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RESUMO

Glioblastoma multiforme ¢ o tumor maligno mais comum do sistema nervoso central
em adultos ¢ a sobrevida média é de apenas 12 a 15 meses apds o diagnodstico. Por isso,
¢ extremamente importante desenvolver tratamentos mais eficazes e especificos contra
essa neoplasia. A presen¢a do sistema imune, incluindo macrofagos associados ao
tumor, promove a proliferacdo tumoral e estd associada com um pior prognostico em
pacientes com essa doenga maligna. A sinalizagdo purinérgica ¢ o receptor purinérgico
P2X7, um canal i6nico, t€ém sido implicados na progressao de diferentes tipos de
tumores tanto in vitro como in vivo. A ciclooxigenase 2 (COX-2) desempenha um papel
importante na regulacdo da proliferacdo celular, diferencia¢do e na tumorigénese. O
acido ursolico ¢ um triterpeno pentaciclico encontrado em uma variedade de plantas e
exibe diversas atividades bioldgicas e farmacoldgicas. O objetivo dessa tese € verificar a
participacdo do sistema purinérgico, sistema imune e COX-2 no desenvolvimento e
progressao do glioblastoma multiforme, e também investigar os efeitos citotoxicos do
acido wursdlico. Primeiramente, verificamos que macroéfagos expostos ao meio
condicionado de glioma (GL-CM) foram modulados para um fendtipo do tipo M2 e
houve um aumento da liberacdo de IL-10, IL-6 e MCP-1. Esses efeitos foram
diminuidos na presenca de antagonistas dos receptores P2X7 e Ajs. Portanto, os
resultados apresentados contribuem para o melhor entendimento da interagdo entre
inflamacao e cancer e demonstram que os receptores purinérgicos sao importantes para
a progressao do glioma. Apds, analisamos o papel do receptor P2X7 na proliferagao de
células de glioma. Surpreendentemente, in vitro, nao se observou nenhuma diferenca no
crescimento das células quando houve a transfec¢ao com o P2X7. Entretanto, in vivo,
essas c¢lulas geraram tumores maiores quando comparado com o controle. Os nossos
resultados demonstram que, como em outros tipos de canceres, o P2X7 tem um papel
importante no desenvolvimento e progressao tumoral. Uma vez verificado o importante
papel do receptor P2X7 nos macrofagos associados ao tumor e nas células de glioma,
investigamos se esse receptor poderia interagir com a enzima COX-2 em células de
glioma. Porém, ndo houve diferenga na expressao do P2X7 ou da COX-2 tanto in vitro
como in vivo. E também ndo houve nenhum efeito adicional entre o antagonista de
P2X7 e o inibidor seletivo de COX-2. Esse trabalho fornece evidéncias de que ndo ha
relacdo entre o P2X7 e COX-2 em células de glioma. Em conclusdo, todos esses
resultados reforcam a hipotese do envolvimento da sinalizagdo purinérgica na
progressdao do glioblastoma multiforme e tornam o P2X7 como um interessante alvo
terapéutico. Finalmente, também investigamos a possivel atividade anticancer do acido
ursélico contra as células de glioma. Essa molécula foi capaz de diminuir o nimero de
células e induziu parada no ciclo celular. /n vivo, o acido ursélico reduziu ligeiramente o
tamanho do tumor, mas nao alterou as caracteristicas malignas. Em conclusdo, o acido
ursolico pode ser um potencial candidato como adjuvante para o tratamento do
glioblastoma multiforme. Em conjunto, todos os resultados apresentados nessa tese
indicam possiveis novas abordagens terap€uticas no tratamento e novos conhecimentos
em relacdo a esse maligno cancer cerebral.
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ABSTRACT

Glioblastoma multiforme is the most common malignant tumor of central nervous
system in adults and the median survival is only 12 to 15 months after diagnosis.
Therefore, it is extremely important to develop more effective and specific treatments.
The presence of an inflammatory environment, including tumor-associated
macrophages, promotes tumor proliferation and is associated with a poor prognosis in
patients with this malignancy. Disruption of purinergic signaling has also been
implicated in cancer progression. P2X7R is an ion channel receptor, whose participation
in tumor progression has been demonstrated in in vitro and in vivo studies.
Cyclooxygenase 2 (COX-2) plays an important role in regulating cell proliferation,
differentiation, and tumorigenesis. Ursolic acid is a pentacyclic triterpenoid found in a
variety of plants that exhibits several biological and pharmacological activities. The aim
of this study is to verify the participation of the purinergic system, immune system and
COX-2 in the glioblastoma multiforme development and progression, and also to
investigate the anti-proliferative effects of ursolic acid. We first verified that
macrophages exposed to glioma conditioned medium (GL-CM) were modulated to an
M2-like phenotype and there was an increased IL-10, IL-6 and MCP-1 secretion and
these effects were diminished by P2X7 and Aja receptors antagonists. Therefore, the
results presented contribute to advancing in the field of cancer-related inflammation and
point specific purinergic receptors as targets for glioma progression. After that, we
analyzed the role of P2X7 receptor in glioma cell proliferation. Surprisingly, in vitro, no
difference in cell growth was observed when the cells were transfected with P2X7R but
in vivo these cells generated larger tumors when compared to the control. Our data
demonstrate that, as in other type of cancers, P2X7R has an important role in sustaining
the development of glioma. Once verified the important role of P2X7 receptor in tumor-
associated macrophages and glioma cells, we verified whether this receptor could
interact with the COX-2 enzyme in glioma cells. No differences in mRNA expression of
P2X7R or COX-2 were verified both in vitro and in vivo experiments. And any
additional effect with selective P2X7R antagonist and COX-2 inhibitor were observed
in in vitro and in vivo experiments. This work provides evidence that there is no
relationship between the P2X7R and COX-2 in glioma. In conclusion, all these results
reinforce the hypothesis of purinergic signaling involvement in glioma progression and
point to P2X7R as an interesting target for glioma treatment. Finally, we also
investigated the potential anticancer activity of ursolic acid against to glioma cells.
Ursolic acid decreased the cell number and induced an arrest in the cell cycle in glioma
cells. In vivo, ursolic acid slightly reduced the glioma tumor size but did not alter the
malignant features. In conclusion, the ursolic acid may be a potential candidate as
adjuvant for glioblastoma therapy. Taken together, the results presented herein indicate
new adjuvant treatment approaches and new knowledge regarding to this deadliest brain
tumor.
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1. INTRODUCAO

1.1. Gliomas

Os tumores que mais acometem o sistema nervoso central sdo os gliomas e
correspondem a cerca de 80% de todas as malignidades do cérebro (Sathornsumetee et
al., 2007). A taxa de incidéncia aumenta com o aumento da idade, sendo a maior
prevaléncia na faixa etaria entre 45 a 64 anos (Hess et al., 2004), e mais comum em
homens e em caucasianos (Fisher et al., 2007).

