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RESUMO

Estudos tém demonstrado que o microambiente tumoral € rico em ATP e
adenosina, sugerindo o envolvimento da sinalizagdo purinérgica no
desenvolvimento e/ou manutencdo do céncer. Ainda, o receptor purinérgico
P2X7, conhecido pelo seu papel na indugcédo de apoptose, encontra-se reduzido
em alguns tecidos tumorais em comparacdo aos tecidos saudaveis, indicando
gue a sua reducdo possa ser um mecanismo de resisténcia celular a apoptose.
Dessa forma, compreender o papel da sinalizagdo purinérgica no contexto do
cancer se torna indispensavel e permite que novas abordagens terapéuticas
sejam implementadas. Nesse trabalho, avaliamos a funcéo dos nucleotideos e
nucleosideos da adenina, bem como do receptor P2X7 na inducdo da morte
celular em células de cancer cervical. Também verificamos o efeito do heat
shock na potencializacdo da atividade do receptor P2X7 frente a curta
exposicdo ao ATP em células de cancer de colon. De acordo com 0S N0Ssos
resultados, o efeito citotoxico do ATP extracelular nas linhagens de céncer
cervical é mediado principalmente pela acdo do seu metabdlito adenosina, que
ao entrar no interior das células, promove o aumento dos niveis intracelulares
de AMP, ativacdo de AMPK, aumento da p53 e inducdo de autofagia. O papel
do receptor P2X7 nesse contexto parece ser apenas coadjuvante, visto que o
seu bloqueio ou silenciamento impediu em apenas 20% a morte celular. Além
disso, utilizando células de cancer de cdélon, nés demonstramos que o heat
shock aumenta a funcionalidade do receptor P2X7, independente da interagéo
com heat shock proteins ou canais do tipo conexina/panexina, potencializando
o efeito citotoxico do ATP. Esse efeito parece estar relacionado & mudancgas na
composicdo e arquitetura da membrana celular, visto que o uso do agente
fluidizador de membrana benzil alcool foi capaz de mimetizar o efeito do heat
shock na potencializagcdo do receptor P2X7 a 37°C. Este estudo fornece
evidéncias adicionais sobre o papel da sinalizacdo purinérgica no contexto da
biologia celular tumoral e abre novas perspectivas para o uso dos nucleotideos
de adenina associados a hipertermia como agentes adjuvantes na terapia do
cancer. Palavras-chaves: ATP, Adenosina, P2X7, Sistema Purinérgico,

Cancer Cervical, Cancer de Colon, Alvos Terapéuticos.






ABSTRACT

The tumor microenvironment is rich in ATP and adenosine, suggesting
an involvement for purinergic signaling in cancer development and surveillance.
The P2X7 receptor, among the P2 purinergic receptors, is broadly recognized
as the “death receptor”, because it promotes cell apoptosis when exposed to
high levels of extracellular ATP. Researches have been shown that P2X7
protein levels are decreased at the tumor site in comparison to adjacent healthy
tissue, suggesting a mechanism of tumor escape to cell death. Thus,
understanding purinergic signaling in a cancer context becomes urgent and
opens a new field for therapeutic strategies. Here, we evaluated adenine
nucleotides and nucleosides cytotoxicity, as well as P2X7 role in cell death
induction using cervical cancer cell lines. Indeed, we investigated heat shock
effect on P2X7 functionality through exposing colon cancer cell shortly to ATP
at 40°C. According to our data, adenosine uptake formed from ATP metabolism
is the main responsible for the extracellular ATP cytotoxicity in cervical cancer
cells. While inside of the cell, adenosine is converted to AMP, leading to AMPK
activation, p53 increase and autophagy induction. ATP induced cell death per
se through P2X7 in this context seems to be less important, since P2X7
blockage or knocking down reduced only 20% of cell death. In colon cancer
cells, we found that heat shock stress was able to increase P2X7 pore
formation independently of heat shock protein interaction or native pore-forming
transporters association (e.g pannexin-or connexin-type channels), thus leading
to an increase ATP cytotoxicity. The mechanism enrolled in this process seems
to be related to changes in the lipid composition and architecture of membrane,
as the membrane fluidizer benzyl alcohol could reproduce heat stress effect in
potentiating P2X7 activation at 37°C. In conclusion, our work provides further
evidence for a purinergic signaling role in the cancer biology context and opens
new perspectives for the utility of purine-based drugs associated to hypertermia
as adjunctive agents in cancer therapy. Keywords: ATP, Adenosine, Purinerg

System, P2X7, Cervical Cancer, Colon Cancer, Therapeutical Target.
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I.1. Sistema Purinérgico

O sistema purinérgico € composto por trés elementos principais, o0s
nucletideos/nucleosideos da adenina extracelulares, 0s receptores
(purinoceptores) e as enzimas (ectonucleotidases), que interagem entre si
modulando o processo de sinalizacdo purinérgica (Feng et al., 2014). Em
muitos casos, essa sinalizacao se inicia pela liberacdo do nucleotideo ATP do
meio intracelular para o extracelular (Idzko et al., 2014). Uma vez presentes no
meio extracelular, ATP e ADP podem atuar nos receptores purinérgicos P2,
gue sao subdivididos em duas familias: os receptores metabotropicos P2Y e os
receptores ionotrépicos P2X. Os receptores P2Y sdo acoplados a proteinas G
e sao subdivididos, por sua vez, nos tipos P2Yi, P2Y,, P2Y, P2Ys, P2Y1s,
P2Y1,, P2Y13 € P2Y14 Ja 0s receptores P2X atuam como canais ionotrépicos
ativados por ATP e séo divididos em sete subtipos (P2X1-7) (Di Virgilio, 2012;
Burnstock & Di Virgilio, 2013; Idzko et al., 2014; Roger et al., 2014).

A ativacdo dos receptores P2 é finalizada pela difusdo e hidrdlise do
ATP a adenosina. Este processo ocorre em duas etapas e € controlado
principalmente pela acdo da enzima nucleosideo trifosfato difosfohidrolase 1
(NTPDasel ou CD39), que converte ATP/ADP em AMP, seguido pela acéo da
enzima ecto-5’-nucleotidase (CD73), que forma adenosina a partir do AMP. A
adenosina formada no meio extracelular pode, por sua vez, atuar nos
receptores purinérgicos P1, que sao subdivididos em quatro tipos (A1, Aza, Azs
e A3), ser captada para o interior da células por meio de transportadores
(ENTSs) ou ser degradada a inosina por meio da acdo da enzima adenosina
deaminase (ADA), que se encontra tanto na membrana citoplasmatica quanto
no citoplasma das células (Idzko et al., 2014; Roger et al., 2014).

Dependendo dos niveis de ATP/adenosina que se encontram no meio
extracelular e da ativacdo dos receptores Pl e P2, processos como
guimiotaxia, ativacdo de ceélulas imunes, fagocitose, liberagdo de citocinas,
proliferacao, diferenciacdo, maturacdo, migracao, adesédo e morte celular sédo
controlados (Di Virgilio, 2012; Roger et al., 2014). Sendo assim, um
desequilibrio nessa sinalizacdo pode ser um dos responsaveis pelo

desenvolvimento de inimeras patologias, inclusive o cancer (Feng et al., 2014).
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l.2. ATP e adenosina extracelular no microambiente tumoral

Em condicdes fisioldgicas, o ATP encontra-se em altas concentracfes
no interior das células, na faixa de 3-10 mM, e em baixas concentracdes no
meio extracelular (em torno de 10 nM). Sendo assim, altas concentracdes
desse nucleotideo no meio extracelular representa um sinal de dano tecidual
el/ou stress celular, como uma molécula sinalizadora (Feng et al., 2014; Roger et
al., 2014). No microambiente tumoral, estudos tem demonstrado que a
concentracdo de ATP é relativamente alta, na faixa de mM, quando comparado
aos tecidos saudaveis, onde é quase indetectavel (Pellegatti et al., 2008).
Inicialmente, acreditava-se que esse ATP extracelular era secretado pelas células
cancerigenas, mas estudos mais recentes indicam que a sua principal fonte é
proveniente de células em processo de morte celular, principalmente aquelas
localizadas em regifes de grande hipdxia nos tecidos tumorais sélidos (Wang et
al., 2004b; Roger & Pelegrin, 2011).

O papel do ATP extracelular no microambiente tumoral, modulando o
desenvolvimento do céncer, vai depender do mecanismo pelo qual as células
fonte deste nucleotideo estdo morrendo (necrose, apoptose, autofagia), do tipo
de liberacédo pelas células (liberacdo passiva ou secrecao ativa), da concentracao
de ATP no meio, do tipo de receptor purinérgico e da sinalizacdo ativada.
Portanto, dependendo do conjunto envolvido, o ATP extracelular pode gerar uma
acdo anti-tumoral com propriedades imunogénicas ou pro-tumoral, promovendo
proliferacdo e migracao das células cancerigenas (Roger et al., 2014).

Assim como o ATP, a concentracdo de adenosina nos fluidos intersticiais
em condicBes fisioldgicas é extremamente baixa € 0 seu aumento no meio
extracelular normalmente se deve a condicBes patoldgicas como hipdxia,
isquemia, inflamacdo ou trauma, caracterizando um sinal de dano tecidual
(Hasko et al., 2008). Além desta liberacéo passiva, 0 aumento de adenosina no
meio extracelular também pode ocorrer devido a uma alteracdo do
metabolismo de componentes do sistema purinérgico, caracterizado pelo
acelerado catabolismo de ATP extracelular e/ou da inibicdo da degradacéo de
adenosina, encontrado em varios tipos de cancer (Linden, 2006) (Figura 1).

