradado principalmente por uma lipase monoacilglicerol especifica
(MGL) em AA e Glicerol. O AEA e 0 2-AG ligam-se e ativam os recetores CB1 e CB2; no entanto o AEA é um
agonista parcial para o CB2 (adaptado de Ceruti and Abbrachio, 2013).

Ao ECS sao atribuidas maltiplas funcées quer em situacoes fisiologicas quer patologicas
do SNC e dos 6rgaos periféricos (D’Addario et al., 2013). Est4 envolvido na regulacao
de diversas funcoes fisiologicas (Le Boisselier et al., 2017) como processos cognitivos,
controlo de comportamento e controlo motor, memoria, sensacao de dor, apetite,
homeostase, funcao cardiovascular, motilidade gastrointestinal, imunorregulacao,
controlo do destino natural das células (Pinto, 2016) e inibicao da inflamacao (Ortega
et al., 2015).

As principais sinapses afetadas pelo ECS por sinalizacdo retréograda sao as
glutamatérgicas e GABAérgicas, que tém forte expressdao de CB1 (Le Boisselier et al.,

2017).
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2.3.2 Fitocanabinoides - canabindides exbgenos com origem vegetal,
provenientes da Cannabis sativa L.. Foram estudados, até ao momento mais de 70
tipos diferentes (Burnstock, 2013), de entre os quais se destaca o tetrahidrocanabinol
(THC) e o canabidiol (CBD) (Anjum et al., 2017; Marieb and Hoehn, 2007). O THC é o
principal composto psicoativo do cannabis, possuindo afinidade moderada para
recetores CB1 e CB2 (Ivanov and Hei, 2017), contrariamente ao CBD que tem baixa

afinidade para ambos (Le Boisselier et al., 2017).
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Figura 6 - Estrutura de fitocanabinoides. Estrutura quimica dos principais fitocanabinoides: A9-

tetrahidrocanabinol (THC) e o canabidiol (CBD) (adaptado de Le Boisselier et al., 2017)

O CBD néo possui atividade intrinseca significativa sobre os recetores de canabindides,
portanto nao produz efeitos colaterais psicotropicos e adversos, o que o torna um dos
constituintes bioativos com maior potencial para uso terapéutico (Massi et al., 2004).
As suas propriedades anti-inflamatérias e imunossupressoras sdo inequivocas. Por
outro lado tem sido descrita a capacidade de desencadear a apoptose em células de
glioma, por ativacao das vias dependentes do p53 (Ivanov and Hei, 2017). In vivo o
CBD tem eficicia na reducao do crescimento tumoral, o que podera ser utilizado como

estratégia terapéutica para gliomas (Massi et al., 2004).
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2.3.3 Canabindéides sintéticos (CS) — canabindides exogenos, com acao idéntica
aos canabindides endogenos, mas aos quais foi alterada a estrutura quimica
(Burnstock, 2013). Foram sintetizados nos anos 60, ap6s a descoberta de THC (Mills et
al., 2015), para serem utilizados como potenciais alvos terapéuticos e para explorar o
ECS (Castaneto et al., 2014).

Os CS demonstram in vivo e in vitro efeitos farmacolégicos semelhantes ao THC, mas
com maior intensidade, 2 a 100 vezes mais potentes, no efeito analgésico,
anticonvulsivo, anti-inflamatorio, anticancerigeno e na perda de peso (Castaneto et al.,
2014). A sua elevada popularidade deve-se aos efeitos psicoativos intensos que
apresentam, baixo custo econémico de producao e falta de detetabilidade em exames de
rotina da tela das drogas de rotina (Mills et al., 2015).

A maioria dos CS sao agonistas nao especificos de CB1 e CB2, apresentando maior
afinidade para CB1, comparativamente com CB2, predominantemente localizados nos
terminais pré-sinapticos (Castaneto et al., 2014). Possuem estrutura comum que inclui
um nicleo principal unido a uma porcao secundaria — cadeia alquila — por uma ligacao
de carbono (Le Boisselier et al., 2017).

Nucleo Principal

Estrutura Secundaria

Ligacdo
“Ponte”

Figura 7 - Estrutura de CS. Estrutura global de CS (adaptado de Le Boisselier et al., 2017)

Apesar de todos os beneficios comprovados até ao momento, os CS apresentam efeitos
adversos em humanos como niuseas, falta de ar ou respiracdo deprimida, hipertensao,
taquicardia, dor toracica, espasmos musculares, insuficiéncia renal aguda, ansiedade,
agitacdo, psicose e comprometimento cognitivo (Castaneto et al., 2014). Apesar de
todas estas contra-indicacoes, é evidente a oferta de um elevado potencial terapéutico

(Le Boisselier et al., 2017), que esta a ser estudado.
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2.3.3.1 Win 55 212-2

Win 55 212-2 (Win) é um potente agonista sintético nao seletivo dos recetores de
canabinoides (Ellert-Miklaszewska et al., 2005). Nos anos 90 do século XX,
aminoalquilindbis, como Win foram investigados com fins farmacoterapeuticos

potencialmente mais seguros, por nao serem psicotropicos (Castaneto et al., 2014).
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Figura 8 — Estrutura do Win. Estrutura quimica do Win 55 212-2 (adaptado de Baranska J., 2013)

Os canabinodides estdo envolvidos no controle de algumas vias de proliferacio e
sobrevivéncia celular tais como: cinase regulada por sinal extracelular (ERK), c-Jun N-
termial cinase (JNK), MAPK, PI3K, cinase de adesao focal e via das ceramidas (Velasco
et al., 2005). O Win em particular tem a capacidade de suprimir o crescimento de
células de glioma de rato (Massi et al,, 2004), regular negativamente as vias de
sinalizagdo Akt e ERK, desencadear sinais de apoptose e reduzir a viabilidade celular,
bloqueando a progressdo do ciclo celular em GBM (Ellert-Miklaszewska et al., 2005;
McAllister et al., 2005).

De acordo com a dose administrada, este induz morte celular apoptoética das células de
glioma, devido a ativacao da cascata das caspases, conduzindo ao aparecimento de

alteracoes apoptoticas dos ntcleos das células (Ellert-Miklaszewska et al., 2005).
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2.4 Acao dos canabinoides no GBM

Os canabindides tém diversos modos de atuagdo nos tumores do SNC e exercem, de
forma particular, acdo anti-tumoral sobre gliomas. Nos gliomas, os canabino6ides
reduzem a iniciacdo tumoral in vivo em modelos animais inoculados com células
tumorais, uma vez que atuam sobre as células estaminais tumorais (CSC) que iniciam a
formacdo de gliomas in vivo. Promovem a diferenciacdo, diminuem a sobrevivéncia
celular, inibem a angiogénese e a proliferacao celular (Aguado et al., 2007), induzem a
apoptose, a autofagia citotoxica de células tumorais e promovem a regressao tumoral in
vivo (Dumitru et al., 2018). Estes feitos sdo produzidos através da modulacao de
proteinas pro-apoptoticas e fatores de transcricao e regulacao de varias vias envolvidas
no controlo da proliferacao, diferenciacao e sobrevivéncia celular (Cadieux et al., 2006;

De Jesus et al., 2010; Ellert-Miklaszewska et al., 2005; Massi et al., 2004).
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Figura 9 — Modulacdo de GBM por canabintides. Resumo dos principais mecanismos moleculares

envolvidos na modulacao da fisiopatologia do GBM por canabinéides (adaptado de Dumitru et al., 2018)

A acao destes compostos quimicos apenas é possivel devido a expressao de CB1 e CB2
em células gliais e de glioma (Ivanov and Hei, 2017). Enquanto as células gliais tém
expressao aumentada apenas de CB1 (Ceruti and Abbrachio, 2013), as células
estaminais derivadas do glioma tém expressao aumentada de ambos os recetores de
canabindides (Aguado et al., 2007). Os niveis de expressao dos recetores de

canabinoides nas células estao correlacionados com diversos parametros do GBM como
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a malignidade e também variam com o envelhecimento. Exemplo disso sdo dois
estudos independentes em que o primeiro demonstrou que a baixa expressdo de
proteina do recetor CB1 estd associada aos tumores de alto grau, tendo-se observado
também a diminuicdo da expressao do recetor CB1 com o envelhecimento (De Jesus et
al., 2010); o segundo estudo comprovou que os tumores com alta malignidade tém
elevada expressao do recetor CB2 (Dumitru et al., 2018).

A transformacdo maligna em varios cancros, particularmente em gliomas, esta
associada a um desequilibrio no sistema ECS entre os niveis de ligandos endogenos e os
recetores, uma vez que ECS regula varios processos fisioldgicos, entre os quais fungoes
neuro-especificas através do recetor CB1 (Anjum et al., 2017; Mouro et al., 2019).

O glioma em estudo neste trabalho é o GBM que apresenta propriedades especificas e
dificuldades de terapéuticas eficazes disponiveis, fazendo com que diferentes grupos de
investigacao se dedicassem ao estudo de metodologias alternativas para contrariar as
estatisticas sobre a incidéncia e morte por GBM (Cadieux et al., 2006).

Estudos recentes demonstram que a semelhanca dos gliomas em geral, também no
GBM, os canabindides ativam os recetores CB1 e CB2 (De Jestus et al.,, 2010)
provocando efeitos anti-tumorais, anti - proliferativos, pré-apoptéticos, inibindo a
angiogénese e proliferacao celular e induzindo a paragem do ciclo celular (Aguado et
al., 2007; Ceruti and Abbrachio, 2013; Burnstock, 2013; Dumitru et al., 2018; Velasco
et al., 2005). A administracao local de canabinoides reduz o crescimento das células
derivadas do GBM in vivo e in vitro (Aguado et al., 2007; McAllister et al., 2005). Por
outro lado, os genes dos recetores de canabindides interagem com diferentes fatores de
transcricao implicados na metilacao do DNA. A possibilidade de que o recetor CB1 sofra
regulacao epigenética tem sido sugerida, uma vez que a expressao do mRNA do recetor
CB1 encontra-se desregulada em diversas condicoes patologicas e apos a exposicao a
drogas, de facto o promotor do gene do recetor CB1 encontra-se hipermetilado em
alguns tumores (D’Addario et al., 2013). Da mesma forma, a possibilidade da ativacao
dos recetores dos canabinodides induzirem alteracoes epigenéticas também tem sido
sugerida. Concretamente foi referida um aumento, induzido pelos canabinoides, da
metilacao da lisina 9 da histona H3 (H3Kome3) em células estaminais de glioma,
associada a diferenciacao e reducdo da proliferacao destas células (D’Addario et al.,
2013).

A morte celular devido a inducdo de tratamentos com canabindides depende da
geracao e acumulacdo de ceramidas esfingolipidicas pro-apoptoticas que inibem de
forma prolongada a cascata de sinalizacdo Raf 1 - MEK - ERK e modulam as vias de
sinalizacdo do crescimento e sobrevivéncia celular, tal como a paragem do ciclo celular

(Ceruti and Abbrachio, 2013).
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Os canabindides estimulam a utilizacdo de glicose, essencial para o metabolismo
cerebral, e a producdo de corpos ceténicos - em ambos os casos os efeitos sdo
prevenidos por antagonistas do recetor CB1 e precedidos pelo aumento rapido e
transitorio de ceramidas (segundo mensageiro esfingolipido que desempenha um
importante papel de controle do destino celular em diferentes locais do SNC) (Velasco
et al., 2005).

A ativacao do recetor CB1 desencadeia dois picos de producao de ceramidas nas células
de gliomas. O tratamento com o agonista do recetor CB1 provoca uma libertacao rapida
de ceramidas por hidrolise enzimatica da esfingomielina da membrana celular (Ceruti
and Abbrachio, 2013) tanto nos astrocitos como em células de glioma. Este aumento
dos niveis de ceramidas induz a apoptose e permite ao ECS regular a quantidade de
nutrientes fornecidos nos processos biossintéticos a nivel celular (Velasco et al., 2005).
O segundo pico de ceramidas ocorre passadas horas/dias apds ativacao do recetor e
depende do aumento da sintese de ceramidas de novo (Ceruti and Abbrachio, 2013).
Tal como demonstrado na figura 10, o efeito pro-apdptotico é difundido pelos
canabindides que protegem as células gliais normais, através de efeitos mediados pelos

recetores CB1 e pela via de sobrevivéncia PI3K (Velasco et al., 2005).

Célula de Glioma Célula da Glia

Canabinoides Canabinoides
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Figura 10 - Efeito dos canabindides na viabilidade de células gliais e de glioma. Nas células de glioma os
canabinbides ativam os seus recetores, induzindo aumento da ceramidas e inibindo a cinase Akt pré-
sobrevivéncia desencadeando a apoptose. Nas células gliais normais a ativacio dos recetores de
canabinoéides previne a inibicdo da Akt pelas ceramidas o que leva a sobrevivéncia celular. (adapatdo de

Velasco G. et al., 2005)

Atualmente sao muitos os grupos de investigacdo que se propdéem a recorrer aos
agonistas de canabindides como agente anticancerigeno (Burnstock, 2013), a
modulacao do ECS (De Jesus et al., 2010), compreensao da sinalizacdo (Aguado et al.,
2007) e recurso a terapia epigenética aplicada aos endocanabonoides (Daniele et al.,

2014) para fins terapéuticos.
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Investigadores descreveram a morte celular programada ap6s o tratamento com o
agonista sintético de canabindides (Win 55 212-2) e demonstraram que THC inibe o
crescimento da célula de glioma de rato in vivo. A Bad, proteina pro-apoptética, é
fosforilada em resposta a tratamentos com canabinéides, provocando a despolarizacao
mitocondrial e a ativacdo da cascata de caspases (Ellert-Miklaszewska et al., 2005),

uma resposta a ativacao da via intrinseca de apoptose (Dumitru et al., 2018).
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3 Adenosina

3.1 Estrutura e sintese da adenosina

A adenosina (Ado) é um nucleosido endégeno de purina (Ghiringhelli et al., 2012)
composto por uma adenina ligada a uma pentose (ribofuranose) por uma ligacao 3-N9g-
glicosidica. O nome quimico da Ado é 6-amino-9-3-D ribofuranosil-9-H-adenina e a

féormula quimica é C1o0H13N504, (Valdés et al., 2018).

Figura 11 — Estrutura quimica da adenosina (adaptado de Valdés F., et al 2017).

Intracelularmente a Ado pode ser sintetizada por duas reacoes: por hidroélise do 5'-
monofosfato de adenosina (AMP) catalisada pela 5'-nucleotiddase, ou por hidrélise da
S-adenosil-homocisteina (SAH) catalisada pela hidrolase da SAH (Boison et al., 2002;

Phillis and Wu, 1981) como ilustrado na figura 12.
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Figura 12 - Esquema do Metabolismo Intracelular da ADO (adaptado de (Boison D., et al 2002))
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A Ado pode também formar-se extracelularmente pela hidroélise enzimatica do ATP
extracelular pela acao sequencial das ectonucleodidases CD39 e CD73 e depois entrar
na célula através dos transportadores de nucledsidos (Phillis and Wu, 1981). A figura 13
apresenta o metabolismo intracelular e extracelular da Ado. A Ado pode ser consumida
por fosforilacio a AMP por acdo da cinase da adenosina (ADK) ou convertida em
inosina pela acdo da desaminase da adenosina (ADA) (Valdés et al., 2018). A ADK pode
ser inibida através do ABT-702 (ABT) o qual permite manter os niveis de Ado
intracelulares elevados, uma vez que bloqueia a atividade da ADK e evita a rapida

metabolizacao da Ado (Boisin D. et al., 2002).

Espago Extracelular

ATP —= ADP > AMP = ADO = .Inosine
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Figura 13 — Representacdo Esquematica do metabolismo da ADO (adaptado de Valdés F.Z. et al., 2018). 1-
5'nucleotidase, 2- ADK, 5- ADA, 7- transportador de nucleésidos, 8- ecto-5’-nucleotidase (CD73), 9- CD39.
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3.2 Recetores de adenosina

Em 1978, Burnstock demonstrou a existéncia de duas classes de recetores purinérgicos:
P1 (Ado) e P2 (ATP e ADP) (Valdés et al., 2018). Estudos posteriores, identificaram
quatro tipos de recetores P1 da Ado denominados por: A,, Aza, Asg € Ag (Ceruti and
Abbrachio, 2013). Estes estao acoplados a proteina G, e medeiam a maioria das funcées
fisiologicas da Ado (Uribe et al., 2017).