A sintomatologia dos pacientes acometidos com glioma ¢ muito inespecifica,
sendo que eles podem apresentar dores de cabeca, nduseas, vomitos, confusao mental,
mudanca de personalidade, perda de memoria e convulsdes (Wen e Kesari, 2008). A
auséncia de sintomas neuroldgicos e baixa idade sdo fatores que favorecem para um
melhor prognostico (Lacroix et al., 2001). O diagndstico ¢ realizado através de
ressonancia magnética ou por tomografia computadorizada (Wen e Kesari, 2008).

A classificacdo dos gliomas ¢ feita a partir da semelhangca morfologica das
células tumorais com diferentes tipos de cé€lulas gliais. Os astrocitomas apresentam
semelhanga morfoldgica aos astrocitos, oligodendrogliomas semelhanca aos
oligondendrodcitos e ependinomas semelhanca com células ependimais. Existe ainda o
oligoastrocitoma que apresenta caracteristicas tanto dos astrocitomas quanto dos
oligodendrogliomas. O subtipo de glioma com a maior incidéncia ¢ o astrocitoma
(Fuller et al., 2007; Louis et al., 2007). A organizacdo mundial da saude (OMS)
classifica os tumores cerebrais de acordo com a sua malignidade em uma escala que
varia de I (menos maligno) a IV (mais maligno). Nesse sentido, os astrocitomas sao
divididos em quatro subgrupos (Sampedro et al., 2011), (Tabela 1):

- Astrocitoma pilocitico (Grau I), considerado de baixo grau, acomete

principalmente criangas com idade entre 5 a 15 anos, apresentando baixa capacidade
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invasiva e sendo facilmente removidos por ressec¢do ciriirgica;

- Astrocitoma de baixo grau (Grau II), considerado de baixo grau, apresenta
capacidade proliferativa e invasiva moderada. A sobrevida média dos pacientes ¢ entre
5a 10 anos;

- Astrocitoma Anaplastico (Grau III), considerado de alto grau, pode ser
proveniente de tumores recorrentes de neoplasias de baixo grau, apresenta capacidade
proliferativa e invasiva maior que os tumores anteriores. Esse tipo tumoral responde
inicialmente ao tratamento, entretanto, a recorréncia ¢é elevada. A sobrevida média dos
pacientes ¢ de 2 a 3 anos;

- Glioblastoma multiforme (GBM) (Grau 1V), considerado de alto grau, pacientes
com esse tipo tumoral apresentam um péssimo prognodstico, com uma sobrevida média
de 9 a 12 meses.

Tabela 1: Relacio entre grau tumoral, tempo de sobrevivéncia média e caracteristicas
histologicas. Adaptado de Maher et al., 2001.

Astrocitoma de Astrocitoma Glioblastoma

Baixo Grau Anaplastico Multiforme

(Graulell) (Grau III) (Grau IV)

(5-10 anos) (2-3 anos) (9-12 meses)
Sobrevida
Prollferag§o+/- ................................. e
Anglogénese ................................ s G
R e e

1.1.1. Glioblastoma Multiforme

O Glioblastoma Multiforme (GBM) ¢ o tumor cerebral mais comum e



devastador e, embora o acometimento do glioblastoma multiforme corresponda apenas a
1,5% em relagdo a outros tumores, intensos estudos tém sido realizados, uma vez que
esse cancer sempre leva ao 6bito em no maximo 15 meses (Sampedro et al., 2011).
Conforme demonstrado na figura 1, o GBM ¢ dividido em dois subtipos: glioblastoma
primario, de origem direta de células precursoras gliais, ocorrendo em pacientes com
idade superior a 50 anos e glioblastoma secundario, que ocorre em pacientes mais
jovens e sdo provenientes de gliomas de menor grau de malignidade, sendo que os dois
tipos de GBM apresentam diferencas moleculares, mas sdo morfologicamente

indistinguiveis (Watanabe et al., 1996).

s>

e s

* Low mitotic index Primary * Rapid proliferation
Glioblastoma
« Diffuse invasion Low grade || *Diffuse invasion
Astrocytoma
¢ High rate of * Angiogenesis
| Secondary
E— T Glioblastoma » Cellular necrosis

Figura 1: Origem dos Subtipos de Glioblastoma Multiforme. GBM pode ser proveniente de
astrocitoma de baixo grau (glioblastoma secundario) ou ser proveniente diretamente de um precursor
glial, glioblastoma primario (Maher et al., 2001).

O GBM ¢ caracterizado por rapida proliferacdo celular, ¢ altamente invasivo,
angiogénico e as células apresentam resisténcia a apoptose (Laws e Shaffrey, 1999).
Como caracteristicas histopatologicas podem ser observados muitos focos de necrose,
neovascularizagdo, nucleos mitoticos e grande infiltrado inflamatério (Dai e Holland,
2001; Konopka e Bonni, 2003; Wen e Kesari, 2008). Recentemente foi demonstrado
que a progressio do GBM ¢ um processo multifatorial, consistindo de numerosas

alteragdes genéticas e fisioldogicas que afetam as interagcdes entre células tumorais,



neurdnios, células gliais, sistema vascular e sistema imune (Demuth e Berens, 2004).
Hoje ja se sabe que esse tumor ¢ constituido de diversos tipos celulares, tais como:
células-tronco tumorais, muitas células do sistema imune (células dendriticas, linfocitos
T, neutrofilos e, principalmente, macroéfagos, essas ultimas células podendo
corresponder até a 30% da massa do GBM) (Demuth e Berens, 2004; Furnari et al.,
2007, Hong et al., 2009), portanto o processo inflamatorio ¢ um componente critico da
progressao desse tipo tumoral.

O tratamento de primeira escolha para o GBM ¢ a cirurgia, seguido do uso de
radioterapia e quimioterapia (Lacroix et al., 2001). Entretanto, nenhum desses métodos
¢ completamente efetivo, uma vez que a ressec¢do completa do tumor ¢ limitada devido
ao alto grau de invasividade no tecido cerebral normal, tendo, portanto, uma alta
recorréncia (Sampedro et al., 2011). O uso de quimioterapicos demonstra eficacia
limitada, principalmente pela auséncia de especificidade terapéutica dos farmacos
contra tal neoplasia e da baixa tolerancia do tecido normal aos efeitos toxicos
decorrentes da terapia (Mousseau et al., 1993). Além disso, a barreira hematoencefalica
limita a entrada dos quimioterapicos no sistema nervoso central, de modo que apenas
farmacos lipofilicos (como a temozolomida e nitrosuréias) podem ser utilizados
(Mousseau et al., 1993; Newlands et al., 1997). O uso de quimioterapicos também nao ¢é
tdo eficaz devido a grande heterogeneidade celular: esses tumores sdo compostos de
células neoplasicas em proliferagio e muitas células do sistema imune e assim, os
farmacos tornam-se ineficazes em combater todos esses tipos celulares (Wen e Kesari,
2008; Sampedro et al., 2011).