No microambiente neoplasico, a adenosina, quando acumulada, exerce

um papel crucial na regulacdo autécrina e paracrina estimulando a
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imunossupressao e a angiogénese e favorecendo desta forma o crescimento
tumoral (Ohta et al., 2006). Além deste efeito no estroma tumoral, a adenosina
extracelular pode atuar diretamente nas células cancerigenas regulando a
proliferacdo, diferenciacdo e apoptose. Sendo assim, o0 papel desse
nucleosideo no desenvolvimento, progressdo e metastase tumoral se deve
tanto a uma acdo indireta no microambiente tumoral como também a uma

acao direta sobre as células cancerigenas (Antonioli et al., 2013).

Primary tumour

Cancer cell
migration

Reduction of
cell adhesion

Figura 1. Adenosina formada pelo metabolismo do ATP no microambiente
tumoral estimula a migracdo de células tumorais via receptores A2B. As
células tumorais, bem como exosomos produzidos por elas, expressam CD39 e
CD73, levando ao aumento dos niveis de adenosina no microambiente tumoral.
Este nucleosideo quando ligado aos receptores A2B inibe vias de sinalizacdo
importantes para o processo de adesdo celular, estimulando a migracdo
tumoral. Adaptado de Antonioli et al., 2013. Coépia autorizada por Nature
Publishing Group, numero da licenca 3733201443155.
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I.3. Papel do ATP vs Adenosina extracelular no crescimento tumoral

Considerando a complexa via de sinalizacéo purinérgica, a resposta final
gerada pelos diferentes niveis de ATP versus adenosina no microambiente
tumoral ira depender do painel de expressao e ativacdo dos diferentes subtipos
de receptores P1 e P2 presentes no tecido, podendo ser tanto pré- ou anti-
tumoral (Feng et al., 2014).

1.3.1. Atividade pro-tumoral

Atividades pro-tumorais ja foram descritas para os receptores P2Y; em
cancer de tiredide (Pines et al., 2005), P2Y2 em melanoma, cancer de células
escamosas, mama, pulmao, tiredide e figado (Dixon et al., 1997; Greig et al.,
2003; Schafer et al., 2003; White et al., 2005a; White & Burnstock, 2006;
Shabbir et al., 2008b), P2Ys e P2Y;, em cancer de pulm&o e astrocitoma
(Schafer et al., 2003; Kim et al., 2003; Nishimaki et al., 2012; Sodelar o Bilbao &
Boland, 2013; Burnstock & Di Virgilio, 2013; Ide et al., 2014). Ja os receptores
Azn € Az s80 amplamente conhecidos por seu papel na proliferagdo tumoral,
tendo uma acdo importante no estimulo da proliferacdo de células tumorais
pulmonares, pancreaticas, intestinais e de préstata (Kalhan et al., 2012;
Mediavilla-Varela et al., 2013; Wei et al., 2013).

1.3.2. Atividade anti-tumoral

Rapaport em 1983 foi o primeiro a descrever o efeito citotoxico do ATP
ao verificar que esse composto blogueava o crescimento celular quando
adicionado ao meio de cultura de células cancerigenas (pancreas e colon)
(Rapaport, 1983). Desde entdo, muitos estudos avaliando a atividade anti-
neoplasica do ATP, tanto in vitro quanto in vivo, estdo sendo publicados.

A reducdo na proliferacdo celular é resultado da acdo conjunta dos
processos de apoptose e diferenciacdo celular desencadeados pela ativacéo
de varios subtipos de receptores purinérgicos pelo ATP (Feng et al., 2014).
FuncgBes tumoricidas ja foram descritas para os receptores P2X5/P2X7 e/ou
P2Y1; em células de cancer de prostata (PC-3) e bexiga (HT-1376) (Fang et al,
1992; Calvert et al., 2004; Shabbir et al., 2008b), bem como para 0s receptores

P2Y; e P2Y, em células de melanoma, de cancer de colon e de eséfago (Hopfner
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et al.,, 1998; Maaser et al., 2002; White et al., 2005a; White et al., 2005b;
Coutinho-Silva et al., 2005). Em linhagens celulares de neuroblastoma o efeito
citotoxico do ATP extracelular é mediado basicamente pelos receptores P2X7,
P2Y, e P2Yg (Feng et al., 2014).

Assim como o ATP, a adenosina também parece ter um efeito na
reducdo do crescimento tumoral. A ativacdo do receptor A, esta associada a
inducdo de morte celular em linhagens de cancer de colon (Caco-2), hepatoma
(HepG2), mieloma mudltiplo e linfoma (Yasuda et al., 2009; Serra et al., 2011;
Rickles et al., 2012). Ja o estimulo do receptor A; leva a inducéo de apoptose nas
linhagens de cancer de célon (CW2) (Saito et al., 2010) e glioblastoma (Synowitz
et al., 2006). O receptor Az, dentre todos os receptores P1, € o mais conhecido
pelo seu efeito citotoxico, inibindo o crescimento de uma variedade de tipos
tumorais, dentre eles o linfoma, melanoma, cancer de préstata, pulmao, colon,
cancer neural e carcinoma hepatocelular (Fishman et al., 2000; Bar-Yehuda et al.,
2001; Merighi et al., 2002 Fishman et al., 2002; Madi et al., 2003; Fishman et al.,
2004; Aghaei et al., 2011; Bar-Yehuda et al., 2008; Otsuki et al., 2012; Aghaei et
al., 2012; Vincenzi et al., 2012). Além do seu efeito citotdxico direto via receptores
P1, a adenosina pode induzir apoptose quando captada para o interior das
células via transportadores de membrana (ENTs). Esse mecanismo de morte
celular j& foi descrito para as linhagens de cancer de mama (MCF-7) (Tsuchiya et
al.,, 2012), astrocitoma (RCR1) (Sai et al., 2006) e cancer gastrico (GT3-TKB)
(Saitoh et al., 2004).

Essa ambiglidade da sinalizacdo purinérgica com relacao ao crescimento
tumoral ainda ndo esta totalmente elucidada. O que se sabe € que a presenca
nos tecidos tumorais de um ou varios tipos de receptores purinérgicos com
diferentes sensibilidades aos niveis de ATP/adenosina no meio extracelular
geram distintas vias de sinalizacédo intracelular, que interagem/concorrem para
produzir uma resposta celular final, que pode ser de crescimento, quiescéncia ou
morte (White & Burnstock, 2006; Pellegatti et al., 2008; Weber et al., 2010;
Wilhelm et al., 2010; Michaud et al., 2011).
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l.4. O receptor P2X7 e suas peculiaridades

Dentre os subtipos de receptores P2X, o receptor P2X7 é peculiar e
apresenta caracteristicas Unicas que vao desde a sua estrutura molecular até
as suas propriedades biofisicas e farmacolégicas (Jiang et al., 2013). Com
relacdo a sua estrutura molecular, o receptor P2X7 difere dos demais por
apresentar uma cauda carboxi-terminal. Ja em relacdo as propriedades
funcionais, ele € o Unico receptor capaz de responder a altas concentragdes de
ATP (acima de 1 mM) e formar poros permeaveis a grandes moléculas (até 900
Da). A formacdo do poro s6 ocorre apOs estimulo continuado por altas
concentracfes de ATP e é considerado o principal mecanismo envolvido na
inducado de apoptose celular (Adinolfi et al., 2005; Burnstock & Di Virgilio, 2013;
Roger et al., 2014).

Apesar de ser um canal iénico, o receptor P2X7 também poder interagir
com 11 diferentes proteinas formando um complexo protéico responsavel pela
geracdo do sinal intracelular (Kim et al., 2001). Dentre essas 11 proteinas, trés
sdo moléculas da matrix extracelular: laminina a3, integrina 32 e proteina
tirosina fostase do tipo receptor 3 (RPTPR); e oito sédo proteinas intracelulares:
a-actinina 4, [3-actina, supervilina, trés heat shock proteins (Hsp90, Hsc71 e
HsP70), fosfatidilinositol 4-quinase 230 (PI4K) e guanitalo quinase P55
associada a membrana (MAGuUK). Ainda ndo se sabe exatamente a funcéo de
cada proteina nesse contexto, mas estudos sugerem que elas possam
controlar o funcionamento do canal idnico do receptor P2X7. Por exemplo, o
blogueio da atividade da enzima RPTPR leva ao aumento da fosforilagdo da
tirosina do receptor P2X7, culminando em maior atividade do mesmo (Kim et

7

al.,, 2001). Outro caso, é o controle exercido pela heat shock protein 90
(Hsp90), cuja fosforilacdo da tirosina parece levar a inibicdo da funcdo do
receptor P2X7 (Adinolfi et al., 2003). Desta forma, a ativacdo do receptor P2X7
parece ser muito mais complexa do que uma simples abertura de poro na
membrana celular e mais estudos para elucidar essas interacbes séo
necessarios.

O P2X7 é amplamente distribuido em células do sistema imune como
monaocitos, macréfagos, ceélulas dendriticas, linfocitos B e T, mastocitos e

células de Langerhans, onde patrticipa fortemente da resposta imune levando a
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ativacdo do inflamassoma e da caspase-1, com consequente estimulo da
liberacéo de IL-1R pro-inflamatoria pelos macréfagos e microglia (Ferrari et al,
1997; Di Virgilio, 2007). Também pode ser encontrado em células 6sseas como
osteoblastos (Gartland et al., 2001; Gartland et al.,, 2012) e osteoclastos
(Gartland et al., 2013); em células epiteliais (Garcia-Marcos et al., 2003; Pochet
et al., 2007) e renais (Hillman et al., 2002), sendo portanto importante para a

resposta ao ATP extracelular principalmente em células ndo-excitaveis.

