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CANCER DE MAMA E SISTEMA PURINERGICO

Angelo Pereira de Lacerda
Heitor Silvino Gonzaga
Sarah Franco Vieira de Oliveira Maciel

INTRODUCAO

Avangos recentes nas pesquisas relacionadas ao cancer tém mostrado os
mecanismos de expansio e proliferagdo tumoral, principalmente relacionados
ao sistema purinérgico. Todas as células do sistema imune e também as células
tumorais expressam receptores de membrana para nucleosideos e nucleotideos,
sendo eles adenosina (ADO), ATP e ADP, respectivamente. Além disso, uma
caracteristica marcante do microambiente tumoral é a concentra¢ao extrema-
mente alta de ATP e ADO extracelular. Ambos modulam as respostas do tumor
e do hospedeiro, em que, dependendo do receptor ativado por elas, medeiam-se
respostas imunossupressoras ou imunoestimulagao relacionada ao hospedeiro,
podendo ocorrer a citotoxicidade no tumor ou seu crescimento (Di Virgilio et
al., 2017).

Em relagdo ao cancer de mama (CM), andlises de expressdo génica mostram
que células das linhagens de CM MCEF7 e Hs578T tém expressdo predominante
de receptores P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 e P2Y11 (Qiu et al, 2018). E ha dados
pré-clinicos que mostram que receptores metabotrépicos do sistema purinérgico
tipo P2Y podem dar suporte a invasdo e metastase, promovendo a migragdo do
cancer, sendo que o receptor P2Y2 exerce um papel fundamental na dissemina-
¢do metastatica, por estar altamente expresso nesse tipo de cancer (Di Virgilio
et al., 2017). Entretanto, a linhagem celular de CM, MDA-MB-231 nao expressa
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receptores de ATP, sendo necessdrias mais pesquisas relacionadas aos diferentes
tipos de linhagens celulares de CM. Também ja é demonstrado que o bloqueio
das a¢des de nucleotideos no CM recém-diagnosticado pode complementar o
tratamento padrao antiangiogénese (Buxton ef al., 2010).

Neste capitulo, serdo tratados aspectos gerais do CM, além dos especificos
relacionados ao sistema purinérgico, abordando questdes do funcionamento da
modula¢do do microambiente tumoral, sua metastase e potenciais terapias que
utilizam os receptores do sistema purinérgico como alvos.

Cancer de mama (CM)

Segundo o Ministério da Saude (INCA, 2018), o CM ¢ o segundo tipo de
cancer mais frequente no mundo em mulheres, atrds apenas do cancer de pele
nao melanoma. Segundo Bray et al. (2018), aproximadamente 2,08 milhées de
mulheres foram diagnosticadas com CM no mundo; destas, 626.000 mortes fo-
ram decorrentes da doenca. Para o ano de 2018, a estimativa era de 59.700 no-
vos casos de CM no Brasil, correspondendo a cerca de 30% de todos os casos de
cancer em mulheres. Em 2015, foram notificadas 15.403; em 2016, 16.254 mor-
tes, respectivamente, devido a neoplasia maligna da mama (Brasil, 2017). Devi-
do a melhorias no diagndstico e no tratamento da doenga, a taxa de sobrevida
aumentou em 5 anos, e estd entre 80 e 92% nos Estados Unidos (Siegel, Miller,
Jemal, 2015). Porém, essa taxa diminui com o nivel de agressividade do tumor
(Berghuis et al., 2017).

O CM na mulher tem etiologia multifatorial: idade acima dos 50 anos, com
o dobro do risco apds os 65 anos; historia familiar e genética, como altera¢des
nos genes BRCA1 e BRCA2; menarca antes dos 12 anos e menopausa apos 0s
55 anos; nuliparidade; primeira gravidez apds os 30 anos; obesidade e sobrepe-
s0; sedentarismo e inatividade fisica; consumo de bebidas alcodlicas; exposicao
frequente a radiagao ionizante; e historia prévia de doencas benignas da mama
(Bilimoria, Morrow, 1995; Kumar et al., 2008; Inca, 2016).