Em relacdo a quimioterapia, a temozolomida ¢ o farmaco de primeira escolha.
Esse medicamento gera dano ao DNA por causar metilagdo na posi¢do O6 da guanina,

gerando a O6-metilguanina, a qual pareia erroneamente com a timina, levando a parada



do ciclo celular (Newlands et al., 1997). Além disso, esse farmaco pode desencadear
morte celular por apoptose ou senescéncia (Filippi-Chiela et al., 2013). Entretanto,
casos de resisténcia das células de glioma a temozolomida tém sido bastante descritos,
principalmente devido a superexpressdao de uma enzima removedora do grupamento
metila adicionado na base guanina do DNA (Kondo et al., 1995; Hermisson et al.,
2006). Além disso, mesmo com a utilizacdo de temozolomida a sobrevida média dos
pacientes aumenta em alguns poucos meses (2,4 meses) (Stupp et al., 2009).

Assim, considerando o que foi exposto torna-se de extrema importancia
investigar novos farmacos bem como novos potenciais alvos terapéuticos. Além disso,
considerando a participac¢do do sistema imune na progressao do cancer, também tem se

tornado importante investigar as células do sistema imune associadas aos gliomas.

1.2. Macrofagos

Os macrofagos sdo essenciais para a defesa do organismo e sdo criticos para a
resposta inflamatdria, uma vez que sdo a maior fonte de mediadores inflamatdrios
(Siveen e Kuttan, 2009).

Durante a embriogénese, precursores de mondcitos colonizam sitios
extravasculares e tornam-se macrofagos residentes, adquirindo caracteristicas
morfolégicas e funcionais de cada tecido nos quais residem. Por exemplo, no cérebro
sdo as células microgliais e no figado as células Kuppfer, entre outros. Além disso, apds
0 nascimento, mondcitos circulantes sdo capazes de migrar para varios tecidos em
resposta a danos ou infecc¢do, onde se transformam em macrdofagos (Gordon, 2007).

Os macrofagos habitualmente se mantém em um carater quiescente € nessa
condi¢do eles nao liberam citocinas, porém esse tipo celular tem uma extraordinaria

plasticidade que permite responder eficientemente aos sinais do ambiente ¢ mudar o seu



fenotipo (Gordon, 2003). Assim os macrofagos tém sido classificados de acordo com o
seu fendtipo em MIl/pro-inflamatério e M2/anti-inflamatdrio. Esses dois tipos
representam os dois extremos de ativacdao, macrofagos M1 representam um extremo de
ativacdo e os macrofagos M2 o outro extremo de ativagdo (Gordon, 2003; Mantovani et
al., 2004a; Martinez et al., 2008; Mosser ¢ Edwards, 2008).

O fenotipo M 1/proé-inflamatorio € desencadeado, principalmente, em resposta ao
interferon-gama (INF-y), citocina produzida por linfocitos ativados na forma Thl e
também por células natural killer (NK) em conjunto com agonistas de TLRs (to//-like
receptors), como o lipopolissacarideo (LPS) (Mantovani et al., 2004a; Gordon, 2007).
Quando sdo ativados para esse fendtipo, os macrofagos atuam como verdadeiros
soldados combatendo patogenos de origem bacteriana e viral e eliminando células
neoplasicas através da produ¢do de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-12 e IL-
8/CXCL8) e mediadores como o 6xido nitrico (NO) (Sunderkotter et al., 2004; Classen
et al., 2009). Em contraste, os macrofagos sdo ativados para o fendtipo M2/anti-
inflamatorio, principalmente devido a exposi¢ao de IL-4 e/ou IL-13 (Raes et al., 2002;
Gordon, 2003; Gordon, 2007) que sdo citocinas produzidas por linfocitos T, durante a
resposta Th2 (Nelms et al., 1999; Varin e Gordon, 2009). Essa via proporciona uma
diminui¢do do processo inflamatorio, estimula a angiogénese, estimula a eliminag¢do de
restos celulares e corpos apoptoticos, além de contribuir para a deposi¢do de matriz
extracelular (Mosser e Edwards, 2008). Esse fenotipo ¢ caracterizado pela alta produgao
por macrofagos de IL-10 e IL-6, baixa producao de IL-12 e TNF-a, baixa habilidade de
atuar como célula apresentadora de antigeno e alta atividade da enzima arginase
(Mantovani et al., 2004a; Mantovani et al., 2004b; Martinez et al., 2008).

Na literatura, estudos t€ém proposto uma nova classificacao para a ativagao dos

macrofagos. Os autores sugerem que a classificagdo dos macrofagos deve ser baseada



na funcdo que eles exercem na manutencdo da homeostasia (Edwards et al., 2006;
Mosser e Edwards, 2008). Nessa proposta, os macréfagos seriam classificados em trés
grupos de acordo com as diferentes fungdes: macrofagos classicamente ativados
(equivalente a ativagdo classica, MIl/pro-inflamatorio), macrdéfago de regeneracio
(equivalente ao macrofago alternativo, M2/anti-inflamatorio) e macrofagos regulatorios
(Mosser e Edwards, 2008). No entanto, como nao ha consenso até o momento na
literatura, a classificagdo M1 (ativacao classica) e M2 (ativacao alternativa) continuam
prevalecendo.

E importante que ocorra um fino balanco entre as diferentes ativagdes dos
macrofagos, pois um aumento da resposta M1/pro-inflamatdrio pode levar a doengas
inflamatorias cronicas, enquanto que um numero descontrolado de macro6fagos M2/anti-
inflamatorio pode promover a supressdo da resposta imune e desenvolvimento de
diversos tipos tumorais (Mantovani et al., 2004 a; Mantovani et al., 2004b; Condeelis et
al., 2006). Hoje ja se fala muito dos macréfagos associados ao tumor (TAM-do Inglés
tumor associated macrophages) que sao macrofagos com caracteristicas semelhantes a
um fenotipo M2, denominados também como M2-like (Murray e Wynn, 2011;

Mantovani et al., 2013; Mantovani e Allavena, 2015).

1.2.1. Macrofagos Associados ao Tumor

Macrofagos associados ao tumor (TAM) sdo a populagdo de leucdcitos mais
abundantes nos tumores solidos e geralmente sua presenga esta relacionada a um pior
prognostico dos pacientes, uma vez que esses macrofagos estdo frequentemente
relacionados com imunossupressio, angiogénese, invasividade, metastase e uma menor
resposta a terapia farmacologica (Bingle et al., 2002; Qian e Pollard, 2010; Ruffel et al.,

2012; Ostuni et al., 2015; Mantovani e Allavena, 2015).



Os monocitos e os macrofagos chegam a area tumoral devido a liberagdo
principalmente de MCP-1/CCL2 (proteina quimioatrativa de monocitos), porém fatores
como GM-CSF (fator de estimulagdo de colonia de granuldcitos e macrofagos), VEGF
(fator de crescimento vascular endotelial), PDGF (fator de crescimento derivado de
plaquetas), fibronectina, fibrinogénio também sdo também capazes de recrutar essas
células (Balkwill, 2004; Allavena et al., 2008). Ao chegar ao tumor, diferentes fatores
como IL-10, IL-4, IL-13, IL-6 e prostaglandinas, como a PGE2, podem levar a
diferenciagdo dos macrofagos para um fenotipo do tipo M2 (M2-like) (Balkwill e
Mantovani, 2001; Coussens e Werb, 2002; David e Kroener, 2011; Mantovani et al.,
2013).