Os recetores A; e A; estdo acoplados a proteina Gjs,, regulando negativamente a
atividade da ciclase do adenililo. Estes dois tipos de recetores induzem a diminuicao do
cAMP intracelular, a ativacao da PI3K e da cinase C de proteina (PKC). O recetor A;, em
particular, exerce atividade pro6-sobrevivéncia e antiapoptotica. Por outro lado os
recetores Axa e Arp induzem a ativacao da ciclase do adenililo, resultando no aumento
dos niveis intracelulares de cAMP. O A.s estd ainda envolvido na regulacido da
angiogénese, promocao da sobrevivéncia e proliferacao celular endotelial (Ceruti and
Abbrachio, 2013; Ghiringhelli et al., 2012).

Os recetores de Ado apresentam diferentes afinidades para o ligando, enquanto os
recetores A; e Ar,x tem uma elevada afinidade para a Ado, o que faz com que haja a
possibilidade de ativacdo com baixas concentragoes fisiologicas de Ado (na faixa dos
nanomolar); os recetores A.g € A; s6 conseguem ativacao com elevadas concentragoes
de Ado (na faixa dos micromolar), sendo ativados em condi¢Oes patologicas (Ceruti and
Abbrachio, 2013; Uribe et al., 2017), tal como no ambiente tumoral (Ghiringhelli et al.,
2012).

Os niveis de O, influenciam a expressao dos recetores de Ado, fazendo com que na
presenca de baixos niveis de O. a expressao do recetor A;a diminua, ao contrario da
expressao de A, que sofre um aumento (Uribe et al., 2017).

Além dos efeitos mediados por ativagdo dos seus recetores, a Ado pode também
promover modificacoes epigenéticas, independentemente da ativacdo dos recetores,
quando atinge elevadas concentracées, como consequéncia da inversao do sentido da
reacao catalisada pela hidrolase da SAH, a qual catalisa uma reacao reversivel, e
consequente aumento da concentracio de SAH, o qual inibe a atividade das
metiltransferases dependentes da S-adenosilmetionina (SAM) conduzindo assim a uma
hipometilacao do DNA (Boison et al., 2002; Williams-Karnesky et al., 2013) (ver figura

12).
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3.3 Uso da adenosina na terapéutica

De entre os marcos histéricos da utilizacao de Ado em estudos terapéuticos (ver Valdés
et al 2018 para revisio), destaca-se o trabalho de Drury e Szent-Gyorgyis (Drury and
Szent-Gyorgyis, 1929), que remota a 1929, quando utilizaram pela primeira vez Ado e
demonstraram os efeitos que esta tem no sistema cardiovascular e trato gastrointestinal
(Drury and Szent-Gyorgyis, 1929; Ribeiro et al., 2016). Uma década depois Lindner e
Ridger, em 1939 (como descrito por Valdés et al., 2018) revelaram que Ado é essencial
para a regulacao do liquido cefalorraquidiano e em 1970, Sattin e Rall (de acordo com
Valdés et al., 2018) provaram que esta molécula induz o aumento na concentracdo de
cAMP no cérebro de mamiferos.

Atualmente, a Ado, é objeto de estudo em diversas areas da investigacao, apresentando
inimeros propriedades e possibilitando a sua utilizagdo para os mais variados fins
(Valdés et al.,, 2018). No sistema nervoso, a Ado desempenha diversas funcoes,
nomeadamente atua como um anticonvulsionante endégeno no cérebro via ativacao
dos recetores A, pré e pos sinapticos, diminuindo a excitabilidade neural (Williams-
Karnesky et al., 2013); atua como neuromodelador, regulador do crescimento celular
(Ceruti and Abbrachio, 2013; Phillis and Wu, 1981), imunossupressor (Torres et al.,
2016), imunomodulador, neuroprotetor, desempenhando um importante papel na
sobrevivéncia e morte celular (Uribe et al., 2017).

A Ado esta presente no meio extracelular, em concentracoes baixas (Ghiringhelli et al.,
2012). Em situagGes de stress metabolico, como em ambiente tumoral e periodos de
isquémia, as concentracoes aumentam. No cérebro tem um papel essencial no
metabolismo energético. A sobrevivéncia e as funcées celulares podem ser
influenciadas quer pelas concentragoes intra quer extracelulares de Ado (Ceruti and
Abbrachio, 2013; Phillis and Wu, 1981).
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3.4 Acao da adenosina no GBM

As purinas estao presentes em todos os tipos de células e sdo produzidas por diversas
vias (Mutafova-Yambolieva and Durnin, 2014). No caso das células de tumores
cerebrais hé a ativacao da sintese de novo de purinas de forma a manter a capacidade
de auto-renovacao, proliferacao e formacao de tumores. A Akt regula positivamente o
metabolismo da glicose, proteinas, lipidos e também da sintese de purinas pela via
PI3K/Akt. Uma elevada expressao das enzimas da sintese das purinas correlaciona-se
com um mau prognéstico em pacientes com GBM, por isso a inibicdo da sintese de
purinas e da via PI3K/Akt é utilizada como um potencial alvo terapéutico (Wang et al.,
2009; Wang et al., 2017).

No ambiente tumoral de hipoxia, nas &areas internas do tumor verifica-se que a
concentracdo de Ado estd aumentada, podendo atingir concentracoes da ordem dos
micromolar, o que possibilita a estimulacio dos 4 subtipos de recetores de Ado
(Daniele et al., 2014).

De facto, o aumento da producdo de Ado foi recentemente descrito em células GBM
submetidas a hipoxia (Torres et al., 2019).

A Ado mostrou promover a migracao e invasao celular e aumentou a expressao de
marcadores de transicdo epitélio-mesenquima, por meio da ativagdo dos recetores A;
(Gessi et al. 2010; Torres et al. 2019) e A.p (Yan et al. 2019) da Ado. O aumento da
expressao de proteinas transportadoras de resisténcia a multidrogas por ativacao de A;
(Quezada et al. 2013) e Asp (Yan et al. 2019) também foi descrito em GBM. Por outro
lado, o bloqueio de recetores A.g aumentou significativamente a morte celular induzida
pelo TMZ em GBM (Yan et al. 2019).

Acbes mediadas por recetores de Ado na proliferacao celular em GBM também foram
descritas anteriormente, mas os resultados sdo contraditérios. Nas células estaminais
tumorais de glioblastoma (CSC), a ativacao dos recetores de Ado A; e A.p diminuiu a
proliferacdo e induziu a apoptose, enquanto nas linhas de células de GBM nao-CSC a
proliferacao foi aumentada pela ativacao dos recetores da Ado A,, Az ou A5 (Daniele et
al. 2014 Rathbone et al., 1992). Por outro lado, Liu et al. 2014 refeririam uma acao pro-
proliferativa de Ado, mediada pela ativacdo do recetor A.s, nas CSC de GBM
submetidas a hipdxia.

Os estudos acima referidos demonstraram que todos os recetores de Ado sao potenciais

alvos para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas (Valdés et al., 2018).
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4 Objetivo

O GBM ¢ o tumor cerebral mais comum e agressivo em adultos. Os canabinoéides,
compostos derivados da Cannabis sativa L., mostraram produzir efeito anti-tumoral
em GBM, via ativacdo de recetores CB1 dos canabindides. A expressao do gene dos
recetores CB1 mostrou estar reduzida em alguns tipos de cancro como consequéncia da
hipermetilacao da regiao promotora deste gene (D’Addario et al., 2013). Por outro lado,
algumas acOes anti-tumorais dos recetores CB1 em glioma envolvem alteragoes
epigenéticas, nomeadamente metilacao das histonas (D’Addario et al., 2013). Regioes
de hipoxia s3o encontradas em varios tipos de cancros tais como o GBM, estando
associadas ao crescimento e progressao tumoral. A Ado é gerada durante os episédios
de hipoxia e pode induzir hipometilacio do DNA, ao interferir com a agdo das
metiltransferases dependentes de SAM (Boison et al., 2002). Desconhece-se se 0s
elevados niveis de Ado encontrados em GBM, os quais podem induzir alteracoes
epigenéticas, poderao interferir com a expressao ou a acdo anti-tumoral dos
canabinoides.

O objetivo do presente trabalho consiste em investigar se o aumento dos niveis de Ado
afeta a expressao do recetor CB1 e o feito anti-proliferativo e citotoxico dos
canabinoides em cultura de linhas celulares de GBM comparativamente a astrocitos
humanos normais. A expressao dos recetores CB1 sera avaliada por RT-PCR e o efeito
anti-proliferativo e citotoxico dos canabinoides sera estudado avaliando a viabilidade
celular pelo método do MTT e a apoptose por quantificacdo da libertacao da

desidrogenase do lactato.
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Capitulo B
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Materiais e Métodos

1 Farmacos e reagentes

Os farmacos (R)-(+)-[2,3-Dihydro-5-methyl-3-(4-morpholinylmethyl)pyrrolo[1,2,3-
de]-1,4-benzoxazin-6-ylJ-1-naphthalenylmethanone mesylate (WIN 55 212-2), 8-
cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine  (DPCPX), 2-(2-Furanyl)-7-(2-phenylethyl)-7H-
pyrazolo[4,3-e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-5-amine  (SCH 58261), N-[2-(2-
Furanyl)-8-propyl-8H-pyrazolo[ 4,3-e][1,2,4]triazolo[1,5-c[pyrimidin-5-yl]-N"-(4-

methoxyphenyDurea (MRE 3008F20), N-(4-Cyanophenyl)-2-[4-(2,3,6,7-tetrahydro-
2,6-dioxo-1,3-dipropyl-1H-purin-8-yl)phenoxyJ-acetamide (MRS 1754) e 4-Amino-5-
(3-bromophenyl)-7-(6-morpholinopyridin-3-yDpyrido[ 2,3-d]pyrimidine (ABT 702)
foram adquiridos a Tocris (Bristol, UK). A Ado, gentamicina e o reagente TRI foram

adquiridos a Sigma-Aldrich.
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2 Linhas celulares

No desenvolvimento deste estudo foram utilizadas trés linhas celulares humanas
derivadas de GBM (U373, U87 e SNB19), como modelos in vitro, e culturas primarias
de astrocitos humanos (HA). Os HA foram adquiridos a ScienCell. As linhas celulares
de GBM humanas U373 e U87, foram gentilmente fornecidas pelo Dr. Joseph Costello
(Universidade da Califérnia, San Francisco), e a linha SNB19, foi obtida da Colegao
Alema de Microorganismos e Culturas de Células.

O recurso a trés tipos de linhas de GBM distintas deve-se as diferencas morfoléogicas e
comportamentais que as mesmas apresentam, permitindo avaliar a resposta de cada
uma das drogas/compostos em estudo. O uso de células normais — os HA — tem como
finalidade comparar o comportamento e reacao das células nao transformadas com as
células de GBM, ambas expostas aos mesmos compostos/drogas. Todas as linhas
sofreram alteracOes genéticas que proporcionaram vantagens proliferativas,

comparativamente com as células originais.

2.1 Linha celular U373

A linha celular U373-MG (U373) é uma linha celular humana, derivada de GBM
humano. Foi isolada pela técnica de explante no laboratério de Uppsala, a partir de um
astrocitoma de grau IV.

Sao células mesenquimais, morfologicamente semelhante a astrdcitos — pleomorficas.
Tém elevada capacidade de aderéncia as superficies, uma alta taxa de proliferacao, de

desenvolvimento e o seu crescimento ocorre em monocamada (Motaln et al., 2015).

2.2 Linha celular U87

A linha celular U87-MG (U87) derivada de GBM humano foi obtida em 1966 na
Universidade de Uppsala, a partir de uma paciente do sexo feminino, com 44 anos de
idade, pela técnica de explante. Possui a capacidade de produzir tumor maligno
consistente com GBM quando inoculada em ratinhos.

Apresenta morfologia epitelial, semelhante a células neuronais (Motaln et al., 2015),
cresce em monocamada com moderada taxa de proliferacdo e auto-renovacao. Sao
multipotentes, Pleomoérficas e com niicleos hipercromaticos (Urbanska and Mandal,
2014).

Das trés linhas em estudo é a que apresenta um crescimento mais demorado.
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2.3 Linha celular SNB19g

A linha celular SNB19 deriva do GBM humano e carateriza-se por uma dimensao
reduzida, conseguindo crescer em distintos tipos de meio, nao necessitando
obrigatoriamente da presenca de CO..

Distingue-se por ter mantido as mesmas carateristicas ao longo de treze anos,
permitindo fazer mais de 200 passagens. Tém uma taxa de proliferacao intermédia e
produzem fator basico de crescimento de fibroblastos (bFGF) e fator de crescimento do
entotélio vascular (VEGF) (Welch et al., 1995).

Tem a capacidade de induzir tumores em ratinhos (indistinguiveis de tumores
originais). Apresenta valores elevados de proteases, padrao cromossémico complexo,
heterogeneidade celular, sao neoplasicas e tem capacidade para responder a agentes de

diferenciacao (Welch et al., 1995).

{.’-5"‘ :

’ o,
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das linha celulares de GBM (A) U373 (adaptado de Motaln et al., 2015), (B) U87 (adaptado de Motaln et
al., 2015) e (C) SNB 19 (adaptado Welch W.C. et al., 1995)
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2.4 Cultura celular

As trés linhas celulares de GBM utilizadas foram cultivadas em Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM; Biowest), com glutamina estavel, suplementado com 10% de
soro fetal bovino (FBS; Biochrom), 1% de antibiético Gentamicin (50mg/mL, Sigma-
Aldrich) num frasco de cultura e mantidas numa incubadora (AutoFlow DHD CO, Air-
Jacketed Incubator; NuAire, EUA) a 37°C sob atmosfera de 5% CO.e 95% Ar.

As linhas celulares U373, U87 e SNB19 possuem as mesmas condicoes de cultura,
nomeadamente niimeros de passagens (de P3 a P6).

As células primarias de HA foram semeadas em frascos revestidos com poli-L-lisina
(1mg/mL; ScienCell) e mantidas em meio de cultura suplementada em Astrocyte
Medium (AM, ScienCell) suplementado com 2% de FBS, 1% de suplemento de
crescimento de astrocitos (AGS), 1% de solucao de penicilina/estreptomicina (P/S) e
incubadas numa incubadora (AutoFlow DHD CO. Air-Jacketed Incubator; NuAire,
EUA) a 37°C com uma atmosfera de 5% CO. e 95% Ar. Todos os reagentes utilizados no

meio de cultura foram adquiridos a ScienCell.

2.4.1 Passagem de células

As linhas celulares foram expandidas em monocamada nos t- Flask sendo-lhe sempre
renovado o meio 24 horas ap6s o semeio, continuando a crescer até atingirem uma
confluéncia entre os 80 a 90%.

Todas as linhas celulares usadas sdo aderentes, sendo necesséario tripsiniza-las. Para tal,
foi removido todo o meio de cultura do t- Flask e foi lavado com tampao Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline (DPBS; Sigma-Aldrich). O DPBS foi aspirado e foi
adicionado ao frasco solucdo de tripsina-EDTA (0,25%) num volume suficiente para
cobrir a superficie. O frasco foi colocado a 37°C, durante aproximadamente 5 minutos
para ocorrer a reacao de tripsinizagdo. Apos o descolamento das células adicionou-se
meio de cultura com FBS, de forma a parar a reacao enzimatica. As células foram
recolhidas para um tubo falcon e centrifugadas a 1000 rotagdes por minutos (rpm)
durante 5 minutos. Descartou-se o sobrenadante e o pellet de células foi ressuspenso

em 1 mL de meio de cultura.
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2.4.2 Contagem de células

A contagem celular foi efetuada recolhendo 10 uL da ressuspensao celular a qual se
adicionou igual volume de Azul de Tripano (ScienCell) e homogeneizou-se. Da mistura
foram retirados 10 pL para contagem de células vidveis numa camara de Neubauer.
Posteriormente a contagem dos quatro quadrantes foi estimado o nimero de células

por mL e o nimero total de células no frasco de cultura, através das férmulas seguintes:

1
volume do quadrante (mL)

células Soma dos quadrantes e o~
— = ( 2 ) x fator diluicdo x (

)(10%)

N© Total Células = N© Células/mL x V ressuspensao celular (1mL)

2.4.3 Densidades celulares

Os diferentes tipos de células foram semeados com diferentes densidades, uma vez que
as células crescem a velocidades distintas assegurando que no fim dos ensaios
experimentais ha aproximadamente o mesmo ntimero de células independentemente
do tipo celular utilizado.