Os carcinomas mamarios sao divididos em invasivos, quando ultrapassam o
limite da membrana basal, e em nédo-invasivos (in situ), quando nao ultrapassam.
Podem também ser classificados conforme o tipo histologico especifico: ductal,
lobular, medular, mucinoso, tubular e outros tipos. Dentre eles, o carcinoma ductal
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in situ é o tumor mais comum nio invasivo, e o carcinoma ductal invasivo é o
tumor invasivo mais comum, que corresponde a 70-80% dos casos (Kumar et al.,
2008). Ainda de acordo com a avaliagdo histologica dos tumores de mama, eles
podem ser divididos em pouco, moderadamente ou bem diferenciados. Tumo-
res pouco diferenciados apresentam mais resisténcia ao tratamento (Le Doussal
et al., 1989; Dillon et al., 2014).

Segundo a classificagdo da Organizagao Mundial da Satde (OMS), o CM
pode ser classificado em até 21 tipos histologicos, com base na morfologia ce-
lular, crescimento e organizagao celular. O tipo histolégico mais comum é o
carcinoma ductal invasivo sem tipo especial, que inclui aqueles cinceres sem
caracteristicas peculiares para merecerem uma classifica¢ao diferenciada (Dieci
et al., 2014), devido a expressao de seus genes serem semelhantes com a do te-
cido epitelial normal da mama (Rivenbark, Oconnor, Coleman, 2013). Alguns
tipos especiais, como o carcinoma lobular invasivo, representam 25% de todos
os cnceres de mama (Dieci et al., 2014). O conhecimento de qual subtipo o tu-
mor pertence, somado a marcadores clinicos e patoldgicos, é ttil para explicar
as caracteristicas e a evolu¢do da doenga, além de apontar a melhor terapéutica
para cada caso especifico (Melichar, 2013).

Os detalhamentos das caracteristicas do tumor sdo possiveis gragas aos
biomarcadores (Nalejska, Maczynska, Lewandowska, 2014), que estdo bastante
difundidos na oncologia clinica e no CM. Os biomarcadores ja definidos sao:
receptor de estrogénio (RE); receptor de progesterona (RP); receptor de fator de
crescimento epidérmico humano 2 (HER2); antigeno carcinoembrionario (CEA);
e CA 15-3 (Berghuis et al., 2017). Entretanto, devido a diversidade genética da
doenga, novos biomarcadores estdo sendo estudados (Prat, Perou, 2011). Com
base na imuno-histoquimica (IHQ), o CM consiste em, pelo menos, trés grupos
principais: receptor de hormonio (HR) positivo (inclui RP e RE); HER2 positivo;
e triplo-negativo (HR e HER2 negativos) (Dieci et al., 2014).

Nos pilares do tratamento para o CM, estao a remocgao cirﬁrgica do tumor,
juntamente com quimioterapia e radioterapia. De forma complementar, a in-
tervengdo hormonal é a principal terapia direcionada a tumores HR-positivos;
agentes anti-HER2 (como o Trastuzumabe), somados a quimioterapia ou terapia
enddcrina, sao o tratamento padrido para tumores com superexpressdo de HER2.
A quimioterapia representa o inico método de tratamento, além do cirtrgico,
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para cinceres de mama triplo-negativo, porque nenhuma terapia direcionada
estd disponivel até o momento (Prat et al., 2015).

Estudos de expressao génica em tumores de mama propuseram subtipos
moleculares baseados em diferentes perfis de expressao génica, os subtipos in-
trinsecos do CM. Identificou-se, inicialmente, cinco subgrupos com progndsti-
cos e sensibilidades diferentes aos tratamentos: luminal (A e B), HER2 enrique-
cido, basal, claudin-low, e um grupo semelhante ao normal. (Serlie et al., 2001;
Serlie et al., 2003; Dieci et al., 2014; Prat et al., 2015). No estudo de Farmer et al.
(2005), foi proposto o subtipo apocrino molecular, o qual apresenta aumento da
sinalizagdo androgénica. Um outro subtipo, rico em interferon, caracterizado
pela superexpressdo de genes regulados pelo interferon, foi descrito em 2006
por Hu e colaboradores.