A formagao de novos vasos sanguineos ¢ associada com uma maior malignidade
dos tumores, e os macrofagos associados ao tumor sdo os principais responsaveis pela
angiogénese no microambiente tumoral, uma vez que secretam substancias responsaveis
por esse processo como VEGF, GM-CSF, TGF-B (fator beta de transformagdo do
crescimento), IL-8/CXCLS8 e prostaglandina E2 (Hu et al., 1993; Pepper, 2001; Raposo
et al., 2015). Os TAM geralmente se localizam em 4reas necréticas, que sdo regides
caracterizadas por baixa tensdo de oxigénio. Essa localiza¢do preferencial é regulada
pela produgao de HIF-1 (fator 1 induzido por hipdxia), que atrai os macrofagos até as
areas ndo vascularizadas (Siveen e Kuttan, 2009). Nessas areas, portanto, os macrofagos
auxiliam na formagdo de novos vasos sanguineos € como consequéncia a progressao
tumoral (Siveen e Kuttan, 2009).

Os TAM também promovem a prolifera¢do celular através da producdo de EGF
(fator de crescimento epidermal), PDGF, TGF-f e HGF (fator de crescimento de
hepatocitos) (Lewis e Pollard, 2006; Raposo et al., 2015). Entretanto, uma das

atividades mais patogénicas dos TAM ¢ a sua capacidade de inibir a resposta imune



anticancer (Mantovani e Allavena, 2015; Ostuni et al., 2015). Esse efeito ¢ em parte
devido a baixa producao pelos macrofagos de IL-12, citocina préd-inflamatéria que €
muito importante para induzir as agdes tumoricidas das células natural killers, e ativar
os linfocitos T helper ao fendtipo Thl (que combatem o tumor). Além disso, os TAM
produzem fatores imunossupressores como IL-10, TGF-B, prostaglandina E2 que
recrutam linfocitos T regulatorios. A baixa produgao de IL-12 e a alta producao de IL-
10 ainda estimulam os linfécitos T a um fenoétipo Th2, que reforca o ambiente
imunossupremido (Mantovani e Allavena, 2015; Ostuni et al., 2015) (Figura 2).

Em gliomas, os macrofagos representam grande parte da massa tumoral,

portanto, entender o papel dessas células nesse tipo de cancer ¢ de extrema importancia.
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Figura 2: A¢oes Angiogénicas e Imunossupressoras dos TAM (Ostuni et al., 2015).

1.3. Sistema Purinérgico

1.3.1. Nucleotideos e Nucleosideos Extracelulares

A adenosina trifosfato (ATP) estd presente em todas as células vivas e o seu
papel intracelular no metabolismo energético ja ¢ bastante conhecido, sendo responsavel
por diversos processos que requerem energia como transporte ativo, motilidade celular e

biossintese de moléculas, dentre outros (Bours et al., 2006; Yegutkin, 2008). Em adi¢ao
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ao seu papel intracelular, o ATP extracelular estd envolvido em uma série de processos
bioldgicos como neurotransmissdo, contragdo muscular, vasodilatacdo, agregacdo
plaquetaria, dor e inflamag¢do (Burnstock, 2004; Bours et al., 2006; White e Burnstock,
2006).

A concentracdo de ATP intracelular ¢ muito alta (3-10 mM), enquanto a
concentragdo fisioldgica do ATP extracelular ¢ muito baixa (400-700 nM) (Bours et al.,
2006). Esse nucleotideo pode ser armazenado em vesiculas sindpticas e ser liberado por
exocitose como um co-transmissor juntamente com outros neurotransmissores como,
por exemplo, a acetilcolina e o glutamato (Zimmermann, 1994). Além disso,
recentemente foi demonstrado que o ATP pode ser liberado através de panexinas (canais
proteicos transmembrana, que conectam o espago intracelular com o extracelular) ou
pelas conexinas (originalmente descritas como proteinas de jungdes gap, consistindo de
dois hemicanais. Os hemicanais isolados podem funcionar como condutores entre o
citoplasma e o espaco extracelular, controlando a liberacdo de ATP das células)
(Sabirov e Okada, 2005; Junger et al., 2011; Eltzschig et al., 2012; Idzko et al., 2014).
Além disso, em condi¢des de dano celular, hipdxia, estresse mecanico ou morte
necrotica, o ATP ¢ liberado para o meio extracelular de uma forma totalmente
descontrolada (Verkhrasky et al., 2009; Eltzschig et al., 2012; Idzko et al., 2014).

Um dos produtos da hidrdlise extracelular do ATP ¢ a adenosina (ADO), que
também tem agdes fisiologicas e pode ser considerada outra molécula sinalizadora de
dano celular, exercendo em geral acdes contrarias as do ATP extracelular (Frantz et al.,
2005; Bours et al., 2006). No sistema imune, uma das principais fungdes da ADO ¢é
mediar uma resposta imunossupressora para proteger os tecidos dos ataques promovidos
pelas células de defesa durante processos inflamatorios (Sitkovsky e Ohta, 2005). A

concentracdo de adenosina extracelular ¢ em torno de 40-80 nM (Bours et al., 2006), e ¢
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mantida gracas a sua degradagdo a metabolitos ou pela captacdo através de
transportadores bidirecionais (Bours et al., 2006).

Como mostrado na figura 3, os niveis das purinas extracelulares sao
dinamicamente controlados pelas ectonucleotidases, representadas pela E-NTPDase
1/CD39 e ecto-5’-nucleotidase/CD73, e todos os efeitos biologicos desencadeados pelo
ATP e adenosina extracelulares sdo devido a ligagdo dessas moléculas aos seus
receptores (receptores purinérgicos do tipo P2 (divididos em P2X e P2Y) e PI,

respectivamente) (Bours et al., 2006).

Duk ATP AMP ADO
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Figura 3: Visdo Geral do Sistema Purinérgico. Nessa figura estdo presentes os receptores purinérgicos
P2X e P2Y (receptores para o ATP) e P1 (receptores da adenosina). Além disso, a enzima E-NTPDase
1/CD39, que hidrolisa o ATP, e a ecto-5’-nucleotidase/CD73, que hidrolisa o AMP até adenosina (Di
Virgilio et al., 2001).

