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PREFACIO

Se hoje sabemos que o ATP, a famosa moeda energética, ¢ liberado das
células e aceitamos esse conceito com total tranquilidade, devemos essa desco-
berta a um grande pesquisador chamado Geoffrey Burnstock. Na década de 70,
quando era quase uma heresia propor um papel extracelular para o ATP, ele foi
capaz de acreditar nas evidéncias obtidas em seu laboratério, bem como aquelas
encontradas na literatura, e, assim, propor a hipétese da neurotransmissao nao
colinérgica e ndo adrenérgica por ele denominada de transmissdo purinérgica
(Purinergic nerves, Burnstock, G. Pharmacological Reviews 24(3):509-581, 1972).
A partir dos trabalhos originais de Burnstock, o interesse pela sinaliza¢ao puri-
nérgica foi ganhando for¢a, e 0 numero de artigos publicados em diferentes sis-
temas e tipos celulares cresceu exponencialmente até os dias de hoje.

Uma breve revisao da literatura nos mostra também que os componentes
desse sistema foram sendo identificados durante esses ultimos 50 anos até que
o quadro mais completo, porém certamente inacabado, identificou: i) os meca-
nismos de liberag¢ao do ATP das células; ii) um niimero bastante complexo de
receptores (P1, P2) e seus subtipos; iii) as vias de sinaliza¢ao intracelulares que
conectam esses receptores e seus agonistas ao metabolismo intracelular; iv) o sis-
tema altamente eficiente de degradagdo do ATP constituido por varias classes de
enzimas; v) os transportadores que possibilitam a via de recuperacgio das purinas.

A proposta deste livro, organizado pela bela inciativa dos professores An-
dréia Machado Cardoso, Leandro Henrique Manfredi e Sarah Franco Vieira de
Oliveira Maciel, com a participacao de colaboradores, é fazer uma breve revisao
dessa histdria cientifica e apresentar alguns topicos sobre os mais recentes acha-
dos da sinalizagao purinérgica em diferentes sistemas em condi¢des fisiologicas
e patologicas.



Fazendo parte dessa historia, poderiamos citar muitos pesquisadores, mas
trés deles — José Marcos Ribeiro, Joao José Freitas Sarkis (in memoriam) e Pedro
Muanis Persechini (in memoriam) — merecem destaque especial. Esse destaque se
da pela importancia de seus trabalhos precursores sobre a sinalizagdo purinérgica
no Brasil e pela formagio de professores e pesquisadores que levaram adiante os
estudos sobre esse sistema tanto aqui, no Brasil, como no mundo.

Profa. Dra. Ana Maria Oliveira Battastini
Presidente do Clube Brasileiro de Purinas (2018-2021)



APRESENTACAO

O conceito de um sistema de sinalizagdo purinérgica foi proposto pela pri-
meira vez pelo professor Geoffrey Burnstock ha mais de 40 anos. Esse sistema
inclui as respostas celulares aos nucleotideos, como o ATP, e aos nucleosideos,
como a adenosina, 0s quais agem como mensageiros extracelulares por meio de
receptores especificos em todos os 6rgiaos e sistemas. Todas as células possuem
componentes do sistema purinérgico e tem a capacidade de liberar nucleotideos
de uma forma controlada. Os mecanismos relacionados a liberagiao dos nucleo-
tideos tem sido foco intenso de atividades de pesquisa. Estudos tém investigado
amplamente a fisiologia, a farmacologia e a bioquimica da sinaliza¢ao purinérgica.
Mais recentemente, o foco tem sido a patofisiologia e o potencial terapéutico dos
componentes do sistema purinérgico, especialmente em rela¢ao aos receptores P1
e P2. E estabelecido, atualmente, que mudangas na sinalizagio purinérgica estio
envolvidas na patofisiologia e na terapéutica de muitas doengas, possivelmente,
além de estarem relacionadas aos efeitos do exercicio fisico e de moléculas nu-
tracéuticas sobre o organismo.

No Brasil, existem diversos grupos de pesquisa que tém como foco a inves-
tigacdo da sinaliza¢do purinérgica. Contudo, o conhecimento sobre a sinaliza-
¢do purinérgica tem sido amplamente difundido em lingua inglesa por meio de
publicagdes cientificas em periddicos internacionais. Em lingua portuguesa, os
estudos sobre o sistema purinérgico vém sendo publicados, principalmente, em
dissertagoes e em teses. Esses dois fatores podem representar uma barreira para
0 acesso a esse conhecimento, fato que se consolidou como a principal motiva-
¢do dos organizadores deste livro para produzi-lo.

Dessa forma, o proposito desta obra é poder compilar e difundir em lingua
portuguesa um pouco do conhecimento disponivel a respeito do sistema purinér-
gico. Todos os colaboradores do livro sao pesquisadores brasileiros que estudam
alguma situacao fisiologica ou patologica envolvendo esse sistema. Destacamos



que esta produgdo conta com a colaboragdo de pesquisadores brasileiros reno-
mados na area, como as professoras Ana Maria Oliveira Battastini e Maria Rosa
Chitolina Schetinger e o professor Robson Coutinho-Silva.

O livro inicia com trés capitulos introdutorios, que contam sobre o funcio-
namento da sinalizagdo purinérgica em condigdes fisiologicas gerais e sobre a
histéria das enzimas e dos receptores purinérgicos. Os dois capitulos subsequentes
abordam situagdes fisioldgicas, como a modulag¢do do sistema purinérgico pelo
exercicio fisico e por moléculas nutracéuticas. Os capitulos seguintes abordam
a relagdo da sinalizagdo purinérgica em condigdes patologicas, incluindo diver-
sos tipos de cancer, doengas enddcrinas, como diabetes e disfungdes da glandu-
la tireoide, doenga renal, hipertensao arterial sistémica, doencas degenerativas,
como doenca de Alzheimer, e doen¢a macular relacionada a idade, doencas pa-
rasitarias e virais, dentre outras.

Dessa forma, este livro foi produzido para trazer aos leitores os dltimos
achados em relagdo ao envolvimento da sinalizagdo purinérgica em diversas
condigdes fisiologicas e patoldgicas. Espera-se contribuir para a difusdo do co-
nhecimento sobre os componentes do sistema purinérgico e sua atuagao, bem
como para a formagdo de novos pesquisadores que tenham esse tema como foco
de suas pesquisas.

Andréia Machado Cardoso

Leandro Henrique Manfredi

Sarah Franco Vieira de Oliveira Maciel
(Organizadores)
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SINALIZACAO PURINERGICA E SUAS
IMPLICACOES FISIOLOGICAS

Andréia Machado Cardoso

Roselia Maria Spanevello

Leandro Henrique Manfredi

Sarah Franco Vieira de Oliveira Maciel

Ha mais de 40 anos, o conceito de um sistema de sinalizagdo purinérgica
foi proposto pela primeira vez pelo professor Geoffrey Burnstock (1972). Esse
sistema possui diversos componentes, dentre eles estdo algumas enzimas, algu-
mas moléculas e diversos receptores. A sinalizagdo purinérgica inclui as respostas
celulares aos nucleotideos, como o ATP, e aos nucleosideos, como a adenosina,
0s quais agem como mensageiros extracelulares por meio de receptores especi-
ficos em todos os d6rgaos e sistemas. Todas as células possuem componentes do
sistema purinérgico e tém a capacidade de liberar nucleotideos de uma forma
controlada. Os mecanismos relacionados a liberacao dos nucleotideos tém sido
foco intenso de atividades de pesquisa. Estudos tém investigado amplamente
a fisiologia, a farmacologia e a bioquimica da sinalizagdo purinérgica. Mais re-
centemente, o foco tem sido a patofisiologia e o potencial terapéutico dos com-
ponentes do sistema purinérgico, especialmente em relagdo aos receptores P1 e
P2. Atualmente, ¢ estabelecido que mudangas na sinaliza¢do purinérgica estdo
envolvidas na patofisiologia e, possivelmente, na terapéutica de muitas doengas,
além de estarem relacionadas aos efeitos do exercicio fisico e de moléculas nu-
tracéuticas sobre o organismo.

Dessa forma, este capitulo introdutério objetiva explanar sobre os componen-
tes da sinalizagdo purinérgica, bem como suas fungdes em condigdes fisioldgicas
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gerais. Os capitulos subsequentes abordarao a sinalizagdo purinérgica em duas
situacoes especificas (exercicio e nutri¢do), e os outros capitulos tratardo do en-
volvimento desse sistema em mecanismos fisiopatologicos de diversas doengas,
bem como seu potencial como alvo para intervengdes terapéuticas.

O SISTEMA PURINERGICO: MOLECULAS, RECEPTORES
E ENZIMAS

O sistema purinérgico é composto por: as moléculas sinalizadoras, que sao
os nucleotideos e nucleosideos; os receptores, através dos quais essas moléculas
se ligam e exercem suas fungdes; e as enzimas responsaveis pela geracao, reco-
nhecimento e degradagdo daquelas moléculas sinalizadoras.

A adenosina trifosfato (ATP) é a molécula mais conhecida, devido a sua
importancia como moeda energética fundamental para o metabolismo celular,
mas esse nucleotideo é considerado uma molécula sinalizadora tanto no meio
intra quanto extracelular. Além do ATP, seus produtos de hidrolise como ade-
nosina difosfato (ADP), adenosina monofosfato (AMP) e a adenosina (ADO)
também atuam como sinalizadores em diversos tecidos e érgaos (Burnstock,
Arnett e Orriss, 2013).

Além das purinas (ATP, ADP e adenosina), as pirimidinas (UDP e UTP)
também sao importantes moléculas sinalizadoras que medeiam muitos efeitos
biolégicos através dos receptores purinérgicos. O ATP, ADP, UTP e UDP se li-
gam aos receptores P2, enquanto a ADO se liga a receptores P1. Os receptores
P2 sdo subdivididos na familia P2X e P2Y. Os receptores P2Y sao metabotro-
picos acoplados a proteina G, e os oito subtipos podem ser divididos em dois
grupos, dependendo do tipo de proteina G acoplada: P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6
sao acopladas a proteina Gq e ativam a proteina fosfolipase Cf3, enquanto P2Y12,
P2Y13 e P2Y14 se acoplam a Gi para inibir a enzima adenilato ciclase. O receptor
P2Y11 é peculiar, porque é acoplado a Gq e Gs e, assim, provoca um aumento
nos niveis intracelulares de AMPc e Ca2+. Os P2X sdo receptores ionotrdpicos
ligados a canais na membrana plasmatica. Ha sete subtipos de receptores P2X
diferentes (P2X1-7) para formar receptores triméricos. O dominio extracelular
desses receptores contém sitios de ligacao para ATP, antagonistas competitivos e
ions metdlicos moduladores. Ja os dominios transmembrana formam um canal
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de cations néo seletivo. As propriedades de abertura dos canais ionicos variam
muito com o subtipo do receptor: com os receptores homoméricos P2X2, P2X4
e P2X7 apresentam uma dessensibiliza¢do lenta, e P2X1 e P2X3 exibem dessen-
sibiliza¢ao rapida (Di Virgilio et al., 2001; Burnstock, 2007; Di Virgilio, 2012).