As U373 foram semeadas com uma densidade de 1800 células/cmz, as U87 tal como os
HA foram semeados a densidade de 6500 células/cm2 e as SNB19 com 4800

células/cm>.

35



3 Viabilidade celular (MTT)

3.1 Determinacao do EC50 do Win nas linhas de GBM e HA

Os trés tipo de células (U373, U87e SNB19) foram semeadas em placas de 96 pocos, 48
horas antes do inicio do ensaio, e 24 horas depois do semeio foi renovado o meio de
cultura. O ensaio iniciou-se ao tempo zero (t= 0 horas) e teve uma duracao total de 72
horas, tempo durante o qual foi estudado um intervalo de concentracoes de Win entre
0s 0,1 UM a 30 uM (para as 3 linhas celulares), em que 8 condicbes distintas foram
analisadas (em sextuplicados), tal como demonstrado na figura 15: condicao 1 (meio de
cultura), condicao 2 (células + meio), condicao 3 (veiculo/controlo), condicao 4 (Win
0,1 uM), condicao 5 (Win 1 uM), condi¢ao 6 (Win 5 uM), condicao 7 (Win 15 uM) e
condicao 8 (Win 30 uM). Estas condicGes permitiram analisar a resposta das células as
diferentes concentracoes de Win. Este ensaio foi repetido 8 vezes (n=8) de forma a
garantir a reprodutibilidade dos resultados, neste caso, do efeito do Win nas diferentes
concentracoes testadas.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1100000000000
"1 O000 000000 O
10000000000 O

| OO000 00008
[ O000000000 0
1000000000000
| 000000000000
OOO000000000

O1- Meio OS-Controlo .S—WinlpM.?—W'in 15 pM
OZ - Celulas +Meic.4 - Win 0.1 pM.ﬁ —Win5pM. 8 - Win 30 pM

Figura 15 — Ensaio com concentragdoes de Win de 0,1 uM a 30 uM, para linhas de GB. Representagio

Esquematica da placa de 96 pocos com as 8 condi¢des para avaliacdo da viabilidade celular.

No caso dos HA, estudou-se o intervalo de concentracées de Win 0,1 uM a 5 uM, onde
se analisaram 6 condi¢oes distintas, tal como demonstrado na figura 16.
De forma analoga ao que foi feito para as linhas celulares, como descrito anteriormente,

os HA foram semeados em placas de 96 pocos, previamente revestidas com polilisina.
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O ensaio decorreu em condi¢Oes similares ao ensaio das linhas (iniciou-se ao tempo de
0 horas e teve a duracao de 72 horas). As condi¢oes deste ensaio sdo: condicao 1 (Meio),
condicdo 2 (células + meio), condicao 3 (Veiculo/Controlo), condi¢dao 4 (Win 0,1 uM),
condicao 5 (Win 1 uM) e condicao 6 (Win 5 uM), que permitiram avaliar a resposta dos
HA as diferentes concentracoes de Win. O ensaio foi repetido 6 vezes (n=6) para
garantir a reprodutibilidade dos resultados.

1 OOOOOOOOOOOO
[ OOO0000@@® O OO
1 OOOO000®@® OO0
OOO0O00C00@@® OO0
1 000 00@OOOOO0
1 OO0 0@@@OO OO0
100000@@O0O OO0
OO0
O 1- Meio O3-COHU‘DLD .5-Win1uM
O2-células+Meio . 4-Win 0.1 pM .6-W‘in5|.lM

Figura 16 — Ensaio com concentracoes de Win de 0.1 uM a 5 uM, para HA. Representacdo Esquematica da

placa de 96 pogos com as 6 condigOes para avaliacao da viabilidade celular.

Usou-se o ensaio do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)
para analisar a viabilidade /proliferacao celular das linhas de GBM (U373, U87 e
SNB19) e de HA para determinacao do ECso.

Foi preparada a solugdo de MTT, com a concentragao de 5 mg/mL em DPBS, isolado da
luz. No final das 72 horas dos ensaios (para todas as linhas e HA) removeu-se o meio de
cultura e adicionou-se meio de cultura novo. Em seguida, na auséncia de luz,
adicionaram-se 10 pL da solucdo de MTT (5 mg/mL), colocou-se a placa na incubadora
a 37°C até formacao de cristais parpura (nunca ultrapassando as 4h de incubacao). Em
seguida, retirou-se o meio e a solucao de MTT e dissolveram-se os cristais em 100 pL de
dimetilsulféxido (DMSO). A placa ficou em agitacdo continua para garantir a
dissolucao total dos cristais. Sempre que possivel, a técnica foi feita na auséncia de luz e
com a placa protegida com papel de aluminio.

No final leram-se as absorvéncias a 570 nm, num espetofotometro para microplacas

(BioRad), onde o ensaio 1 (meio de cultura completo) foi utilizado como branco.
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3.2 Determinacao do efeito do Win na auséncia ou na presenca de
Ado/ABT e na auséncia ou na presenca de cocktail de antagonistas
dos recetores da Ado, nas linhas de GBM e HA

De forma semelhante ao descrito anteriormente, na seccao 3.1 deste capitulo, as células
das linhas de GBM (U373, U87 e SNB19) e HA foram semeados em placas de 96 pocos.
De forma similar, durante 72 horas, as células foram incubadas com Win 5 uM, na
auséncia ou na presenca de Ado/ABT e na auséncia ou na presenca de cocktail de
antagonistas dos recetores de Ado (C.A.). O C.A. é constituido por uma mistura de
dipropilciclopentilxantina (DPCPX) (15 uM) antagonista seletivo do recetor A,, 5-
Amino-7-(2-phenylethyD)-2-(2-furyl-pyrazolo(4,3-e)-1,2,4-triazolo(1,5-c)pyrimidine
(SCH58261) (10 uM) antagonista seletivo do recetor A.x, [3H]5N-(4-
methoxyphenylcarbamoyl)amino-8-propyl-2-(2-furylpyrazolo[ 4,3-e] -1,2,4-
triazolo[1,5-c]pyrimidine (MRE 3008F20) (1,5 uM) antagonista do recetor A; e 3-
propyl-6-ethyl-5[(ethylthio)carbonyl]-2-phenyl-4-propyl-3-pyridine-carboxylate
(MRS 1754) (0,1 uM) antagonista do recetor A.g. Foram analisados sextuplicados de 9
condicoes (figura 17): condicao 1 (Meio), condicao 2 (células + meio), condicao 3
(Veiculo/Controlo); condicao 4 (Ado 30 uM /ABT 15 uM); condicao 5 (Win 5 uM);
condicao 6 (C.A.), condicao 7 (C.A.+Ado/ABT); condi¢ao 8 (C.A.+Win 5 uM) e condicao
9 (C.A.+Win 5 uM+Ado/ABT).
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O 2 - Células + Meio . 5 . Win 5 HM. 8 - C.A.+ Win 5 pM
O 3 - Controlo . 6 - C.A. . 9 - C.A.+ Win 5 uM +ADO/ABT

Figura 17 — Ensaio para concentracido de Win 5 uM, na presenca ou auséncia de C.A. e na presenga ou

auséncia de Ado/ABT. Representacdo Esquematica da placa de 96 pocos com as 9 condicbes para avaliacao

da viabilidade celular.
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Neste trabalho foram realizados dois conjuntos de experiéncias distintos: um com Ado
e outro com ABT. A Ado é rapidamente metabolizada e para manter a sua concentracao
elevada é necessario recorrer a alternativas. Para isso foram analisados duas
metodologias distintas, a primeira consistiu no reforco de Ado a 30 uM de 8 horas em 8
horas (as 7 horas = 15 horas = 23 horas de cada dia de incubacao) no decorrer das 72
horas do ensaio, fazendo com que a administracao de Ado mantivesse os altos niveis de
concentracdo. A outra metodologia tinha como finalidade bloquear a ADK (enzima que
promove a conversao de Ado em AMP) através da incubacdo com ABT, um inibidor da
ADK, fazendo com que os niveis de Ado intracelular se mantivessem elevados. O ensaio
teve a duracao de 72h. Realizaram-se 4 ensaios independentes (n=4), para cada uma
das metodologias (Ado ou ABT) de forma randomizada para assegurar a
reprodutibilidade do ensaio.

No final das 72 horas de ensaio usou-se o método do MTT, de forma similar ao descrito

na seccao 3.1 deste capitulo, para avaliar a viabilidade/proliferacao celular.
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4 Avaliacao da citotoxicidade celular (LDH)

O ensaio da libertacao da Desidrogenase do lactato (LDH) avaliou a citotoxicidade dos
compostos/drogas aplicados as células de GBM (U373, U87 e SNB19) e HA. Para a
realizacao do ensaio de LDH retirou-se 25 uL de meio de cultura de cada replicado dos
ensaios de 3.1 e numa nova placa de 96 pogos juntou-se os replicados dois a dois
(ex.:1.1+1.2;1.3+1.4;1.5+1.6). Realizou-se ainda um controlo positivo que consistiu na
diluicdo de 1 uL. de LDH Positive Control dissolvido em 10 mL de Albumina sérica
bovina (BSA) 1% em DPBS.

Neste estudo recorreu-se ao Pierce LDH Cytotoxicity Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific) e de acordo com as recomendacoes do fabricante adicionaram-se aos 50 pL
de amostra, 50 uL de Reaction Mix (diluicao de Substrate Mix liofilizado em 11,4 mL de
DPBS, ao qual se adicionou 0,6 mL de Assay Buffer). Incubou-se a placa durante 1 hora
a temperatura ambiente, na auséncia de luz e com agitacdo continua, e no final
adicionou-se a cada pogo 50 uL da solu¢do STOP homogeneizando bem a mistura.

No final leu-se as absorvéncias a 490 nm e 680 nm num espetéfotometro para
microplacas (BioRad). Apés descontar a absorvéncia obtida a 680 nm a obtida a 490
nm, o valor obtido foi convertido em unidades de atividade de LDH libertadas,
recorrendo a uma curva de calibracgao, e o resultado expresso em pUnidades por 1000

células.
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5 Ensaios para a extracao de RNA total

As células (U373, U87 e SNB19) foram semeadas em placas de 6 pocos, e de forma
semelhante ao descrito anteriormente, procedeu-se a um ensaio de 72 horas de
duracao. Foram usadas 3 condicOes distintas, cada uma efetuada em quadruplicado:
condicdo 1 (Veiculo/Controlo), condicao 2 (Ado 30 uM) e condicao 3 (ABT 15 uM).
Neste ensaio foi necessario fazer o reforco de Ado 30 uM, de 8 horas em 8 horas (7
horas - 15 horas - 23 horas), na condicao 2, para manter as concentracées de Ado
elevadas. Realizaram-se 3 ensaios independentes (n=3) de forma randomizada para

assegurar a reprodutibilidade do ensaio.

Placa 1 Placa 2
1 2 3 1 2 3

. 1. Controlo/Veiculo OI- ADO 30 pM . 3. ABT 15 pM

Figura 18 — Ensaio para recolha de RNA. Esquema das placas de 6 pocos para recolha de RNA das

condi¢oes de Controlo, Ado 30 uM e ABT 15 uM.

No final das 72 horas as células foram tripsinizadas, recolhidas e centrifugadas durante
2 minutos a velocidade maxima, procedeu-se a congelacao imediata em azoto liquido e
posterior armazenamento a -80°C.

Foi feita a extracdo de RNA total a partir das células das linhas celulares de GBM
(U373, U87 e SNB19), anteriormente congeladas. Todo o protocolo foi realizado em
gelo (devido a sensibilidade térmica do RNA), com recurso a fortes agentes
desnaturantes e com 4gua tratada com dietilpirocarbonato (d4gua DEPC), para inativar

as Ribonucleases (RNases).
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5.1 Extracao de RNA total

No protocolo para extracao de RNA total utilizou-se Tri-Reagent (Tri) (Sigma-Aldrich),
uma mistura de tiocianato de guanidina e fenol em solu¢ado monofésica. De acordo com
as recomendacoes do fabricante, adicionou-se 200 uL de Tri a cada microtubo com as
células (1 mL de Tri/100 mg de células), homogeneizou-se no vortex (para dissociar os
complexos nucleoproteicos), tendo as amostras permanecido por 10 minutos a
temperatura ambiente.

Em seguida, adicionaram-se 4ouL de cloroférmio (200 pL de cloroférmio/1 mL de Tri)
e agitou-se vigorosamente durante 15 segundos, tendo ficado por 10 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente centrifugou-se a 12000 rpm durante 15 minutos
a 4°C, de onde se obteve a separacdo em trés fases: fase aquosa (transparente) — RNA;
interfase (esbranquicada) — DNA e fase organica/pellet (rosa) — proteinas, residuos de
fenol e cloroférmio.

De forma muito cuidadosa, para nao arrastar por¢oes das outras fases, transferiu-se a
fase aquosa (RNA) para um microtubo novo, devidamente identificado, ao qual se
adicionou 100 pL de isopropanol (500 uL/1 mL de Tri) para precipitar o RNA total,
formando-se uma névoa, e agitou-se vigorosamente, tendo ficado por 10 minutos a
temperatura ambiente. Fez-se uma nova centrifugacdo a 12000 rpm, por 15 minutos a
4°C, onde se depositou um pellet correspondente ao RNA precipitado. Descartou-se o
sobrenadante, adicionou-se 1 mL de etanol 75% (dissolvido em &gua DEPC) e
centrifugou-se a 7500 rpm por 10 minutos a 4°C, para remover os residuos dos
reagentes utilizados. No final descartou-se o sobrenadante e rehidratou-se o RNA total

(pellet) em 25 uL agua DEPC ficando armazenado no -80°C para posterior anélise.
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5.2 Avaliacao da integridade do RNA total

A integridade do RNA total extraido foi analisada com recurso a separacao deste
através de eletroforese em gel de agarose a 1% em tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE)
diluido 50 vezes e corado com GreenSafe (NZYTech), agente intercalante de acidos
nucleicos (3 uL GreenSafe/100 mL de TAE).

As amostras foram preparadas num microtubo novo onde se adicionou 2 pL de
amostra, com 8 uL de agua DEPC e 1 plL de Loading Buffer 10x (corante de
rastreamento para deposicio das amostras e acompanhamento da corrida). Em
seguida, depositou-se as amostras nos pocos do gel, previamente introduzido na tina
(BioRad) e ligado a fonte (BioRad) com a poténcia de 140 V, por aproximadamente 30
minutos.

No final da corrida, com recurso ao Transiluminador (Uvitec), sob a exposi¢ao a luz
ultravioleta (UV), avaliou-se a integridade do RNA com presenca de duas bandas: 18s e

28s (onde a 28s apresenta o dobro da intensidade da 18s).

5.3 Quantificacao de RNA total

A quantificacdo do RNA total realizou-se com recurso a um nanoespetrofotémetro
(Nanophotometer™, Implen) que indica de forma direta a concentracao de RNA total
(ng/uL) e a razao Aseo/Asso, que traduz o grau de pureza do RNA total, pela fracao entre
as absorvéncias a 260 nm e a 280 nm (idealmente no intervalo de 1,8 a 2,1). As
medicoes foram feitas com 3 pL de amostra e previamente fez-se um controlo/branco

com 3 pL dgua DEPC.

5.4 Tratamento do RNA total com DNase

O tratamento com desoxirribonuclease (DNase) é realizado para eliminar vestigios
residuais de DNA genOmico e efetua-se antes da sintese de DNA complementar
(cDNA).

Retirou-se da amostra o volume de RNA correspondente a 1000 ng e completou-se o
volume de 8 pL com 4gua DEPC. Adicionou-se 1 ul. de Reaction Buffer (10X) com
MgCl. (Thermo Fisher Scientific) e 1ul. de DNase I RNase-free (Thermo Fisher
Scientific) a cada amostra, e incubou-se durante 30 minutos a 37°C num termociclador
(Bio-Rad). Em seguida, adicionou-se 1 uL de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
(50mM) e fez-se uma nova incubag¢iao a 65°C por 10 minutos. Findada a incubacao

resfriou-se as amostras até 4°C.
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6 Sintese de DNA complementar

O cDNA foi sintetizado a partir do RNA por transcricdo reversa, reacao catalisada pela
enzima transcriptase reversa na presenca de primers, utilizando um RevertAid First
Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific).