1.3.2. Ectonucleotidases

Como mencionado, os efeitos extracelulares dos nucleotideos e nucleosideos sdao
regulados pelas ectonucleotidases, que sdo uma classe de enzimas que incluem a
ectonucleosideo  trifosfato-difosfoidrolases (E-NTPDases), as ectonucleotideo

pirofosfatase/fosfodiesterases (E-NPPs), a ecto-5’-nucleotidase/CD73  (ecto-5'-

NT/CD73) e as fosfatases alcalinas (Robson et al., 2006; Zimmermann 2012).
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Até o momento ja foram clonadas e caracterizadas oito E-NTPDases (1 a 8),
sendo que todos os membros da familia dessas enzimas apresentam em comum ha sua
estrutura, cinco dominios denominados de regides conservadas de apirase (ACR), que
estdo diretamente envolvidos na atividade catalitica da enzima e/ou na integridade
estrutural das mesmas (Handa e Guidotti, 1996). As E-NTPDases 1, 2, 3 ¢ 8 possuem
dois dominios transmembrana, N e C-terminal citoplasmdtico, e sdo as principais
responsaveis pela hidrdlise dos nucleotideos no espago extracelular. Essas enzimas
apresentam diferentes preferéncias pelos nucleotideos como substratos. Enquanto a E-
NTPDase 1 hidrolisa igualmente nucleosideos tri- e difosfatados, a E-NTPDase 2
apresenta uma maior preferéncia para nucleosideos trifosfatados (especialmente ATP) e
as E-NTPDases 3 e 8 apresentam uma leve preferéncia pelo ATP do que pelo ADP
(adenosina difosfato) (Robson et al., 2006; Zimmermann et al., 2012). As E-NTPDases
5 e 6 exibem localiza¢do intracelular, ndo possuem o dominio transmembrana C-
terminal e podem ser clivadas proximo ao dominio N-terminal para formar uma enzima
soluvel. As E-NTPDases 4 e 7 sdo localizadas intracelularmente com seus sitio ativos
voltados para o limen de organelas citoplasmaticas, sendo portanto também
consideradas ectoenzimas (Robson et al., 2006; Zimmermann et al., 2012).

O passo final da hidrélise do ATP ¢ a geragdo de adenosina, a partir de AMP
(adenosina monofosfato), pela enzima ecto-5’-nucleotidase/CD73 (Zimmermann et al.,
2012). Essa enzima se encontra ligada a membrana plasmatica por meio de uma ancora
lipidica de GPI (glicosil fosfatidilinositol) e o sitio catalitico voltado para o meio
extracelular (Zimmermann, 1992; Zimmermann et al., 2012). Além disso, a ecto-5’-
nucleotidase/CD73 atua per se como um fator de proliferacdo e estd envolvida no

controle de crescimento celular, e nas interacdes entre células e a matriz extracelular,
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bem como em mecanismos que levam a migracdo celular (Airas et al., 1997; Sadej et
al., 2006; Sadej et al., 2008; Bavaresco et al., 2008; Cappellari et al., 2012).

Em gliomas, as E-NTPDases e a ecto-5’-nucleotidase/CD73 possuem um papel
fundamental na progressdo tumoral. Linhagens de glioma apresentam um catabolismo
de ATP, ADP ¢ AMP alterados em relacdo aos astrocitos, uma vez que essas células
malignas praticamente ndo hidrolisam o ATP, o qual pode se acumular e induzir
proliferagdo celular, e hidrolisam muito o AMP, formando adenosina que induz
angiogénese e imunossupressdo (Wink et al., 2003; Morrone et al., 2005; Bavaresco et
al., 2008). A participacdo do ATP extracelular na progressao de gliomas foi refor¢ada
pelo estudo in vivo no trabalho de Morrone e colaboradores. Nesse estudo, foi mostrado
que a co-inje¢do de apirase (uma enzima com caracteristicas similares da E-NTPDase 1,
portanto hidrolisa igualmente ATP e ADP) juntamente com células de glioma em
cérebro de rato, reduziu significativamente o tamanho tumoral, bem como as
caracteristicas malignas do mesmo (Morrone et al., 2006). Em contrapartida, em outros
dois estudos, quando células de glioma superexpressando a E-NTPDase 2 (enzima que
hidrolisa preferencialmente o ATP e pode favorecer o acimulo de ADP) foram
implantadas no cérebro de ratos, observou-se um aumento no tamanho tumoral e
modulacdo da resposta inflamatoria sistémica (Braganhol et al., 2009; Braganhol et al.,
2012). Esses resultados completamente opostos (apirase versus E-NTPDase 2) podem
estar relacionados com os diferentes produtos da hidrolise do ATP por essas duas
enzimas da familia das E-NTPDases e consequentemente pela ativacdo de diferentes

receptores purinérgicos, P1 e P2, presentes nas células.

1.3.3. Receptores Purinérgicos
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Os purinoreceptores sdo divididos em receptores do tipo Pl e P2 que sdo

ativados por adenosina e ATP, respectivamente (Illes et al., 2000).

1.3.3.1. Receptores do Tipo P1

Os receptores P1 (metabotrdpicos) sdo receptores sensiveis as variagdes na
concentracdo de adenosina presente no meio extracelular. Sao descritos quatro subtipos:
A, Asa, Asp € Az, com distintas propriedades farmacologicas entre si (Ralevic e
Burnstock, 1998). Todos eles sdo acoplados a proteina-G e apresentam sete dominios
transmembrana (Ralevic e Burnstock, 1998; Fredholm et al., 2001).

Os receptores P1 sdo amplamente expressos nas células e apresentam diferentes
afinidades pela adenosina, onde os receptores A; e Aja demonstram uma maior
afinidade pelo nucleosideo (ECsp< 30 nm), enquanto que os receptores Ajz e,
particularmente, o receptor A,p apresentam baixa afinidade (ECsp: 1-20 uM) (Ham e
Evans, 2012).

Os receptores A; e A3 sdo acoplados a proteinas G; (proteina G inibitdria), as
quais exercem fungdes inibitdrias sobre a enzima adenilato ciclase. Ja os receptores Asa
e Asp sdo acoplados a proteina Gs (proteina G estimulatéria) e ativam a producdo de
AMPc (adenosina monofosfato ciclico) (Ralevic e Burnstock, 1998; Abbracchio et al.,

2009; Verkhrasky et al., 2009).

1.3.3.2. Receptores do Tipo P2
A nomenclatura dos receptores do tipo P2 ¢ baseada na estrutura molecular e foi
baseada em critérios de funcionalidade e farmacologia (Di Virgilio et al., 2001). Os
receptores P2 sdo subdivididos em duas classes: P2X (ionotropicos), ligados a canais

10nicos e receptores P2Y (metabotropicos), acoplados a proteina G. Os receptores P2Y
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diferem em sua seletividade para nucleotideos da adenina (ATP e ADP) e da uracila
(UTP e UDP), enquanto que os receptores P2X sdo ativados somente por ATP. A
complexidade dos receptores P2 ¢ aumentada pela formacdo de homo- e heterodimeros

entre receptores (Nakata et al., 2004).

1.3.3.3. Receptores P2Y

Até o momento, ja foram identificados oito subtipos de P2Y em células de
mamiferos: P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 e P2Y14 (White e
Burnstock, 2006). Esses receptores diferem entre si pela diferenca de afinidade aos seus
agonistas (Illes et al., 2000). O P2Y1 e P2Y12 reconhecem mais potentemente o ADP
como agonista, e esses receptores medeiam a agregagdo plaquetdria induzida por ADP
(Illes et al., 2000; Braganhol et al., 2009; Braganhol et al., 2012). O receptor P2Y2
apresenta afinidade pelo ATP e UTP, enquanto que o ADP e UDP ndo se ligam a esse
receptor. P2Y4 e P2Y6 preferem nucleotideos de uridina aos de adenina e exibem
maior seletividade para o UTP e UDP, respectivamente (Illes et al., 2000). O P2Y11
apresenta uma maior afinidade pelo ATP do que pelo ADP e ndo apresenta afinidade ao
UTP (Di Virgilio et al., 2001). Esses receptores possuem sete dominios transmembrana
e sdo acoplados a proteina G (Illes et al., 2000). Nesse aspecto podem ser divididos em
dois grupos: P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 e P2Y11 que s3o acoplados a proteina Gq e,
portanto, a ativagdo desses receptores estimula a via da fosfolipase C (PLC)-IP3-Ca™ ¢
P2Y12, P2Y13 e P2Y14 sdo acoplados a proteina G; e a sua ativagdo acarreta na
inibicao da adenilato ciclase. O P2Y 11 também ¢ associado a estimulagcdo da adenilato

ciclase (Abbracchio e Burnstock, 1994; Roger et al., 2015).