Tumores HR positivos agrupam-se principalmente dentro do subtipo lumi-

nal, que pode ser dividido em dois subtipos — Luminal A e Luminal B. O subtipo
Luminal A caracteriza-se pela alta positividade para RE e RP, pela auséncia de
amplificagdo ou superexpressao de HER2, e pela avaliagao do marcador Ki-67
(indice de proliferacao tumoral calculado por anticorpo, que marca os nucleos
de células que estdo em qualquer fase do ciclo celular) menor do que 14%, sendo
sensivel a hormonioterapia, com o melhor progndstico dentre os subtipos in-
trinsecos. O subtipo Luminal B é positivo para RE, tem amplificacdo de HER2,
e Ki-67 maior do que 14%, com um prognostico intermediario (Prat e Perou,
2011). O tratamento adjuvante para este subtipo tumoral pode ocorrer por te-
rapias antiestrogénicas, assim como se pode utilizar a droga trastuzumabe, an-
ticorpo monoclonal que tem como alvo tumores com superexpressio de HER2
(Harrell et al., 2012; Goldhirsch et al., 2013). Tumores HER2+/HR- agrupam-
-se principalmente dentro do subgrupo HER2 enriquecido (que nao expressam
RE). Os tumores triplos negativos, estdo contidos no subtipo basal e claudin-low,
o0s quais tém origem em células-tronco ou células luminais indiferenciadas. Por
serem pouco diferenciados, os tumores de mama triplo negativos tém poucas
possibilidades terapéuticas e, por isso, apresentam um progndstico reservado
(Prat e Perou, 2009; Barros e Leite, 2015; Prat et al., 2015).

Na avaliagdo do CM, o estadiamento clinico é primordial, e o sistema TNM
do American Joint Committee on Cancer (AJCC) é o mais utilizado, onde T avalia
o tamanho tumoral e o grau de invaséo local, N avalia o envolvimento de linfo-
nodos regionais, e M avalia a existéncia de metdstases a distancia (Tabela 1). Na
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maioria das vezes, as células do tumor de mama se disseminam inicialmente para
os linfonodos axilares. De acordo com a American Cancer Society, o linfonodo
sentinela é o primeiro linfonodo que recebe a drenagem linfatica derivada do
tumor. Sua bidpsia é a forma mais comum e menos invasiva de predizer se hou-
ve disseminacdo do cincer para a axila, e sua detec¢do é necessaria ndo somente
para verificar a dissemina¢do do tumor para a axila, mas também para evitar a
linfadenectomia axilar total em pacientes sem comprometimento metastatico
em linfonodos. Caso o linfonodo sentinela esteja comprometido, os linfonodos
seguintes serdo avaliados; caso o linfonodo sentinela esteja preservado, é sinal
de que nao ha disseminagao proximal (Giuliano et al., 2017).

Tabela 1. Estdgios do CM

Estagios TNM
Estagio 0 Tis, NO, MO
Estagio IA T1, N0, MO
Estagio IB TO ou T1, NImi, MO

Estagio [TA TO ou T1, N1, M0; T2, N0,
MO

Estagio [1B T2, N1, M0; T3, N0, MO

Estagio IIIA T0a T2, N2, M0O; T3, N1

ou N2. MO
Estagio I1IB T4, N0 a N2, MO
Estagio I1IC Qualquer T, N3, M0

Qualquer T, Qualquer N,

Estagio [V Ml

Fonte: Giuliano ef al. (2017) - adaptada.
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Estadiamento do CM baseado na classificagdo TNM. Tis: carcinoma
ductal in situ; TO: sem evidéncia de tumor primario; T1: tumor menor
que 2 cm de didmetro; T3: tumor entre 2 e 5 cm de didmetro; tumor de
qualquer tamanho que invadiu o térax ou a pele (ulceragdo ou nédulos
macroscopicos). NO: sem metdastases em linfonodos regionais; N1mi:
micrometastases (aproximadamente 200 células, maior que 0,2 mm e
menor que 2,0 mm); N1: Disseminag¢ao para 1 ou 3 linfonodos axila-
res e/ou mamarios internos; N2: Disseminac¢io para 4 ou 9 linfonodos
axilares e/ou mamadrios internos; N3: disseminaqéo para 10 ou mais
linfonodos axilares ou disseminacio para linfonodos subclaviculares.
MO: sem evidéncia clinica ou radioldgica de metastases a distancia; M1:
Metastases distantes detectavel clinica ou radiologicamente.