Os receptores P1, que tém a ADO como agonista, sdo divididos em quatro
subtipos — A1, A2A, A2B e A3 - e sdo todos acoplados a proteina G. O receptor
A1 medeia respostas de sinalizagao, que podem ser causadas por seu acoplamento
a diferentes proteinas dentro da familia Gi/o. A via conhecida de atuagdo desse
receptor é através da inibi¢do da adenilato ciclase, que causa uma diminui¢do no
AMPc. Outro mecanismo de atuacdo do Al é através da ativacido da fosfolipase
C (PLC), que promove o metabolismo do fosfotidilinositol de membrana, o que
produz o inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) e o diacilglicerol (DAG), os quais levam
ao aumento do calcio citosolico. Por sua vez, os receptores A2A sdo acoplados a
proteina Gs, ou seja, ativam a adenilato ciclase, e o receptor A2B esta acoplado
a diferentes vias de sinalizagdo, incluindo a ativagdo da guanilato ciclase, através
do acoplamento a Gq mediado pela PLC e aumento na [Ca2+]i dependente do
IP3. Ja os receptores A3 estdo acoplados a proteina Gi e, numa menor extensao,
também a proteina Gq (Ralevic; Burnstock, 1998; Burnstock, 2013).

Compondo também o sistema purinérgico, existem as enzimas respon-
saveis pela hidrolise dos nucleotideos e nucleosideos, chamadas ectonucleoti-
dases. Essas enzimas sao divididas em quatro familias de genes, que englobam
ectonucleotideopirofosfato/fosfodiesterases (ENPPs), fosfatase alcalina, ectonu-
cleosideotrifosfato difosfoidrolases (ENTPDases) e 5 -nucleotidase. As ENPPs
atuam na hidrolise de nucleotideos trifosfatados (ATP e UTP), em nucleotideos
monofosfatados (AMP e UMP) e pirofosfato. Sdo encontradas sete enzimas na
familia das ENPPs. A ENPP1 apresenta relacio com mineracio 6ssea e calcifica-
¢do tecidual e tem sido descrita por atuar na resisténcia a insulina de pacientes
diabéticos. As fosfatases alcalinas possuem ampla especificidade de substrato
para diferentes fosfatos monoésteres e outros compostos contendo fosfato, in-
cluindo os nucleotideos de adenina, polifosfatos inorganicos e pirofosfato. Trés
isoenzimas sao tecido-especificos e apresentam 90-98% de homologia, que sdo as
fosfatases alcalinas do intestino, a placentaria e aquelas das células germinativas
AP. A dltima isoenzima, a fosfatase alcalina nao tecidual (TNAP), é aproxima-
damente 50% idéntica as outras e é expressa principalmente nos ossos, figado e
rim (Zimmermann et al., 2012; Yegutkin, 2014).
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A ENTPDase comumente hidrolisa nucleotideos di e trifosfatados em mo-
nonucleotideos e fosfato inorgénico. Para sua maxima atividade, requer Ca2+ e
Mg2+ como cofatores. Oito genes diferentes codificam membros da familia da
ENTPDase e diferem quanto a especificidade ao substrato, distribui¢ao tecidu-
al e localizagao celular. Quatro delas (NTPDasel, 2, 3 e 8) estdo presentes na
superficie extracelular das membranas. As NTPDases 5 e 6 exibem localizacido
citoplasmatica, enquanto as NTPDases 4 e 7 sao inteiramente localizadas intra-
celularmente, de frente para o limen de organelas citoplasmaticas. Membros da
familia da NTPDase ligados a membrana sao altamente glicosilados, de massas
moleculares de aproximadamente 70-80 kDa e apresentam homologia de sequ-
éncia em regioes especiais chamadas “regides conservadas da apirase”, as quais
sao importantes para a atividade catalitica da enzima. Consistem de dois domi-
nios transmembranas proximos ao grupamento amino e carboxiterminal e ainda
podem existir, quer na forma monomérica, quer na forma homo-oligomérica.
Possuem seu sitio catalitico voltado para o meio extracelular (Zimmermann et
al., 2012; Yegutkin, 2014).

Quanto a atividade catalitica, as diferentes isoenzimas tém afinidades dife-
rentes pelos substratos. As NTPDasel e 2 tém preferéncia por hidrolisar nucleo-
tideos de adenina em detrimento dos nucleotideos de uracila, e todas as NTPDa-
ses, cujo sitio catalitico esta voltado para o meio extracelular, hidrolisam mais
rapidamente o ATP que o ADP. A NTPDasel é a enzima que tem mais afinidade
pelo ATP, contudo hidrolisa o produto ADP para AMP na mesma proporgdo. A
NTPDase2 tem uma grande preferéncia pela hidrdlise de ATP. As NTPDase3 e
8 hidrolisam ATP e UTP de forma similar. As enzimas intracelulares diferem na
preferéncia de substrato. As NTPDase 4, 5 e 6 hidrolisam preferencialmente NTP
e NDP, mas em menor propor¢ido o ATP e o ADP. As NTPDase 5 e 6 preferem
hidrolisar NTP, mas nao ADP, enquanto a NTPDase7 hidrolisa preferencialmente
UTP, CTP e GTP, mas tem uma afinidade muito baixa por ATP (Wang; Guidotti,
1998; Knowles; LI, 2006; Yegutkin, 2014).

A familia das NTPDases também difere entre si na sua localizagdo tecidual.
A NTPDasel esta localizada principalmente nas células de resposta imune, por
exemplo, linfécitos, mondcitos, células endoteliais dos vasos sanguineos e SNC.
A NTPDase 2 também ¢ expressa nos vasos sanguineos e nas células progenitoras
neuronais. Ambas as NTPDases 1 e 2 sdo expressas nas células acinares do pan-
creas. Em subconjuntos de neurdnios, em células epiteliais de tecidos incluindo



19

rim, vias aéreas e nos sistemas digestivo e reprodutivo, é encontrada a NTPDa-
se 3. A NTPDase 8 tem uma expressido mais restrita, sendo encontrada no ﬁ’ga—
do, rim e intestino. Em relacdo a localizacio das isoenzimas intracelulares, elas
apresentam uma expressido mais ampla, devido a seu controle de nucleotideos
no interior da célula. Seguramente, as oito isoenzimas podem ser encontradas
ndo somente nos tecidos destacados. Por exemplo, no SNC, pode-se encontrar
diferentes isoenzimas nos neuronios, astrdcitos e micréglia. Essa variagao ainda
pode mudar de acordo com a estrutura analisada (Robson; Sevigny; Zimmer-
mann, 2006; Zimmermann et al., 2012).

A NTPDase pode ser coexpressa com outra enzima que continua com a cas-
cata de hidrolise dos nucleotideos, a ecto-5-nucleotidase (CD73, E.C.3.1.3.5). A
ecto-5’-nucleotidase hidrolisa ribo e desoxiribonucleotideos 5’-monofosfatos em
seus respectivos nucleosideos. Dentre esses nucleotideos, a fun¢do de destaque da
ecto-5"-nucleotidase é a hidrolise do AMP a ADO. Essa enzima encontra-se an-
corada a membrana plasmatica por uma molécula de glicofosfatidilinositol (GPI)
com seu sitio catalitico voltado para o meio extracelular, mas também pode ser
encontrada na forma soltvel. A ecto-5’-nucleotidase de mamiferos consiste de
duas subunidades glicoproteicas unidas por ligagdes nao covalentes. O zinco e
outros ions metalicos bivalentes ligam-se a extremidade do dominio N-terminal.
Essa ectoenzima pertence a uma grande superfamilia de metalofosfoesterases
que age em diferentes substratos, tais como fosfoproteinas de Serina/Treonina,
varios nucleotideos e também esfingomielina. A ecto-5"-nucleotidase é expressa
em muitos tecidos, sendo mais abundante no célon, rim e cérebro, menos abun-
dante em figado, pulmao e coragao. No sistema vascular, essa enzima é bastante
expressa no endotélio dos vasos de grande calibre, como a aorta, e também nas
plaquetas. Contudo, nas células do sistema imune, esta presente em algumas sub-
populagoes de células. Além disso, no SNC, essa enzima pode ser encontrada em
diferentes estruturas, incluindo cértex cerebral, hipotalamo, hipocampo, cerebelo,
bulbo olfatério, entre outros (Colgan et al., 2006; Yegutkin, 2014).
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IMPLICACOES FISIOLOGICAS DA SINALIZACAO
PURINERGICA

Considerando que receptores purinérgicos estao localizados em praticamente
todas as células do organismo, demonstra-se que a sinalizagdo purinérgica esta
envolvida em varios mecanismos fisiologicos de sistemas como o neural, muscu-
lar, pulmonar, cardiovascular, renal, digestério, enddcrino, imune, dentre outros.

O papel da sinalizagdo purinérgica nas fungdes neuroldgicas foi o primeiro
a ser descoberto e tem sido um dos mais investigados. O conceito de neurotrans-
missdo purinérgica foi estabelecido, em 1972, por Geoffrey Burnstock. De acordo
com as suas pesquisas, Burnstock demonstrou a liberagao de substancias ativas
(ATP) no sistema nervoso autdbnomo (SNA), as quais ndo estavam associadas ao
sistema adrenérgico ou colinérgico, evidenciando, assim, que existia outra via
de sinalizagdo envolvida, a purinérgica. Atualmente, é bem estabelecido o papel
do ATP como um neurotransmissor excitatorio podendo atuar também como
um cotransmissor, uma vez que pode ser liberado com outros neurotransmisso-
res, a exemplo de glutamato, noradrenalina, 4cido gama-aminobutirico (GABA),
acetilcolina e dopamina (Burnstock, 2006).

Os receptores tanto do tipo P1 e P2 sdo muito expressos em células do
sistema nervoso e medeiam diversos processos relacionados, por exemplo, com
neurotransmissdo, neuromodulagdo, mielinizagao, aprendizado, memoria e in-
teragdes entre neurdnios e glia (Burnstock et al., 2011; Tozaki-Saitoh; Tsuda;
Inoue, 2011; Puchalowiz et al., 2015; Welsh; Kucenas, 2018). De um modo geral,
receptores ionotrdpicos P2X estdo envolvidos na transmissao sinaptica rapida
e na plasticidade sinaptica, enquanto que os receptores acoplados a proteina G,
P2Y, além de regularem varias atividades pré-sinapticas, também medeiam a si-
nalizagdo de longo prazo envolvidas, por exemplo, com proliferagdo, diferencia-
¢do e morte celular (Tozaki-Saitoh; Tsuda; Inoue, 2011). Uma das fun¢des mais
conhecidas dos receptores P1 no sistema nervoso central (SNC) é o seu papel na
neuromodula¢do, uma vez que a adenosina, ao interagir com esses receptores, é
capaz de controlar a a¢do de varios neurotransmissores (Sebastiao; Ribeiro, 2009).

Nas jungdes neuromusculares, hd a interligagdo entre a sinalizagdo purinér-
gica nervosa e muscular. Diversos receptores purinérgicos, como P2X1, P2X4,
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P2X5, P2Y1, P2Y2, P2Y3, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y13 e P2Y14, estdo presentes
nas fibras musculares e podem desempenhar distintas fungdes por meio de sinais
mediados por ATP e ADP. Em humanos, ja foram verificadas a presenca dos re-
ceptores P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11 e P2X1 na célula muscular diferenciada.
Os nucleotideos extracelulares podem ser liberados de diferentes células em torno
do musculo, como neurdnio motor, células endoteliais e dsseas, que podem atuar
diretamente em células musculares (Burnstock; Arnett; Orriss, 2013). Jiménez
et al. (2018) mostraram que o ATP extracelular promove o aumento da sintese
proteica no musculo esquelético de roedores por meio da ativagdo de receptores
P2Ys e da via de sinalizacdo Akt-mTOR. Assim, apesar de haver diferencas na
expressao dos receptores entre espécies, as vias de sinaliza¢oes intracelulares que
explicam as adaptagdes musculares no exercicio ou mesmo em outras condigdes,
como hipertrofia, captagao de glicose, contragao e liberagao de miocinas, podem
ser induzidas pelos receptores purinérgicos e proporcionarem implicagdes sig-
nificativas para a saude (Burnstock; Arnett; Orriss, 2013).