1.3.3.4. Receptores P2X
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Até o momento, j& foram identificados sete subtipos de receptores P2X: P2X1,
P2X2, P2X3, P2X4, P2X5, P2X6 e P2X7 (Di Virgilio et al., 2001). Os receptores P2X
sdo exclusivamente ativados por ATP extracelular e desencadeiam seus efeitos via
abertura de um canal i6nico na membrana celular, permedveis a Na', K" e Ca+2, nao
parecendo haver o envolvimento nem de proteinas G, tampouco de segundos-
mensageiros intracelulares (Abbracchio e Burnstock, 1994; Roger et al., 2015).

Esses receptores sdo estruturalmente formados por dois segmentos
transmembrana que sdo separados por um grande /oop extracelular, que serve para a
ligagdo do ATP. Os receptores P2X podem ser homotriméricos, constituidos por
subunidades codificadas por um mesmo gene, ou heterotriméricos, onde as subunidades
sdo codificadas por genes de diferentes P2X, originando assim novas disposi¢des:
P2X1/2, P2X1/4, P2X1/5, P2X2/3, P2X2/6, P2X4/6 e P2X4/7 (Abbracchio et al., 2009;
Roger et al., 2015).

Entre os receptores P2X, o subtipo P2X7 ¢ funcionalmente distinto dos outros e

um dos que mais desperta interesse, especialmente na inflamacao e no cancer.

1.3.3.4.1. Receptor Purinérgico P2X7

A estrutura gendmica do receptor P2X7 consiste em 13 exons, sendo que os
exons 12 e 13 codificam o dominio C-terminal dessa molécula. O receptor P2X7 ¢
composto por 595 aminoécidos, os quais formam uma proteina que apresenta dois
dominios transmembrana e dominios N e C- terminais intracelulares (Roger et al.,
2015).

A ativagdo do P2X7 através dos seus agonistas (ATP, agonista natural ou
BzATP, agonista sintético) abre, em milésimos de segundos, um canal que ¢

seletivamente permeavel a cations, tais como Na', K™ e Ca* (Surprenant et al., 1996;
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Rassendren et al., 1997; Roger et al., 2015). A abertura desse canal faz com que ocorra,
principalmente, o influxo de célcio e o efluxo de potéssio. A elevagdo do ion célcio no
espaco intracelular ativa uma série de vias de sinalizacao, tais como PI3K/Akt, ERK1/2,
NF-kB ¢ NFAT, todas relacionadas com sobrevivéncia celular (North, 2002; Adinolfi et
al., 2005a; Adinolfi et al., 2005b; Di Virgilio et al., 2009; Roger et al., 2015). Além
disso, a ativacdo do P2X7 faz com que ocorra a ativacdo do inflamassoma NLRP3, que
¢ um complexo multiproteico que dirige a ativagdo da caspase-1 e, consequetemente, o
processamento e secrecdo de IL-18 e IL-18, importantes ativadores da resposta imune
(Stagg e Smyth, 2010). A IL-1B estd ainda envolvida tanto em processos de
proliferagdo como em morte celular, dependendo da sua concentragdo e da presenca de
outras citocinas no espaco extracelular (Terlizzi et al., 2014; Roger et al., 2015).

O receptor P2X7 ¢ também conhecido pela sua capacidade de induzir um
fendmeno de permeabilizagdo da membrana plasmatica que se refere a formacdo de um
poro, permitindo a passagem de moléculas de tamanho de até¢ 900 Da pela membrana. O
dominio C-terminal (“‘cauda do receptor”) ¢ fundamental para a formagdo desse poro
(Roger et al., 2015). Diferente da abertura do canal, a formag¢do do poro ocorre apds a
exposi¢do ao agonista por tempo prolongado ou em uma alta concentracio ( > 100 uM),
e esse fendomeno estéd principalmente relacionado a morte celular (Roger et al., 2015).

O gene do receptor P2X7 ¢ altamente polimodrfico e dois polimorfismos de
nucleotideos simples (SNP) estdo sendo muito estudados nesse receptor, 1513A>C
(rs3751143) e 489C>T (rs208294), os quais levam a substitui¢do do glutamato por
alanina na posicao 496 (E496A) ¢ histidina por tirosina na posi¢ao 155 (H155Y),
respectivamente. A presenca de homozigose (1513C/C), localizada na regido C-terminal
na cauda do receptor, ¢ associada com perda de fun¢ao do P2X7, ndo abrindo o canal

ou formando o poro na membrana (Gu et al., 2001; Sanz et al., 2014). Esse
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polimorfismo foi primeiramente verificado em casos familiares de leucemia linfocitica
cronica de células B, onde as células cancerigenas ndo morriam por apoptose devido a
falta de formacao do poro na membrana (Dao-Ung et al., 2004). O polimorfismo SNP
489C>T, diferentemente do SNP 1513A>C, acarreta em um aumento de funcdo do
receptor purinérgico P2X7, entretanto, até o momento sua presenga ou auséncia nao tem
sido relacionada com nenhum tipo de cancer (Gu et al., 2001; Sanz et al., 2014).

O P2X7 j& foi demonstrado estar expresso em diversas células como em
neutroflios, linfocitos T e B, cosinofilos, células dendriticas, células natural killers,
astrocitos, neurdnios, monoécitos, microglia e macréfagos sendo que € um receptor
muito importante para o desencadeamento das respostas fisiologicas do organismo
(Idzko et al., 2014, Di Virgilio e Vuerich, 2015; Roger et al., 2015).

Os efeitos mediados por esse receptor sdo muito variaveis e, dependem do tipo
celular, da forma de ativagdo e da concentragdo do agonista, podendo desencadear
efeitos antagonicos de morte ou de proliferagcdo celular (Di Virgilio et al., 2009). O
P2X7 ¢ um dos receptores purinérgicos mais estudado em uma série de patologias,

principalmente no cancer (Burnstock, 2008).

1.3.3.4.1.1. Papel do P2X7 em Cancer

Na figura 4 estdo representadas as diferentes ativagdes do P2X7 (Roger et al.,
2015):

- por baixas concentragdes de ATP (ATP enddgeno), na qual ocorre a abertura
do canal i6nico e desencadeia respostas que acarretam em crescimento tumoral e

metastase;
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- por altas concentragdes de ATP (ATP exdgeno) ou por BZATP, na qual ocorre
abertura do poro na membrana plasmatica e desencadeia respostas que acarretam na

morte das células tumorais.