De acordo com as recomendacoes do fabricante adicionou-se a cada amostra de RNA,
tratadas com DNase, 1 uL. de Random Hexamer (Thermo Fisher Scientific) e incubou-
se a 65°C por 5 minutos, no termociclador. Em seguida, preparou-se uma mistura (para
n + 1 reagoes) com: 4 pL Reaction Buffer (5x) (Thermo Fisher Scientific), 1 uL
RiboLock RNase Inhibitor (20 U/uL) (Thermo Fisher Scientific), 2 uL de mistura dANTP
(10 mM) (Thermo Fisher Scientific), 1 uL. RevertAid M-MuLV RT (200 U/uL) (Thermo
Fisher Scientific). Por cada amostra adicionaram-se 8 plL. da mistura preparada, e
incubou-se 5 minutos a 25°C, seguido de 60 minutos a 45°C e 5 minutos a 70°C,

finalizou-se a sintese com o arrefecimento até 4°C, armazenando-se o cDNA a -20°C.
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7 Desenho de primers e PCR convencional

Os primers para o recetor CB1 e -actina foram desenhados no programa informatico
National Center for Biotechnology (NCBI), Primer-BLAST e estao descritos na Tabela
2. De forma a garantir que amplificavam enzimaticamente as sequéncias
correspondentes aos mRNA dos genes em estudo, efetuou-se um Reacdao em Cadeia da
Polimerase (PCR).

O PCR convencional, técnica de amplificacdo enzimatica, teve por objetivo confirmar a
expressao dos genes CB1 e f-actina (housekeeping) nas linhas de GBM (U373, U87 e
SNB19) e nos HA. Segundo as recomendacé6es do fabricante preparou-se uma mistura
(para n + 1 reacoes) com: 5 uL. Green Master Mix Speedy (Thermo Fisher Scientific),
0,4 uL primer forward (10 uM), 0,4 uL primer reverse (10 uM) e 3,2 uL H,O estéril,
por cada reacdo. Em seguida, adicionou-se 1 uL. de cDNA da amostra correspondente ao
tubo correspondente, com excepcdo dos negativos onde se adicionou 1 uL de H,O
estéril.

As amostra preparadas foram incubadas num termociclador (Bio-Rad) durante 2
minutos a 95°C, seguindo-se 40 ciclos com: 5 segundos a 95°C, 10 segundos a 60°C e 3
segundos a 72°C. Por fim a dltima incubagao ocorreu a 72°C por 5 minutos, deixando-

se as amostras arrefecer até aos 4°C.

Tabela 2 - Sequéncias dos primers dos genes utilizados no estudo

Temperatura i i
Primer Forward Primer Reverse

Fragmento deAnnealing

B-actina NM_oo01101.5 204 ph 6o°C TTCCTGGGCATGGAGTCCT AGGAGGAGCAATGATCTTGATC

CE1 NM_oo116o226.2 141 ph 6o°C CAGGCCTTCCTACCACTTCAT ACCCCACCCAGTTTGAACAGA

A cada amostra foi adicionado 2 uL. de Loading Buffer 10x e os produtos obtidos foram
analisados em gel de agarose a 2%, tal como descrito no sec¢ao 5.2 do capitulo B. Num
dos pocos do gel colocou-se 4 uL. do marcador de peso molecular NZYDNA Ladder VI

(NZYtech), para confirmar os tamanhos dos genes.
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8 PCR em tempo real

A Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (RT-PCR) teve por objetivo
quantificar o cDNA em cada amostra utilizando um corante fluorescente. Inicialmente,
para otimizacdo da técnica, foi realizada a curva de eficiéncia para os genes CB1 e [3-
actina (housekeeping — que tem por fungdo normalizar a expressao do gene CB1),
através de diluigoes seriadas: 1 (stock) — 1:2 — 1:4 — 1:8 — 1:16, em duplicado, para que a
eficiéncia de amplificacao produzida pelos primers estivesse entre 95% - 105%.

De acordo com as recomendacoes do fabricante, preparou-se uma mistura (para n + 1
reacoes) que continha por cada reacao: 5 uL Syber green (NZYSpeedy qPCR Green
Master Mix (2x); NZYtech), 0,4 uL primer forward (10 uM), 0,4 uL primer reverse (10
uM) e 3,2 uL H,O estéril. Distribui-se por cada poco da placa 9 uL da mistura,
adicionou-se 1 uL. de cDNA, diluido de 1:3 em H.O estéril a cada poco com amostra e 1
uL de H,O estéril aos pocos com o controlo.

Colocou-se a placa no aparelho de PCR (CFX96 Touch Real-Time PCR Detection
System; Bio-Rad) por 2 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de 95°C por 5 segundos,
60°C por 10 segundos e 72°C por 3 segundos. No final incubou-se 5 minutos a 72°C.
Dos resultados obtidos avaliou-se os perfis das curvas de melting, onde foi possivel
analisar a formacdo ou nao de dimeros e a pureza dos produtos amplificados. Os
resultados obtidos do real-time PCR foram analisados usando o método Ct comparativo
(AACt), que compara os Ct das amostras com os Ct do controlo, sendo estes

normalizados pelos Ct obtidos do gene de referéncia (-actina).

46



9 Analise estatistica

A anélise estatistica de todos os resultados obtidos foi realizada no GraphPad Prism
(versdo 8.2.0). Os valores encontram-se expressos em média + epm. As comparacgoes
entre 2 médias foi efetuada através do teste t de Student. As comparacoes entre médias
de 3 ou mais grupos foram feitas pelo teste One-Away — ANOVA seguida de teste post-
hoc de Tukey, utilizando o GraphPad Prism (versao 8). Considerou-se, para os testes,

resultados significativamente estatisticos quando P<0,05.
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Capitulo C
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Resultados

1 Avaliacao do efeito de um agonista dos recetores dos

canabinodides na viabilidade/proliferacao celular

A viabilidade celular foi avaliada nas diferentes culturas de linhas de GBM e HA pelo

ensaio de MTT tal como descrito na seccao de Materiais e Métodos, capitulo B.

1.1 Avaliacao do efeito na viabilidade/proliferacao celular utilizando

um intervalo de concentracoes de Win, para linhas de GBM

Comecou-se por avaliar a viabilidade/proliferacao celular das linhas de GBM quando
tratadas com concentracoes de Win entre 0,1 pM a 30 pM. Os resultados apresentados
nas figuras 19 a 21 correspondem as médias + epm, em percentagem relativamente ao
ensaio células + meio, das absorvéncias registadas.

Na figura 19 encontra-se representada a viabilidade/proliferacao celular obtida apos
incubacdo durante 72h na presenca de Win (0,1 uM -30 uM) para a linha U373. Como
podemos observar, as concentracoes de Win 0,1 uM e de Win 1 uM nao produzem
reducao significativa da viabilidade/proliferacao celular, comparativamente ao controlo
(veiculo). As restantes concentragoes estudadas produziram uma reducao drastica da
proliferacao celular, sendo que as concentracbes mais elevadas anulam quase por
completo a viabilidade/proliferacao celular (Win 15 uM — 97,42% e Win 30 uM —
97,54% de reducao da viabilidade/proliferacao relativamente ao controlo), enquanto o
Win 5 uM reduz a proliferacdo em 88,18%, que apesar de acentuada nao é tao severa
como nas concentragdes superiores. As trés ultimas condicoes de estudo (Win 5 uM;
Win 15 uM e Win 30 uM) apresentam reducao significativamente estatistica em relacao

a condicao Controlo (P<0,0001).
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Figura 19 — Viabilidade/proliferagio celular da linha U373 para concentra¢bes de Win entre 0,1 uM e 30
uM. As células foram incubadas durante 72h na presenca de Win (0,1-30 uM), de veiculo (controlo) ou
apenas de meio. Os resultados representam a média + epm da viabilidade/proliferacéo, correspondente a 8
experiéncias (n=8), expressa em termos de % do ensaio células + meio. A viabilidade/proliferagao celular
apresenta reducao significativamente estatistica para concentracoes de Win 5 uM, 15 uM e 3o0uM, em
comparacao com o controlo (**** P<0,0001; ANOVA seguida de teste de Tukey). As concentraces mais

baixas (0,1 uM e 1 uM) nao promovem a reducao da viabilidade/proliferacao celular (P>0,05).
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A viabilidade/proliferacdo celular para a linha U87, apresentada na figura 20, segue a
mesma tendéncia que a linha anterior (U373). As concentracoes de Win 0,1 uM e de
Win 1 uM nao afetaram significativamente (P>0,05) a viabilidade/proliferacao celular
comparativamente ao controlo (veiculo). J4 as restantes concentracdes produziram
uma acentuada e significativa (P<0,0001) reducao da viabilidade/proliferacao celular
(Win 5 uM - 91,42%, Win 15 uM — 95,76% e Win 30 uM — 96,76% de reducao

relativamente ao controlo) em relacdo a condicao controlo.

U8~

3 Controlo
1207 E= Win 0,1 uM
Zzz2 Win 1 uM
E=3 Win 5 uM
o@m Win 15 uM
E== Win 30 uM

(% Células + Meio)

MMM\

N
L3
{‘1‘1‘

Viabilidade/Proliferacao Celular

Figura 20 — Viabilidade/proliferagao celular da linha U87 para concentracoes de Win entre 0,1 uM e 30
uM. As células foram incubadas durante 72h na presenca de Win (0,1-30 uM), de veiculo (controlo) ou
apenas de meio. Os resultados representam a média + epm da viabilidade/proliferagfo, correspondente a 8
experiéncias (n=8), expressa em termos de % do ensaio células + meio. A viabilidade/proliferacdo celular
apresenta redugdo significativamente estatistica para concentra¢ées de Win 5 uM, 15 uM e 30uM, em
comparacao com o controlo (**** P<0,0001; ANOVA seguida de teste de Tukey). As concentracoes mais

baixas (0,1 tM e 1 uM) ndo promovem a reducio da proliferacao das células (P>0,05).
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Apesar do perfil de comportamento ser similar as outras linhas, as SNB19 apresentam
uma reducdo menos acentuada do efeito do Win na viabilidade/proliferacao celular
para a concentracdo de Win 5 uM. Tal como nas linhas anteriores, também nas SNB19
as concentragoes de Win 0,1 uM e de Win 1 uM ndo reduzem significativamente
(P>0,05) a viabilidade/proliferacdo celular comparativamente ao controlo. As
concertacoes superiores produziram uma diminui¢do da proliferacdo celular
estatisticamente significativa (P<0,0001) em relacao a condicao controlo (Win 5 uM —
67,11%, Win 15 uM — 93,96% e Win 30 uM — 94,68% de reducao relativamente ao

controlo), como apresentado na figura 21.
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Figura 21 — Viabilidade/prolifera¢do celular da linha SNB19 para concentra¢ées de Win entre 0,1 uM e 30
uM. As células foram incubadas durante 72h na presenca de Win (0,1-30 uM), de veiculo (controlo) ou
apenas de meio. Os resultados representam a média + epm da viabilidade/proliferacdo, correspondente a 8
experiéncias (n=8), expressa em termos de % do ensaio células + meio. A viabilidade celular apresenta
reducdo significativamente estatistica para concentra¢ées de Win 5 uM, 15 pM e 30uM, em comparacgio
com o controlo (**** P<0,0001; ANOVA seguida de teste de Tukey). As concentra¢des mais baixas (0,1 uM

e 1 uM) ndo promovem a redugdo da proliferacao das células (P>0,05).
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1.2 Avaliacao do efeito na viabilidade/proliferacao celular utilizando

um intervalo de concentracoes de Win, para os HA

Avaliou-se a viabilidade/proliferacao celular dos HA quando expostos a concentracoes
de Win entre 0,1 uM a 5 uM durante 72h. No ensaio com os HA analisou-se, apenas, as
concentracoes de Win 0,1 uM, 1 uM e 5 uM, pois os estudos anteriores evidenciaram
que as concentragoes superiores (15 UM e 30 uM) anularam quase por completo a
viabilidade/proliferacdo celular.

Similarmente ao observado nas linhas, no caso dos HA as concentragoes de Win 0,1 uM
e de Win 1 uM nao afetaram significativamente (P>0,05) a viabilidade/proliferacao
celular, comparativamente ao controlo (veiculo). No caso do Win 5 uM observou-se
uma reducdo acentuada da viabilidade celular (91,25% de reducao relativamente ao

controlo), como demonstrado na figura 22.
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Figura 22 — Viabilidade/proliferacio celular dos HA para concentragbes de Win entre 0,1 uM e 5 uM. As
células foram incubadas durante 72h na presenca de Win (0,1-5 uM), de veiculo (controlo) ou apenas de
meio. Os resultados representam a média + epm da viabilidade/proliferacao, correspondente a 6
experiéncias (n=6), expressa em termos de % do ensaio células + meio. A viabilidade/proliferacao celular
apresenta reducao significativamente estatistica para a concentracao de Win 5 uM em comparagao com o
controlo (**** P<0,0001; ANOVA seguida de teste de Tukey). As concentragdes mais baixas (0,1 uM e 1

uM) nao promovem a reducao da proliferacdo das células (P>0,05).
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1.3 Avaliacao da curva Dose — Resposta (ECs0)

Para a elaboracdo da curva de dose - resposta das diferentes linhas de GBM e HA, do
efeito do Win na viabilidade/proliferacao celular em fun¢do da concentracdo de Win,
calculou-se a partir das médias das absorvéncias obtidas pelo método do MTT
correspondentes a cada uma das concentracoes de Win, e para cada tipo de células, a
percentagem de proliferacio em relacdo ao controlo (veiculo) e representou-se em
funcdo do logaritmo de cada concentracao de Win.

Para cada tipo de célula, os valores da % de viabilidade/proliferacao celular em funcao
do log, da concentracdo de Win, foram ajustados pela funcdo “dose-resposta —
especial” do software GraphPad e o ECso (concentracao que produz 50% do efeito

maximo) foi calculado depois da normalizacao dos valores para um efeito maximo de

100%.
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Figura 23 — Curva Dose-Resposta para as linhas U373, U87 e SNB19. As células foram incubadas durante
72h na presenca de Win (0,1-30 uM) ou de veiculo (controlo). Os resultados representam a média + epm
da viabilidade/proliferagio, correspondente a 8 experiéncias (n=8), expressa em termos de % do controlo,
em funcido do logio da concentragdo de Win. *P<0,0001, comparativamente com o controlo (ANOVA

seguida de teste de Tukey).
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A figura 23 apresenta a resposta que as diferentes linhas de GBM (U373, U87 e SNB19)
tém em funcdo da concentracdo de Win. Observou-se que a % de proliferacdo é
reduzida com o aumento do logaritmo da concentracao de Win, e por consequéncia do
aumento da concentracdo de Win. O perfil é idéntico para as trés linhas demonstrando
que entre as concentracoes de 1 uM e 5 UM de Win, ocorre uma dréastica diminuicao da
proliferacdo, e que para valores superiores a 5 pM, chega préximo do zero. Fez
igualmente parte desta anélise, o calculo dos valores de ECs, que para todos os tipos de
células, tendo-se obtido os seguintes valores (uM): EC5, — U373 = 2,47; EC5o — U87 =
2,21; EC50 — SNB19 = 2,80.
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Figura 24 — Curva Dose-Resposta para os HA. Os HA foram incubados durante 72h na presenca de
Win (0,1-5 puM) ou de veiculo (controlo). Os resultados representam a média + epm da
viabilidade/proliferacdo, correspondente a 6 experiéncias (n=6), expressa em termos de % do
controlo, em funcdo do log:o da concentracao de Win. * P<0,0001, comparativamente com o controlo
(ANOVA seguida de teste de Tukey).

A figura 24 apresenta a curva Dose-Resposta da % de viabilidade/proliferacao
celular em funcao do log,, da concentracao do Win, obtida para os HA. A tendéncia
observada para os HA é similar a das células de GBM, ocorrendo a reducao da % de
proliferacio com o aumento do logaritmo da concentracdo de Win, e por
consequéncia do aumento da concentracao de Win. Entre as concentracoes de Win
1 UM e Win 5 uM acontece uma diminuicao da proliferacdo muito acentuada, e é

neste intervalo que esta situado o valor de EC5, — HA = 1,51 uM.
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2 Avaliacao da influéncia do aumento da concentracao de
adenosina no efeito inibitério do Win 5 pM na

viabilidade/proliferacao celular

Depois de se avaliar a dependéncia da concentracao de Win no efeito deste na
sobrevivéncia/proliferacdo nas linhas de GBM e nos HA, e de se calcular os valores
de ECso, que para todos os tipos de células ficaram compreendidos entre as
concentragoes de Win 1 uM a 5 uM, selecionou-se como concentracao para estudos
posteriores o Win 5 uM e avaliou-se se o efeito deste seria alterado na presenca de
elevadas concentracoes de Ado. Avaliou-se também se a influéncia da Ado no efeito
do Win seria mediada por ativacdo dos recetores da Ado. Para tal procedeu-se a
realizacao de ensaios na auséncia ou na presenca de cocktail de antagonistas de
todos os recetores da Ado (C.A.). Foram utilizados os seguintes antagonistas, nas
concentracoes indicadas: 15 uM-DPCPX, 10 uM-SCH 58261, 0,1 uM-MRS 1754 € 1,5
uM-MRE 3008F20; estas concentracoes sdo capazes de bloquear efetivamente e
seletivamente a ativacao pela Ado dos recetores A;, Asa, Ao € A; humanos da Ado,

respetivamente (Fredholm et al., 2001).