1.5. P2X7 e sua relevancia no cancer

Conhecido como “o receptor da morte”, o P2X7 tem sido apontado como
0 principal receptor envolvido na indugdo de morte celular pelo ATP
extracelular em vérios tipos de cancer, como o melanoma (Feng et al., 2011;
Shabbir & Burnstock, 2009; Bian et al., 2013), carcinomas de células
escamosas (Deli & Csernoch, 2008), glioma (Gehring et al., 2012), cancer
cervical (Wang et al., 2004a) e cancer endotelial (Li et al., 2006). A formacé&o do
poro na membrana plasmatica, caracteristica desse receptor quando exposto a
altas concentracdes de ATP ou benzoil-ATP (BzATP), leva ao aumento da
concentracdo intracelular de célcio ([Ca®']), & reorganizacéo do citoesqueleto,
a externalizacdo da fosfatidil serina na membrana plasmatica, a formacédo de
corpos apoptoéticos e conseqientemente inducdo de apoptose celular (Feng et
al., 2014). Ainda, baixos niveis de expressao ou defeito no seu funcionamento
estdo sendo associados ao desenvolvimento do cancer, visto que esse seria
um mecanismo de escape das células tumorais ao efeito pré-apoptoético deste
receptor (Huang et al., 2013).

Sendo assim, durante a Ultima década, muitos estudos tem avaliado a
expressdo do receptor P2X7 em diferentes tecidos tumorais e em linhagens
celulares de cancer com a finalidade de utiliza-lo como um marcador
diagnostico e/ou como um alvo terapéutico no tratamento do cancer (Feng et
al., 2014, Roger et al., 2014). No entanto, a expressado do receptor P2X7 e a
sua funcionalidade parecem variar de acordo com o tipo celular e com o
meétodo utilizado para a sua deteccdo. Alguns estudos tem demonstrado uma
reducdo na sua expressdo, diferentemente de outros que reportam um
aumento nos niveis de RNAm, de proteina ou de ambos em comparacdo ao

tecido normal (Roger et al., 2014). Ainda, nos tumores que expressam P2X7 a
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sua ativacdo pode levar a inducdo de morte celular (efeito anti-cancerigeno) ou
ao estimulo da proliferacdo celular (efeito pro-cancerigeno), dependendo do
tipo celular estudado e dos niveis de ATP no meio extracelular (Roger et al.,
2014).

I.5.1 Atividade pré-cancerigena

O receptor P2X7 pode contribuir de forma direta e/ou indireta na
proliferacdo celular. Indiretamente, sua acdo se da através da liberacdo de
baixas quantidades de ATP no meio extracelular (Ohshima et al., 2010; Hattori
et al., 2012) e diretamente através da sua atividade tréfica, basal, quando néo
estimulado por grandes quantidades de ATP exdgeno (Di Virgilio et al., 2009).

O seu papel no crescimento celular ja foi descrito em varios tipos
tumorais. Em células de melanoma (B16/F10), o bloqueio farmacolégico do
receptor P2X7 com o antagonista A438079 ou a reducdo da sua expressao
génica com RNA de interferéncia (RNAI), levou a uma reducgéo significativa da
proliferacdo celular in vitro. Ainda, camundongos inoculados com células
B16/F10 que foram tratados com o antagonista do P2X7, ATP oxidado (0ATP),
apresentaram uma reducdo significativa no crescimento tumoral quando
comparados com o grupo controle (Hattori et al., 2012). Em células de
neuroblastoma (Neuro-2), o tratamento das células com apirase (enzima que
hidrolisa ATP) ou oATP ou BBG (antagonista inespecifico do P2X7) levou a
uma diminuicao significativa da viabilidade celular (Wu et al., 2009). Em células
de carcinoma de ovério (SKOV-3 e CAOV-3) o estimulo do P2X7 com o seu

> e da

agonista seletivo BzATP gerou um aumento nos niveis de [Ca
fosforilacdo da AKT (pAKT) e ERK (pERK), duas principais vias de sinalizacao
da proliferacao celular. Ainda, esse efeito foi completamente bloqueado pelo
uso do antagonista do P2X7, A438079. De acordo com 0s autores, a atividade
basal do receptor P2X7, induzida pela auto-liberacédo de ATP, gerou o aumento
dos niveis de pAKT e pERK, o que culminou na manutencdo da viabilidade
celular (Vazquez-Cuevas et al., 2014).

A idéia de que o estimulo basal do receptor P2X7 seja crucial para a
manutencdo da proliferacdo celular vem sendo defendida por Di Virgilio e

colaboradores (Di Virgilio et al., 2009). Segundo estes autores, a atividade
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basal do P2X7 poderia suportar diferentes aspectos celulares que séo criticos
para os processos de transformacdo oncogéncia, proliferacdo celular e
crescimento tumoral. Para comprovar esta hipotese, células humanas
embribnicas de rim (HEK293) foram transfectadas com o receptor P2X7
humano full-lenght. Diferentemente das células controle, as células
transfectadas apresentaram uma alta capacidade de permeabilizacdo, um alto
potencial mitocondrial de repouso, uma maior concentracdo basal de Ca**
mitocondrial e uma maior concentracao de ATP intracelular, o que resulta numa
maior atividade mitocondrial. Esta ultima, por sua vez, leva ao aumento da
proliferacdo celular e confere as células resisténcia para crescer em meio
desprovido de soro. Interessantemente, todos esses efeitos foram abolidos na
presenca de apirase, demonstrando a dependéncia do estimulo ténico do P2X7
pelo ATP liberado de forma autécrina/paracrina no meio extracelular. Como o
esperado, o estimulo continuo do P2X7 a altas concentractes de ATP exdgeno
resultaram em morte celular (Adinolfi et al., 2005). Os mesmos autores
demonstraram ainda o crescimento tumoral dessas células transfectadas com
P2X7 in vivo. De acordo com esse estudo, as células HEK293 expressando
P2X7 apresentaram um fendtipo mais tumorigénico e anaplastico, secretaram
altas quantidades de VEGF e possuiram um alto potencial angiogénico quando
comparado com as células controle. Além disso, o crescimento tumoral foi
reduzido pela injecdo intratumoral de oATP e de um anticorpo anti-VEGF
(Avastin) (Adinolfi et al., 2012).

Além do efeito na proliferacdo celular, o receptor P2X7 também parece
ter um papel importante na indugéo da migragéo e invasédo tumoral. Estudos
realizados com células de glioma (C6) mostram que o estimulo com BzATP
produz um aumento na expressao génica (RNAm) e protéica do P2X7. Ainda,
esse tratamento com BzATP leva a um aumento significativo na migracéo
celular (Wei et al., 2008). Estudos com linhagens de células de cancer de
mama altamente invasivas como MDA-MB-435 mostram que a ativagdo do
receptor P2X7 pelo ATP leva a liberacdo de cisteino-catepsinas responsaveis
pela degradagdo da matriz extracelular, facilitando desta forma a invasao
tumoral. E mais, o bloqueio farmacologico do P2X7 tanto por antagonistas

competitivos quanto n&o-competitivos, assim como a reducdo da sua
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expressdo pelo uso de siRNA, inibem significativamente a capacidade de
invasdo basal das células, ou seja, na auséncia de estimulo exdgeno pelo ATP
(Jelassi et al., 2011; Jelassi et al., 2013). Estes dados reforcam a hipétese de
que a ativagdo basal do receptor P2X7 pelo ATP enddgeno liberado de forma
autocrina/paracrina pelas células tumorais locais € importante para o efeito pré-
tumoral do P2X7 (Roger et al., 2014). Em contrapartida, estudos com linhagens
celulares de cancer de pulmao, A549, PC-9 e H292, demonstram que tanto a
ativacdo do P2X7 pelo ATP e BzATP exdgenos, quanto pelo ATP enddgeno,
levam ao aumento da invasdo celular. Ainda, esse efeito € blogueado tanto
pelo antagonista sintético (A438079) quanto pelo antagonista natural (emodin)
do receptor P2X7 (Jelassi et al., 2013; Takai et al., 2012. Takai et al., 2014).
Um ultimo ponto a ser considerado € o efeito do receptor P2X7 na
adaptacao celular metabodlica ao microambiente tumoral. Em algumas regides
tumorais de intensa taxa de proliferacdo, ocorrem pontos de hipdxia com
consequente liberagéo e ativagdo do fator induzivel por hipéxia 1 humano (HIF-
1a). Em linhagens de cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231 a producao de
HIF-1a leva ao aumento da expressao do receptor P2X7, que por sua vez ativa
as vias ERK1/2 e AKT e aumenta a atividade das metaloproteinases MMP-2 e
9 (Tafani et al., 2013). Sendo assim, o receptor P2X7 parece ser ndo apenas
responsavel pela manutencdo da viabilidade celular como também pela

invasao tumoral.

1.5.2 Atividade anti-cancerigena

Diferentemente, quando estimulado por altas concentracdes de ATP, por
um longo periodo de tempo, o receptor P2X7 passa a ter uma atividade anti-
tumoral, induzindo apoptose em muitos tipos de células cancerigenas. Desta
forma, acredita-se que os niveis de ATP encontrados no meio extracelular e o
tempo de ativacéo do receptor P2X7 é que irdo ditar o efeito final sobre o tumor
(Figura 2) (Roger et al, 2014).