A Endogenous ATP B Exogenous ATP / BZATP
High concentrations

Ca?*, Na*

Cancer cell
metabolism Migration / invasion
Proliferation
Tumour growth and metastases Cancer cell death

Figura 4: Representacio Esquematica do Papel do Receptor Purinérgico P2X7 na Biologia Celular
do Cancer (Roger et al., 2015).

Em estudos realizados em células de cancer e em biopsias de diferentes tumores,
esse receptor geralmente estava expresso, como por exemplo, em melanoma, cancer de
mama, cancer de tiredide, cancer de pancreas, cancer ovariano, cancer uterino € em
diversos tipos de cancer de cérebro (Slater et al., 2003; Slater et al., 2004; White et al.,
2005; Kunzli et al., 2007; Solini et al., 2008; Roger et al., 2015).

Em células de melanoma B16, o P2X7 foi responsavel pela liberacdo de ATP em
condi¢des 4cidas, mimetizando o que ocorre no centro de um tumor e a inibicdo

farmacologica desse receptor diminuiu o crescimento tumoral (Hattori et al., 2012). O
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mesmo foi verificado em células de neuroblastoma, onde a antagonizag¢ao desse receptor
levou a diminui¢do da viabilidade e numero celular (Wu et al.,, 2009; Goémez-
Villafuertes et al., 2009). Em células de carcinoma ovariano, a ativagdo do P2X7 pelo
BzATP, levou a ativagdo de vias como da Akt e ERK e a antagonizacdo do P2X7
desencadeou a diminuicdo da viabilidade celular (Vazquez-Cuevas et al., 2014).
Diversos estudos tém demonstrado que o P2X7 estd envolvido com transformagdo
oncogénica, proliferacdo celular e crescimento tumoral através da sua atividade basal,
ou seja, teria uma atividade pro-tumoral independente da ativacdo exogena desse
receptor. Além disso, eles demonstraram que tumores que expressam o P2X7, secretam
uma maior quantidade de VEGF, um importante fator angiogénico, muito envolvido
com progressdao tumoral (Adinolfi et al., 2005a; Adinolfi et al., 2005b; Adinolfi et al.,
2009; Di Virgilio et al., 2009; Adinolfi et al., 2012). Em células de glioma C6, a
estimulacdo do P2X7 com BzATP aumentou a migragdo celular e a liberagao de fatores
envolvidos com tumorigénese e crescimento tumoral como as citocinas MCP-1/CCL2 e
IL-8/CXCLS8 e de VEGF (Wei et al., 2008). Em neoplasias como na leucemia linfocitica
cronica e no cancer papilar da tiredide, o receptor P2X7 ¢ utilizado como indicador de
agressividade da doenca, sendo que quanto maior a expressdo desse receptor, maior a
malignidade (Adinolfi et al., 2002; Kunzli et al., 2007; Roger et al., 2015).

Em contrapartida ao exposto acima, diversos estudos tém demonstrado que o
P2X7 estaria envolvido com atividades anticancerigenas. Em células de céancer de
mama, o P2X7 regulou negativamente a proliferacdo celular e o crescimento tumoral
por induzir morte por apoptose (Huang et al., 2013). Em células de melanoma B16 e em
células de adenocarcinoma de colon, a ativagao do P2X7 através de altas concentracdes
de ATP induziu morte celular (Bian et al., 2013). Em outro estudo com linhagem de

glioma de rato C6 a inibi¢do farmacoldgica do P2X7 ou o silenciamento desse receptor
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aumentou o crescimento celular tanto in vitro como in vivo (Fang et al., 2013). Além
disso, altas concentracdes de ATP ou de BZATP diminuiram a proliferagcdo de células da
linhagem GL261 de glioma de camundongo (Tamajusuku et al.,, 2010). O P2X7
também foi relacionado com o aumento da radiosensibilidade em células de glioma
humano (M059J) e de camundongo (GL261) (Gehring et al., 2012; Gehring et al.,
2015).

Em conclusdo, o receptor P2X7 parece ter um papel tanto na morte como na
sobrevida celular e esses efeitos completamente antagdnicos e aparentemente tdo
contraditérios dependem muito da concentracdo do ATP no meio extracelular, bem
como as vias que sdo ativadas por esse receptor (Adinolfi et al., 2005b). Portanto, ¢ de
extrema importancia que mais estudos sejam realizados, utilizando diferentes
mecanismos de ativagdo, para o completo entendimento do papel desse importante

receptor purinérgico em gliomas e em células imune associadas aos tumores.

1.4. Novos Alvos Terapéuticos
1.4.1. Ciclooxigenase 2
A via do 4&cido araquidonico ¢é responsavel pela geracdo de uma variedade de

moléculas bioativas. Esses metabolitos, conhecidos como eicosanoides, estdao
envolvidos em uma variedade de diferentes patologias, incluindo inflamagdo e cancer
(Greene et al., 2011). O acido araquidonico pode ser metabolizado em eicosanoides
através da acdo de 3 diferentes grupos de enzimas: ciclooxigenases (COX),
lipoxigenases e oxigenases. As enzimas COX catalisam o primeiro passo da sintese de
eicosanoides, a prostaglandina H2 (PGH2), que ¢ a precursora para a sintese de diversos
prostandides, como a prostaglandina E2 e tromboxanos (Cebola e Peinado, 2012).

A COX possui duas importantes isoformas: COX-1 (também conhecida como
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PTGS1) e a COX-2 (PTGS2). O perfil de expressdo dessas duas isoformas ¢ muito
variado de tecido para tecido. A COX-1 ¢ uma enzima constitutiva, sendo responsavel
pela producdo de prostandides e altamente expressa em diversos tecidos, incluindo
pulmado, prostata, cérebro, trato gastrointestinal, figado, rim e bagco. Em oposicdo, a
COX-2 ¢ frequentemente uma enzima induzivel e geralmente indetectavel na maioria
dos tecidos normais. E responsavel pela maior producio de prostandides durante
periodos inflamatorios (Cebola e Peinado, 2012).

A COX-2 tem papel importante por regular a proliferacdo e diferenciacdo celular
e tumorigénese (DuBois et al., 1996; Bornfeldt et al., 1997). Essa enzima esta
superexpressa em diversos tecidos neopléasicos, como em cancer de colon, prostata,
esofagico, de mama e em gliomas (Bertagnolli, 1999; Zimmermann et al., 1999; Casper
et al., 2000; Higashi et al., 2000; Howe et al., 2001). Em biopsias de gliomas, a
expressdo da COX-2 foi maior em tumores de alto grau (III e IV) quando comparada a
tumores de baixo grau (grau I e II), portanto, essa enzima estd associada com maior
malignidade e com um pior prognostico para os pacientes (Shono et al., 2001; New,
2004).