Em relagdo ao sistema respiratorio, ja tem sido documentado que componen-
tes do sistema purinérgico estdo presentes nas vias aéreas superiores e inferiores e
nos pulmoes, ajudando a controlar esse sistema de diversas formas. Por exemplo,
as células epiteliais alveolares do tipo I (ATT) liberam ATP quatro vezes mais em
resposta ao estiramento/estresse do que as células ATIL; concluiu-se que as células
ATT sdo mecanossensores no pulmao e que a estimulagao paracrina das células
ATI pelo ATP liberado por essas células desempenha um papel na regulagao da
secre¢do de surfactante. Ainda, o ATP liberado mecanicamente das células epi-
teliais das vias aéreas tem agdo cilios estimulatdrias na mucosa respiratoria de
animais e humanos. Esse mecanismo auxilia, via receptores P2X, na depuraqéo
mucociliar, a qual serve como mecanismo primario de defesa do hospedeiro
para remover poeira e microorganismos dos pulmdes (Burnstock et al., 2012).

Ainda no sistema respiratdrio, a liberacao de mucina das células calicifor-
mes das vias aéreas ¢ estimulada pelo ATP, atuando através de receptores P2. Os
receptores P2U (isto é, P2Y2 e/ou P2Y4) foram posteriormente implicados na
regulagdo da secregdo de mucina pelo ATP e pelo UTP em linhagem de célu-
las caliciformes das vias aéreas e em células bronquicas humanas diferenciadas.
Posteriormente, comprovou-se que o ATP causa liberacao de mucina das células
caliciformes em ratos e em humanos. O UTP pode melhorar a secre¢dao de muci-
na e a expressdo do gene da mucina através de diferentes vias de sinalizagdo em
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culturas de tecidos traqueobronquicos humanos. Os receptores P2Y2 fornecem
uma via principal para a regulagdo da secrecdo de mucina por ATP e UTP que
atuam nas membranas apicais das células caliciformes via fosfolipase C (Burns-
tock et al., 2012). Verifica-se, por meio dos exemplos citados, que a sinaliza¢do
purinérgica estd envolvida em diversas fung¢oes celulares no trato respiratdrio.

Sobre a sinalizagdo purinérgica no sistema cardiovascular, hoje se estabelece
que os nucleotideos e nucleosideos atuam nos purinoreceptores dos cardiomio-
citos, nos atrioventricular e sinoatrial, fibroblastos cardiacos e vasos sanguineos
coronarios. O tonus vascular é controlado por um mecanismo duplo. O ATP,
liberado dos nervos simpaticos perivasculares, causa vasoconstri¢ao em gran-
de parte via receptores P2X1. As células endoteliais liberam ATP em resposta a
alteragoes no fluxo sanguineo (por estresse de cisalhamento) ou hipdxia, para
atuar nos receptores P2 nas células endoteliais para produzir éxido nitrico, fator
hiperpolarizante derivado do endotélio ou prostaglandinas, causando vasodilata-
¢30. O ATP também é liberado dos nervos sensorio-motores durante a atividade
do reflexo antidromico, para produzir relaxamento de alguns vasos sanguineos.
A sinalizagdo purinérgica esta envolvida na fisiologia dos eritrdcitos e plaquetas.
O ATP é liberado pelos eritrocitos e plaquetas, e os purinoreceptores e ectonucle-
otidases sdo expressos por essas células. Os receptores P1, P2Y1, P2Y12 e P2X1
sdo expressos em plaquetas, que mediam a agregacao plaquetdria e a mudanca
de forma. As agdes (trdficas) de longo prazo dos nucleosideos e nucleotideos de
purina e pirimidina promovem a migracao e a proliferagdo do musculo liso vas-
cular e das células endoteliais via receptores P1 e P2Y, podendo ter implicagdes
patoldgicas, dependendo da intensidade (Burnstock, 2017).

Existem evidéncias de que o ATP também aumenta a atividade mecanica
e a produgao de inositol trifosfato no coragéo, indicando mediagao pelos recep-
tores P2Y. Os efeitos inotrdpicos positivos do ATP nos cardiomidcitos parecem
ser mediados pelos receptores P2Y11. Existem interacdes entre receptores pu-
rinérgicos e adrenérgicos na regulacao da contratilidade miocardica no desen-
volvimento pds-natal. A ativacdo do ATP via adenosina e receptor P1 aumenta
a secre¢do de peptideo natriurético atrial, enquanto a UTP via receptores P2Y
diminui a secrecdo de peptideo natriurético atrial. A sinalizagdo mediada pelo
receptor P2Y esta envolvida na sincroniza¢ao intercelular de oscilagdes intrace-
lulares de Ca2+ em midcitos cardiacos. O estresse de cisalhamento induz uma
onda Ca2+ através da liberagdo autdcrina de ATP que atua nos receptores P2Y1
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nos midcitos atriais. Os efeitos da nicotinamida adenina dinucleotideo no co-
ragdo parecem ser mediados por receptores P2. Cabe ressaltar que a sinaliza¢do
purinérgica parece estar envolvida no desenvolvimento embrionario do coragéo,
uma vez que a ativagdo por ATP e ADP é capaz de promover a cardiomiogénese
de células-tronco embrionérias (Burnstock, 2017).

O ATP extracelular também tem se destacado por ter uma funcio na re-
gulagao do tonus vascular dos rins e, consequentemente, da fisiologia renal. O
ATP extracelular pode modular a microcirculagio renal através da ligagao aos
receptores P2X (vasoconstrigdo) e P2Y (vasodilagao). A sinalizagdo purinérgica
também esta envolvida em varios outros mecanismos renais importantes, tais
como feedback tuboglomerular, controle da liberagio de renina, uma enzima que
regula a entrada e saida de sangue do glomérulo com aumento ou diminuigdo da
pressdo arterial, e o transporte de agua e eletrolitos no tibulo renal (Chan; Unwin;
Burnstock, 1998; Vallon; Muhlbauer; Osswald, 2006; Burnstock; Vaughn; Robson,
2014). Além disso, cabe destacar também que tanto o ATP liberado de neur6nios
parassimpaticos como o urotélio estdo envolvidos no processo de contracio da
bexiga. O urotélio expressa vérios tipos de receptores purinérgicos e durante o
processo de enchimento da bexiga tem sido sugerido que o ATP ao interagir com
receptores P2X3 e P2X2 em nervos sensoriais suburoteliais, pode mediar uma
via de sinalizagdo importante relacionada ao inicio do reflexo miccional e a sen-
sacdo de enchimento e urgéncia da bexiga (Burnstock, 2014; Andersson, 2015).

Em érgaos do sistema gastrointestinal, varias agoes fisioldgicas tém sido
mediadas pela sinalizagdo purinérgica. Tanto o ATP quanto a adenosina tém sido
implicados em regular a motilidade do trato gastrointestinal (Bornstein, 2008).
No intestino, o ATP também atua na regulagdo da secregdo e absor¢ao de células
epiteliais e no controle do tonus vascular intestinal. Em estudos experimentais
com ratos, tem sido demonstrado que os receptores Al e em menor extensio
0s A2A e A2B contribuem para a vasodilatagao mediada por adenosina no jeju-
no. Purinoreceptores P2X e P2Y também estdo envolvidos em processos como
liberagdo de bile, metabolismo de glicogénio, secregdo gastrica e das glandulas
salivares e a neurotransmissao entérica (Burnstock, 2014).

Receptores purinérgicos (P2 e P1) e ectonucleotidases também sao expressos
nas células pancreaticas e influenciam a atividade das células alfa e beta, produ-
toras de glucagon e insulina, respectivamente. Os receptores P2 podem aumentar
e amplificar os sinais associados ao efeito da glicose na secrecao de insulina ou
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apoptose das células beta. Os receptores P2X facilitam o influxo de Ca2+/Na+
e a despolarizagdo da membrana e, como resultado, podem provocar secrecio
de insulina mesmo em baixas concentragdes de glicose. Alguns receptores P2Y
aumentam o Ca2+ celular e ativam as vias da proteina quinase C (PKC). Além
disso, outros receptores P2Y e adenosina afetam a via do cAMP e possivelmen-
te a sinalizagdo Epac. Nas células alfa pancreaticas, foi demonstrado que o ATP
estimula a secre¢ido de glucagon. Outros estudos demonstraram que o feito do
ADP seria ainda maior que o do ATP nesse estimulo. Também hd evidéncia da
participagdo de receptores de adenosina A2 em células alfa secretoras de gluca-
gon (Burnstock; Novak, 2012; Bjelobaba; Janjic; Stojilkovic, 2015).

A glandula tireoide ¢ inervada por aferentes simpaticos, parassimpaticos
e sensoriais e, portanto, o ATP pode ser coliberado das terminag¢des nervosas,
das células endoteliais capilares ou das proprias células da tireoide. Muito pou-
co se sabe sobre as E-NTPDases na fisiologia da glandula tiredide. A atividade
da eN foi detectada na glandula tiredide normal, enquanto as células do carci-
noma papilifero da tireoide expressam fortemente a mesma enzima. A analise
imuno-histoquimica da glandula tire6ide sugeriu a expressao de P2X3R, P2X4R
e P2X5R em células foliculares e endoteliais, mas ndo em células parafoliculares.
Os tiredcitos humanos expressam os mRNAs P2X3, P2X4, P2X5, P2X6 e P2X7.
Os tiredcitos humanos também expressam os mRNAs dos receptores P2Y1, P2Y2,
P2Y4 e P2Y11 e 0 ATP induz a produgio e liberagdo de interleucina-6 dessas cé-
lulas, presumivelmente através da ativagdo de um desses receptores. Em estados
patoldgicos, mas nao em estados fisioldgicos, ha também a expressdo de recep-
tores de adenosina nas células da tireoide (Bjelobaba; Janjic; Stojilkovic, 2015).

As células imunes possuem receptores purinérgicos e ectonucleotidases;
possuem, portanto, muitas de suas fun¢des controladas pela sinalizagdo puri-
nérgica. O ATP atualmente é reconhecido como um DAMP (padrao molecular
associado ao dano), sendo liberado no meio extracelular em resposta a algum
dano celular. A estimula¢ao de neutrdfilos e células T leva a liberagdo rapida de
ATP, que aciona ciclos de feedback purinérgicos autdcrinos que amplificam os
estimulos fracos que essas células recebem durante a ativagao celular (Ferrari et
al.,2016). Nao apenas o ATP, mas varios mecanismos de sinalizagao purinérgicos
regulam a ativagao dos diferentes tipos de células do sistema imunoldgico. Por
exemplo, a ativagdo de células T induz a libera¢ao de ATP através dos canais da
panexina 1 que se translocam com os receptores P2X para a sinapse imune com



25

outras células imunes, onde promovem o influxo de célcio e a ativagao celular
por meio de sinalizagdo purinérgica autdcrina. Os neutrdfilos liberam ATP em
resposta aos mediadores quimiotaticos, e a sinaliza¢ao autdcrina, através de re-
ceptores purinérgicos, regula a quimiotaxia dessas células. A ativacao de recepto-
res purinérgicos nas células imunes pode desencadear mecanismos de feedback
positivo ou negativo e, portanto, pode regular rigidamente as respostas imunes
(Junger, 2011; Eltzschig; Sitkovsky; Robson, 2012).