Vérios estudos utilizando linhagens celulares de cancer de mama (MCF-
7, MDA-MB-231) (Huang et al., 2013), carcinoma de células escamosas (A431)
(Greig et al., 2003), adenocarcinoma de célon (HCT8, Caco-2, MCA38)
(Coutinho-Silva et al., 2005; Bian et al., 2013), melanoma (A375, B16) (White et
al., 2005b; Bian et al., 2013) e glioma (GL261) (Tamajusuku et al., 2010)
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relatam a inducdo de apoptose mediada pelo receptor P2X7 apds o estimulo
exégeno de altas concentracbes de ATP ou de BzATP. Nestes estudos a

formacdo do poro com consequente aumento da permeabilizacdo da

membrana e do [Ca?']; s&o os fatores que precedem a ativacdo do processo de
apoptose.
A Endogenous ATP B Exogenous ATP / BZATP
High concentrations

metabolism Migration / invasion

Proliferation

Tumour growth and metastases Cancer cell death

Figura 2. Representacdo esquemética do papel do receptor P2X7 na
biologia celular do cancer epitelial. (A) Em células de cancer epitelial, a
liberacdo autdcrina/paracrina de ATP, por difusdo transmembranar ou por
liberacdo de vesiculas, leva a formacdo de um halo pericelular que ativa o
receptor P2X7 num nivel basal, com fraca ou sem permeabilizacdo da
membrana e que culmina no aumento do metabolismo, proliferacdo, migracao
e invasdo celular. (B) A estimulagdo exdgena do P2X7 com altas
concentracfes de ATP ou BzATP promove uma hiper-ativacdo do receptor,
com conseqilente aumento da concentracdo do Ca®' intracelular e da
permeabilizacdo da membrana. Nesse nivel de ativacéo, o receptor P2X7 induz
morte celular via apoptose. Adaptado de Roger et al., 2014. Copia autoriza por
Elsevier, nimero da licenca 1982084.

O efeito do ATP e BzATP, combinados ou ndo com a irradiacao (2Gy),
na morte de linhagens celulares humanas de glioma radioresistentes (U-
138MG e U-251MG) e radiosensiveis (M059J) também foram relatadas
(Gehring et al., 2012). De acordo com o0s autores, as ceélulas sensiveis a
radioterapia apresentaram maiores niveis de expressao protéica do receptor
P2X7 e foram também sensiveis aos efeitos citotdxicos de agonistas do
receptor. Em contrapartida, as células resistentes a radiagdo apresentaram

menores niveis de expressdo do receptor e foram também resistentes a morte
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celular induzida tanto pelo ATP quanto pelo BzATP. Neste estudo, os autores
enfatizaram a relevancia da ativacdo do receptor P2X7 no aumento da
sensibilidade dos gliomas a radioterapia, mas ressaltam a necessidade de mais
estudos para provar essa hipotese.

O efeito anti-tumoral do P2X7 também foi demonstrado em estudos in
vivo. Camundongos atimicos inoculados com células humanas de melanoma
A375 e tratados diariamente com 50 mM de ATP por 39 dias apresentaram
uma reducao no volume tumoral de 50% e nenhuma perda no peso corporal
guando comparados com os animais controle (White et al., 2009). Em um
modelo animal de cancer de pele induzido pela administracdo cutanea do
agente carcinogénico DMBA (7,12-dimetilbenzantraceno) e do promotor
carcinogénico TPA (acetato de tetradecanoilforbol), a aplicacédo tdpica de 100
MM de BzATP levou a uma reducdo no tamanho da lesdo tumoral e a um
aumento na sobrevida dos animais (Fu et al., 2009). Em ambos os estudos os
autores propdem o uso de agonistas do receptor P2X7 como uma nova forma
de tratamento do céncer.

Recentemente Dr. Robson e seu grupo de pesquisa descreveram uma
nova via de sinalizacdo envolvida no processo de inducdo de morte celular
apos ativacao do receptor P2X7 (Bian et al., 2013). De acordo com 0s autores,
apos o estimulo agudo das células de adenocarcinoma de colon (MCA38) e de
melanoma (B16/F10) com 5 mM de ATP e 2 mM de BzATP, a via de
sinalizacdo PI3K/AKT é inibida e a via AMPK-PRAS40-mTOR ¢é estimulada de
forma integrada e dependente do receptor P2X7, resultando em morte celular.
Nesse trabalho, os autores demonstraram pela primeira vez o papel da
autofagia na inducdo de morte celular via ativagcdo do receptor P2X7. A
autofagia € um processo celular fisiolégico que leva a degradacao e reciclagem
de componentes do citosol e organelas celulares danificadas a fim de manter a
homeostase celular em condicbes adversas, como privacdo de nutrientes,
presenca de patdgenos e toxinas (Filippi-Chiela et al., 2011). Quando hiper
estimulada a autofagia induz a morte celular ao invés de auxiliar na
sobrevivéncia e adaptacao celular (He and Klionsky, 2009; Yang and Klionsky,
2010). O receptor P2X7 parece induzir o processo de autofagia pelo fato de

causar um desequilibrio dos niveis dos nucleotideos de adenina intracelulares,
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promovendo um aumento da razdo AMP/ATP, que representa o sinal
intracelular de gasto metabdlico.

Mais que um efeito na inducéo da morte celular, a ativacdo do receptor
P2X7 por agonistas exdégenos também parece ser importante para a inibicdo da
migracao celular. Um estudo recente utilizando linhagens celulares de cancer
de mama (MDA-MB-231, Py8119) mostra que o tratamento das células com o
analogo nao-hidrolizavel do ATP, ATPyS, reduz o crescimento e a migragao
celular in vitro e inibe o crescimento tumoral in vivo (Zhou et al., 2014).

Considerando todos esses estudos, pode-se dizer que o efeito anti-
proliferativo ou pré-apoptético do receptor P2X7, apds o estimulo exdgeno,
esta intimamente associado com a sua capacidade de inducdo da
permeabilizacdo da membrana plasmatica. Acredita-se que em alguns tipos de
cancer, apesar do receptor P2X7 ser totalmente funcional como um canal
ibnico, ele ndo € capaz de induzir a permeabilizacdo da membrana, devido a
presenca de uma variante truncada na regiao C-terminal do receptor ou a sua
incapacidade de se ligar a canais formadores de poros como a panexina-1.
Sendo assim, nesses casos, 0 receptor P2X7 pode estar envolvido com o
controle de outros processos celulares como a invasao celular, por exemplo.
Se esta hipétese for verdadeira, a inducdo seletiva da permeabilizacdo da
membrana plasmatica em células tumorais e ndo a manipulacdo do receptor
P2X7 per se pode representar uma nova estratégia no tratamento do cancer
(Roger et al., 2014).

|.6. Expresséo e funcionalidade do receptor P2X7 nos tecidos tumorais

solidos

1.6.1 Cancer cervical

O cancer da cérvice uterina € a quarta neoplasia mais frequente entre as
mulheres no mundo, sendo que para o ano de 2012 foram esperados cerca de
528.000 novos casos (GLOBOCAN, 2012). No Brasil, esta patologia detém o
terceiro lugar em incidéncia e o quarto em mortalidade e no ano passado as
estatisticas apontavam cerca de 17.540 novos casos (INCA, 2014). Essa
diferenca na incidéncia se deve a falta de acesso da populacédo ao sistema de



32

screening e prevencdo, como o exame do Papanicolaou e atualmente a vacina
contra o HPV (virus do papiloma humano) nas regiées menos desenvolvidas.

Embora a maioria dos casos de cancer cervical sejam relacionados com
a infeccdo pelo HPV, apenas a presenca do virus ndo é suficiente para
desencadear o processo de carcinogénese. Para que a ocorra a progressao
tumoral é necessario que alteracbes nos processos de crescimento e
diferenciacdo das células epiteliais também estejam presentes (Schiffman et
al., 2011). E nesse contexto que o estudo do receptor P2X7 se tornou um alvo
interessante no entendimento da biologia celular do cancer cervical.

Vérias publicacdes tem relacionado a reducdo da expressao do receptor
P2X7 com o desenvolvimento do céncer cervical. Gorodeski e colaboradores
foram os primeiros a verificar que os niveis de RNAm e proteina do receptor
P2X7 sdo menores em células escamosas de carcinoma escamoso e em
adenocarcinomas endocervical e endometrial quando comparados com células
epiteliais normais provenientes da regido do endométrio, da endocérvice e da
ectoceércive (Li et al.,, 2006; Li et al., 2007; Li et al., 2009). Ainda, lesdes
hiperplasicas pré-cancerigenas do endométrio ja apresentavam uma expressao
reduzida do receptor quando comparado ao tecido normal.

Essa reducdo da expressao do receptor P2X7 pode ser justificada pela
presenca dos micro RNAs miR-186 e miR-150 que estdo aumentados nas
células de céancer cervical (Zhou et al., 2008). Ou ainda, pela presen¢a de uma
variante truncada do receptor P2X7 (P2X7j) que parece interferir na ativacdo do
receptor full leght (P2X7A). Essa variante é desprovida da regido C-terminal e
portanto € incapaz de formar poros e induzir apoptose. A expressao de P2X7j é
similar nas células normais e de cancer cervical, mas a expressao do receptor
P2X7A é maior nas células normais. Sendo assim, acredita-se que a variante
P2X7j apresente um efeito inibitorio sobre o receptor P2X7A, que se torna
incapaz de induzir apoptose mesmo sob o estimulo do BzATP (Feng et al.,
2006a; Feng et al., 2006b).