A utilizacdo de medicamentos anti-inflamatorios ndo-esterdides (NSAID) e
inibidores especificos de COX-2 tém emergido como um possivel tratamento e
prevencdo de diversos tipos de cancer (colon, prostata, esofagico e de mama) (Pouliot et
al.; 2002; New 2004). Além disso, recentemente foi descrito que a utilizacdo de NSAID
como acetominofeno, flurbiprofeno, 4cido acetilsalicilico e ibuprofeno e NS-398
(inibidor seletivo de COX-2) reduziram a proliferacdo celular em linhagens de glioma
(Casper et al., 2000; New 2004; Bernardi et al. 2006), entretanto 0os mecanismos exatos

para a diminui¢ao celular ndo estdo completamente elucidados.
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Alguns estudos tém demonstrado a relagdo entre sistema purinérgico € a enzima
COX-2. Em células de carcinoma alveolar, o ATP e o UTP extracelulares levaram ao
aumento da expressdo da enzima COX-2 por ativar receptores do tipo P2 (Marcet et al.,
2007). Além disso, Barbera-Cremades e colaboradores demonstraram que a ativagao do
P2X7 gerou uma maior producdo de prostaglandina E2 em macréfagos (Barbera-
Cremades et al., 2012). Com o exposto acima, ¢ de extrema relevancia verificar se ha

relag@o entre o sistema purinérgico e a enzima COX-2 em gliomas.

1.4.2. Acido Ursélico

Para o desenvolvimento de novos farmacos, a especialidade oncoldgica desperta
o interesse de muitos pesquisadores, devido a falta de medicamentos eficazes e, nesse
cenario, as plantas continuam a ser uma Otima forma para a obtengdo de novas
moléculas terapéuticas (Shanmugam et al., 2013).

Uma importante classe de fitoquimicos bioativos sdo os triterpenoides, eles
representam uma grande familia, sendo que j& foram identificados mais de 20.000 tipos.
Entre os varios terpenoides, os triterpendides pentaciclicos tém demonstrado ag¢des anti-
inflmatorias, quimiopreventivas e anticancer (Shanmugam et al., 2013). Um importante
exemplo ¢ o dacido wursolico (3B-hidroxi-urs-12-en-28-oic-4cido) que pode ser
encontrado em magcas, peras, ameixas, cranberry e bearberry (Shanmugam et al., 2013).
Por muito tempo essa molécula foi considerada biologicamente inativa, entretanto,
recentemente ela tem demonstrado efeitos farmacologicos juntamente com baixa
toxicidade (Ikeda et al., 2008). J4 foram descritas propriedades anti-inflamatdrias,
antiproliferativas, pré-apoptéticas, antimetastastica e antiangiogénicas tanto in vitro
como in vivo (lIkeda et al., 2008; Shanmugam et al., 2013).

Diferentes vias de sinaliza¢ao podem ser ativadas ou inibidas pelo acido ursolico
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e, portanto, desencadear diferentes tipos de morte celular, como por exemplo, em
linhagens celulares de prostata, essa molécula ocasionou a downregulation de diversos
genes regulados pelo NF-kB e STAT3, que estdo envolvidos com proliferacao,
sobrevida e angiogénese e induzindo a morte por apoptose (Shanmugan et al., 2011).
Ainda em linhagem de cancer de prostata, o acido ursolico induziu autofagia (Zhang et
al., 2010; Shin et al., 2012). Em células de cancer de coloretal, essa molécula levou a
downregulation de fatores antiapoptoticos como Bcl-2 e survivina, proliferativos como
ciclina D1 e metastaticos como MMP-9, VEGF, ICAM-1 (Prasad et al., 2012). Além
disso, em células de cancer de pancreas, o acido ursolico foi capaz de induzir morte por
apoptose através da modulagdo das vias JNK e PI3K/Akt e NF-kB (Li et al., 2012). Em
linhagem celular de leucemia, o acido ursolico, através da superexpressdo da PTEN,
inibiu a atividade da Akt, e aumentou a atividade das caspases, levando morte por
apoptose (Wu et al., 2012). Em células de cancer hepatico, esse triterpendide foi capaz
de reduzir diferentes fatores angiogénicos como VEGF, IL-8/CXCLS8 e 6xido nitrico,
portanto, reduzindo a progressdo tumoral (Lin et al., 2011). Em gliomas, na linhagem
humana U251, o 4cido ursolico foi capaz de inibir a proliferacdo e induzir apoptose
através da supressdo da via TGF-f1/miR-21/PDCD4 (Wang et al., 2012). Em
contrapartida, em outra linhagem de glioma humano (U§7MG), essa molécula induziu
morte por autofagia desencadeada pelo stress ocasionado no reticulo endoplasmatico
dependente de ROS (Shen et al., 2014). Na linhagem humana DBTRG-05MG, o acido
ursolico alterou as fun¢des mitocondriais, acarretando na diminuicdo do ATP e
induzindo morte por necrose (Lu et al., 2014). Em linhagem de glioma de rato C6, o
acido ursoélico ocasionou a downregulation da MMP-9 e com isso a diminui¢dao da
invasdo celular (Huang et al., 2009). Modelos in vivo de carcinoma de prdstata

(Shanmugam et al., 2011), carcinoma hepatocelular (Shao et al., 2011), carcinoma
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coloretal (Prasad et al., 2012), carcinoma de mama (De Angel et al., 2010), carcinoma
de pele (Kowalczyk et al., 2009), cancer gastrico (Wang et al., 2011) e leucemia (Gao et
al., 2012) tém demonstrado que o 4cido ursélico inibe o crescimento e a progressao
tumoral.

Com o acima exposto, uma vez que nenhum estudo foi realizado em modelo in
vivo de glioma, consideramos de extrema importancia verificar o efeito do acido

ursodlico nesse tipo tumoral e verificar sua eficécia terapéutica.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Verificar a participacdo do sistema purinérgico e sistema imune no
desenvolvimento e progressdo do glioblastoma multiforme, bem como investigar a
participagdo da enzima COX-2 nesse contexto e, além disso, avaliar alternativas

terapéuticas para esse tipo tumoral.

2.2. Objetivos Especificos

* Discutir, através de revisdo bibliografica, o metabolismo de nucleotideos e
nucleosideos extracelulares pelas enzimas do sistema purinérgico (ectonucleotidases)
em células tumorais, com foco principal em glioma, e em células do sistema imune

(Capitulo I);

* Avaliar a modulagdo do fendtipo de macrofagos expostos ao meio
condicionado de glioma e verificar a participacdo dos receptores purinérgicos nessa

modulac¢do (Capitulo II);

* Caracterizar a expressdo e funcionalidade do receptor purinérgico P2X7 em

linhagem de glioma humano e avaliar a participagdo desse receptor na progressao

tumoral in vitro e in vivo (Capitulo III);

* Avaliar se ha relagdo entre o receptor purinérgico P2X7 e a enzima COX-2 em

linhagem de glioma in vitro e in vivo (Capitulo 1V);
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* Investigar o efeito do acido ursoélico em linhagens de glioma, estudando os
possiveis mecanismos envolvidos in vitro e avaliar a atividade antitumoral dessa

molécula in vivo (Capitulo V).
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3.1. Capitulo I

Ectonucleotidases in Tumor Cells and Tumor-Associated Immune Cells: An
Overview

Leticia Scussel Bergamin, Elizandra Braganhol, Rafael Fernandes Zanin,
Maria Isabel Albano Edelweiss, and AnaMaria Oliveira Battastini
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