Devido ao rapido metabolismo da Ado, foi essencial assegurar que os valores se
mantinham elevados. Para tal, adotou-se dois procedimentos diferentes: 1) reforcar
de 8 horas em 8 horas os niveis de Ado disponiveis, adicionado Ado a 30 uM; ou 2)
bloquear a ADK, através do ABT (inibidor da ADK), impedindo que a Ado se

convertesse em AMP, e assim se mantivessem os niveis endégenos de Ado elevados.

A viabilidade/proliferagdo celular foi avaliada, pelo método do MTT, apds
incubacdo durante 72h com Win (5 uM) ou veiculo (controlo) na presenca ou
auséncia de Ado (30 uM) /ABT (30 uM) e na presenca ou na auséncia de C.A.. Os
resultados apresentados nas figuras 25 a 32 correspondem as médias + epm, em

percentagem relativamente ao ensaio células + meio, das absorvéncias registadas.
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2.1 Avaliacao da influéncia da adenosina exdégena no efeito inibitério

do Win 5 puM na viabilidade/proliferacao celular

Como podemos observar na figura 25, na linha de GBM, U373, na auséncia de C.A. as
células quando expostas a Ado 30 uM ndo sofreram alteracdo significativa da
viabilidade/proliferacao celular (P>0,05) comparativamente com a condigdo controlo
(veiculo). Pelo contrario, o Win 5 puM, a semelhanca do observado nos ensaios
anteriores, reduz significativamente a viabilidade/proliferacao (85,5% de reducao
relativamente a condicao células + meio), comparativamente com o controlo
(P<0,0001). No caso da condicao de C.A., que serviu como um controlo para todas as
condi¢bes que continham a mistura de antagonistas dos recetores de Ado e onde se
bloqueou os quatro recetores de Ado, observou-se uma reducao significativa (41,08%
de reducao relativamente a condicdo células + meio) comparativamente ao controlo
(P<0,01). Tal como observado na auséncia de C.A., a adicao de Ado (30 uM) exdgena
nao afetou a viabilidade/proliferacao celular na presenca de C.A. (P>0,05, comparando
a condicao de C.A.+Ado com a condicao C.A.). Por outro lado, quer a presenca de C.A.
quer de C.A+Ado nao preveniu o efeito inibitorio do Win 5 uM na
viabilidade/proliferacao celular (ver figura 25), embora pareca haver uma tendéncia
para a reducao do efeito do Win 5 uM na presenca de C.A.+Ado comparativamente ao
efeito deste na presenca de CA. O fato do C.A. sozinho reduzir a
viabilidade/proliferacao celular comparativamente com o controlo (veiculo), sugere que
a Ado endbgena basal teria um efeito protetor na viabilidade/proliferaciao celular,
provavelmente por ativacdo dos recetores A; e Az da Ado, e esse efeito protetor seria

removido pelo bloqueio dos recetores pelo C.A.
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Figura 25 - Viabilidade/proliferacao celular da linha U373 obtida na presenca de Win (5 uM) na presenca

ou na auséncia de C.A. e na presenca ou na auséncia de Ado (30 uM). As células foram incubadas durante

72h na presenca de Win (5 uM), de veiculo (controlo), de Ado (30 uM), de cocktail de antagonistas dos
recetores da Ado (C.A.), de C.A.+Ado, de C.A.+Win., de C.A+Win 5 pM+Ado ou apenas de meio. Os

resultados representam a média + epm da viabilidade/proliferacao, correspondente a 4 experiéncias (n=4),

expressa em termos de % do ensaio células + meio. A viabilidade celular apresenta reducao

estatisticamente significativa da concentracao de Win 5 uM, do C.A., do C.A.+Win 5 uM e C.A.+Win 5

uM+Ado em relagao ao controlo (** P<0,01; **** P<0,0001). Em relacao ao C.A. observa-se a redugdo com

significincia estatistica para C.A.+Win 5 uM e C.A.+Win 5 uM+Ado (#### P<0,0001) e uma diferenca

com significincia estatistica entre as condig¢oes de C.A.+Ado e C.A.+Win 5 uM+Ado (P<0,0001) (ANOVA

seguida de teste de Tukey).
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No caso da linha U87, tal como apresentado na figura 26, a Ado 30 uM nao afetou a
viabilidade/proliferacao celular quer na auséncia quer na presenca de C.A. (P>0,05)
comparativamente ao controlo (veiculo). Neste caso, o C.A. sozinho também nao
modificou significativamente a viabilidade/proliferacao celular (P>0,05) relativamente
ao controlo. J4 para o Win 5 uM a reducdo da viabilidade/proliferacdo celular é
estatisticamente significativa (P<0,0001; comparativamente com o controlo) e muito
acentuada (94,37% reducio relativamente a condicio células + meio). A semelhanca
das células U373, também nas células U87, quer a presenca de C.A. quer de C.A+Ado.
nao preveniu o efeito inibitério do Win 5 uM na viabilidade/proliferacdo celular (figura
26). De facto, as condicoes (C.A.+Win 5 uM e C.A.+Win 5 uM+Ado) sofrem reducoes
estatisticamente significativa em relacao as condicoes C.A. (P<0,0001) e C.A.+Ado

(P<0,0001), respetivamente.
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Figura 26 - Viabilidade/proliferacdo celular da linha U87 obtida na presenca de Win (5 uM) na presenca ou
na auséncia de C.A. e na presenca ou na auséncia de Ado (30 uM). As células foram incubadas durante 72h
na presenca de Win (5 uM), de veiculo (controlo), de Ado (30 uM), de cocktail de antagonistas dos
recetores da Ado (C.A.), de C.A.+Ado, de C.A.+Win., de C.A+Win 5 pM+Ado ou apenas de meio. Os
resultados representam a média + epm da viabilidade/proliferacdo, correspondente a 4 experiéncias (n=4),
expressa em termos de % do ensaio células + meio. A viabilidade celular apresenta reducao
estatisticamente significativa da concentra¢do de Win 5 uM, do C.A.+Win 5 pM e C.A.+Win 5 uM+Ado em
relacdo ao controlo (**** P<0,0001). Em comparacdo com o C.A. verifica-se a reducdo estatisticamente
significativa para C.A.+Win 5 uM e C.A+Win 5 uM+Ado (####P<0,0001) e uma relacio com
estatisticamente significativa entre as condi¢es de C.A.+Ado e C.A.+Win 5 uM+Ado (P<0,0001) (ANOVA
seguida de teste de Tukey).
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Na linha SNB19 (figura 27) a Ado 30 uM nao afetou a viabilidade/proliferacao celular
quer na auséncia quer na presenca de C.A. (P>0,05) comparativamente ao controlo
(veiculo). Pelo contrario, o Win 5 uM reduziu significativamente (P<0,0001) a
viabilidade/proliferacio celular comparativamente com o controlo. A semelhanca da
linha U373, também neste caso, o C.A. sozinho reduziu significativamente a
viabilidade/proliferacio celular (P<0,05) relativamente ao controlo. A semelhanca das
células U373 e U87, também nas células SNB19, quer na presenca de C.A. quer de
C.A.+Ado nao preveniu o efeito inibitério do Win 5 uM na viabilidade/proliferacao
celular (figura 27), embora pareca haver uma tendéncia para a reducdo do efeito do
Win 5 uM na presenca de C.A.+Ado comparativamente ao efeito deste na presenca de
C.A.
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Figura 27 - Viabilidade/proliferagio celular da linha SNB19 obtida na presenca de Win (5 uM) na presenca
ou na auséncia de C.A. e na presenca ou na auséncia de Ado (30 uM). As células foram incubadas durante
72h na presenca de Win (5 uM), de veiculo (controlo), de Ado (30 uM), de cocktail de antagonistas dos
recetores da Ado (C.A.), de C.A.+Ado, de C.A.+Win., de C.A+Win 5 pM+Ado ou apenas de meio. Os
resultados representam a média + epm da viabilidade/proliferacdo, correspondente a 4 experiéncias (n=4),
expressa em termos de % do ensaio células + meio. A viabilidade celular apresenta reducido
estatisticamente significativa da concentragdo de Win 5 pM, do C.A, do C.A.+Ado, do C.A.+Win 5 uM e
C.A.+Win 5 uM+Ado em relacao ao controlo (*P<0,05; ***P<0,001; **** P<0,0001). Em relacdo ao C.A.
observa-se a reducdo estatisticamente significativa para C.A.+Win 5 uM e C.A.+Win 5 pM+Ado
(###P<0,001 e #### P<0,0001) e diferenca estatisticamente significativa entre as condi¢oes de C.A.+Ado
e C.A.+Win 5 uM+Ado (P<0,01) (ANOVA seguida de teste de Tukey).
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Tal como representado na figura 28, nos HA, e contrastando com o observado nas
linhas celulares, a Ado 30 uM (adicionada de 8 horas em 8 horas) produziu uma
reducdo na viabilidade/proliferacao celular (P<0,001) comparativamente ao controlo
(veiculo) na auséncia mas nao na presenca de C.A. Similarmente ao observado nas
linhas U373 e SNB19, também no caso dos HA, o C.A. sozinho reduziu
significativamente a viabilidade/proliferacao celular (P<0,05) relativamente ao
controlo. No caso do Win 5 uM, a semelhanca do observado nas linhas celulares,
observou-se uma reducdo acentuada da viabilidade/proliferacio (P<0,0001)
comparativamente ao controlo. A semelhanca das linhas U373, U87 e SNB19, também
nos HA o efeito inibitério do Win 5 puM na viabilidade/proliferacdo celular nao foi

prevenido quer pela presenca de C.A. quer de C.A.+Ado (figura 28).
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Figura 28 - Viabilidade/proliferacdo celular do HA obtida na presenca de Win (5 uM) na presencga ou na
auséncia de C.A. e na presenga ou na auséncia de Ado (30 uM). As células foram incubadas durante 72h na
presenca de Win (5 uM), de veiculo (controlo), de Ado (30 uM), de cocktail de antagonistas dos recetores
da Ado (C.A.), de C.A.+Ado, de C.A.+Win., de C.A+Win 5 uM+Ado ou apenas de meio. Os resultados
representam a média + epm da viabilidade/proliferacao, correspondente a 3 experiéncias (n=3), expressa
em termos de % do ensaio células + meio. A viabilidade celular apresenta reducdo estatisticamente
significativa da concentracdo da Ado 30 uM, Win 5 uM, do C.A, do C.A.+Ado, do C.A.+Win 5 uM e
C.A.+Win 5 uM+Ado em relagio ao controlo (***P<0,001; **** P<0,0001). Comparativamente ao C.A.
verifica-se a reducao estatisticamente significativa com C.A.+Win 5 uM e C.A.+Win 5 uM+Ado (# P<0,05;
##P<0,01). (ANOVA seguida de teste de Tukey). Observou-se também diferenca estatisticamente
significativa entre as condicées de C.A.+Win 5 uM e C.A.+Win 5 uM+Ado (P<0,05) (ANOVA seguida de
teste de Tukey).
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2.2 Avaliacao da influéncia de um inibidor da ADK no efeito

inibitorio do Win 5 uM na viabilidade/proliferacao celular

Neste grupo de estudos utilizou-se o ABT para inibir a ADK e fazer com que os niveis de
Ado endogenos se mantivessem elevados.

A figura 29 mostra que quando as células U373 sdo tratadas com a ABT (30 uM) na
presenca de C.A. sofrem uma reducdo da viabilidade/proliferacao celular (P<0,05;
comparativamente ao ensaio com C.A.). Na auséncia de C.A., embora haja uma
tendéncia para reducdo da viabilidade/proliferacao celular por acdo do ABT (30 uM),
esta nao é estatisticamente significativa. Quando as células foram tratadas com Win 5
uM observou-se uma reducao acentuada da viabilidade/proliferacao celular quer na
auséncia (P<0,0001; comparativamente ao controlo) quer na presenca de C.A.
(P<0,001; comparativamente ao ensaio C.A.). Por outro lado, a presenca de C.A+ABT.
nao preveniu o efeito inibitério do Win 5 uM na viabilidade/proliferacao celular (ver
figura 29), embora pareca haver uma tendéncia para a reducao do efeito do Win 5 uM

na presenca de C.A.+ABT. comparativamente ao efeito deste na presenca de C.A..
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Figura 29 — Viabilidade/proliferacio celular da linha U373 obtida na presenca de Win (5 uM) na presenca
ou na auséncia de C.A. e na presenca ou na auséncia de ABT (30 uM). As células foram incubadas durante
72h na presenga de Win (5 uM), de veiculo (controlo), de ABT (30 uM), de cocktail de antagonistas dos
recetores da Ado (C.A.), de C.A.+ABT, de C.A.+Win 5 pM, de C.A.+Win 5 uM+ABT ou apenas de meio. Os
resultados representam a média + epm da viabilidade/proliferacao, correspondente a 4 experiéncias (n=4),
expressa em termos de % do ensaio células + meio. A viabilidade celular apresenta reducao
estatisticamente significativa concentragdo de Win 5 uM, do C.A.+ABT, do C.A.+Win 5 uM e do C.A.+Win
5 UM+ABT em relac¢ao ao controlo (**** P<0,0001). Em comparagdo com C.A. a reducao é estatisticamente
significativa para C.A+ABT, C.A.+Win 5 pM e C.A.+Win 5 pM+ABT (##P<o0,01; ### P<0,001;
####P<0,0001) e observa-se diferenca com significancia estatistica entre as condi¢does de C.A.+ABT e
C.A.+Win 5 uM+ABT (P<0,05) (ANOVA seguida de teste de Tukey).
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Tal como representado na figura 30, na linha U87 o ABT (30 uM) provocou a reducao
da viabilidade/proliferacao celular apenas na presenca (P<0,01; comparativamente ao
ensaio C.A.) mas nao na auséncia (P>0,05; comparativamente ao controlo) de C.A.. O
C.A. sozinho nao modificou significativamente a viabilidade/proliferacdo celular
(P>0,05) relativamente ao controlo. A presenca de Win 5 uM produziu uma reducao
acentuada da viabilidade/proliferacdo celular quer na auséncia (P<0,0001;
comparativamente ao controlo) quer na presenca de C.A. (P<0,0001;
comparativamente ao ensaio C.A.). Por outro lado, na presenca de C.A.+ABT, embora
pareca haver uma tendéncia para a reducgao da viabilidade/proliferacao celular por acao
do Win 5 uM, esta nao foi estatisticamente significativa (P>0,05; comparando o ensaio
C.A.+Win 5 uM+ABT com C.A.+ABT), sugerindo uma atenuacao do efeito do Win pela