Esses estudos indicam que o receptor P2X7, bem como a sua variante
truncada (P2X7j) podem ser usados como novos biomarcadores no estudo do

cancer cervical.
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1.6.2 Cancer de colon e reto

O cancer de célon e reto é o terceiro tipo de cancer mais frequente entre
0s homens (746.000 casos) e o segundo entre as mulheres (614.000 casos)
em todo mundo (GLOBOCAN, 2012). No Brasil, as estatisticas apontam as
mesmas frequencias encontradas para o mundo, sendo que para 0 ano de
2014 foram esperados cerca de 15.070 novos casos para homens e 17.530
novos casos para mulheres (INCA, 2014). Diferentemente do cancer cervical, o
cancer de colon e reto é mais frequente em paises mais desenvolvidos e esta
intimamente relacionado com os habitos de alimentares e de vida.

Estudos sobre a expressao tecidual do receptor P2X7 em tumores de
coélon e reto séo limitados e ndo conclusivos. Um estudo realizado com bidpsias
de tecido humano mostrou que o receptor P2X7A encontra-se na regiao
basolateral do epitélio intestinal normal, enquanto que em células de
adenocarcinoma de célon o receptor encontra-se amplamente distribuido nas
células. Ainda, em todos os casos estudados ndo foram encontrados
diferengas nos niveis de receptor P2X7 nas células normais e de
adenocarcinoma (Li et al., 2009).

Considerando a alta incidéncia do cancer de coélon e reto no mundo e no
Brasil, a busca de novos marcadores moleculares que possam ajudar no seu
diagnéstico, progndéstico e tratamento se torna de suma importancia. Com
relacdo ao receptor P2X7, mais estudos sao necessarios a fim de avaliar o seu

papel no desenvolvimento desse tipo tumoral.

.7 Sinalizagdo Purinérgica como alvo terapéutico no cancer

Duas abordagens terapéuticas podem ser consideradas no uso da
sinalizacdo purinérgica no tratamento do cancer, o sistema imune do
hospedeiro e/ou o proprio tecido tumoral (Di Virgilio, 2012). Com relacdo ao
sistema imune do hospedeiro, sabe-se que a adenosina apresenta um papel
importante na imunossupressao enquanto o ATP exerce um papel crucial na
ativacdo da via P2X7/inflamassoma, levando ao recrutamento das células
imunes a regido tumoral (Ghiringhelli et al., 2009; Michaud et al., 2011).

Varios modelos experimentais de tumores mostram que uma reducéo

nos niveis de adenosina esta claramente relacionada a uma parada da
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progressdo tumoral e a prevencdo de metédstases (Stagg et al.,, 2011). Essa
reducdo da concentracdo de adenosina no intersticio tumoral pode ser
alcancada por meio da inibigcdo da atividade das enzimas CD39 e/ou da CD73,
ou alternativamente por meio do aumento da concentragdo da enzima ADA na
regido tumoral através do uso de um conjugado PEG-ADA direcionado ao
tumor (Sauer et al., 2012). O bloqueio da enzima CD39, pelo uso de inibidores
ou anticorpos monoclonais parece ser a melhor estratégia terapéutica visto que
a sua inibicédo resulta tanto no bloqueio da formacao de adenosina, quanto no
acumulo do ATP (Di Virgilio, 2012; Feng et al., 2014).

Com relacdo a abordagem terapéutica no tecido tumoral, a manipulacdo
da sinalizacdo purinérgica € mais complicada e controversa. Levando-se em
conta o efeito pro-apoptético do receptor P2X7 quando exposto a altas
concentracfes de ATP ou BzATP (Wang et al., 2004a), o uso de agonistas
seletivos com a finalidade de induzir a morte do tecido tumoral pode ser
apontada com uma opcéo terapéutica (White & Burnstock, 2006). No entanto,
considerando-se a atividade pro-tumoral do receptor P2X7, a estratégia oposta
também é valida e o uso de antagonistas do receptor pode ajudar a prevenir 0
crescimento tumoral e a formacdo de metastases (Roger & Pelegrin, 2011).
Experimentos in vivo mostram que as duas opc¢bBes sdo validas, mas o
resultado final varia de acordo com o tipo de tumoral (Di Virgilio, 2012).

O uso da adenosina também pode ser considerado controverso,
levando-se em conta o seu efeito anti ou pré-tumoral. De qualquer forma, o
efeito final da administracdo de agonistas ou antagonistas dos receptores P1
vai depender dos diferentes subtipos de receptores presentes no tecido
tumoral, podendo resultar tanto em estimulo da proliferacédo, liberacdo de
VEGF ou apoptose (Di Virgilio, 2012). Dentre todos os receptores P1, o
receptor A3 parece ser o alvo terapéutico mais promissor no combate ao
cancer (Varani etal., 2011).

Finalmente, alguns estudos clinicos avaliaram a aplicac&o terapéutica do
ATP intravenoso em pacientes com cancer (Agteresch et al., 2000; Beijer et al.,
2009). Os resultados mostram que apesar de ser bem tolerado e melhorar o
estado nutricional e a qualidade de vida dos pacientes, o ATP nao teve efeito

significativo na reducéo do tamanho tumoral.
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Apesar de ambiguo, o sistema purinérgico, com 0s seus nucleotideos de
adenina, receptores e enzimas esta emergindo com um novo e importante alvo
terapéutico no tratamento do cancer. No entanto, mais estudos sao
necessarios para que o real papel desse sistema seja compreendido e possa
ser implementado na pratica clinica.

Considerando essa necessidade, a presente tese busca trazer novas
informacdes sobre o papel dos nucleotideos de adenina e do receptor P2X7 no
desenvolvimento e indugdo de morte celular do cancer cervical e de cdlon.
Esse trabalho se apdia na hipétese de que o receptor P2X7 possa estar
envolvido com o mecanismo de morte e resisténcia celular, podendo ser um
novo alvo para a pesquisa terapéutica do céncer e também um possivel

marcador de agressividade tumoral.
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Considerando o papel do receptor P2X7 na inducdo de morte celular em
alguns tipos tumorais e a busca urgente por novos alvos terapéuticos no
tratamento do céancer esta tese tem como objetivo geral estudar o envolvimento
do receptor P2X7 no mecanismo de morte e desenvolvimento tumoral em

linhagens celulares de carcinoma cervical e adenocarcinoma de colon.

Assim, 0s seguintes objetivos especificos foram propostos:

1. Investigar o mecanismo pelo qual o ATP induz apoptose na linhagem de

carcinoma cervical SiHa, via ativacdo dos receptores P2X7;

2. Investigar o efeito do ATP na proliferacdo e inducdo de apoptose, na

linhagem celular SiHa silenciada para o gene do receptor P2X7;

3. Avaliar o efeito dos nucleotideos da adenina (ATP, ADP e AMP) e do
nucleosideo adenosina, na proliferacdo e morte celular, em células de

carcinoma cervical HeLa e C33A;

4. Avaliar o efeito do Heat Shock e do ATP na inducdo de morte celular pelo
receptor P2X7, utilizando linhagens celulares de adenocarcinoma de cdlon

(MCAS3B), silenciadas ou nédo para o gene do receptor P2X7.

5. Investigar o mecanismo envolvido nesse efeito citotéxico do Heat Shock +
ATP.






lll. Artigos Cientificos







1. 1. CAPITULO 1

O capitulo 1 é constituido por artigo cientifico publicado, conforme referéncia
abaixo, que no texto integral da tese defendida ocupa o intervalo compreendido

entre as paginas 45-65.

Mello Pde A, Filippi-Chiela EC, Nascimento J, Beckenkamp A,
Santana DB, Kipper F, Casali EA, Nejar Bruno A, Paccez JD, Zerbini
LF, Wink MR, Lenz G, Buffon A. Adenosine uptake is the major
effector of extracellular ATP toxicity in human cervical cancer cells.
Mol Biol Cell. 2014 Oct 1;25(19):2905-18. doi: 10.1091/mbc.E14-01-
0042. Epub 2014 Aug 7.
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l11.2. CAPiTULO 2

O texto completo do capitulo 2, que no texto integral da tese defendida ocupa
o intervalo de paginas compreendido entre as paginas 69-105, foi suprimido
por tratar-se de manuscrito em preparacdo para publicacdo em periédico
cientifico. Consta no descobrimento de um novo mecanismo para aumentar a
atividade do receptor P2X7 frente a curta exposicdo ao ATP em células de
cancer de coélon. Nesse trabalho, n6s demonstramos que o heat shock
aumenta a funcionalidade do receptor P2X7, independente da interagcdo com
heat shock proteins ou canais do tipo conexina/panexina, potencializando o
efeito citotoxico do ATP. Esse efeito parece estar relacionado & mudancas na
composicdo e arquitetura da membrana celular, visto que o uso do agente
fluidizador de membrana benzil alcool gerou os mesmos efeitos do heat shock

na hiperativacéo do receptor P2X7 a 37°C.
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Cancer € um termo genérico utilizado para designar um
conjunto de doencgas causadas por uma proliferacdo anormal e
acelerada das células do organismo. As células cancerigenas apresentam a
capacidade comum de ultrapassar a membrana basal dos tecidos e atingir
orgdos distantes do corpo, caracterizando o0 processo conhecido como
metastase (WHO, 2015). E essa capacidade de gerar metastases que faz do
cancer uma doenca com altas taxas de morbidade e mortalidade, sendo que
para o ano de 2012 foram esperados cerca de 14 milhdes de novos casos e 8,2
milhdes de mortes em todo mundo (GLOBOCAN, 2012). O cancer de pulméo
(1,59 milhdes), figado (745.000), estbmago (723.000), colon e reto (694.000),
mama (521.000) e esbdfago (400.000), foram os que mais levaram pacientes a
Obito no ano de 2012 (GLOBOCAN, 2012). A taxa de incidéncia do cancer nos
homens é cerca de 25% maior do que nas mulheres e 0s principais sitios de
desenvolvimento da doenca também variam conforme o sexo. Nos homens, o
cancer de pulmdo, prostata, colon e reto, estbmago e figado sdo os mais
prevalentes em ordem decrescente; ja nas mulheres o perfil muda para o
cancer de mama, colon e reto, pulmao, cérvice e estbmago (WHO, 2015).