Além dos mecanismos de retroalimentagao autdcrina que regulam a fungao
das células imunes saudaveis, os receptores purinérgicos permitem que as células
imunes reconhecam o ATP extracelular. Assim, os sistemas de sinalizagdo puri-
nérgica das células imunes atuam no reconhecimento dos sinais de “perigo’, e o
ATP, liberado pelas células estressadas, atua como um “sinal de busca” que guia
os fagocitos para os locais inflamados e promove a eliminagdo de células apop-
toticas e danificadas. A sinalizagdo purinérgica também ¢ crucial para a ativa-
¢do de inflamassomas (responsaveis pela ativagido de processos inflamatdrios) e
a subsequente liberagao de citocinas pré-inflamatdrias, como a interleucina-1f
(IL-1B), em resposta a DAMPs. Ja a adenosina extracelular atua como um sinal
imunorregulatério que modula a fungao de varios componentes celulares da res-
posta imune adaptativa e inata. Dada sua atividade principalmente imunossu-
pressora, sabe-se que a adenosina interfere em estagios posteriores do processo
inflamatdrio como mediador de feedback negativo, ativando células T Regula-
torias e mediando a liberagao de citocinas anti-inflamatdrias como a IL-10, por
exemplo (Antonioli et al., 2012; Ferrari et al., 2016). Sendo assim, verifica-se
que o equilibrio entre as concentracdes de ATP (pr6-inflamatdrio) e adenosina
(anti-inflamatdria) é um fator crucial na homeostase imune e, dessa forma, as
ectonucleotidases possuem um papel importante na regulagdo dos niveis desses
nucleotideos e nucleosideo.

A partir do exposto, conclui-se que o sistema purinérgico participa ativa-
mente dos mecanismos celulares fisioldgicos em praticamente todos os tecidos
e orgdos, sendo parte importante do funcionamento do organismo como um
todo. Muito se negligencia sobre esse sistema, possivelmente por falta de divul-
gacao dos estudos dessa area. Este livro foi langado com o intuito de disseminar
o conhecimento ja existente sobre as implicagdes fisiopatoldgicas da sinalizagao

purinérgica em diversas situacdes, como se verifica nos préoximos capitulos.
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O SISTEMA PURINERGICO E
A HISTORIA DAS PURINAS

Ana Maria Battastini
Maria Rosa Chitolina Schetinger

ECTO-NUCLEOTIDASES

Enzimas que catalisam a hidrolise dos grupos fosfatos do ATP, originalmen-
te denominadas “apirases” ou ATP difosfoidrolases (EC 3.6.1.5) sdo enzimas que
catalisam a hidrolise de nucleosideos tri- e difosfato (ATP, ADP) na presencga de
cations divalentes (Ca**, Mg**, Mn?*, Zn?*), aos seus respectivos monofosfonu-
cleotideos (AMP), com liberagao de fosfatos inorganicos como esquematizado
na sequéncia.

ATP +2H,0 +» AMP +2 Pi

Essas enzimas se diferenciam das ATPases intracelulares, por terem ampla
especificidade pelos substratos, podendo hidrolisar nucleosideos tri- e difosfato
além do ATP, estando em geral associadas @ membrana com sitio ativo voltado
para o meio extracelular ou para o limen das organelas. Além disso, algumas
formas soltveis dessas enzimas também sdo identificadas.

Historicamente, os primeiros estudos sobre “apirases” coincidem com as in-
vestigacoes sobre os processos de fermentagdo em células de leveduras e plantas,
que levam a descri¢do de importantes vias metabdlicas tais como a “via glicolitica”.
A hidrdlise enzimatica do ATP com a liberagao de 2 fosfatos foi demonstrada pela
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primeira vez em musculo esquelético por Lohmann (1928), no inicio do século
passado. Em 1943, Colowick & Kalckar demonstraram que essa atividade era
devida & agdo combinada de uma ATPase e uma “mioquinase”. No ano seguinte,
Kalckar (1944) descreveu a atividade adenilpirofosfatasica em extratos de figa-
do e batata. Entretanto, foi Meyerhof (1945) o primeiro pesquisador a propor o
nome “apirase” para descrever uma AdenilPirofosfatase, quando investigava o
processo de fermentac¢do da glicose por células de levedura. Esse autor ja relata,
em seus estudos, uma preocupagdo com o que parece ser uma carateristica das
“apirases” de diferentes origens, ou seja, a relativa sensibilidade aos processos de
extracdo e purificacio. Essa carateristica parece ter dificultado durante anos a in-
vestigagao das caracteristicas cinéticas de tais enzimas. Posteriormente, em 1957,
essa atividade enzimatica foi nomeada também como uma “Ecto-ATPase” por
Engelhardt, demonstrando, assim, que, historicamente, houve uma dificuldade
em identificar as enzimas que hidrolisavam os dois fosfatos do ATP e que eram
diferentes das ATPases intracelulares.

Em tecidos de vertebrados, uma ATP difosfoidrolase (EC 3.6.1.5) havia sido
identificada como associada a membrana plasmatica de varios tecidos e células
animais, tais como eritrocitos humanos (Herbert, 1956), plasma sanguineo hu-
mano (Holmsen; Holmsen, 1971), pancreas de porco (LeBel et al., 1980; Laliberte;
Beaudoin, 1983), membrana plasmatica de células normas e tumorais (Knowles
et al., 1983), glandulas salivar e mamaria de ratas (Valenzuela et al., 1989).

O Comité de Nomenclatura da Unido Internacional de Bioquimica e Biolo-
gia Molecular (NC-IUBMB) ¢é responsavel pela manutengao da lista de enzimas
publicada pela primeira vez em 1961, com a ultima edigdo impressa em 1992
(IUBMB, 1992). Desde 1992, a lista foi atualizada eletronicamente pelo uso da
web. Paralelamente a esse processo, todas as recomendagdes publicadas pelo
Comité também foram convertidas para um formato legivel pela web. Por esse
Sistema de Classificagdo, o numero EC 5.6.1.5 identifica a atividade enzimatica
com as seguintes caracteristicas:



30

Accepted Name
Apyrase
Alternative Name (s)
Adenosine diphosphatase
ADPase
ATP-diphosphatase
ATP-diphosphohydrolase
Reaction catalysed

A nucleoside 5’-triphosphate + 2 H(2)O <=> a nucleoside 5’-phosphate + 2 phosphate

Cofactor(s)
Ca(2+).

Comment(s)

« Apyrases are active against both di- and triphosphate nucleotides (NDPs and NTPs) and
hydrolyze N'TPs to nucleotide monophosphates (NMPs) in two distinct successive phosphate-
-releasing steps, with NDPs as intermediates.

« They differ from ATPases, which specifically hydrolyze ATP, by hydrolyzing both ATP and
ADP.

« Most of the ecto-ATPases that occur on the cell surface and hydrolyze extracellular nucleoti-
des belong to this enzyme family.

Atualmente, é possivel acessar as caracteristicas enzimaticas pelo sistema
BRENDA, um banco de dados abrangente sobre informagdes funcionais e mole-
culares de enzimas, com base na literatura. A base de dados contém informacoes
extraidas e avaliadas a partir de aproximadamente 46.000 referéncias, com dados
de, pelo menos, 40.000 enzimas diferentes de mais de 6.900 organismos distintos,
classificados em aproximadamente 3.900 nimeros E.C. (Schomburg et al., 2004).

ESTUDOS PIONEIROS NO BRASIL

No Brasil, a histdria dos estudos sobre as “apirases” comegou com os traba-
lhos pioneiros sobre a caracterizagio e purificagdo dessas enzimas em saliva de
insetos hematodfagos, os quais foram publicados pelo Dr. José Marcos Ribeiro e
seus colaboradores (Ribeiro; Garcia, 1980; Ribeiro et al., 1984, 1989, 1990). Em
1985, o Prof. Jodo José Freitas Sarkis caracterizou e purificou uma apirase em



31

saliva de Rhodnius prolixus, como resultado de sua tese, realizada sob a super-
visao do Prof. José Marcos Ribeiro e do Prof. Jorge Gumaraes (Apirase salivar
do Rhodnius prolixus: cinética e purificagio. Tese de Doutorado, Curso de Pés-
-Graduac¢ido em Ciéncias, Departamento de Bioquimica, Instituto de Quimica,
UFR]J, Rio de Janeiro, R], 1985). Os resultados dessa tese fundamentaram o de-
senvolvimento de uma nova e produtiva linha de pesquisa coordenada pelo Prof.
Sarkis quando do seu retorno ao Departamento de Bioquimica da UFRGS em
Porto Alegre (Ribeiro et al., 1986; Sarkis et al., 1984).

Em 1986, quando o Prof. Sarkis estava retornando ao Departamento de

Bioquimica da UFRGS, foram publicados dois trabalhos que caracterizavam
“ectonucleotidases” em sinaptossomas colinérgicos do 6rgao elétrico de Torpedo
marmorata (Grondal; Zimmermann, 1986) e em sinaptossomas de cortex cere-
bral de ratos (Nagy et al., 1986). A autora Agnes Nagy havia publicado, em 1983,
um trabalho tratando da caracterizagdo de uma “adenosina trifosfatase” na su-
perficie externa de sinaptossomas de cérebro de galinha (Nagy et al., 1983). Se
acompanharmos a literatura desses dois autores, Dr. Zimmermann e Dr. Nagy,
observamos que eles muito contribuiram, na década de 1980, para os estudos
sobre as enzimas que hidrolisam o ATP no sistema nervoso periférico e central.
As enzimas que hidrolisavam o ATP extracelular eram identificadas na litera-
tura como ecto-ATPases, uma vez que elas apresentavam caracteristicas que
as distinguiam das ATPases intracelulares ja bastante bem caracterizadas (Na*,
K*-ATPAses, H*-ATPases e Ca**-ATPases), sendo a principal diferenca o fato
de terem seu sitio ativo voltado para o espago extracelular, de onde se origina a
denominagdo “ecto”. Importante também comentar que o Dr. Herbert Zimmer-
mann foi pioneiro na descri¢gdo nao somente das “ecto-ATPases’, como também
da ecto-5"-nucleotidase que hidrolisa 0 AMP, gerando adenosina (Zimmermann,
1992; Zimmermann et al., 1993).