Sistema Purinérgico e Cancer

A sinalizagdo purinérgica estd envolvida na inflamagédo e no céncer, isso
porque o ATP extracelular se acumula no intersticio do tumor (D1 Virgilio et al.,
2017). A ativacdo dos receptores P2X7 e P2Y11 pela alta concentragido de ATP,
> 20 uM (a concentragdo em tecidos saudaveis esta abaixo de 1 a 5 uM), inibe a
migragdo de células endoteliais derivadas do tumor, e melhora a atragdo de pe-
ricitos. O aumento da atragdo dos pericitos leva a uma diminui¢do da permeabi-
lidade endotelial, marcando a normalizagdo do vaso. Existem dois mecanismos
que explicam este processo: a alta concentracao extracelular de ATP estimula
os receptores P2X7 e P2Y11. O feito da ligagdo do ATP em P2X7 ¢ a entrada
de célcio (Ca2+) para a célula, e, em P2Y11, a agdo do ATP ativa a produgao de
Inositol 3-fosfato (InsP3) pela proteina Gq e PCL beta. O InsP3 age em recep-
tores IP3 no reticulo endoplasmatico, promovendo a libera¢ao de Ca2+ para o
citosol. Portanto, esses dois mecanismos distintos levam a um aumento da con-
centragao de Ca2+ citoplasmatico, que, por sua vez, ativa a adenilil ciclase 10
(AC10), resultando em um aumento de Adenosina Monofosfato ciclico (AMPc)
intracelular, que conduz a remodelagao do citoesqueleto. A elevada concentragdo
de AMPc também recruta a Proteina de Troca Diretamente Ativada pelo AMPc
(EPAC-1), que medeia o efeito inibitorio sobre a migracgdo de células tumorais de
CM, o que se verifica na Figura 1 (Avanzato et al., 2016). Portanto, a ativacao dos
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receptores P2X7 e P2Y11 inibe a migragdo de células tumorais da mama, sendo
um dos mecanismos contra o desenvolvimento de metastases e que podera ser
alvo de terapias na prevencdo de metastases mamarias.

Figura 1: Ativacdo do receptor P2X7 pelo ATP extracelular em célula tumoral de CM

ST
|‘ CaZ+ \
- J

Remodelagdo do
citoesqueleto

4

Inibe a migracdo
celular

Fonte: Avanzato ef al. (2016) - adaptada.

A ativagao do receptor P2X7 pelo ATP promove a entrada de Ca2+
para o meio intracelular, que se liga a enzima AC10, resultando no au-
mento de AMPc intracelular. A concentragio elevada de AMPc induz
a remodelacao do citoesqueleto e inibe a migracao das células de CM.

Concentragdes elevadas de ATP inibem seletivamente a migracao e a tu-
bulogénese de células tumorais endoteliais de carcinoma de mama, mas nao de
células endoteliais normais, sendo que doses mais baixas sao ineficazes. A tubu-
logénese ¢ a base bioldgica para as fungdes de transporte tubular. Consiste em
um processo complexo de organizacdo da arquitetura epitelial e precisa de uma
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coordenacio refinada de varios processos celulares e moleculares. Entre eles,
destacam-se a mitose, apoptose, polarizacio, diferenciacio, adesdo, motilida-
de, organizagao do citoesqueleto, protedlise e uma série de vias de sinalizagdo
intracelular (Karihaloo et al., 2005). Em particular, a baixa afinidade de P2X7
para ATP fornece uma boa correlagdo mecanicista com a evidéncia de que ape-
nas altas concentragdes de ATP inibem a migracao de células tumorais no CM
(Avanzato et al., 2016).

Efeitos opostos do ATP e da Sinalizagao Purinérgica

O ATP extracelular estd envolvido em processos de defesa e reparo tecidual
via sinalizagdo dos receptores purinérgicos P1, P2X e P2Y. Altas concentragdes
de ATP estdo associadas a fortes respostas inflamatdrias e morte celular (Burns-
tock e Verkhratsky, 2010). Porém, a sinalizagdo por P2X7 foi descrita associada
ao crescimento tumoral e a metastase. Dessa forma, é possivel perceber um papel
duplo do ATP nas fung¢des das células, ou seja, ele pode atuar tanto como um si-
nal imuno ativador quanto atuar na progressao do cancer (Draganov et al., 2015).

A alta concentragido de ATP é uma das caracteristicas do microambiente
tumoral, e o ATP e a sinalizagdo purinérgica desempenham fungoes diversas e
muitas vezes opostas, como muitas das funcdes complexas do microambiente
tumoral. O crescimento e a sobrevivéncia do tumor parecem depender dos al-
tos niveis de ATP exdgeno, equilibrando as fungoes citotdxicas e pré tumorais
(Draganov et al., 2015).