As causas que levam ao desenvolvimento desta doenga s&o variadas e
formadas basicamente pela interacao de dois fatores: o genético e o ambiental.
Cerca de 80-90% dos casos sao relacionados aos fatores ambientais, como
tabagismo, hébitos alimentares, alcoolismo, habitos sexuais, medicamentos,
fatores ocupacionais e a radiacdo solar (INCA, 2014). Dentre todos esses
fatores, o uso do tabaco é considerado o fator de maior risco, sendo
correlacionado com a morte de 20% dos pacientes com cancer em geral e 70%
dos pacientes com céancer de pulmao (WHO, 2015). Apesar do fator genético
exercer um papel importante na oncogénese do céancer, a sua contribuicdo
como um fator de risco € menos expressiva, sendo relacionado a alguns tipos
de tumor como o retinoblastoma, cancer de mama, estbmago e intestino, onde
casos familiares séo relatados (INCA, 2014).

Alguns tipos de cancer como mama, cervical, oral e colorretal sdo de
facil tratamento e apresentam altas taxas de cura quando diagnosticados

precocemente (WHO, 2015). No entanto, quando detectados em estagios mais
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avancados as chances de cura se tornam menores e 0s tratamentos, como
cirurgia, e/ou radioterapia, e/ou quimioterapia, sS40 muitas vezes toxicos para 0s
pacientes e de alto custo para os planos de saude. Desta forma, a busca pela
prevencdo primaria, investimentos no diagndstico precoce e a descoberta de
novos e especificos alvos terapéuticos sdo a férmula para a reducdo da
incidéncia e mortalidade dessa doenca (Edwards et al., 2014).

E na tentativa de encontrar novos e especificos alvos terapéuticos que
muitos pesquisadores estudam a génese do processo neoplésico. Neste,
constata-se que alteracbes em processos intrinsecos como proliferacéo,
diferenciacdo, morte celular programada e capacidade de controle do micro
ambiente, sdo caracteristicas que levam ao sucesso do cancer em detrimento
do organismo saudavel. Desta forma, a andlise da proliferacdo celular e dos
eventos relacionados a apoptose, sdo ferramentas importantes para conhecer
o comportamento das células tumorais (Wang et al., 2004a).

E nesse contexto que se insere o estudo do sistema purinérgico, visto
gue a sua sinalizacdo estd intimamente relacionada com o controle de
processos como o0 crescimento, proliferacdo, diferenciacdo e morte celular
(Burnstock & Di Virgilio, 2013). Ainda, estudos tém demonstrado a presenca de
altos niveis de ATP e adenosina no microambiente tumoral em compara¢ao
com os tecidos saudaveis (Ohta et al., 2006; Pellegatti et al., 2008), sugerindo
um papel desses compostos na génese e manutencédo do tumor (Martin et al.,
2000; Martin et al., 2001). Considerando a complexidade da sinalizacdo
purinérgica, a acao final sobre o tumor ird depender do painel de expresséo e
ativacdo dos receptores P1 e P2 no tecido, bem como dos niveis de
ATP/adenosina no microambiente, que em conjunto irdo produzir uma resposta
final que pode ser tanto a inducdo da proliferacdo, da morte
(apoptose/necrose/autofagia) ou da diferenciagao celular (Feng et al., 2014).

Varios estudos tem demonstrado o efeito anti-tumoral dos nucleotideos
de adenina no céancer, dentre eles podemos citar: cancer de colon e reto
(Hoepfner et al., 1999), leucemia (Seetulsingh-Goorah et al., 1998), cancer de
estfago (Maaser et al., 2002), células de tumor de Erlich (Dubyak & De Young,
1985), células de céancer de pele escamoso (Greig et al., 2003), cancer de

pulméo (Schafer et al., 2003), cancer cervical (Wang et al., 2004a), células H35
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de hepatoma (Horstman et al., 1986), cancer de préstata (Shabbir et al.,
2008a), cancer de bexiga (Shabbir et al., 2008b), retinoblastoma (Kim et al.,
2011), neuroblastoma (Gomez-Villafuertes et al., 2009), glioma (Suplat-Wypych
et al., 2010) e melanoma (White et al., 2005b; White et al., 2009). Diferentes
receptores purinérgicos P2 podem estar envolvidos neste efeito citotoxico
(P2X5, P2X7, P2Y,, P2Y, e P2Y1;) (White & Burnstock, 2006), sendo que a
resposta final sera diferente de acordo com o tipo celular e os niveis de ATP
extracelular (Burnstock & Di Virgilio, 2013).

Assim como o ATP, a adenosina extracelular também parece ter um
efeito citotoxico dependendo do tipo tumoral estudado e do receptor purinérgico
P1 envolvido. Dentre eles, podemos citar o papel dos receptores A;n em
células de cancer de célon (Caco-2) e de hepatoma (HepG2) (Yasuda et al.,
2009), mieloma multiplo e linfoma (Rickles et al., 2012), A; em células de
cancer de cdllon (CW2) (Saito et al., 2010) e glioblastoma (Synowitz et al.,
2006) e A; em linfoma, melanoma, préstata, pulméao, colon, células de cancer
neural e células de carcinoma hepatocelular (HCC) (Fishman et al., 2000; Bar-
Yehuda et al.,, 2001; Fishman et al., 2002; Merighi et al., 2002; Madi et al.,
2003; Fishman et al.,, 2004; Bar-Yehuda et al.,, 2008; Aghaei et al., 2011;
Aghaei et al., 2012; Otsuki et al., 2012; Vincenzi et al., 2012;). Além de atuar
via receptores P1, a adenosina também pode induzir apoptose via recaptacao
celular através de transportadores especificos de membrana, como foi 0 caso
descrito para as linhagens de cancer de mama (MCF-7) (Tsuchiya et al., 2012),
astrocitoma (RCR1) (Sai et al., 2006), mesotelioma (Nogi et al., 2012),
hepatocarcinoma (Yang et al., 2007; Yang et al., 2011) e cancer gastrico (GT3-
TKB) (Saitoh et al., 2004).

Diferente dos estudos encontrados na literatura, na primeira parte deste
trabalho n6s mostramos que o efeito citotoxico do ATP extracelular em
linhagens celulares humanas de céncer cervical € na verdade mediado pela
recaptacao da adenosina formada a partir do seu metabolismo e ndo pela sua
acédo direta via receptores P2. Isso contrasta com o j& descrito mecanismo de
inducdo de apoptose do ATP via ativacdo do receptor P2X7 em células
humanas epiteliais cervicais (Wang et al., 2004a). De acordo com este estudo,

células epiteliais normais da ectocérvice (hECE) entram em processo de
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apoptose apos serem expostas a 50 UM de ATP e BzATP, e esse processo €
desencadeado exclusivamente pela ativacdo do receptor P2X7 com

consequente influxo de célcio, aumento do [Ca*'];

e ativagdo da caspase-9.
Ainda, diferente do que foi descrito em nosso trabalho, o tratamento das células
epiteliais com ADP ou adenosina nao produziu efeito na inducdo da morte
celular, reforcando o papel exclusivo do ATP via receptor P2X7. Considerando-
se a concentragcdo dos nucleotideos utilizada nesse estudo, podemos sugerir
que as ceélulas epiteliais cervicais sdo mais susceptiveis ao efeito citototoxico
do ATP e BzATP, quando comparado aos resultados obtidos por nés com
células de cancer cervical , que necessitaram a concentracdo de 5mM de ATP
para sofrerem um efeito na reducdo da viabilidade celular. Sendo assim,
podemos inferir que as células de céancer cervical desenvolveram um
mecanismo de resisténcia ao efeito citotoxico do ATP ao longo do processo de
transformacao maligna.

Em concordancia com essa suposicdo, nossos dados mostram que a
linhagem de cancer cervical SiHa apresenta uma heterogeneidade com relagéo
a expressao do receptor P2X7. De acordo com o nosso trabalho, as células
podem ser subdivididas em duas populacdes, uma menor subpopulacdo
composta por células que expressam altos niveis do receptor P2X7 e portanto
sdo mortas pela acdo do ATP extracelular; e uma maior subpopulacdo que
apresenta baixos niveis do receptor P2X7 e portanto sofre a acao citotdéxica da
recaptacdo da adenosina. Essa reducdo da expressao/funcionalidade do
receptor P2X7 como uma forma de escape das células tumorais a apoptose ja
vem sendo estudada e demonstrada por alguns autores (Huang et al., 2013; Li
et al., 2009). Li e colaboradores (Li et al., 2009) reportaram que células
tumorais provenientes da ectocérvice (escamosas), endocérvice, endométrio
(adenocarcinoma), bexiga (células transicionais) e mama (adenocarcinoma
ductal e lobular) apresentavam menores niveis do receptor P2X7 quando
comparadas ao tecido normal adjacente. E mais, os niveis do receptor P2X7 ja
apresentavam-se reduzidos nas células displasicas da ectocérvice e também
nas células pré-cancerigenas do endométrio e da bexiga, indicando que uma
reducdo da expressdo do receptor P2X7 pode preceder ou coincidir com o

desenvolvimento neoplasico dos tecidos estudados.
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Ainda com relacédo a reducdo na funcionalidade do receptor P2X7, um
estudo realizado por Feng e colaboradores (Feng et al. 2006b), identificou a
presenca de uma variante truncada do receptor (P2X7-)) que € expressa
endogenamente pelas células de cancer cervical (HT3, HelLa, SiHa e Caski) e é
desprovida da regido carboxi-terminal sendo portanto incapaz de formar poros
e induzir apoptose. Além de ser inativo, P2X7-j também interage com o
receptor full-lengh inibindo a sua ativacdo. De acordo com os autores, a
interacdo entre as duas formas do receptor P2X7 representa um mecanismo de
resisténcia celular a apoptose desenvolvido pelas células de cancer cervical.
Apesar da linhagem celular SiHa expressar essa variante truncada (em baixos
niveis), resultados obtidos pelo nosso grupo demonstram que o receptor P2X7
full-lenght é funcional, visto a sua capacidade de inducdo de apoptose apés
estimulo pelo BzATP.