Chamou a atengdo do Prof. Sarkis o fato de que, em muitos trabalhos en-
contrados na literatura, havia uma aparente confusdo quanto a nomenclatura
e a identificagdo das caracteristicas cinéticas das enzimas entio denominadas

“ecto-ATPases”. A partir dessa ideia, o Prof. Sarkis, ao comegar a sua linha de
pesquisa, passou a investigar essas enzimas em membranas de cérebro de ratos.
Como resultado de sua primeira orientagao, foi publicado um artigo no qual se
caracterizou uma apirase em sinaptossomas de hipotdlamo de ratos (Schadeck
et al, 1989). Em sua segunda orientacdo, o Prof Sarkis partiu para a purificagao
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dessa enzima a fim de obté-la de forma homogénea e, assim, poder melhor ca-
racterizd-la, como fizera no seu doutorado com a enzima de saliva de Rhodnius
prolixus. Infelizmente, a purificagiao da enzima de hipotdlamo néao foi bem-su-
cedida (Dissertacdo de Mestrado Helena Cimarosti, 1987). Mais tarde, em 1996,
se descobriu a razdo dessa dificuldade. Nesse ano, o Prof. Sarkis saiu para um
estagio de Pés-Doutorado em Barcelona, na Espanha, onde continuou sua busca
pela real identidade molecular da enzima que hidrolisava o ATP extracelular por
membranas sinapticas. No seu pds-doc, o Prof. Sarkis caracterizou como uma
“ATP difosfoidrolase” a enzima anteriormente caracterizada por Zimmermann
como uma “ecto-ATPase” em membranas sinaptossomais do 6rgao elétrico de
Torpedo marmorata (Sakis; Saltd, 1991). De fato, os estudos posteriores mos-
traram que ndo existem apenas duas enzimas capazes de hidrolisar o ATP até
AMP, mas oito enzimas com localizacio, caracteristicas e identidades molecula-
res distintas (Simon et al., 2006; Zimmermann, 2012). Retornando do seu pos-
-doc, o Prof Sarkis orientou mais dois alunos — o Prof. Joao Batista Teixeira da
Rocha e a Profa. Ana Maria Oliveira Battastini —, os quais seguiram os estudos
sobre as “ecto-apirases” em sistema nervoso central (SNC). O Prof. Jodo Batista
Rocha estudou os efeitos da desnutri¢do materna sobre as atividades ATPasica
e ADPasica em sinaptossomas de cérebro de ratos, bem como o efeito de farma-
cos sobre essas atividades (Rocha et al., 1990a, 1990b). No seu mestrado, a Profa.
Ana Battastini caracterizou essa enzima em sinaptossomas de cortex cerebral de
ratos (Battastini et al., 1991). Nesse estudo, ocorreu uma nova preparagio de
sinaptossomas, utilizando-se gradiente de Percoll, introduzindo-se, assim, uma
nova técnica no laboratério, a qual foi utilizada por varios outros alunos, geran-
do muitos artigos presentes na produgao cientifica do Prof. Sarkis. Na sequéncia
ao seu mestrado, a Profa. Ana Battastini realizou o doutorado sob a orientacio
do Prof. Renato Dutra Dias do mesmo laboratério. Nessa ocasiao, ela se pro-
pOs novamente a purificar a enzima a partir de membrana plasmatica sindptica
de cérebro de ratos. Mais uma vez, foi encontrada uma grande dificuldade em
atingir a purificagdo dessa enzima. Nessa pesquisa, foi mostrado que a enzima
responsavel pela hidrolise do ATP até AMP era extremamente sensivel a prati-
camente todos os detergentes normalmente utilizados para extrair a enzima da
membrana (Battastini et al., 1995; 1998).
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PROTOCOLOS PARA CARACTERIZACAO DE UMA
APIRASE/ATP DIFOSFOIDROLASE

Até 1995, devido a falta de informagdes sobre a identidade molecular das
apirases e, consequentemente, a falta das informagoes sobre as enzimas da grande
familia das NTPDases, o que s6 se estabeleceu entre 1996 e inicio dos anos 2000,
a caracterizagdo de uma apirase/ ATP difosfoidrolase que permitia distingui-la de
uma ATPase se baseava essencialmente na exclusio de combinacdes enzimaticas
que pudessem mimetizar tais atividades. Para tanto, alguns protocolos estavam
bem estabelecidos e incluiam a exclusdo da presenca de enzimas “contaminantes

- Quadro 1 (Battastini et al., 1991). Embora esses ensaios fossem bastante simples,
muitos trabalhos na literatura se baseavam nesses protocolos para caracterizar
uma ATP-difosfoidrolase e, durante muitos anos, foram descritos na literatura.

Quadro 1 - Protocolos para caracterizagdo de uma apirase/ ATPdifosfoidrolase

Associagdo enzimatica Excluida por

Adenilato cinase + ATPase Ensaio enzimadtico dessa enzima quando se
oferecia ADP como substrato
ATP pirofosforilase + pirofosfatase inorganica Incubagido do substrato pirofosfato
inorganico
Fosfatases inespecificas Incubagio com ésteres de fosfato (glcose-6-
-fosfato e B-glicerofosfato

ATPase + ADPase Ensaio com ATP + ADP - “mixed substrate

assay” Se atividade for uma média das ativi-
dades separadamente, indica que temos uma
enzima agindo sobre os dois substratos.

ATPases intracelulares Uso de inibidores especificos (ouabaina, oli-
gomicina, ortovanadato, FITC, entre outros)
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DECADA DE 1990 - UM MARCO HISTORICO PARA OS
ESTUDOS SOBRE ECTO-APIRASES/ECTO-ATPASES

Em 1995, a primeira revisdo completa e extensiva sobre a “ubiqua ecto-ATPa-
se” foi publicada (Plesner, 1995). Essa revisao foi um marco histérico no campo
das ecto-enzimas que hidrolisam o ATP. Nesse mesmo ano, a Dra. Plesner, em
associacdo com dois outros importantes pesquisadores da area das nucleotidases,
Dr. A. Knowles e Dr. T. Kirley, organizou o “First Workshop on Ecto-ATPases”,
que ocorreu em agosto de 1996, em Mar del Plata, na Argentina. Nesse encon-
tro, que foi fundamental para o desenvolvimento e futuras colaboragdes entre
os diferentes laboratdrios do mundo, reuniram-se praticamente todos os cien-
tistas que trabalhavam com as enzimas denominadas de ecto-ATPases, apirases
ou ecto-ATP difosfoidrolases. Ao final de uma semana intensa de apresentagdo
de trabalhos, o grupo de pesquisadores reuniu-se e propds que uma comissao
internacional se encarregasse de organizar a nomenclatura das “apirases” (Zim-
mermann et al., 2000).

O ano de 1996 foi fundamental para os estudos sobre as ecto-ATPases/ecto-

-apirases/ecto- ATPdifosfoidrolases, ndo somente por esse encontro cientifico, mas
porque foi publicado o primeiro estudo em que a enzima apirase de batata foi clo-
nada e sua estrutura primaria sequenciada (Handa; Guidotti, 1996). Nesse mesmo
ano, Wang e Guidotti mostraram que a proteina CD39 (lymphoid cell activation
antigen, CD39) que havia sido clonada previamente era a mesma proteina apirase
(Wang; Guidotti, 1996; Wang et al., 1997). Nesse estudo, foram identificadas as “5
regides conservadas da apirase”, denominadas ACRs. Nos anos seguintes, o autor
publicou alguns trabalhos fundamentais sobre o gene que a codifica e a estrutura
quaternaria da proteina, a identificagdo de seu “ancoramento” por dois dominios
transmembrana e a sensibilidade aos detergentes. Isso explicou a dificuldade na
extragdo e purificacdo observada por vérios autores. No final dos anos 90 e inicio
dos anos 2000, realizou-se intensa pesquisa sobre a estrutura das “apirases/ecto-

-ATPAses’, tais como identidade molecular, formagao de oligdbmeros, sitios de
glicosilagao, formas soluveis, relagdes filogenéticas, principais ligantes, estrutura
cristalina, estrutura do sitio ativo e mecanismo de catdlise. Em 1999 e em 2002,
foram realizados o segundo e o terceiro workshop sobre ecto-ATPAses, na Bélgica
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e nos Estados Unidos, respectivamente. No segundo encontro, uma comissio de
pesquisadores apresentou uma proposta de nomenclatura para essas enzimas e,
a partir disso, as ecto-ATPases/apirases ou ATP difosfoidrolases passaram a ser
nomeadas como ecto-nucleosideotrifosfodifosfoidrolases e representadas sim-
plificadamente como NTPDases. A partir desse encontro realizado em 1999, na
Bélgica, o interesse pelas enzimas que hidrolisam o ATP até adenosina foi am-
pliado com a inclusio de trabalhos sobre as ecto-nucleotide pyrophosphatase/
phosphodiesterases e a ecto-5"-nucleotidase. Ficou muito clara, desde entdo, a
complexidade da cadeia de enzimas que participam do controle dos nucleotide-
os/nucleosideos no espago extracelular. Hoje esta muito bem estabelecido que
a hidrolise do ATP extracelular a adenosina é catalisada por varias familias de
ectoenzimas, nas quais sdo identificadas as ecto-NTPDases (1-8), as ecto-fosfo-
diesterases/pirofosfatases (1-3), a ecto-5’-nucleotidase/CD73 e também as ecto-
-fosfatases alcalinas. Vérias excelentes revisoes tém discutido a participagao das
multiplas ecto-nucleotidases na hidrolise de ATP e outros nucleotideos no meio
extracelular, as quais sdo recomendadas para leitura a fim de uma revisao sobre
o assunto (Knowles, 2011; Zimmermann et al., 2012).

Estudos recentes demonstraram uma via alternativa para o metabolismo
extracelular de nucleotideos e consequente formagdo de adenosina, iniciada por
acao de uma NADase/CD38 que hidrolisa 0o NAD*, gerando adenosina difosfato-

-ribose (ADPR) ou adenosina difosfato ciclica ribose (cADPR), que sdo hidroli-
sados pela ecto-pirofosfatase/fosfodiesterases 1 (NPP1/CD203a), e promovendo
aformagdo de AMP, o qual finalmente é metabolizado pela ecto-5’-nucleotidase/
CD73 em adenosina. Essa rota, embora ndo envolva a hidrdlise do ATP, se constitui
numa rota “alternativa” de geragdo de adenosina em alguns sistemas bioldgicos,
especialmente no sistema imune e nas células do cincer (Horenstein et al., 2013).

PRINCIPAIS TRABALHOS ORIENTADOS PELO PROE
SARKIS ENVOLVENDO A ATIVIDADE DA ENZIMA
ATP-DIFOSFOIDROLASES/APIRASES

Na Tabela 1, apresenta-se a sequéncia dos principais trabalhos do grupo li-
derado pelo Prof. Sarkis envolvendo a atividade da enzima ATP-difosfoidrolase.
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Os trabalhos foram separados por tdpicos que representam esse importante le-
gado cientifico e foram assim designados: efeito de metais sobre a hidrélise do
ATP e ADP; estudos em diferentes doencas; caracterizacio e estudo em diferentes
linhagens celulares; estudos em modelos de cancer; efeitos de diferentes compos-
tos sobre a hidrélise do ATP e ADP. E importante salientar que os trabalhos de
caracterizacio e separac¢do de sinaptossomas (Battastini ef al., 1991) e de separa-
¢do de plaquetas (Frasetto et al., 1993 e Pilla et al., 1996) deram origem a varias
publicagdes que se seguiram e sdo utilizados até hoje em diferentes laboratérios
que trabalham com a enzima.

Neste histdrico apresentado, podemos acompanhar os projetos que foram
desenvolvidos ao longo dos anos. Por exemplo, a hidrélise de ATP e de ADP é
dependente de metais divalentes tais como o calcio e 0 magnésio. Nesse contexto,
como demonstrado, o Prof. Sarkis teve interesse em estudar metais com carac-
teristicas toxicas sobre a atividade da enzima. Assim, a Profa. Maria Rosa Chi-
tolina estudou o efeito do aluminio (Schetinger et al., 1995), e a Profa. Claudia
Barcellos estudou o efeito do cadmio (Barcellos et al., 1994) em sinaptossomas
de cérebro de ratos. Ja a Profa. Edilamar Oliveira estudou o efeito do mercurio
em musculo cardiaco (Oliveira et al., 1994).