Por isso, o uso de moduladores dos receptores purinérgicos estao sen-
do estudados como possiveis medidas terapéuticas para o cancer. Contudo, a
utilizagdo de agonistas de P2X7, como moléculas sintéticas que mimetizam o
ATP, Adenosina 5°-O-(3-Tio)trifosfato (ATPYS) ou 2’(3’)-O-(4-Benzoilbenzoil)
adenosina 5 -trifosfato trimetilamoénio (Bz-ATP), é dificil de ser estudada, de-
vido a toxicidade sistémica e falha em alavancar as concentragdes elevadas de
ATP encontradas no microambiente tumoral, muito devido a degradagao por
ATPases extracelulares. Tendo isso em vista, alguns estudos utilizaram Iver-
mectina, um antiparasitario que esta associado a uma atividade antitumoral,
como modulador alostérico dos receptores purinérgicos, conforme mostra a
Figura 2 (Draganov et al., 2015).
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Figura 2: Ativagdo dos receptores P2X4/P2X7/PANEXINA-1 pela Ivermectina
e suas a¢Oes intracelulares
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Fonte: Draganov et al. (2015) — adaptada.

Modelo de indugao dos canais P2X4 e P2X7 dependentes de Pannexin-1
pela Ivermectina, a qual também induz a liberagdo de ATP, levando a
morte da célula tumoral de CM. A sinalizacdo aumentada do receptor
P2X7 promove um mecanismo necrético/piroptdtico de rapida pro-
gressao, fomentado pelas espécies reativas de oxigénio (EROs) geradas
por NADPH oxidases, ativagdo citosolica de Ca2 +/CaMKII e MPTP,
e caracterizado pela clivagem da caspase-1. A necrose é seguida por
um programa de morte celular apoptotica progressivo mais lento, me-
diado por ativagdo de caspase-3. Os danos mitocondriais, estresse de
ER, bem como o potencial esgotamento das reservas celulares de ATP,
promovem, simultaneamente, a autofagia, que torna ainda mais lenta
a via apoptdtica.

A Ivermectina estimula a sinaliza¢ao de P2X4/P2X7/Pannexina-1 e promo-
ve um desequilibrio da dupla fun¢ao purinérgica, contribuindo para a morte de
células cancerosas. O mecanismo ocorre através da abertura aumentada de Pan-
nexin-1 controlados por P2X4/P2X7, que induzem morte das células cancerosas
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através de um modo misto entre apoptose e necrose associado, com ativa¢ao da
Caspase-1 e piroptose (morte celular programada em resposta a infecgdes intra-
celulares, ativadas por INF-Y, e via caspase 1). A Ivermectina é capaz de matar cé-
lulas de CM triplo negativos em camundongos e humanos, através da sinalizacao
P2X7 aumentada. Como o ATP desempenha um papel proeminente na regulagio
do volume celular e promove a morte das células cancerosas em resposta ao es-
tresse hipotdnico, supds-se que a Ivermectina mata células cancerosas, em parte,
aumentando a sensibilidade do P2X7 ao ATP, de modo que conduziria a morte
celular por mecanismos apoptéticos e ndo apoptéticos (Draganov et al., 2015).

A morte de células cancerosas depende da liberagdo de ATP e sinais de morte
mediados por P2X7. O P2X7 pode ser revertido por radicais ativos de oxigénio
gerados por NADPH oxidases, proteina cinase dependente de Ca2+/calmodulina
(caMKII) ou por poro de transi¢ao de permeabilidade mitocondrial. A Ivermec-
tina induz autofagia e liberacdo de ATP e proteina do grupo de alta mobilidade
B1 (HMGB1), importantes mediadores da inflamacao. A sinalizagdo potenciada
de P2X4/P2X7 esta quase que exclusivamente ligada ao microambiente tumoral,
pois é rico em ATP, o que explica a seletividade tumoral da modulagdo de recep-
tores purinérgicos (Draganov et al., 2015).