presenca simultanea de ABT e C.A. (ver figura 30).
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Figura 30 — Viabilidade/proliferagio celular da linha U87 obtida na presenca de Win (5 uM) na presenca
ou na auséncia de C.A. e na presenca ou na auséncia de ABT (30 uM). As células foram incubadas durante
72h na presenca de Win (5 uM), de veiculo (controlo), de ABT (30 uM), de cocktail de antagonistas dos
recetores da Ado (C.A.), de C.A.+ABT, de C.A.+Win 5 uM, de C.A.+Win 5 uM+ABT ou apenas de meio. Os
resultados representam a média + epm da viabilidade/proliferacdo, correspondente a 4 experiéncias (n=4),
expressa em termos de % do ensaio células + meio. A viabilidade celular apresenta reducdo
estatisticamente significativa concentra¢do de Win 5 uM, do C.A.+ABT, do C.A.+Win 5 pM e do C.A.+Win
5 UM+ABT em relacdo ao controlo (**P<0,01; **** P<0,0001). Em comparac¢do com C.A. a redugio é
estatisticamente significativa para C.A+ABT, C.A.+Win 5 uM e C.A.+Win 5 uM+ABT (##P<0,01; ####
P<0,0001) (ANOVA seguida de teste de Tukey).
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Tal como indicado na figura 31, na linha SNB19 o ABT 30 uM na presenca de C.A.
provocou uma reducdo da viabilidade/proliferacao celular (P<0,01; comparativamente
ao ensaio com C.A.). Na auséncia de C.A., embora haja uma tendéncia para redugio da
viabilidade/proliferacao celular por acdo do ABT 30 puM, esta ndo é estatisticamente
significativa. O C.A. sozinho nao alterou significativamente a viabilidade/proliferacao
celular (P>0,05) quando comparado com o controlo. O Win 5 uM causou uma reducao
acentuada da viabilidade/proliferacdo celular quer na auséncia (P<0,01;
comparativamente ao controlo) quer na presenca de C.A. (P<0,0001;
comparativamente ao ensaio C.A.). Similarmente ao que fora observado na linha U87,
na linha SNB19 na presenca de C.A+ABT. embora pareca haver uma tendéncia para a
reducdo da viabilidade/proliferacdo celular por acdo do Win 5 puM, esta nao é
estatisticamente signaficativa (P>0,05; comparando o ensaio C.A.+Win 5 uM+ABT
com C.A.+ABT), sugerindo uma atenuacao do efeito do Win pela presenca simultanea
de ABT e C.A. (ver figura 31).
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Figura 31 — Viabilidade/proliferacao celular da linha SNB19 obtida na presenca de Win (5 ptM) na presenca
ou na auséncia de C.A. e na presenca ou na auséncia de ABT (30 uM). As células foram incubadas durante
72h na presenca de Win (5 uM), de veiculo (controlo), de ABT (30 uM), de cocktail de antagonistas dos
recetores da Ado (C.A.), de C.A.+ABT, de C.A.+Win 5 uM, de C.A.+Win 5 uM+ABT ou apenas de meio. Os
resultados representam a média + epm da viabilidade/proliferacio, correspondente a 4 experiéncias (n=4),
expressa em termos de % do ensaio células + meio. A viabilidade celular apresenta reducio
estatisticamente significativa para a concentracao de Win 5 uM, do C.A.+ABT, do C.A.+Win 5 uM e do
C.A.+Win 5 uM+ABT em relagdo ao controlo (**P<0,01; ***P<0,001; **** P<0,0001). Em comparagio
com C.A. a redugio é estatisticamente significativa para C.A+ABT, C.A.+Win 5 uM e C.A.+Win 5 uM+ABT
(##P<0,01; ### P<0,001) (ANOVA seguida de teste de Tukey).
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No caso dos astrdcitos humanos normais, HA, observou-se uma grande reduc¢iao da
viabilidade/proliferacao celular para todas as condicoes (figura 32). Assim, o ABT (30
uM) causou uma reducdo acentuada da viabilidade/proliferacdo celular quer na
auséncia (****P<0,0001; comparativamente com o controlo) quer na presenca de C.A.
(##P<0,01; comparativamente com C.A.). O C.A. sozinho produziu uma reducio de
47%+10%  na viabilidade/proliferacdo celular (**P<0,01) comparativamente ao
controlo. O Win 5 uM causou uma reducao acentuada da viabilidade/proliferacao
celular quer na auséncia (****P<0,0001; comparativamente ao controlo) quer na
presenca de C.A. (##P<0,01; comparativamente ao ensaio C.A.). Similarmente ao que
fora observado nas linhas U87 e SNB19, nos HA na presenca de C.A.+ABT o Win 5 uM
ndo modificou significativamente a viabilidade/proliferacio celular (P>0,05;
comparando o ensaio C.A.+Win 5 uM+ABT com C.A.+ABT), sugerindo também neste

caso uma atenuacao do efeito do Win 5 uM pela presenca simultanea de ABT e C.A. (ver

figura 32).
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Figura 32 — Viabilidade/proliferacio celular do HA obtida na presenca de Win (5 uM) na presenca ou na
auséncia de C.A. e na presenca ou na auséncia de ABT (30 uM). As células foram incubadas durante 72h na
presenca de Win (5 uM), de veiculo (controlo), de ABT (30 uM), de cocktail de antagonistas dos recetores
da Ado (C.A.), de C.A.+ABT, de C.A.+Win 5 uM, de C.A.+Win 5 uM+ABT ou apenas de meio. Os resultados
representam a média + epm da viabilidade/proliferacdo, correspondente a 3 experiéncias (n=3), expressa
em termos de % do ensaio células + meio. A viabilidade celular apresenta reducdo estatisticamente
significativa da concentracdo de ABT 30 pM; Win 5 uM, C.A.; C.A.+ABT, C.A.+Win 5 uM e C.A.+Win 5
uM+ABT em relacdo ao controlo (¥*P<0,01; **** P<0,0001). Relativamente ao C.A. a reducdo é
estatisticamente significativa para C.A+ABT, C.A.+Win 5 uM e C.A.+Win 5 uM+ABT (## P<0,01) (ANOVA
seguida de teste de Tukey).
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2.3 Avaliacao da influéncia da adenosina exégena e de um inibidor
da ADK na percentagem de inibicao produzida pelo Win 5 uM na

viabilidade/proliferacao celular.

Depois de analisar como os niveis aumentados de Ado, na auséncia ou na presenca de
C.A., afetavam o efeito do Win 5 pM na viabilidade/proliferacdo celular em termos
absolutos (expresso como percentagem da viabilidade/proliferaciao do ensaio células +
meio), fomos analisar como o aumento da concentracao de Ado afetava o efeito do Win
5 UM em termos relativos. Para tal a % de inibicdo da viabilidade/proliferacao celular
obtida na presenga de Win 5 uM, C.A.+ Win 5 uM e C.A.+Win 5 uM+ Ado/ABT foi
expressa em relacdo a viabilidade/proliferacdo celular obtida nos ensaios controlo
(veiculo), C.A. e C.A.+Ado/ABT, respetivamente.

Para tal, e através das médias de absorvéncia obtidas para os ensaios de MTT

correspondentes a cada condicdo, calculou-se trés novos parametros de estudo:

( absorvéncia do ensaio Win 5 pM absorvéncia do ensaio C.A.+Win 5 uM

) X100, (1 - ) x 100 e

absorvéncia do ensaio Controlo absorvéncia do ensaio C.A.

(1 absorvéncia do ensaio C.A.+W in 5 pM+(Ado ou ABT)
absorvéncia do ensaio C.A.+(Ado ou ABT)

) x 100, cujas diferencas foram
posteriormente comparados entre si por ANOVA. Os resultados obtidos para as trés
linhas de GBM (U373, U87 e SNB19) e para os astrocitos humanos normais (HA)
encontram-se representados nas figuras 33 a 36.

Como se pode observar nas figuras 33 a 36, a incubagao das células na presenca de ABT
e C.A. produziu uma reducao do efeito inibitério do Win comparativamente ao efeito
inibitorio deste obtido apenas na presenca de C.A., quer para as 3 linhas estudadas quer
para os HA. A incubacdo das células na presenca de Ado exégena e C.A. produziu uma
reducio do efeito inibitério do Win comparativamente ao efeito inibitério deste obtido
na presenca de C.A., apenas na linha U373 (figura 33). Os resultados sugerem assim
que o aumento da Ado endogena por inibicao da ADK pelo ABT, produz uma atenuacao
do efeito inibitério do Win na viabilidade/proliferacao celular e que essa atenuacao é
observada mesmo quando os recetores da Ado estao bloqueados pelo cocktail de
antagonistas (C.A.).

Quanto a influéncia do bloqueio dos recetores da Ado pelo C.A. no efeito inibitério do
Win na viabilidade/proliferacao celular, a presenca de C.A. nao afetou o efeito do Win
quer nas células U373 quer U87. Nas células SNB19 e HA, os resultados foram
contraditorios. Nas células SNB19 a presenca de C.A. produziu um aumento no efeito
do Win apenas no conjunto de experiéncias no qual se avaliou a influéncia do ABT no
efeito do Win, mas nao no conjunto de experiéncias em que se avaliou a influéncia da

Ado (figura 35). Quanto aos HA, a presenca de C.A. produziu uma diminui¢ao no efeito
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do Win apenas no conjunto de experiéncias no qual se avaliou a influéncia da Ado no
efeito do Win, mas nao no conjunto de experiéncias em que se avaliou a influéncia do
ABT (figura 36). Estas diferencas poderao ser devidas a diferenca de condicoes de
incubacao das células no periodo em que se realizaram os 2 conjuntos de experiéncias,
Ado e ABT, uma vez que a taxa de utilizacdo das incubadoras variou bastante durante a
realizacao dos estudos, por isso seria de esperar que nos periodos em que a taxa
utilizacdo das incubadoras fosse maior, as condicoes de incubacdo a que as células
estavam sujeitas diferisse das condicoes em que a taxa de utilizacdo das incubadoras

fosse menor.
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Figura 33 — Influéncia da Ado e do ABT na percentagem de inibi¢do da viabilidade/proliferacao celular
produzida pelo Win 5 uM, para a linha U373. As células foram incubadas durante 72h na presenca de Win
(5 uM), de veiculo (controlo), de cocktail de antagonistas dos recetores da Ado (C.A.), de C.A.+Win 5 puM,
de C.A.+(Ado 30 uM ou ABT 30 pM) ou de C.A.+Win 5 uM+(Ado 30 uM ou ABT 30 uM). Os resultados
representam a média + epm do efeito inibitério do Win 5 uM na viabilidade/proliferacao, correspondente a
4 experiéncias (n=4), expressa em termos de % do ensaio controlo correspondente. A percentagem de
inibicdo do Win 5 uM obtida quer na presenca de Ado quer de ABT, é inferior a obtida na presenca de
apenas C.A. (P<0,05 e P<0,01, respetivamente; ANOVA seguida de teste de Tukey).
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Figura 34 — Influéncia da Ado e do ABT na percentagem de inibicao da viabilidade/proliferagao celular
produzida pelo Win 5 uM, para a linha U87. As células foram incubadas durante 72h na presenca de Win (5
uM), de veiculo (controlo), de cocktail de antagonistas dos recetores da Ado (C.A.), de C.A.+Win 5 uM, de
C.A.+(Ado 30 uM ou ABT 30 uM) ou de C.A.+Win 5 uM+(Ado 30 uM ou ABT 30 uM). Os resultados
representam a média + epm do efeito inibitério do Win na viabilidade/proliferagio, correspondente a 4
experiéncias (n=4), expressa em termos de % do ensaio controlo correspondente. A percentagem de
inibicdo do Win 5 uM obtida na presenca de ABT, é inferior a obtida na presenca de apenas do C.A.
(P<0,005; ANOVA seguida de teste de Tukey).
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Figura 35 — Influéncia da Ado e do ABT na percentagem de inibi¢cdo da viabilidade/proliferacao celular
produzida pelo Win 5 uM, para a linha SNB19. As células foram incubadas durante 72h na presenca de Win
(5 uM), de veiculo (controlo), de cocktail de antagonistas dos recetores da Ado (C.A.), de C.A.+Win 5 uM,
de C.A.+ (Ado 30 UM ou ABT 30 uM) ou de C.A.+Win 5 uM+(Ado 30 uM ou ABT 30 uM). Os resultados
representam a média + epm do efeito inibitério do Win na viabilidade/proliferacdo, correspondente a 4
experiéncias (n=4), expressa em termos de % do ensaio controlo correspondente. A percentagem de
inibicdo do Win 5 uM obtida na presenca de ABT, ¢é inferior a obtida na presenca de apenas do C.A. ao

contrario do conjuntos de experiéncias com Ado (P<0,03; ANOVA seguida de teste de Tukey).

70



100

804

60—

404

% de Inibicao

20

0=

B Win 5uM/Controlo

HA - Ado

% de Inibicio

E=E (Win 5uM+C.A.)/C.A.
E= (Win5 uM + (C.A +Ado/ABT))/(C.A.+Ado/ABT)

Figura 36 — Influéncia da Ado e do ABT na percentagem de inibi¢do da viabilidade/proliferacio celular
produzida pelo Win 5 uM, para os HA. As células foram incubadas durante 72h na presenca de Win (5 uM),
de veiculo (controlo), de cocktail de antagonistas dos recetores da Ado (C.A.), de C.A.+Win 5 uM, de
C.A.+(Ado 30 uM ou ABT 30 uM) ou de C.A.+Win 5 uM+(Ado 30 uM ou ABT 30 uM). Os resultados
representam a média + epm do efeito inibitério do Win na viabilidade/proliferacao, correspondente a 4
experiéncias (n=3), expressa em termos de % do ensaio controlo correspondente. A percentagem de
inibicdo do Win 5 uM obtida na presenca de ABT, é inferior a obtida na presenca de apenas do C.A.,

situacgdo diferente da que ocorreu no conjunto de experiéncias com Ado (P<0,03; ANOVA seguida de teste

de Tukey).
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3 Avaliacao da influéncia do aumento da concentracao de
adenosina na citotoxicidade celular induzida pelo Win —
Ensaio LDH

A citotoxicidade celular foi avaliada nas diferentes culturas de linhas de GBM e HA pelo
ensaio da libertacdo da LDH. As células, depois de 72 horas expostas as condicoes
descritas anteriormente na seccdo 3.2 do Capitulo B, foram sujeitas ao protocolo
descrito na sec¢ao 4, do mesmo capitulo.

Para a elaboracao dos célculos foi tido em conta o niimero de células para cada
condicdo. Dada a dificuldade em determinar diretamente o ntimero de células em cada
poco da placa de 96, calculou-se uma estimativa da densidade celular para cada
condicdo tendo como base a densidade celular da condicdo controlo para cada tipo de
célula, obtida em estudos prévios do grupo, e tendo em conta a proporcionalidade
direta entre a densidade celular e os valores de absorvéncia do ensaio do MTT, de

acordo com a férmula

(densidade celular do controlo) x(absorvéncia do ensaio MTT da condigdo x)

numero de células da condigdo x = — -
absorvéncia do ensaio MTT do controlo

Assim os valores apresentados nos graficos das figuras 37 a 40 foram determinados

média LDH (uU/mL) da condic¢io x X volume de meio (mL)

densidade celular da condicdo x (%)x Area do Pogo(cm?)

através da equacdo %x 1000 em que o

volume de meio foi de 0,150 mL e a area do poco foi de 0,32 cm2. Foram realizados 3
ensaios para cada estudo.