Outro aspecto de interesse foram algumas doengas estudadas pelo grupo de
pesquisa. Os trabalhos da Profa. Angela Wyse estudaram os efeitos da fenilalani-
na e seus metabolitos sobre a hidrélise do ATP e ADP (Wyse et al., 1994; 1995),
e os trabalhos da Profa. Carla Bonan estudaram o efeito de diferentes farmacos
sobre a atividade da enzima bem como processos de aprendizagem e memdoria
e epilepsia (Bonan et al., 1997; 1998; 1999; 2000). O cancer também foi objeto
de estudo do grupo de pesquisa. Em trabalhos utilizando as células de tumor
de Walker 256, observou-se a importante participagdo da degrada¢ao do ATP e
ADP e, portanto, da via purinérgica no cancer (Buffon et al., 2006, 2007a, 2007b),
assim como os estudos com células de glioma, em colabora¢ao com a Profa. Ana
Battastini (Wink et al., 2003a; 2003b).
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Tabela 1: Principais trabalhos publicados pelo grupo do Professor Sarkis

ANO

TITULO DA
PUBLICAGCAO

AUTORIA

DESCRICAO

EFEITO DE METAIS SOBRE A HIDROLISE DO ATP E ADP

1994

1994

1995

In vitro and in vivo effects
of HgCI2 on synaptosomal
ATP diphosphohydrolase
(EC 3.6.1.5) from cerebral
cortex of developing rats.

Inhibitory effect of cad-
mium acetate on synap-
tosomal ATP diphospho-
hydrolase (EC 3.6.1.5;
apyrase) from adult rat ce-
rebral cortex.

Effects of aluminum chlo-
ride on the kinetics of rat
cortex synaptosomal ATP
diphosphohydrolase (EC
3.6.1.5).

Oliveira EM, Rocha JB,
Sarkis JJ.

Barcellos CK,
Schetinger MR,
Battastini AM, Silva
LB, Dias RD, Sarkis JJ.

Schetinger MR, Wyse
AT, Da Silva LB,
Barcellos CK, Dias RD,
Sarkis JJ.

Este estudo avaliou diferentes
concentragdes de HgClI2 em si-
naptossomas de ratos com dife-
rentes idades.

O estudo examinou os efeitos
do cadmio na fragio sinaptos-
somal do cértex cerebral de ra-
tos Wistar machos adultos.

Avaliou os efeitos do cloreto de
aluminio na atividade da ATP

difosfoidrolase em sinaptosso-
mas obtidos do cortex cerebral
de ratos adultos.

ESTUDOS EM DIFERENTES DOENCAS

1998

2000

2000

Inhibitory avoidance lear-
ning inhibits ectonucleo-
tidases activities in hippo-
campal synaptosomes of
adult rats.

Brain ischemia alters plate-
let ATP diphosphohydro-
lase and 5’-nucleotidase
activities in naive and pre-
conditioned rats.

Changes in synaptosomal
ectonucleotidase activities
in two rat models of tem-
poral lobe epilepsy.

Bonan CD, Dias MM,
Battastini AM, Dias
RD, Sarkis JJ.

Frassetto SS,
Schetinger MR,
Schierholt R, Webber
A, Bonan CD, Wyse
AT, Dias RD, Netto
CA, Sarkis J].

Bonan CD, Walz R,
Pereira GS, Worm
PV, Battastini AM,
Cavalheiro EA,
Izquierdo I, Sarkis JJ.

Avaliou o efeito de uma tarefa
de memoria nas ecto-enzimas
sinaptossomais (ATP difosfoi-
drolase e 5’-nucleotidase) en-
volvidas na degrada¢do do ATP
a adenosina.

Avaliou os efeitos da isquemia
cerebral transitdria na ativida-
de das ectonucleotidases em
plaquetas de ratos.

Avaliou as atividades da ATP
difosfoidrolase e 5’-nucleoti-
dase em sinaptossomas do hi-
pocampo e do cortex cerebral
em diferentes periodos apds a
indugdo do status epilepticus
(SE) pela administragdo intra-
peritoneal de pilocarpina ou
cainato.
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2000

2002

2003

2003

2003

2007

2008

2011

Learning-specific decrease
in synaptosomal ATP di-
phosphohydrolase activity
from hippoCampus and
entorhinal cortex of adult
rats.

In vitro effects of thyroid
hormones on ectonucleo-
tidase activities in synapto-
somes from hippoCampus
of rats.

Hyperthyroidism modifies
ecto-nucleotidase activities
in synaptosomes from hi-
ppoCampus and cerebral
cortex of rats in different
phases of development.

Effects of phenylalanine
and phenylpyruvate on
ATP-ADP hydrolysis by rat
blood serum.

ATP diphosphohydrolase
in human platelets from
patients with coronary ar-
teries heart disease.

The effects of angiotensin
II and genetic hyperten-
sion upon extracellular nu-
cleotide hydrolysis by rat
platelet ectoenzymes.

Ectonucleotidase activities
are altered in serum and
platelets of L-NAME-tre-
ated rats.

Thyroid hormones alter
the adenine nucleotide
hydrolysis in adult rat
blood serum.

Bonan CD, Roesler R,
Pereira GS, Battastini
AM, Izquierdo I,
Sarkis JJ.

Matos JA, Bruno
AN, Oses JP, Bonan
CD, Battastini AM,
Barreto-Chaves ML,
Sarkis JJ.

Bruno AN, Da
Silva RS, Bonan
CD, Battastini AM,
Barreto-chaves ML,
Sarkis JJ.

Riicker B, Oses JP,
Kirst IB, Berti SL,
Bonan CD, Battastini
AM, Sarkis JJ.

Firstenau CR, Trentin
DS, Barreto-Chaves
ML, Sarkis JJ.

Fiirstenau CR, Trentin
DS, Barreto-Chaves
ML, Sarkis JJ.

Fiirstenau CR, Trentin
DS, Gossenheimer
AN, Ramos DB, Casali
EA, Barreto-Chaves
ML, Sarkis JJ.

Bruno AN, Carneiro-
Ramos MS, Buffon
A, Pochmann D,
Ricachenevsky FK,
Barreto-Chaves ML,
Sarkis JJ.

Analisou o efeito do treinamen-
to de esquiva inibitério sobre
atividades de ectonucleotidase
em sinaptossomas do hipocam-
po, cortex entorrinal e cdrtex
parietal.

Avaliou a a¢do dos hormonios
T3 e T4 nas atividades de ecto-
nucleotidase em sinaptossomas
do hipocampo.

Investigou os efeitos do hiperti-
reoidismo na hidrélise do ATP
e na adenosina nos sinaptos-
somas do hipocampo, cortex
cerebral e soro sanguineo de
ratos em diferentes fases do
desenvolvimento.

Avaliou a possibilidade de al-
teracdes na hidrolise de nucle-
otideos por fenilalanina (Phe)
e fenilpiruvato (PP), cujos ni-
veis poderiam aumentar na
circulagao de individuos com
fenilcetonuria.

Determinou a atividade da

ATP difosfoidrolase em plaque-
tas de pacientes com sindromes
coronarianas agudas e crdnicas.

Esclareceu os efeitos da angio-
tensina e da hipertensdo gené-
tica na hidrolise de nucleotide-
os extracelulares por ectoenzi-
mas de plaquetas de ratos.

Investigou as atividades das
ectonucleotidase em soro e pla-
quetas de ratos hipertensos in-
duzidos por L-NAME.

Investigou os efeitos dos hor-
monios tireoidianos na hidré-
lise de nucleotideos em soro
de ratos.
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CARACTERIZAGCAO E ESTUDOS EM DIFERENTES LINHAGENS CELULARES

1991

1993

1995

1996

1996

Characterization of an
ATP diphosphohydrolase
(EC 3.6.1.5) in synaptoso-
mes from cerebral cortex
of adult rats.

Characterization of an
ATP diphosphohydro-
lase activity (APYRASE,
EC 3.6.1.5) in rat blood
platelets.

Inhibition and kinetic al-
terations by excess free
ATP and ADP of the ATP
diphosphohydrolase acti-
vity (EC 3.6.1.5) from rat
blood platelets.

ATP diphosphohydrola-
se activity (apyrase, EC
3.6.1.5) in human blood
platelets.

Sensitivity of ATPase-

-ADPase activities from
synaptic plasma membra-
nes of rat forebrain to lipid
peroxidation in vitro and
the protective effect of vi-
tamin E

Battastini AM, da
Rocha JB, Barcellos
CK, Dias RD, Sarkis JJ.

Frassetto SS, Dias RD,
Sarkis JJ.

Frassetto SS, Dias RD,
Sarkis JJ.

Pilla C, Emanuelli T,
Frassetto SS, Battastini

AM, Dias RD, Sarkis JJ.

Vietta M, Frassetto SS,
Battastini AM, Bello-
Klein A, Moreira C,
Dias RD, Sarkis JJ.

Demonstrou que preparagoes
sinaptossdmicas obtidas do
cortex cerebral de ratos mos-
tram atividade ATPasica que
ndo pode ser dissociada da ati-
vidade da ADPase, sugerindo
que uma ATP-difosfoidrolase
esta envolvida na hidrdlise de
ATP e ADP.

Apresentou a apirase (ATP di-
fosfoidrolase, CE 3.6.1.5) em
plaquetas no sangue de rato.

Demonstrou que o ATP livre
ou 0 ADP livre induz a inibi-
¢do e alteragoes cinéticas da
enzima de plaquetas no sangue
de ratos.

Demonstrou a importancia fi-
sioldgica da ocorréncia de uma
ATP difosfoidrolase em plaque-
tas humanas.

Investigou os efeitos in vitro da
peroxidagéo lipidica da mem-
brana sobre as atividades da
ATPase-ADPase em membra-
nas plasmaticas sindpticas do
prosencéfalo de ratos.
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1998

2001

2003

2003

2003

2003

2004

Studies on the anchorage
of ATP diphosphohydro-
lase in synaptic plasma

membranes from rat brain.

Changes in cortical and
hippocampal ectonucle-
otidase activities in mice
lacking cellular prion
protein.

Changes in ectonucleoti-
dase activities in rat Ser-
toli cells during sexual
maturation.

Effects of metronidazole
and tinidazole on NTPDa-
sel and ecto-5"-nucleoti-
dase from intact cells of
Trichomonas vaginalis.

The effect of stress upon
hydrolysis adenine nu-
cleotides in blood serum
of rats

Characterization of an
ecto-5’-nucleotidase (EC
3.1.3.5) activity in in-
tact cells of Trichomonas
vaginalis.

Soluble NTPDase: An
additional system of nu-
cleotide hydrolysis in rat
blood serum.

Battastini AM,
Emanuelli T, Koester L,
Wink MR, Bonan CD,
Dias RD, Sarkis JJ.

Pereira GS, Walz R,
Bonan CD, Battastini
AM, Izquierdo I,
Martins VR, Brentani
RR, Sarkis JJ.

Casali EA, de Souza
LE, Gelain DP, Kaiser
GR, Battastini AM,
Sarkis JJ.

Tasca T, Borges FP,
Bonan CD, De Carli
GA, Battastini AM,
Sarkis JJ.

Bohmer AE,
Fiirstenau CR, Torres
IL, Crema L, Battastini
AM, Dalmaz C,
Ferreira MB, Sarkis JJ.

Tasca T, Bonan CD,
Carli GA, Battastini
AM, Sarkis JJ.

Oses JP, Cardoso CM,
Germano RA, Kirst IB,
Riicker B, Fiirstenau
CR, Wink MR, Bonan
CD, Battastini AM,
Sarkis JJ.