Motilidade Celular

Algumas ectonucleotidases acopladas a membrana, como a ecto-nucleoti-
deo pirofosfatase (ENPP1), hidrolisam o ATP diretamente a ADO, que, por sua
vez, estimula os receptores A1, A2A, A2B e A3. O receptor A3 ¢é responsavel por
quimiotaxia e motilidade de neutroéfilos, células epiteliais mamarias humanas
benignas (HMEC) e células de CM. Nos neutrdfilos e nas HMEC, os receptores
A3 estdo expressos de forma moderada e se concentram em um polo da célula.
Entretanto, nas células de CM, MDA-MB-231, altamente metastaticas, os recepto-
res A3 estao superexpressos e se encontram distribuidos por toda a célula. Além
disso, as células MDA-MB-231 superexpressam ectonucleotidases ENPP1 e ecto-
5’ nucleotidase (CD73), que convertem ATP extracelular 8 ADO, que estimula
os receptores A3, responsaveis pela migragao celular (Ledderose et al., 2016).

Dessa forma, poderia-se pensar que a estimulagdo de A3 contribuiria para
a alta taxa de metastase das células MDA-MB-231, visto que a estimulacao desse



148

receptor nos neutroéfilos e HMEC promovem a migragao celular. No entanto, em
um estudo recente (Ledderose et al., 2016), a ADO exdgena adicionada a células
de cancer da mama ou o agonista do receptor A3, adenosina-5’-N-metiluronamida
(IB-MECA), interromperam de forma dependente da dose a motilidade celular
por estimulagao simultanea dos receptores, reduzindo a velocidade de migragao
em 75%. A justificativa para essa reducdo da motilidade celular foi a distribuigao
dos receptores A3 nas células cancerosas. Como eles estdo distribuidos por toda
a célula, a estimulagao simultanea solicita sua migra¢ao em diregdes opostas, e
o resultado é uma inibi¢do da motilidade. Esse processo funciona como uma
soma vetorial, em que as forcas opostas se anulam.

O motivo da alta taxa de metdstases da linhagem de CM, MDA-MB-231,
estd relacionado a niveis mais altos de ATP e maior atividade de P2Y2 do que a
linhagem de CM menos metastatica, MCF-7, ou a células epiteliais e endoteliais
normais (ECs) sob condi¢des normoxica e hipdxica. A ativagdo de P2Y2 por ATP
liberado de células MDA-MB-231 induziu hipdxia pela expressdo do fator-1a hi-
poxia indutor, secrecao de lisil oxidase e colageno, gerando um microambiente
propicio para forma¢ao de um nicho pré-metastatico (Eun et al., 2015).

O P2Y2 é um receptor purinérgico acoplado a proteina Gq, ativado tanto
pelo ATP como por UTP. A ativagdo de P2Y2 também contribui com a progressao
de cada etapa do processo de metastase, incluindo angiogénese, intravasamento,
invasdo e crescimento tumoral. Esse receptor purinérgico ativa varias vias de sina-
lizagao intracelular, promovendo a mobilizacao de Ca2+ intracelular e fosfolipase
C (PLC), e ativagdo da proteina quinase C (PKC). O receptor P2Y2 interage com
as integrinas aVp3/5 para regular as atividades da Pequena GTPase pertencente a
familia Ras (Rho) e a Rho quinase (ROCK), proteinas que interagem com o cito-
esqueleto e regulam o movimento celular. Ademais, o Fator de Necrose Tumoral
alfa (TNF-a) também ¢é um fator essencial na progressiao tumoral e metastase,
pois atua elevando significativamente a liberagao de ATP nas células altamente
metastaticas de CM, MDA-MB-231 e SK-BR-3 (Eun et al., 2015).

No estudo de Eun et al. (2015), as células MDA-MB-231 e SK-BR-3, linha-
gens metastaticas, apresentaram maior taxa de invasdo que células das linhagens
de CM, MCF-7 e T47D, ndo metastéticas, em um nivel basal, o que foi abolido
através do nocaute de P2Y2 ou da presenca de apirase, uma enzima que hidroli-
sa nucleotideos extracelulares. Células MDA-MB-231 também mostraram altos
niveis de marcadores mesenquimais, como Caracol, Vimentina e N-caderina,
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mas ndo o marcador epitelial E-caderina, e essa expressao foi inibida através
da degradacdo de ATP ou nocaute de P2Y2. Além disso, as células SK-BR-3 e
MDA-MB-231 exibiram niveis de fosforilagdo da Quinase Regulada por Sinal
Extracelular (ERK) e PKC mais elevados do que as células T47D e MCE-7, e os
niveis de fosfo-ERK e -PKC supra regulados em células MDA-MB-231 foram
significativamente reduzidos por apirase ou nocaute de P2Y2. Inibidores espe-
cificos de ERK, PKC e PLC reduziram significativamente a invasao e os niveis
de expressdo de marcadores mesenquimais em células MDA-MB-231. Esses re-
sultados sugerem que as vias de ERK e PKC superativadas estiao envolvidas na
invasdo metastatica mediada por P2Y2 de células de CM.