Tal como representado na figura 37, para a linha U373, o aumento da concentracao de
Ado, por adicao de Ado exdgena (figura 37 b) ou por inibicdo da ADK pelo ABT (figura
37 a), nao modificou os niveis de LDH libertado, quer na auséncia quer na presenca de
C.A. (P>0,05; comparativamente com as condicdes controlo e com o C.A.,
respetivamente). O C.A. também nao produziu alteracio na atividade de LDH libertada
comparativamente com o controlo (P>0,05). Pelo contrario, a presenca de Win 5 uM
produziu um aumento apreciavel na atividade de LDH libertada (*P<0,05;
comparativamente ao controlo). O efeito do Win 5 uM na libertacao de LDH nao foi
prevenido quer pela presenca de C.A., quer pela presenca de C.A.+Ado/ABT (*P<0,05;
comparativamente ao C.A. e ao C.A.+Ado/ABT, respetivamente); embora se observe
uma tendéncia para a diminuicio da LDH libertada na condicdo C.A.+Win 5

uM+Ado/ABT comparativamente a condi¢ao C.A.+Win 5 uM (figura 37).
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Figura 37 — Atividade da LDH libertada (uU/1000 células) para a linha U373 obtida na presenca de Win 5
uM na presencga ou na auséncia de C.A. e na presenga ou na auséncia de a) ABT (30 uM) ou b) Ado (30
uM). As células foram incubadas durante 72h na presenca de Win 5 uM, de veiculo (controlo), de Ado (30
uM) ou ABT (30 uM), de cocktail de antagonistas dos recetores da Ado (C.A.), de C.A.+Ado/ABT, de
C.A.+Win 5 uM ou de C.A.+Win 5 uM+Ado/ABT. Os resultados representam a média + epm da atividade
de LDH libertada, correspondente a 3 experiéncias (n=3), expressa em termos de ptU/1000 células.

a) Estudos com ABT: aumento estatisticamente significativo da atividade de LDH para Win 5 uM
(*P<0,05), C.A.+Win 5 uM (***P<0,001) e C.A.+Win 5 uM+ABT (¥*P<0,05) em relacdo ao controlo, e
aumento estatisticamente significativo em relagdo a C.A. da condicdo C.A.+Win 5 uM (###P<0,001) e
C.A.+Win 5 uM+ABT (##P<0,01). Variacdo estatisticamente significativa entre C.A.+ABT e C.A.+Win 5
uM+ABT (P<0,0001). b) Estudos com Ado: aumento estatisticamente significativo de Win 5 uM e de
C.A.-+Win 5 uM em relacdo ao controlo (**P<0,01) e ao C.A. (##P<0.01). Variacdo estatisticamente
significativa entre C.A.+Ado e C.A.+Win 5 uM+Ado com P<0,05 (ANOVA seguida de teste de Tukey).
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Relativamente a linha U87 (figura 38) apresenta um comportamento similar ao da
linha U373. Assim, a presenca de ABT (figura 38 a) ou a adi¢ao de Ado exogena (figura
38 b), ndo modificou os niveis de LDH libertado, quer na auséncia quer na presenca de
C.A. (P>0,05; comparativamente com as condicoes controlo e com o C.A.,
respetivamente). Também neste caso a presenca de C.A. nao alterou a atividade de
LDH libertada comparativamente com o controlo (P>0,05). J4 a presenca de Win 5 uM
produziu um aumento consideravel na atividade de LDH libertada (*P<o0,05;
comparativamente ao controlo). Este efeito do Win 5 uM na libertacdo de LDH nao foi
prevenido quer pela presenca de C.A., quer pela presenca de C.A.+Ado/ABT (*P<0,05;
comparativamente ao C.A. e ao C.A.+Ado/ABT, respetivamente), no entanto observou-
se uma reduc¢ao da LDH libertada na condicao C.A.+Win 5 uM+ABT comparativamente
a condi¢do C.A.+Win 5 uM (***P<0,001; figura 38 a) bem como uma tendéncia para a
diminuicao da libertacdo de LDH na condicao C.A.+Win 5 uM+Ado comparativamente
a condicao C.A.+Win 5 uM (figura 38 b) sugerindo uma atenuacao do efeito do Win 5

uM pelo aumento da concentragdo de Ado.
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Figura 38 — Atividade da LDH libertada (uU/1000 células) para a linha U87 obtida na presenca de Win 5
uM na presenga ou na auséncia de C.A. e na presenga ou na auséncia de a) ABT (30 uM) ou b) Ado (30
uM). As células foram incubadas durante 72h na presenca de Win 5 uM, de veiculo (controlo), de Ado (30
uM) ou ABT (30 uM), de cocktail de antagonistas dos recetores da Ado (C.A.), de C.A.+Ado/ABT, de
C.A.+Win 5 uM ou de C.A.+Win 5 uM+Ado/ABT. Os resultados representam a média + epm da atividade
de LDH libertada, correspondente a 3 experiéncias (n=3), expressa em termos de pU/1000 células. a)
Estudos com ABT: aumento estatisticamente significativo da atividade de LDH para Win 5 puM
(*P<0,0001), C.A.+Win 5 uM (****P<0,0001) e C.A.+Win 5 uM+ABT (*P<0,0001) em relagdo ao controlo,
e aumento estatisticamente significativo em relacao a C.A. da condi¢do C.A.+Win 5 uM (####P<0,0001) e
C.A.+Win 5 uM+ABT (###P<0,001). Variacdo estatisticamente significativa entre C.A.+Win 5 uM e
C.A.+Win 5 uM+ABT (P<0,0001) e C.A.+ABT e C.A.+Win 5 uM+ABT (P<0,001). b) Estudos com Ado:
aumento estatisticamente significativo de Win 5 uM (***P<0,001), C.A.+Win 5 uM e C.A.+Win 5 uM+Ado
em relagdo ao controlo (****P<0,0001) e ao C.A. (####P<0,0001 e ###p<0,001). Variacio
significativamente estatistica entre C.A.+Ado e C.A.+Win 5 uM+Ado (P<0,001) (ANOVA seguida de teste
de Tukey).
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Relativamente a linha SNB19, tal como representado na figura 39 a) e b), apresenta um
perfil semelhante a linha U373 mas com valores de atividade de LDH mais baixos para
o conjunto de experiéncias onde se estudou a influéncia do ABT (figura 39 a). A
presenca de ABT (figura 39 a) ou a adicao de Ado exdgena (figgura 39 b), ndo modificou
os niveis de LDH libertado, quer na auséncia quer na presenca de C.A. (P>0,05;
comparativamente com as condi¢des controlo e com o C.A., respetivamente). Também
nestas células a presenca de C.A. nao afetou a atividade de LDH libertada
comparativamente com o controlo (P>0,05). Por outro lado a presenca de Win 5 uM
produziu um aumento significativo na atividade de LDH libertada (P<o0,05;
comparativamente ao controlo). Este efeito do Win 5 uM na libertacdo de LDH nao foi
prevenido quer pela presenca de C.A. (figura 39 a e 39 b), quer pela presenca de
C.A.+Ado (figura 39 b) (P<0,05; comparativamente ao C.A. e ao C.A.+Ado,

respetivamente).
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Figura 39 — Atividade da LDH libertada (uU/1000 células) para a linha SNB19 obtida na presenca de Win
5 uM na presenca ou na auséncia de C.A. e na presenca ou na auséncia de a) ABT (30 uM) ou b) Ado (30
uM). As células foram incubadas durante 72h na presenca de Win 5 puM, de veiculo (controlo), de Ado (30
uM) ou ABT (30 uM), de cocktail de antagonistas dos recetores da Ado (C.A.), de C.A.+Ado/ABT, de
C.A.+Win 5 uM ou de C.A.+Win 5 uM+Ado/ABT. Os resultados representam a média + epm da atividade
de LDH libertada, correspondente a 3 experiéncias (n=3), expressa em termos de pU/1000 células. a)
Estudos com ABT: Win 5 uM aumenta a LDH. b) Estudos com Ado: aumento estatisticamente significativo
de Win 5 uM (***P<0,001), C.A.+Win 5 uM e C.A.+Win 5 uM+Ado em rela¢ao ao controlo (****P<0,0001)
e ao das ultimas duas condi¢does mencionadas em relagdo ao C.A. (####P<0,0001 e ##p<0,01). Variacao
significativamente estatistica entre C.A.+Ado e C.A.+Win 5 uM+Ado (P<0,05) (ANOVA seguida de teste de
Tukey).
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Relativamente as células HA, tal como apresentado na figura 40, o perfil da atividade
de LDH libertada nas diferentes condicoes estudadas diferiu do observado nas linhas
de GBM em diversos aspetos. No conjunto de experiéncias em que se estudou a
influéncia da Ado exdgena no efeito do Win 5 uM (figura 40 b), a adicao de Ado
exOgena nao modificou os niveis de LDH libertado, quer na auséncia quer na presenca
de C.A. (P>0,05; comparativamente com as condicbes controlo e com o C.A,
respetivamente). No entanto, nestas células, ao contrario do observado nas linhas
celulares, a presenca de C.A. aumentou a atividade de LDH libertada
comparativamente com o controlo (P<0,0001). Isto sugere que nos HA, a Ado
endogena podera estar a exercer um efeito protetor por ativacao dos recetores da Ado, o
qual sera removido na presenca dos antagonistas dos recetores. Por outro lado, e tal
como observado nas linhas, a presenca de Win 5 pM produziu um aumento
significativo na atividade de LDH libertada (****P<0,0001; comparativamente ao
controlo). Este efeito do Win 5 uM na libertagdo de LDH nao foi prevenido quer pela
presenca de C.A. quer pela presenca de C.A.+Ado (figura 40 b) (****P<0,0001;
comparativamente ao C.A. e ao C.A.+Ado, respetivamente), no entanto observou-se um
aumento da LDH libertada na condi¢do C.A.+Win 5 pM+Ado comparativamente a
condicao C.A.+Win 5 uM (****P<0,0001; figura 40 b), sugerindo uma potenciaciao do
efeito do Win 5 uM pelo aumento da concentracido de Ado. Relativamente ao conjunto
de experiéncias em que se estudou a influéncia do ABT no efeito do Win 5 uM (figura
40 a), os resultados foram um tanto inesperados. De acordo com os resultados obtidos,
a adicao de ABT aumentou os niveis de LDH libertada na presenca de C.A. (P<0,05;
comparativamente com a condicdo C.A.), o que difere do observado quer nas linhas
quer em estudos prévios realizados pelo grupo nos HA. Quanto ao Win 5 uM, tal como
observado nas linhas, este produziu um aumento significativo na atividade de LDH
libertada na presenca de C.A. (figura 40 a) (**P<0,01; comparativamente ao C.A.). De
referir que neste conjunto de experiéncias, o erro associado a atividade de LDH obtido
nas diferentes condicoes (figura 40 a) foi muito elevado, o que sugere que podera ter
havido algum problema com as condicGes experimentais de incubacao das células neste

conjunto de experiéncias, o que podera explicar os resultados atipicos obtidos
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Figura 40 — Atividade da LDH libertada (uU/1000 células) para os HA obtida na presenca de Win 5 M na
presenca ou na auséncia de C.A. e na presenca ou na auséncia de a) ABT (30 uM) ou b) Ado (30 uM). As
células foram incubadas durante 72h na presenca de Win 5 uM, de veiculo (controlo), de Ado (30 uM) ou
ABT (30 uM), de cocktail de antagonistas dos recetores da Ado (C.A.), de C.A.+Ado/ABT, de C.A.+Win 5
uM ou de C.A.+Win 5 uM+Ado/ABT. Os resultados representam a média + epm da atividade de LDH
libertada, correspondente a 3 experiéncias (n=3), expressa em termos de nU/1000 células. a) Estudos com
ABT: aumento estatisticamente significativo da atividade de LDH para C.A.+ABT (*P<0,05), C.A.+Win 5
uM (**P<0,01) e C.A.+Win 5 uM+ABT (***P<0,001) em relacao ao controlo e ao C.A. b) Estudos com Ado:
aumento estatisticamente significativo Win 5 uM, C.A., C.A.+Ado e C.A.+Win 5 uM+Ado (****P<0,0001) e
C.A.+Win 5 uM (**P<0,01) em relacdo ao controlo; e das tultimas duas condi¢oes em relagdo ao C.A.
(####P<0,0001). Variacdo estatisticamente significativa C.A.+Win 5 uM e C.A.+Win 5 uM+Ado
(P<0,0001) e entre C.A.+Ado e C.A.+Win 5 uM+Ado (P<0,0001) (ANOVA seguida de teste de Tukey).
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3.1 Avaliacao da influéncia da adenosina exogena e de um inibidor
da ADK na percentagem de efeito produzido pelo Win 5 uM na
libertacao de LDH

Depois de avaliar em que medida o aumento da Ado, na auséncia ou na presenca de
C.A,, afetava o efeito do Win 5 uM na atividade da LDH libertada em termos absolutos
(expressa em pU de LDH/1000 células), fomos analisar como o aumento da
concentracao de Ado afetava o efeito do Win 5 uM em termos relativos. Para tal a LDH
libertada obtida na presenca de Win 5 puM, C.A.+Win 5 puM. e C.A.+Win 5
uM+Ado/ABT foi expressa em termos da % da atividade da LDH libertada obtida nos
ensaios controlo (veiculo), C.A. e C.A.+Ado/ABT, respetivamente. Assim e através das

médias de LDH libertada de cada condicdo, calculou-se trés novos parametros de

LDH no ensaio Win 5uM
LDH no ensaio Controlo

LDH no ensaio C.A.+Win 5uM
LDH no ensaio C.A.

estudo: x 100, x 100 e

LDH no ensaio Win 5uM+(C.A.+Ado ou ABT)
LDH no ensaio C.A.+(Ado ou ABT)

x 100, cujas diferencas foram posteriormente

comparados entre si por ANOVA. Os resultados obtidos para a trés linhas de GBM
(U373, U87 e SNB19) e para os HA encontram-se representados nas figuras 41 a 44.
Como se pode observar nas figuras 41 a 44, a incubacao das células na presenca de ABT
e C.A. produziu uma reducao do efeito do Win 5 uM, comparativamente ao efeito deste
obtido na presenca de C.A., na linha U87 e nos HA, mas nao nas linhas U373 e SNB19g
em que este feito ndo foi afetado pela presenca de ABT. A incubacdo das células na
presenca de Ado exogena e C.A. nao afetou o efeito do Win, comparativamente ao efeito
deste obtido na presenca de C.A., em nenhuma das linhas estudadas. No entanto nos
HA, na presenca de Ado e C.A. observou-se um aumento do efeito do Win,
comparativamente ao efeito deste na presenca de C.A., contrastando com o observado
na presenca de ABT. Os resultados sugerem assim que o aumento da Ado endégena por
inibicdo da ADK pelo ABT, produz uma atenuacdo do aumento da LDH induzido pelo
Win apenas na linha U87 e nos HA, mas nao nas linhas U373 e SNB19, e que essa
atenuacdo é observada mesmo quando os recetores da Ado estdo bloqueados pelo
cocktail de antagonistas. No entanto, no caso dos HA, a adicao de Ado exogena parece
produzir o efeito contrario do ABT, aumentando a libertacdo de LDH induzida pelo
Win 5 uM, mesmo com os recetores da Ado bloqueados.

Quanto a influéncia do bloqueio dos recetores da Ado pelo C.A. no efeito do Win 5 uM
na libertacdo de LDH, os resultados sdo contraditérios. Assim, a presenca de C.A.
potenciou o efeito do Win 5 uM nas células U373 mas apenas no conjunto de
experiéncias em que se estudou a influéncia da Ado no efeito do Win (figura 41 a). Pelo

contrério, a presenca de C.A. mostrou atenuar o efeito do Win nas células SNB19g e HA,
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mas apenas no conjunto de experiéncias em que se estudou a influéncia do ABT ou da
Ado no efeito do Win 5 uM, respetivamente. Estas diferencas poderao ser devidas a
diferenca de condic¢des de incubacdo das células no periodo em que se realizaram os

dois conjuntos de experiéncias, Ado e ABT, como ja discutido anteriormente.
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Figura 41 — Influéncia da Ado (a) e do ABT (b) no efeito do Win 5 uM na libertagdo de LDH, para a linha
U373. As células foram incubadas durante 72h na presenca de Win 5 uM, de veiculo (controlo), de cocktail
de antagonistas dos recetores da Ado (C.A.), de C.A+Win 5 uM, de C.A.+(Ado 30 uM ou ABT 30 uM) ou de
C.A+Win 5 uM+(Ado 30 uM ou ABT 30 uM). Os resultados representam a média + epm da LDH libertada
na presenca do Win 5 pM, correspondente a 3 experiéncias (n=3), expressa em termos de % do ensaio

controlo correspondente. * P<0,05 comparativamente a Win 5 uM/controlo (ANOVA seguida de teste de

Tukey)
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Figura 42 — Influéncia da Ado (a) e do ABT (b) no efeito do Win 5 uM na libertacdo de LDH, para a linha
U87. As células foram incubadas durante 72h na presenga de Win 5 uM, de veiculo (controlo), de cocktail
de antagonistas dos recetores da Ado (C.A.), de C.A+Win 5 uM, de C.A.+(Ado 30 uM ou ABT 30 uM) ou de
C.A+Win 5 uM+(Ado 30 uM ou ABT 30 uM). Os resultados representam a média + epm da LDH libertada
na presenca do Win 5 uM, correspondente a 3 experiéncias (n=3), expressa em termos de % do ensaio
controlo correspondente. Observou-se redugdo estatisticamente significa (P<0,05), entre (C.A+Win 5
uM)/C.A. e (C.A+Win 5 uM+Ado 30 uM)/( C.A+Ado 30 uM) (ANOVA seguida de teste de Tukey)
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Figura 43 — Influéncia da Ado (a) e do ABT (b) no efeito do Win 5 uM na libertacio de LDH, para a linha
SNB19. As células foram incubadas durante 72h na presenca de Win 5 uM, de veiculo (controlo), de
cocktail de antagonistas dos recetores da Ado (C.A.), de C.A+Win 5 uM, de C.A.+(Ado 30 uM ou ABT 30
uM) ou de C.A+Win 5 pM+(Ado 30 uM ou ABT 30 uM). Os resultados representam a média + epm da LDH
libertada na presenca do Win 5 uM, correspondente a 3 experiéncias (n=3), expressa em termos de % do
ensaio controlo correspondente. Observou-se reducao estatisticamente significa (P<0,03), entre (C.A+Win
5 uM)/C.A. e (C.A+Win 5 uM+ABT 30 uM)/( C.A+ABT 30 uM) e entre (C.A+Win 5 uM)/C.A. e Win 5
uM/Controlo (ANOVA seguida de teste de Tukey)
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Figura 44 — Influéncia da Ado (a) e do ABT (b) no efeito do Win 5 uM na libertagdo de LDH, para os HA.
As células foram incubadas durante 72h na presenga de Win 5 uM, de veiculo (controlo), de cocktail de
antagonistas dos recetores da Ado (C.A.), de C.A+Win 5 uM, de C.A.+(Ado 30 uM ou ABT 30 uM) ou de
C.A+Win 5 uM+ (Ado 30 uM ou ABT 30 pM). Os resultados representam a média + epm da LDH libertada
na presenca do Win 5 uM, correspondente a 3 experiéncias (n=3), expressa em termos de % do ensaio
controlo correspondente. a) Observou-se reducao estatisticamente significa de (C.A+Win 5 uM)/C.A. e
(C.A+Win 5 uM+Ado 30 pM)/(C.A+Ado 30 uM) em relagdo a Win 5 uM/Controlo (****P<0,0001;
***P<0,001). b) Observou-se reducao estatisticamente significa (*P<0,05) entre (C.A+Win 5 uM)/C.A. e
(C.A+Win 5 uM+Ado 30 uM) (ANOVA seguida de teste de Tukey).
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4 Avaliacao do efeito do aumento da concentracao da

adenosina na expressao de CB1

4.1 Expressao do recetor CB1 nas diferentes linhas de GBM e HA
4.1.1 PCR convencional

A técnica de PCR convencional permitiu confirmar a expressao do recetor CB1 dos
canabinoides nas diferentes linhas de GBM (U373, U87 e SNB19) e nos HA. Os
produtos de amplificacdo foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 2%,
corado com GreenSafe (NZYTech) tal como descrito na sec¢cao de Métodos, Capitulo B.