Investigou a associagio das ati-
vidades da ATPase e ADPase
plasmatica sinaptica, expon-
do essa fragdo da membrana a
trés tratamentos diferentes: (a)
varios agentes conhecidos por
extrair seletivamente as pro-
teinas da membrana periféri-
ca, (b) agentes separadores de
proteinas de acordo com suas
propriedades hidrofébicas e (c)
extracdo enzimatica com fosfo-
lipase C especifica para fosfati-
dilinositol (PI-PLC) e peptida-
ses (tripsina e papaina).

Avaliou as atividades da ecto-
nucleotidase em sinaptossomas
de hipocampo e cortex cerebral
de camundongos C57BL/6].

Investigou alteragdes na ativi-
dade das ectonucleotidase em
células de Sertoli de ratos du-
rante a maturacdo sexual.

Relatou os efeitos do metroni-
dazol e do tinidazol na ativida-
de da NTPDasel e ecto-5-nu-
cleotidase de células intactas de
Trichomonas vaginalis.

Avaliou o efeito do estresse so-
bre a hidrdlise de nucleotideos
de adenina no soro de ratos.

Realizou a caracterizagdo da
atividade de ecto-5’-nucleo-
tidase (EC 3.1.3.5) em célu-
las intactas de Trichomonas
vaginalis.

Avaliou a participagdo de um
nucleosideo trifosfato difosfoi-
drolase na hidrolise de nucle-
otideos por soro de sangue de
ratos foi avaliada.
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2004

2006

2006

2006

2007

2007

Trichomonas vaginalis:
cytochemical localization
of a NTPDasel and an
ecto-5’-nucleotidase and
effects of adenine nucleoti-
des on cellular viability.

E-NTPDase 3 (ATP di-
phosphohydrolase) from
cardiomyocytes, activity
and expression are modu-
lated by thyroid hormone.

Kinetic characterization of
ATP diphosphohydrolase
and 5’-nucleotidase activi-
ties in cells cultured from
submandibular salivary
glands of rats.

Ecto-nucleotide pyrophos-
phatase/phosphodieste-
rase as part of a multiple
system for nucleotide
hydrolysis by platelets
from rats: kinetic charac-
terization and biochemical
properties.

Biochemical characteri-
zation of ecto-nucleotide
pyrophosphatase/phos-

phodiesterase (E-NPP, E.C.

3.1.4.1) from rat heart left
ventricle.

Kinetic and biochemi-

cal characterization of an
ecto-nucleotidepyrophos-
phatase/phosphodiesterase
(EC 3.1.4.1) in cells cultu-
red from submandibular
salivary glands of rats.

Tasca T, Bonan CD,
De Carli GA, Sarkis JJ.

Barreto-Chaves ML,

Carneiro-Ramos MS,
Cotomacci G, Junior
MB, Sarkis JJ.

Henz SL, Ribeiro CG,
Rosa A, Chiarelli RA,
Casali EA, Sarkis JJ.

Firstenau CR, Trentin
Dda S, Barreto-Chaves
ML, Sarkis JJ.

Riicker B, Almeida
ME, Libermann TA,
Zerbini LE, Wink MR,
Sarkis JJ.

Henz SL, Fiirstenau
CR, Chiarelli RA,
Sarkis JJ.

Investigou a localizagao cito-
quimica de uma NTPDasel e
uma ecto-5"-nucleotidase em
Trychomonas vaginallis.

Pardmetros bioquimicos
combinados e abordagens de
analise de expressdo génica
foram utilizados para inves-
tigar a influéncia da tri-io-
dotironina (T3) na hidrdlise
de ATP e ADP em cultura de
cardiomidcitos.

Avaliou-se a participagdo das
atividades ecto-ATP difosfoi-
drolase (CD39; ecto-NTPDase)
e ecto-5’-nucleotidase (CD73)
na hidrolise de nucleotideos
por células de glandulas saliva-
res de ratos.

Descreveu a atividade de ecto-
-nucleotideo pirofosfatase/
fosfodiesterase (E-NPP) em
plaquetas de ratos. Usando p-
-nitrofenil 5’-timidina mono-
fosfato (p-Nph-5-TMP) como
substrato.

Avaliou as propriedades bioqui-
micas dos membros da familia
NPP em sinaptossomas prepa-
rados a partir de ventriculos
esquerdos cardiacos de ratos.

Efeitos do nitrofenil 5’-timi-
dina monofosfato (p-Nph-5’-

-TMP) na atividade da eto-nu-
cleotideo pirofosfatase / fosfo-
diesterase (E-NPP) em glandu-
las salivares de ratos.
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2008

2008

AMP hydrolysis in soluble
and microsomal rat car-
diac cell fractions: kinetic
characterization and mo-
lecular identification of
5’-nucleotidase.

E-NTPDases and ecto-5’-
-nucleotidase expression
profile in rat heart left ven-
tricle and the extracellu-
lar nucleotide hydrolysis
by their nerve terminal
endings.

Pochmann D,
Innocente AM,
Cotomacci G, Barreto-
Chaves ML, Sarkis JJ.

Riicker B, Almeida
ME, Libermann TA,
Zerbini LE, Wink MR,
Sarkis JJ.

Descreve as propriedades en-
zimaticas e a identificacdo mo-
lecular da 5’-nucleotidase em
fragoes soluveis e microssomi-
cas de ventriculos cardiacos de
ratos.

Caracterizou as propriedades
bioquimicas e atividades en-
zimaticas dos sinaptossomas
obtidos das terminag¢des nervo-
sas do ventriculo esquerdo do
coragao.

ESTUDOS EM MODELOS DE CANCER

2006

2007

2007

Diminution in adenine
nucleotide hydrolysis by
platelets and serum from
rats submitted to Walker
256 tumour.

NTPDase and 5 ecto-
-nucleotidase expression
profiles and the pattern of
extracellular ATP meta-
bolism in the Walker 256
tumor.

Nucleotide metabolizing
ecto-enzymes in Walker
256 tumor cells: molecular
identification, kinetic cha-
racterization and bioche-
mical properties.

Buffon A, Ribeiro VB,
Schanoski AS, Sarkis
J.

Buffon A, Wink MR,
Ribeiro BV, Casali

EA, Libermann TA,
Zerbini LE, Robson SC,
Sarkis JJ.

Buffon A, Ribeiro VB,
Wink MR, Casali EA,
Sarkis JJ.

Este estudo avaliou o padrao
de hidrdlise de nucleotideos da
adenina em soro e plaquetas
de ratos submetidos ao modelo
tumoral Walker 256.

Avaliou os perfis de expressao
de NTPDases e ecto-5-nucle-
otidase (CD73) e o padréo de
hidrolise de nucleotideos de
adenina em ratos submetidos
a0 modelo de tumor de Walker
256.

Descreveu a identificagdo mo-
lecular, caracterizagéo cinética
e propriedades bioquimicas de
uma E-NTPDase e uma 5-nu-
cleotidase em células Walker
256.

EFEITO DE DIFERENTES COMPOSTOS SOBRE A HIDROLISE DO ATP E ADP

1997

1997

Free radical-induced inhi-
bition of ATP diphospho-
hydrolase activity (EC
3.6.1.5) from rat blood
platelets.

Effects of 9-amino-1,2,3,4-
-tetrahydroacridine

(THA) on ATP diphos-
phohydrolase (EC 3.6.1.5)
and 5’-nucleotidase (EC
3.1.3.5) from rat brain
synaptosomes.

Frassetto SS, Dias RD,
Sarkis JJ.

Bonan CD, Battastini
AM, Schetinger MR,
Moreira CM, Frassetto
SS, Dias RD, Sarkis JJ.

Investigou a suscetibilidade da
atividade da ATP difosfoidro-
lase em plaquetas aos radicais
livres.

Determinou o efeito da tetrahi-
droacridina nas ectonucleoti-
dases em fragdes sinaptosso-
mais do cortex cerebral e do
hipocampo de ratos adultos.
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1998

1999

2000

2001

2002

2003

2004

2004

In vitro effect of central
nervous system active dru-
gs on the ATPase-ADPase
activity and acetylcholi-
nesterase activity from ce-
rebral cortex of adult rats.

Effects of suramin on hip-
pocampal apyrase activity
and inhibitory avoidance
learning of rats.

Altered ATP hydrolysis
induced by pentylenete-
trazol kindling in rat brain
synaptosomes.

Effect of nitric oxide do-
nors on extracellular ATP,
ADP, and AMP catabo-
lism in rat hippocampal
synaptosomes.

Increase of nucleotida-
se activities in rat blood
serum after a single
convulsive injection of
pentylenetetrazol.

Changes in nucleo-
tide hydrolysis in rat
blood serum induced by

pentylenetetrazol-kindling.

NTPDase and 5’-nucleo-
tidase activities in synap-
tosomes of hippoCampus
and serum of rats sub-
jected to homocysteine
administration.

The effect of ebselen
on adenine nucleotide
hydrolysis by platelets
from adult rats.

Barcellos CK,
Schetinger MR, Dias
RD, Sarkis JJ.

Bonan CD, Roesler R,
Quevedo J, Battastini
AM, Izquierdo I,
Sarkis JJ.

Bonan CD, Amaral
OB, Rockenbach IC,
Walz R, Battastini AM,
Izquierdo I, Sarkis JJ.

Kirchner SM, Bonan
CD, Battastini AM,
Sarkis JJ.

Bruno AN, Oses JP,
Bonan CD, Walz R,
Battastini AM, Sarkis
J).

Bruno AN, Oses JP,
Amaral O, Coitinho A,
Bonan CD, Battastini
AM, Sarkis JJ.

Bohmer AE, Streck EL,
Stefanello F, Wyse AT,
Sarkis JJ.

Fiirstenau CR, Spier
AP, Ruicker B, Luisa
Berti S, Battastini AM,
Sarkis JJ.

O efeito de varias drogas ativas
do sistema nervoso central foi
estudado in vitro sobre a ati-
vidade da ATPase-ADPase e
atividade da acetilcolinesterase
(AChE) do cortex cerebral de
ratos adultos.

Avaliou os efeitos da infusdo in-
trahipocampal de suramina na
degradagao do ATP extracelu-
lar e seus possiveis efeitos nos
mecanismos de memoria.

Examinou o efeito do Pentile-
notetrazol nas ectonucleotida-
ses de sinaptossomal.

Efeito in vitro de doadores de
oxido nitrico (NO) sobre o ca-
tabolismo extracelular de ATP,
adenosina difosfato (ADP)

e monofosfato de adenosina
(AMP) em sinaptossomas de
hipocampo em ratos.

Avaliou a hidrdlise de ATP,
ADP e AMP em soro de ratos
apos uma Unica inje¢do con-
vulsiva de pentilenotetrazol
(PTZ).

Investigou o efeito de convul-

soes induzidas pelo pentileno-
tetrazol na atividade das ecto-
nucleotidases em soro sangui-
neo de ratos.

Este estudo investigou o efeito
da administragdo de homocis-
teina nas atividades da NTPDa-
se e 5’-nucleotidase, na fragdo
sinaptossomal do hipocampo
de ratos.

Avaliou o efeito do anti-infla-
matério Ebselen na modula¢io
da hidrolise extracelular de nu-
cleotideos adenina em plaque-
tas de ratos.
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2004 Biochemical brain markers Oses JP, Leke R, Avaliou o dano astrocitério e/
and purinergic parameters  Portela LV, Lara DR, ou neuronal em ratos no mo-
in rat CSF after seizure in-  Schmidt AP, Casali delo pentilenotetrazol de con-
duced by pentylenetetrazol. EA, Wofchuk S, Souza  vulsdes agudas.

DO, Sarkis JJ.