O receptor P2Y2 também estd envolvido na invasao de células de CM através
do eixo P2Y2-b catenina. Assim, o bloqueio do receptor P2Y2 poderia suprimir
o potencial invasivo e metastatico das células do CM, podendo servir como alvo
potencial para intervengdes terapéuticas no CM (Zhang et al., 2017).

De forma analoga, o receptor P2X7 também estd envolvido na invasao e
migracao de células de CM através da via da Proteina Quinase B (AKT), que
esta relacionada a sintese proteica, proliferagao e motilidade celular. Esse recep-
tor é estimulado pelo ATP e pelo seu analogo Bz-ATP, mas nao pelo ADP, e esta
superexpresso nas células de CM, T47D. No estudo de Xia et al. (2015), altas
concentragdes de ATP extracelular atuando em P2X7 estimularam a migragao
e invasdo das células T47D, regularam negativamente o nivel da proteina E-ca-
derina e elevaram a produ¢ao de MMP-13 (colagenase de regulagdo complexa
relacionada com a degradagdo da matriz extracelular). Esses resultados revelam
que essas vias podem estar relacionadas com metdastases em CM e ainda mos-
tram um possivel potencial terapéutico (Eun et al., 2015).

Portanto, é conhecido que os receptores purinérgicos P2Y2, P2X7 e o re-
ceptor A3 de ADO estao intimamente relacionados com a motilidade e migragao
de células de CM. Os receptores estdo altamente expressos em tipos celulares do
cAncer mamario e sao ativados pelas altas concentracoes de seus agonistas, en-
ddgenos ou exdgenos.
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Hipoéxia e Cancer

A causa de hipoxia, um estado de baixo teor de oxigénio nos tecidos orga-
nicos, ¢ atribuida a diversos fatores, como qualquer alteracdo nos mecanismos
de transporte de oxigénio. Em estudos com linhagens celulares, sao utilizados
aparelhos que simulam a redugéo inspirada de oxigénio (Oliveira et al., 2017).

O microambiente de muitos cinceres tem a presenga caracteristica de hi-
poxia, podendo desencadear a transigio epitelial-mesenquimal, onde as células
adquirem fendtipo mais invasivo e com maior sobrevida. O tratamento com
hipoéxia (1% O2) esta relacionado a redugdo significativa na sensibilidade das
células metastaticas de CM, MDA-MB-468, ao ATP, sendo observado também
alteragdo nos niveis de expressao génica dos receptores purinérgicos P2X e P2Y. A
€xpressao dos receptores P2X4, P2X5, P2X7, P2Y1 e P2Y11 diminuiu, enquanto
a expressdo de P2Y6 aumentou com a hipdxia. A expressdo aumentada de P2Y6
foi relacionado a redugédo da taxa de sobrevida de pacientes com CM. Esses niveis
de expressdo estdo também aumentados em tumores de mama basais, e sua ini-
bi¢do por meio do composto quimico 1,4-di-(feniltioureido) butano - MRS2578

-, um inibidor seletivo de receptores P2Y6, reduziu a migragdo de células do CM,
podendo representar um novo alvo para terapias contra metastases nesse tipo de
cancer (Mamedova et al., 2004; Azimi et al., 2016).

Além disso, andlises de expressdo génica por PCR quantitativa em tempo
real (RT-qPCR) em células MDA-MB-468, buscando a expressao dos receptores
purinérgicos P2Y e P2X, mostraram que os receptores P2X5 estdo enriquecidos
no fenétipo mesenquimal do cincer e que sua inibi¢do tem como consequéncia
uma redugéo significativa (25%) na expressao da proteina vimentina induzida
pelo fator de crescimento epitelial (EGF), indicando a associa¢do do receptor
P2X5 com o processo de metastase (Davis et al., 2011).