Através dos resultados apresentados na figura 45, e por comparacao com o marcador
de peso molecular NZY DNA Ladder VI (NZYtech), confirmou-se que os fragmentos
obtidos correspondiam ao tamanho esperado (140 pb). O controlo negativo (CN) nao
amplificou indicando auséncia de contaminagdes. Testou-se os 60°C, como
temperatura de annealing, e observou-se uma nitida expressao de CB1 nas trés linhas

de GBM e nos HA, na banda dos 140 pb, tal como esperado.
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Figura 45 — Eletroforese em gel de agarose 2% corado com GreenSafe dos produtos de PCR do ¢cDNA
utilizando um par de primers especificos para o gene do recetor CB1. Na imagem, da esquerda para a
direita, esta representado o controlo negativo (CN); os fragmentos relativos ao gene CB1 (140pb), para
cada tipo de células (U373; U87; SNB19 e HA) e o marcador de peso molecular NZYDNA Ladder V
(NZYtech).
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4.1.2 PCR em tempo Real

O RT-PCR teve por finalidade avaliar as diferentes expressoes do gene CB1 nas trés
linhas de GBM e nos HA. Utilizou-se a B-actina como gene housekeeping, para
normalizar os niveis de expressdo do gene CB1. Foram construidas as curvas de
eficiéncia para cada gene (B-actina e CB1) tendo-se obtido uma eficiéncia dos primers
entre 95% a 105%.

Avaliou-se a expressao do gene CB1 em células de GBM e HA, tratadas com trés
condicoes diferentes: controlo, Ado 30 uM e ABT 15 uM.

Nas figuras 46 a 49 sao apresentados os valores de expressaio do mRNA do gene do
recetor CB1 para cada tipo de linha de GBM (U373, U87 e SNB19) e dos HA, obtidos em
cada condicao. A figura 46, referente as células U373, mostra que na presenta de Ado
30 uM a expressao do gene CB1 é superior & expressao obtida na presenca de, embora
os niveis de expressao do recetor CB1 tanto na presenca de Ado 30 uM como de ABT 15
uM nao diferiram significativamente do controlo. Na linha U87, figura 47, o perfil é
totalmente diferente das restantes células. Neste caso na presenca de ABT existe uma
reducao da expressao do gene CB1, enquanto que na presenca de Ado se observa apenas
uma tendéncia para reducdo da expressio do recetor CB1 embora esta ndo seja
estatisticamente significativa. Quanto a linha SNB19 e aos HA, nao se observou
diferenca nos niveis de expressdo do recetor CB1 entre nenhuma das condigoes

analisadas.
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Figura 46 — Efeito da Ado (30 uM) e do ABT (15 uM) nos niveis de expressdo do mRNA do gene do recetor
CB1 na linha U373. As células foram incubadas durante 72h na presenca de veiculo (controlo), de Ado (30
uM) ou de ABT (15 uM). Os resultados representam a média + epm, de 3 experiéncias (n=3) da expressao
do mRNA do recetor CB1 normalizada para a expressao do mRNA da -actina, considerando a condicao
controlo como referéncia. A expressdo do gene CB1 apresenta diferenca significativa entre Ado e ABT
(P<0,05), mas ndo apresenta diferencas significativas em relacdo ao controlo (ANOVA seguida de teste de
Tukey).
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Figura 47 — Efeito da Ado (30 uM) e do ABT (15 uM) nos niveis de expressao do mRNA do gene do recetor
CB1 na linha U87. As células foram incubadas durante 72h na presenca de veiculo (controlo), de Ado (30
uM) ou de ABT (15 uM). Os resultados representam a média + epm, de 3 experiéncias (n=3) da expressao
do mRNA do recetor CB1 normalizada para a expressdo do mRNA da f-actina, considerando a condicao
controlo como referéncia. A expressao do gene CB1 apresenta diferenca significativa do ABT em relagio ao

controlo (*P<0,05) (ANOVA seguida de teste de Tukey).
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Figura 48 — Efeito da Ado (30 uM) e do ABT (15 uM) nos niveis de expressao do mRNA do gene do recetor
CB1 na linha SNB19. As células foram incubadas durante 72h na presenca de veiculo (controlo), de Ado (30
uM) ou de ABT (15 uM). Os resultados representam a média + epm, de 3 experiéncias (n=3) da expressio
do mRNA do recetor CB1 normalizada para a expressao do mRNA da fB-actina, considerando a condicao
controlo como referéncia. Nao se observou diferencas estatisticamente significativas entre as condi¢Ges

(ANOVA seguida de teste de Tukey).
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Figura 49 — Efeito da Ado (30 uM) e do ABT (15 uM) nos niveis de expressdo do mRNA do gene do recetor
CB1 nos HA. As células foram incubadas durante 72h na presenca de veiculo (controlo), de Ado (30 uM) ou
de ABT (15 uM). Os resultados representam a média + epm, de 3 experiéncias (n=3) da expressido do
mRNA do recetor CB1 normalizada para a expressio do mRNA da f-actina, considerando a condicdo
controlo como referéncia. Nao se observou diferencas estatisticamente significativas entre as condigGes
(ANOVA seguida de teste de Tukey).
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Discussao

O GBM, astrocitoma de grau IV, com elevada capacidade infiltrativa, grande
heterogeneidade celular e alta proliferacao (Torres et al., 2016) é o tumor mais
agressivo do SNC (Anjum et al., 2017; Gusyatine and Hegi, 2018), com uma taxa de
letalidade elevada, resisténcia a terapéutica sendo atualmente incuravel (Aldape et
al., 2015). A ineficiacia das metodologias de tratamento disponiveis fazem com que
seja necessario avaliar métodos novos que utilizem singularidades das células de
GBM.

As células de GBM possuem recetores de canabindides (em particular o CB1), os
quais tém a capacidade de induzir a reducdo da proliferacao celular quando
expostos a acdo dos canabindides (Le Boisselier et al., 2017), tais como Win 55 212-
2 - agonista sintético nao seletivo dos recetores dos canabindides, o qual
demonstrou capacidade de suprimir o crescimento celular e bloquear a progressao
do ciclo celular de gliomas (Massi et al., 2004; McAllister et al., 2005).

Algumas acoOes anti-tumorais dos recetores CB1 em gliomas envolvem alteracoes
epigenéticas, nomeadamente metilacdo das histonas (D’Addario et al., 2013), por
outro lado a expressao do gene dos recetores CB1 pode ser regulada por metilacao
da sua regido promotora. Uma vez que a Ado acumula-se em regides de hipoxia,
presentes em GBM, e pode induzir hipometilacdo do DNA ao interferir com a acao
das metiltransferases dependentes de SAM (Boison et al., 2002), colocou-se a
hipotese de elevados niveis de Ado poderem interferir com a expressao ou a a¢ao
anti-tumoral dos canabinéides em GBM, o que foi investigado no seguinte trabalho.
Numa fase inicial foram tratadas as linhas celulares de GBM com uma gama de
diferentes concentracdoes de Win, previamente selecionadas. Foi possivel observar
um perfil de comportamento idéntico para as trés linhas celulares evidenciando em
todas que as duas concentracdes mais baixas testadas (0,1 uM e 1 puM) eram
ineficazes em reduzir a viabilidade/proliferacao celular, ao contrario das trés
concentracoes mais elevadas (5 puM, 15 UM e 30 uM) que reduziam
significativamente a proliferacdo, em particular as duas concentracoes mais
elevadas produziram uma quase total inibicao da proliferacao celular. A analise das
curvas Dose-Resposta permitiu o calculo dos ECs,, a concentracdo do composto
para qual 50% do efeito foi observado, permitindo constatar que para as diferentes
linhas os valores de ECs;, estavam compreendidos no mesmo intervalo de
concentracoes de 2,2 a 2,8 uM, enquanto que para os HA foi obtido um valor de 1,5

uM, proximo dos valores obtidos para as linhas. Desta forma escolheu-se a
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concentracao de Win de 5 uM para realizacao das experiéncias posteriores, uma vez
que esta concentracdo produziu uma inibicdo da viabilidade/proliferacao celular
ligeiramente superior a 50%.

Para avaliagdo da influéncia do aumento da concentracio de Ado no efeito
inibitério do Win na viabilidade/proliferacao celular, o efeito do Win 5 uM, foi
estudado quer na auséncia quer na presenca de um cocktail de antagonistas dos
recetores de Ado (C.A.) para estudar se a resposta de Ado era ou nao via recetores.
Formou-se dois grupos de estudo: um realizado na presenca de ABT, com a
finalidade de inibir a ADK e assim aumentar os niveis endogenos de Ado; e o outro
na presenca de Ado exodgena que provoca um efeito transitorio dos niveis de Ado
devido a sua rapida metabolizacdo. Para compensar a rapida metabolizacao da Ado
exOgena, esta era adicionada de 8 em 8 horas.

Os resultados mostraram que a adicdo de Ado exdgena nao modificou a
proliferagcdo/viabilidade celular em nenhuma das linhas de GBM estudadas, ao
contrario dos astrocitos em que esta diminuiu a proliferacao/viabilidade celular. A
auséncia de efeito da Ado ex6gena nas linhas, provavelmente é consequéncia de um
aumento do metabolismo desta nas linhas comparativamente aos HA. De facto esta
descrito um aumento da expressao da ADK no GBM comparativamente a HA (de
Groot et al., 2012).

Sendo assim, se se inibir a metaboliza¢do da Ado pela ADK, com o consequente
aumento da Ado enddgena, seria de esperar que a proliferacdo/viabilidade celular
nas linhas de GBM também fosse afetada. De facto, observou-se uma diminuicao
induzida pelo ABT na proliferacao/viabilidade celular nas trés linhas estudadas
bem como nos HA, mesmo quando os recetores da Ado estavam bloqueados. Estes
resultados sugerem que o efeito do aumento da Ado endégena na
proliferacao/viabilidade celular nao é mediado por ativacao dos recetores da Ado e
que envolverd provavelmente a inversdo da reacdo catalisada pela hidrolase da
SAH, com consequente aumento da concentracio de SAH e inibicao das
metiltransferases de pendentes de SAM, tal como foi observado recentemente pelo
nosso grupo em HA (Marcelino et al., 2019). Avaliou-se entao se o aumento da Ado
endbgena afetaria o efeito do Win na proliferacao/viabilidade celular.

De facto observou-se que a presenca de ABT atenuou o efeito do Win na
proliferacao/viabilidade celular nas 3 linhas de GBM estudadas bem como nos HA,
e que esta atenuacao nao é mediada pelos recetores da Ado pois foi observada
quando os recetores estavam bloqueados pelo C.A. Quanto a adicao de Ado
exOgena, esta s6 atenuou o efeito do Win na proliferacao/viabilidade celular nas

células U373. A atenuacao induzida pelo aumento da concentracao de Ado no efeito
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do Win na proliferacao/viabilidade celular poder4 ser mediada, pelo menos em
parte, por diminuicdo da expressao dos recetores CB1 dos canabinoides nas células
U87, mas nao nos restantes tipos de células estudados onde o aumento da
concentracao de Ado nao modificou a expressao do mRNA dos recetores CB1.

De referir que a presenca de cocktail de antagonistas dos recetores da Ado por si s6
diminuiu a proliferacdo/viabilidade celular nas células U373, SNB19 e HA, mas nao
nas células U87. Contudo, a presenca de C.A. por si s6 nao modificou o efeito do
Win na proliferagao/viabilidade celular em nenhum dos tipos de células estudados.
A presenca de ABT atenuou o efeito do Win na proliferacao/viabilidade celular nas
trés linhas de GBM estudadas bem como nos HA

Para complementar o estudo da proliferacao avaliou-se a citotoxicidade do Win 5
uM e dos restantes compostos em analise através da quantificacio da LDH
libertada. Nem o ABT nem a Ado produziram citotoxicidade em nenhuma das
linhas de GBM estudadas, a semelhanca do C.A. que nao afetou nem a proliferacao
nem a morte das células. Quanto aos HA, embora a adicao de Ado exdgena nao
tenha produzido citotoxiciade, a presenca de ABT aumentou a libertacdo de LDH.
Os resultados sugerem que a diminuicdo da viabilidade/proliferacio celular
produzida pelo ABT nas linhas e pela Ado nos HA, observada no ensaio do MTT,
nao reflete um aumento da citotoxicidade e serd provavelmente consequéncia de
diminuicao da proliferacao celular.

O Win 5 uM para além de reduzir a proliferacdo também produziu citotoxicidade
quer nas células de GBM quer nos HA. A presenca de ABT produziu uma atenuacao
da citotoxicidade induzida pelo Win apenas na linha U87 e nos HA, mas nao nas
linhas U373 e SNB19, sendo essa atenuacao observada mesmo quando os recetores
da Ado estao bloqueados pelo cocktail de antagonistas. No entanto, no caso dos HA,
a adicdo de Ado exdgena produziu o efeito contrario ao ABT, aumentando a
citotoxicidade induzida pelo Win. Os resultados sugerem que a atenuacgao pelo ABT
do efeito inibitério do Win na viabilidade/proliferacdo celular nas linhas e nos HA,
observada no ensaio do MTT, reflete pelo menos em parte uma atenuaciao da
citotoxicidade induzida pelo Win nas células U87 e HA, mas nao nas células U373 e
SNB19.
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Conclusao

O trabalho de investigacdo desenvolvido para a elaboracio desta dissertacdo permitiu
comprovar o efeito anti proliferativo dos canabindides, particularmente do Win, em
modelos in vitro de GBM, para concentracées iguais ou superiores a 5 uM. Foi
igualmente percetivel que este canabinoéide sintético afeta de igual modo os astrocitos
humanos normais.

O efeito do Win é reduzido na presenca de elevadas concentracoes endogenas de Ado,
sendo que este efeito ndo é mediado pelos recetores de Ado. Além da reducao da
proliferagao celular o Win também provoca a morte das células de GBM, demonstrando
eficAcia como uma possivel terapia.

Em especial para as U87 observou-se que na presenca de ABT ocorre a reducgio
significativa da expressao do CB1, o que neste caso podera explicar, pelo menos em
parte, o facto de que o efeito do Win seja atenuado quando o ABT esta presente.

Numa perspetiva futura, serd importante tentar reproduzir as observacoes efetuadas os
estudos in vitro para estudos in vivo, recorrendo a modelos animais de GBM, para
tentar perceber se o Win influencia a progressao tumoral e se € modulado por elevadas

concentracoes de Ado.
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