Entretanto, o papel do receptor P2X7 na inducdo da morte celular na
linhagem SiHa é pequeno, considerando que o bloqueio da sua ativacao pelo
uso do antagonista oATP e do seu knockdown reduziram a taxa de
citotoxicidade do ATP em apenas 20%. Diferentemente, nés observamos que o
bloqueio da recaptacdo da adenosina pelo tratamento com dipiradamol,
impediu significativamente a reducdo da viabilidade celular, sugerindo que a
citotoxicidade do ATP néo esté relacionada ao seu efeito per se, mas sim pela
acdo do seu metabdlito adenosina. Muitos estudos descrevem a via de
sinalizacao intrinseca como um dos mecanismos de inducédo de apoptose pela
adenosina (Barry & Lind, 2000; Schrier et al., 2001; Saitoh et al., 2004; Sai et
al., 2006; Tsuchiya et al., 2012). Nesta via a adenosina extracelular € recaptada
para o interior das células via os transportadores de membrana e €
transformada em AMP pela acédo da adenosina kinase, culminando na reducéo
da razdo ATP/AMP intracelular com consequente ativacdo da AMPK e inducéo
de apoptose. O desfecho intracelular na inducédo de apoptose varia de acordo
com o tipo celular estudado e pode ser tanto independente quanto dependente
de caspase. No caso da SiHa, a inducdo de apoptose é independente da
caspase e envolve o acumulo de dATP, o aumento da p53 e ativacdo da

autofagia.
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O exato mecanismo pelo qual a entrada de adenosina na célula gera o
acumulo de dATP néo foi totalmente esclarecido, mas podemos sugerir que 0
desequilibrio causado nos niveis intracelulares de nucleotideos e nucleosideos
possa estar relacionado. Além disso, ja se tem descrito na literatura que o
aumento de dATP intracelular esta associado ao acumulo de rupturas nos
filamentos de DNA e ativagdo da proteina p53 pro-apoptética (Joachims et al.,
2008; Johnston, 2011), o que corrobora com 0s nossos dados. Ainda, Nogi e
colaboradores (Nogy et al. 2012) também demonstraram, em células de
mesotelioma, que a recaptacao celular de adenosina e a sua transformacao a
AMP induz aumento da p53 e leva as células a apoptose de uma forma
independente de caspase.

A inducdo de apoptose, independente ou dependente de caspase,
consiste no principal mecanismo de promocdo de morte celular entre os
agentes quimioterapicos utilizados no tratamento do cancer atualmente. No
entanto, a maioria das células tumorais apresentam ou passam a adquirir
resisténcia a esses agentes pré-apoptoticos. Desta forma, a busca por novos
compostos que possam promover simultaneamente mdaltiplos mecanismos
inducdo de morte celular, como apoptose, necrose e autofagia serdo a nova
formula para atingir a maxima eficacia no tratamento do cancer com o minimo
de efeitos adversos (Galluzzi et al., 2011).

No nosso trabalho, n6s demonstramos pela primeira vez um dado
bastante relevante sobre o papel da autofagia no contexto da inducdo de morte
celular pela recaptacdo da adenosina. A autofagia € um processo celular
fisiolégico que leva a degradacdo e reciclagem de componentes do citosol e
organelas celulares danificadas a fim de manter a homeostase celular em
condicBes adversas, como privacdo de nutrientes, presenca de patégenos e
toxinas (Filippi-Chiela et al., 2011). Dependendo do seu grau de ativagcédo a
autofagia pode contribuir para a sobrevivéncia e adaptacdo celular ou pode
levar a morte celular (morte autofagica ou morte celular programada tipo Il) (He
and Klionsky, 2009; Yang and Klionsky, 2010). A inducao da autofagia pode ser
monitorada pela expressao de duas proteinas involvidas nesse processo a LC3
e a p62. A proteina LC3 (cadeia leve 3 da proteina 1 associada a microtubulos)
€ uma proteina citosolica (LC3 na forma I-LC3-I) que é clivada na regido C-
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terminal quando sofre um estimulo pré-autofagico, sendo convertida a forma Il
(LC3-1l). Ja a proteina p62 marca os componentes celulares que devem ser
degradados pelo autofagossomo, sendo portanto reduzida com o estimulo
autofagico (Pankiv et al., 2007; Matsumoto et al., 2011). De acordo com o
nossos resultados, a inducdo da autofagia pode ser vista apds 48h e 72h de
exposicdo ao ATP 5mM, representado pelo aumento da razédo LC3Il/l e a
diminuicdo da quantidade de p62. Ainda, esse efeito foi completamente
blogueado pelo pré-tratamento com dipiridamol, reforcando o papel da
recaptacdo da adenosina na inducdo desse processo. Mais, a avaliacdo das
células marcadas com o laranja de acridina (AO), que indica a formacédo de
autofagolisossomo, mostra que o aumento das células marcadas pelo AO esta
correlacionado positivamente com o aumento da morte celular, sugerindo a
inducao da morte autofagica.

O papel da autofagia no desenvolvimento tumoral vem sendo questao de
grande interesse nos Ultimos tempos. Sua ativacao parece ter um papel duplo
na oncogénese, sendo tanto um fator importante para a indugcdo de morte
celular quanto para a progressao tumoral (Baehrecke, 2005; Hippert et al.,
2006; Galluzzi et al., 2008; Eskelinen, 2011). Recentemente, Li e colaboradores
(Li et al., 2015), apontaram o processo de autofagia como um fator
determinante no desenvolvimento do céncer cervical. De acordo com o0s
autores, o virus HPV promove a carcinogénese por meio da inibicdo da
autofagia na célula hospedeira. Segundo eles, num primeiro momento, quando
as células sdo infectadas pelo virus, o processo de autofagia é ativado,
resultando em morte autofagica com a finalidade de eliminar o invasor e
impedir novas infeccdes. Mas posteriormente, o HPV passa a reprimir a
autofagia, bloqueando dessa forma a defesa celular contra o virus que passa
entdo a proliferar e infectar novas células, culminando na progressao do cancer
cervical. Sendo assim, encontrar uma maneira de induzir autofagia, como 0 uso
da adenosina por exemplo, pode ser uma nova estratégia para silenciar o virus
do HPV e prevenir o desenvolvimento do cancer cervical.

Além do uso da adenosina, outras ferramentas também podem ser
utilizadas com a finalidade de aumentar a morte celular e prevenir a progressao

tumoral. Na segunda parte desse trabalho, utilizando linhagens de cancer de
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c6lon (MCA38), nds demonstramos que o heat shock pode ser utilizado como
um novo método para aumentar a sensibilidade do receptor P2X7 ao ATP,
ampliando dessa forma a capacidade de inducdo de morte celular por esse
composto. O mecanismo envolvido nesse aumento da funcionalidade do
receptor P2X7 parece estar associado a processos de reorganizacdo dos
dominios ricos em colesterol da membrana plasmatica gerados pelo stress do
aguecimento celular.

Séo grandes os indicios relacionando a resposta celular ao heat shock a
mudanc¢as na composicao e arquitetura das membranas. Na verdade, acredita-
se na hipbétese de que a membrana plasmatica atue como um sensor na
interface celular, detectando o sinal de heat shock e o transmitindo para o
interior da célula (Vigh et al., 1998). Alguns pesquisadores propdem que,
apesar da mudanca do estado fisico das membranas per se, o aparecimento
de microdominios especificos ou mudancas na composicdo dos lipidios bem
como da interacdo lipidio-proteina das membranas sdo potencialmente e
igualmente capazes de gerar um estimulo para o interior da célula (Horvath et
al., 1998; Vigh & Maresca, 2002). Sendo assim, a mudanca na estrutura da
membrana plasmatica causada pelo heat shock pode interferir com a atividade
de véarias moléculas ali presentes, dentre elas os receptores de membrana
(Vigh et al., 2005). No caso do receptor P2X7, essa hip6tese € apoiada pelo
fato de que o agente fluidizador de membrana, benzil alcool (BA), também foi
capaz de produzir os mesmos efeitos que o heat shock, mas a 37°C. De acordo
com Nagy e colaboradores (Nagy et al.,, 2007), o composto BA atua
similarmente como o heat shock promovendo uma reorganizacdo dos dominios
ricos em colesterol da membrana.