Sinaliza¢ao Purinérgica e outros potenciais terapéuticos

Ja se sabe que a sinalizagao purinérgica é importante na modulagao das res-
postas imunes, entretanto seu potencial terapéutico no microambiente tumoral
ainda é pouco conhecido e descrito. O receptor P2Y6 esta mutado e expresso em
grande quantidade nos tecidos de CM e se relaciona com o progndstico ruim
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em pacientes, e o nivel de expressao desse receptor estd diretamente ligado com
a malignidade, estagio e classificagdo do CM (Ma et al., 2016).

Foram utilizadas andlises de expressao génica por RT-qPCR e de expressao
protéica por Western Blotting em linhagens celulares de CM do tipo MDA-MB-231,
Hs578t, BT-549 e MCF-7 para detectar os niveis de expressao do receptor P2Y6.
A linhagem MDA-MB-231 foi tratada com UDP a fim de investigar a migracao
e invasao celular, mostrando efeito indutivo do UDP/P2Y6 na migragéo e in-
vasdo das células de cancer. Quando se inibiu a expressdao dos receptores P2Y6
através do inibidor seletivo MRS2578, notou-se a diminui¢édo da migragao basal
das células, migracao induzida por UDP e, por consequéncia, também houve
diminuigdo da invasao celular, confirmando papel importante desse receptor no
processo de metastase (Ma et al., 2016).

Esses resultados indicam um mecanismo auténomo de células de CM quan-
do tratadas com drogas que evadem do tumor in situ através da estimulagao
extracelular de UDP e P2Y6, demonstrando que a sinalizagao purinérgica tem
um alto potencial para ser usada como alvo de firmacos que atuam prevenindo
metdstases no CM (Ma et al., 2016).

CONSIDERACOES FINAIS

O papel critico do receptor P2Y2 foi demonstrando, podendo ser um alvo
terapéutico em potencial no tratamento do CM. Por outro lado, a expressao de
varios outros tipos de receptores P2Y e também de outros subtipos de recepto-
res mediados por ATP ndo deve ser ignorada, uma vez que a associagao deles é
um caminho ainda a ser pesquisado (Qiu et al., 2018). Apesar de ja terem sido
identificadas muitas vias de libera¢ao de ATP em diferentes tipos celulares, o me-
canismo dessa liberagao ainda nao foi completamente caracterizado. Ademais, é
crescente no momento o consenso de que a ADO e o ATP sao fundamentais no
microambiente tumoral, afetando o crescimento do tumor, func¢des das células
imunes e modulando de diferentes formas a interagiao entre o hospedeiro e o
tumor. Por fim, espera-se que uma escolha minuciosa do receptor purinérgico,
juntamente com moduladores de vias adenosinérgicas extracelulares, possa surgir
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como novas terapias anticancer, inibindo o crescimento tumoral e aumentando
a resposta antitumoral do hospedeiro (Di Virgilio et al., 2017).

Apo6s a leitura, é importante notar que, por se tratar de um assunto relati-
vamente novo, ha necessidade de mais pesquisas na area, para melhor esclarecer
o funcionamento do sistema purinérgico relacionado ao CM. Como potenciais
terapéuticos a serem investigados com maior profundidade, estao a ativagao dos
receptores P2X7 e P2X11, inibindo a migragdo de células tumorais da mama, a
baixa afinidade do P2X7 para ATP e a inibigdo da migragdo tumoral em altas
concentracoes de ATP, sendo essas altas concentracoes também relacionadas a
resposta inflamatoria e morte celular. Ainda sobre o receptor P2X7, é necessario
destacar sua associa¢do ao crescimento tumoral e & metastase, tendo o ATP uma
dupla fun¢ao na célula, como imuno ativador e atuando na progressao tumoral.
Ressalta-se também a ligacao dos receptores P2X5, A3 e P2Y2 com metastase de
CM. Esse tltimo tem seu bloqueio relacionado a supressdo do potencial invasivo
e metastatico das células cancerosas, podendo servir como alvo potencial para
intervengdes terapéuticas. Sendo assim, moduladores dos receptores purinér-
gicos ja estdo sendo estudados como possiveis medidas terapéuticas. Além dos
receptores, o antiparasitario Ivermectina também esta associado a uma atividade
antitumoral, como modulador alostérico dos receptores purinérgicos.
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