Considerando essa informacéo, nés avaliamos o papel destes dominios
ricos em colesterol de membrana, conhecidos como rafts, no contexto da
hiperativacdo do receptor P2X7 causado pelo BA ou heat shock. De acordo
com os nossos dados de imunofluorescéncia e imunoprecipitagdo, o receptor
P2X7 ndo parece estar interagindo com os rafts planares e as cavéolas. Ainda,
guando submetidos ao efeito do heat shock ou BA mais o ATP, ambos os rafts
de membrana apresentaram uma alteracdo no seu perfil de distribuicdo, que

nao foi vista para o receptor P2X7. Somado a isso, 0 uso de agentes
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depletores de colesterol (MCD e filipinas) ou a adicdo de colesterol soluvel a
membrana plasmatica néo inibiram o efeito observado sobre o receptor. Esses
dados sugerem que o P2X7 n&o encontra-se associado e ndo precisa interagir
com os rafts lipidicos de membrana nas células MCA38 para exercer a sua
funcdo citolitica. Diferentemente, Robinson e colaboradores (Robinson et al.,
2014) mostraram que, em células humanas (embridnicas de rim) e macrégafos
isolados de camundongos, o colesterol apresenta um papel regulador da
ativacao e sensibilizagédo do receptor P2X7. De acordo com 0s autores, 0 Uso
do agente depletor de colesterol MCD, leva a um aumento significativo da
formacédo do poro do receptor; ja a adicdo de colesterol soluvel a membrana
plasmatica gera um efeito oposto. Essas discordancias podem ser explicadas
pelas diferenca na distribuicdo/expressao do receptor P2X7 entre as células
estudadas (normais x cancerigena).

Recentemente, Bian e colaboradores (Bian et al. 2013) descreveram
uma nova via de sinalizacdo intracelular envolvida na inibicdo da proliferacéo
celular das linhagens de cancer de colon (MCA38) e melanoma (B16/F10). De
acordo com os autores, o estimulo do receptor P2X7 por altos niveis de ATP
leva a ativacdo de duas vias, a conhecida PISK/AKT e a nova AMPK-PRAS40-
MTOR, que atuam de forma independente e sinérgica para promover a morte
celular através do equilibrio entre crescimento celular e inducdo de autofagia.
Em concordancia com esse estudo, no nosso trabalho a exposicéo das células
MCA38 a altos niveis de ATP em conjunto com o heat shock ou BA induziu via
P2X7 a ativacdo das mesmas vias de sinalizagdo, culminando em morte
celular. Ainda, a formagdo do poro de membrana associado com a
citotoxicidade do ATP ndo depende da interacdo com o0s canais do tipo
conexina/panexina, sugerindo ser uma propriedade exclusiva do receptor
P2X7.

Apesar de ser um canal idnico, o receptor P2X7 parece interagir com 11
diferentes proteinas formando um complexo protéico capaz de gerar uma
sinalizacdo intracelular (Kim et al.,, 2001). Dentre essas proteinas, trés heat
shock proteins (HSP) foram encontradas: HSP90, HSP70 e HSC71. O
verdadeiro papel dessas HSP na ativacdo do receptor P2X7 ainda néo foi

totalmente esclarecido, mas segundo Adinolfi e colaboradores (Adinolfi et al.
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2003), a HSP90 parece ter um efeito regulador sobre a ativacdo do receptor
P2X7. Quando apresenta-se fosforilada na tirosina, a HSP90 atua inibindo a
formacéao e a funcionalidade do complexo P2X7. Desta forma, o bloqueio dessa
fosforilacdo poderia ser uma nova estratégia para aumentar a ativacao do
receptor. No entanto, o uso de geldanamicina (GDA), um inibidor da HSP90 e
da sua fosforilacdo, apresentou um efeito citotoxico per se e independente do
receptor P2X7 quando colocado em contato com as células MCA38 do nosso
estudo. Estes dados mostram que GAD exerce um efeito particular na indugéao
da morte celular, o que ja se foi demonstrado em varios tipos de cancer (Trepel
et al.,, 2010; Zhang et al., 2015; Grzanka et al., 2015). Ainda, nas células
MCAS38 o receptor P2X7 ndo parece estar interagindo com a HSP90 e HSP70.
E, apesar de o heat shock normalmente induzir o aumento dos niveis das HSP
intracelulares, no nosso estudo, a temperatura de 40°C pelo curto periodo de
tempo (20min) néo foi suficiente para causar esse efeito. Na verdade, Nagy e
colaboradores (Nagy et al. 2007) mostraram que um aumento nos niveis
protéicos da HSP70 s6 foram encontrados quando células de melanoma
B16/F10 foram expostas no minimo a 41°C por 1h. Desta forma, em nosso
estudo, o aumento da ativagédo do receptor P2X7 apds o heat shock ndo parece
estar relacionado com a acédo das heat shock proteins.

O uso da hipertermia como um método de tratamento individual ou em
combinacdo com terapias tradicionais, como a quimioterapia, cirurgia e
radioterapia vem sendo empregado por muitos pesquisadores com o intuito de
potencializar o combate ao cancer (Luk et al.,, 1984; Irish et al., 1986;
Seegenschmiedt et al., 1993). Esta combinacédo baseia-se no fato de que em
regides tumorais com baixa perfusdo, onde o aporte de oxigénio e de nutrientes
€ escasso, as células cancerigenas sdo normalmente resistentes ao efeito da
quimioterapia e radioterapia, mas por outro lado, sdo extremamente
termossensiveis (Chatterjee et al., 2011). Sendo assim, quando usados em
associacdo a eficiéncia do tratamento pode ser aumentada. Varios estudos
clinicos e pré-clinicos avaliando a combinacdo da hipertermia com a
guimioterapia ou a radioterapia estdo sendo realizados em cancer de préstata
(Van Den Berg et al., 2006; Hurwitz et al., 2011), mama (Moros et al., 2010;

Zagar et al., 2010), cérvice (Vasanthan et al., 2005; Franckena & Van Der Zee,
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2010) e cabeca e pescoco (Huilgol et al.,, 2010a; Huilgol et al.,, 2010Db).
Resultados preliminares mostram que a adicdo da hipertermia ndo aumenta a
toxicidade das terapias tradicionais, mas contribui para a estabilizagéo e a cura
do cancer elou auxilia no tratamento paliativo. No presente trabalho, nés
demonstramos pela primeira vez que a hipertermia pode ser utilizada para
aumentar a citotoxicidade do ATP extracelular por meio do incremento
exclusivo da ativacdo do receptor P2X7. Considerando-se o contexto do
microambinete tumoral, onde altos niveis de ATP extracelular sdo encontrados
(Pellegatti et al., 2008), o0 uso da hipertermia aumentaria a eficiéncia
terapéutica e possivelmente ajudaria a superar a resisténcia celular aos
tratamentos tradicionais.

Em concluséo, o nosso trabalho fornece evidéncias adicionais sobre o
papel da sinalizacdo purinérgica no contexto da biologia celular tumoral. Ainda,
propomos que futuramente o uso de medicamentos a base de purinas possam
ser associados a hipertermia como agentes adjuvantes na terapia do cancer.
Entretanto, maiores estudos devem ser realizados para comprovacao e

indicacdo desta abordagem terapéutica.






V. Conclusdes Gerais
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Os resultados apresentados nesta tese permitem as seguintes conclusoées:

1. O efeito citotoxico do ATP, bem como o papel do receptor P2X7 nesse

processo varia de acordo com o tipo de célula tumoral estudada.

2. Em linhagens de céancer cervical, a adenosina formada pelo metabolismo
do ATP é o principal agente causador de morte celular. Nesse contexto,
0 papel do receptor P2X7 parece ser apenas co-adjuvante, visto que o
seu silenciamento ou o seu bloqueio reduziram apenas 20% o efeito

citotéxico do ATP.

3. Ainda, de acordo com os niveis de expressdo do receptor P2X7 as
células de cancer cervical parecem responder de forma diferente ao
afeito citotoxico do ATP. Células com altos niveis de expressdo do
receptor parecem morrer via sua ativacao pelo ATP, em contrapartida,
células com baixa expressao de P2X7 sofrem o efeito citotoxico da

recaptacdo da adenosina.

4. A recaptacdo da adenosina gera um desequilibrio nos niveis dos
nucleotideos intracelulares, culminando na ativacdo da AMPK e da p53

e na inducéo de autofagia.

5. Em linhagens de cancer de cdlon MCA38 o ATP extracelular exerce
efeito citotoxico por meio da ativacdo exclusiva do receptor P2X7,
culminando na inibicdo da via AKT/PRAS40/mTOR.

6. Esse efeito citotoxico pode ser potencializado pela acdo do heat shock,
que parece aumentar a funcionalidade do receptor P2X7 via

reorganizagao na composicéo e arquitetura da membrana celular.

7. O uso de medicamentos a base de purinas associados a hipertermia

podem ser sugeridos como agentes adjuvantes na terapia do céancer.
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Mas maiores estudos devem ser realizados para comprovacao e

indicacdo desta abordagem terapéutica.

8. O receptor P2X7 podera ser um potencial alvo molecular no diagnéstico,
prognostico e tratamento do cancer, mas o seu verdadeiro papel no

desenvolvimento tumoral ainda precisa ser elucidado.



VI. Perspectivas
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No sentido de aprofundar o papel do receptor P2X7 no
desenvolvimento/resisténcia tumoral e avaliar o potencial terapéutico do uso
dos nucleotideos/nucleosideos de adenina em associagdo com a hipertermia
como uma forma de aumentar a ativacdo do receptor P2X7 no microambiente

tumoral, algumas perspectivas sdo sugeridas:

1. Comparar a resisténcia a quimioterapia, capacidade de proliferacéo, e
marcadores da angiogénese, entre a linhagens de cancer cervical SiHa
silenciada e néo silenciada para o gene do receptor P2X7, por meio de

estudos in vitro e in vivo;

2. Descobrir o exato mecanismo pelo qual o heat shock esta levando a
ativacao do receptor P2X7 na linhagem MCA38;

3. Avaliar o efeito do heat shock na ativacdo do receptor P2X7 em outras

linhagens celulares, como as de cancer cervical;

4. Realizar estudos in vivo, avaliando o efeito local da hipertermia no
tratamento de tumores malignos implantados em associacdo com

radioterapia e/ou quimioterapia.
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