2004  Ovariectomy and estra- Pochmann D, Riicker ~ Examinou o efeito da ovariec-
diol replacement therapy B, Battastini AM, tomia (OVX), e a administra-
alters the adenine nucleo-  Sarkis JJ. ¢do de 17beta-estradiol, 3-sul-
tide hydrolysis in rat blood fato de desidroisoandrostero-
serum. na (DHEAS) e pregnenolona

(PREG).

2006  Invitro effect of ho- Bohmer AE, Avaliou se a Hcy pode partici-
mocysteine on nucleotide ~ Pochmann D, Sarkis J]. par da modulagdo da hidrolise
hydrolysis by blood serum extracelular de nucleotideos
from adult rats em soro sanguineo de ratos.

2007  Pentylenetetrazol kindling  Oses JP, Viola GG, Avaliou a hidrolise de nu-
alters adenine and guanine de Paula Cognato G, cleotideos em cortes de hi-
nucleotide catabolism in Junior VH, Hansel G,  pocampo apos injegdo de
rat hippocampal slices and Bohmer AE, Leke R, Pentilenotetrazol.
cerebrospinal fluid. Bruno AN, Bonan CD,

Bogo MR, Portela LV,
Souza DO, Sarkis JJ.

2009 Influence of antidepressant Henz SL, Cognato Avaliou o efeito de trés dife-
drugs on Ecto-nucleoti- Gde P, Vuaden FC, rentes antidepressivos nas ati-
depyrophosphatase/phos-  Bogo MR, Bonan CD,  vidades da ecto-nucleotideo
phodiesterases (E-NPPs) Sarkis JJ. pirofosfatase/fosfodiesterase
from salivary glands of (E-NPP1-3) em células em cul-
rats. tura de glandulas salivares.

CONSIDERACOES FINAIS

O trabalho pioneiro do Prof. Sarkis contribuiu para a formagao de impor-

tantes grupos de pesquisa em todo o estado do Rio Grande do Sul. Varios de

seus alunos sdo hoje professores e pesquisadores do CNPq e contribuem para a

ciéncia brasileira, tanto na formagao de recursos humanos, bem como na pro-

dugdo cientifica de qualidade.

E muito importante também ressaltar a importancia do pioneirismo do

Prof. José Marcos Ribeiro nos estudos sobre apirases em saliva de insetos no

Brasil, bem como a visao cientifica do Prof. Sarkis. Como disse o grande Prémio
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Nobel Albert Szent-Gyorgyi: “Discovery is seeing what everybody else has seen,
and thinking what nobody else has thought”, e o Prof. Sarkis foi capaz de “pensar
o que ninguém tinha pensado antes sobre algo que ja tinha sido observado por

varios”. Essa é uma grande ligdo para os jovens iniciantes na carreira cientifica.

BREVE BIOGRAFIA

Dr. José Marcos Ribeiro ¢ graduado em Medicina pela Faculdade de Ci-
éncias Médicas da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (1974), Mestre em
Bioquimica pela Universidade do Estado do Rio de Janeiro e Doutor pelo do
Instituto de Biofisica da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Ele foi professor
associado da Escola de Saude Publica da Harvard e professor do Departamento
de Entomologia da Universidade do Arizona. Seu trabalho concentra-se no pa-
pel da saliva de vetores na alimentagdo de sangue por artrépodes, investigando a
diversidade de compostos farmacologicamente ativos e novos alvos para a vaci-
nagdo contra doengas transmitidas por vetores. Dr. Ribeiro trabalhou por muitos
anos no programa de pesquisa em doengas tropicais da Organizagdo Mundial de
Saude e como editor e revisor de vdrias revistas. Atualmente ele ¢ investigador
Sénior do “Vector Biology Section do NIAID/NIH” em Rockville, USA.

Dr. Joao José Freitas Sarkis era graduado em Odontologia pela Univer-
sidade Federal de Pelotas (1972), Mestre em Ciéncias Biologicas- Bioquimica
pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul (1979), Doutor em Bioquimica
pela Universidade Federal do Rio de Janeiro (1985) e realizou Pés-Doutorado na
Universidade de Barcelona (1988). Trabalhou como pesquisador e orientador no
Departamento de Bioquimica e Programa de Pds-Graduag¢do em Bioquimica da
UFRGS, tendo publicado centenas de artigos na area da sinalizagdo purinérgica.
O Prof. Sarkis faleceu em agosto de 2007, interrompendo precocemente uma
brilhante carreira cientifica. Em sua homenagem, o Clube Brasileiro de Purinas
instituiu o “Prémio Jodo Sarkis” para o melhor trabalho apresentado nos encon-
tros anuais do Clube.
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ASPECTOS HISTORICOS SOBRE O ESTUDO
DOS RECEPTORES PURINERGICOS NO BRASIL

Robson Coutinho-Silva
Roberto Paes de Carvalho

ESTUDO DOS RECEPTORES PARA ADENOSINA

Adenosina e AMP ciclico na retina: como comec¢ou essa historia?

Em 1978, Fernando Garcia de Mello, do Instituto de Biofisica Carlos Cha-
gas Filho (UFR]), foi convidado a apresentar seu trabalho em reunido da Aca-
demia de Ciéncias do Vaticano, na época dirigida por Carlos Chagas Filho. Foi
uma reunido importante, com a presenca de varios ganhadores do Prémio Nobel,
incluindo Rita Levi-Montalcini, descobridora do fator de crescimento de nervo
(NGF), e Marshall Nirenberg, descobridor do cédigo genético, com quem Fer-
nando havia trabalhado no National Institutes of Health, Estados Unidos. Fer-
nando apresentou seu trabalho com dados novos sobre dopamina e produgéo de
AMP ciclico durante o desenvolvimento da retina. Apds sua apresenta¢do, um
dos convidados que estavam na audiéncia, Dr. Geoftrey Burnstock, descobridor
do chamado sistema purinérgico, perguntou se Fernando havia experimentado
aplicar adenosina em sua preparagdo de retina. Os trabalhos apresentados na
reunido foram publicados nos “Scripta Varia” da Academia (De Mello, 1980),
acompanhado das perguntas da plateia, inclusive a pergunta singela de Burns-
tock. Apds a volta de Fernando ao laboratério, ele e seu aluno de iniciagao cien-
tifica (IC) Roberto Paes de Carvalho realizaram os experimentos com retinas de
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embrides de galinha, os quais demonstraram, pela primeira vez, a existéncia de
receptores de adenosina acoplados a producido de AMP ciclico na retina. Rober-
to lembra-se de que ficou emocionado quando os resultados sairam a partir de
contagens no cintilador e ficou muito estimulado a prosseguir este novo projeto,
especialmente em estudar a ontogénese do efeito da adenosina e a caracteriza-
¢do dos receptores envolvidos. Uma surpresa para eles foi a diferenca do nivel
basal de AMP ciclico quando usavam diferentes inibidores de fosfodiesterase, o
IBMX e 0 RO-201724, com o nivel cerca de 3 vezes mais alto quando utilizavam
RO-201724. Fernando trouxe uma informagdo nova na época: o IBMX era um
antagonista de receptores de adenosina, além de ser inibidor de fosfodiesterase.
Realizaram entdo experimentos mostrando que tanto o IBMX quanto a adeno-
sina deaminase, uma enzima que catalisa a conversdo de adenosina em inosina,
eram capazes de diminuir o nivel basal de AMP ciclico em retinas incubadas
com RO20-1724. Isso evidenciava o fato de que o nivel mais alto obtido com o
RO20-1724 era devido a libera¢ao de adenosina pelo tecido e subsequente ati-
vagdo de receptores acoplados positivamente a adenilil ciclase.

Verificaram também que, na presenca de RO20-1724 e adenosina deami-
nase, a incubagdo com o analogo de adenosina 2-cloroadenosina, resistente a
acdo da adenosina deaminase, era capaz de aumentar o nivel de AMP ciclico.
Mostraram que o efeito da adenosina aparecia somente por volta do dia 13 de
desenvolvimento do embrido (E13), um periodo marcado por intensa formagéo
de sinapses na retina. O acuimulo de AMP ciclico aumentava em idades subse-
quentes e atingia um maximo por volta de E17. Depois desse periodo, o acimu-
lo diminuia progressivamente e era bem menor no periodo pés-eclosao. Como
Fernando tinha caracterizado anteriormente o acimulo de AMP ciclico induzido
por dopamina na retina, neste estudo também procuraram verificar se o efeito
da adenosina era mediado pela liberagdo de dopamina, especialmente porque
o efeito da adenosina aparecia em periodo do desenvolvimento em que ocorria
a formagdo de sinapses. Utilizando antagonistas de receptores dopaminérgicos,
mostraram que o efeito da adenosina era independente da dopamina. Assim, o
estudo da ontogénese do efeito da dopamina e o da adenosina mostrou que eles
tém um perfil de desenvolvimento diferente, estando o da dopamina ja presente
em E7 e o da adenosina somente sendo observado em E13.

O grupo mostrou que a adenosina promovia acimulo de AMP ciclico em
culturas de retina do mesmo modo que a dopamina. Nessas culturas, incubagdo
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prolongada com dopamina ou adenosina induzia a um decréscimo do acimulo de
AMP ciclico quando eram lavadas e estimuladas com cada uma das substancias.
Essa foi uma das primeiras demonstragoes claras de que esses sistemas podiam
sofrer um processo de “down-regulation” de receptores, o que levou a publicagdo
do trabalho no PNAS, em 1982, intitulado Regulation of dopamine and adenosine-
-dependent adenylate cyclase systems of chicken embryo retina cells in culture. A
autoria foi de Maria Christina de Mello, Ana Ventura, Willian Klein, Fernando
de Mello e Roberto Paes de Carvalho (De Mello et al., 1982). O trabalho sobre
a adenosina e 0o acuimulo de AMP ciclico durante o desenvolvimento da retina,
com o titulo Adenosine-elicited accumulation of adenosine 3’-5" - cyclic-mono-
phosphate in the chick embryo retina, foi publicado no Journal of Neurochemistry
no mesmo ano de 1982, em coautoria de Roberto Paes de Carvalho e Fernando
de Mello (Paes de; De Mello, 1982).

Interacio adenosina-dopamina

Devido a existéncia de dois sistemas de sinalizacdo na retina acoplados a
producio de AMP ciclico, o dependente de adenosina e o dependente de dopa-
mina, o grupo estudou a interagdo entre eles. A adi¢do conjunta de dopamina
e adenosina em concentrag¢des saturantes ou sub-saturantes nao levava a um
aumento aditivo de AMP ciclico, como era de se esperar caso os dois sistemas
fossem independentes. Na época, existia na literatura trabalhos mostrando a
existéncia de um receptor de adenosina acoplado negativamente a adenilil ci-
clase, denominado receptor Al. Uma pergunta do grupo foi se os receptores A1l
também estariam expressos na retina, produzindo inibi¢ao da produ¢iao de AMP
ciclico. Mostraram, entdo, que adenosina inibia a produ¢ao de AMP ciclico esti-
mulada por dopamina em estagio embrionario precoce, em que nao ha estimulo
por este nucleosideo. Em seguida, caracterizaram esse efeito como mediado por
receptores A1, baseados em critérios farmacoldgicos, especialmente a ordem de
poténcia de diferentes analogos. Uma inibicdo maxima de 70% do estimulo com
dopamina era observada, indicando a existéncia de uma populagao de receptores
de dopamina (30%) que ndo seria modulada via receptores Al.

Outro achado interessante foi que a adenosina néo inibia o estimulo por apo-
morfina, um agonista parcial de dopamina, em nenhuma fase do desenvolvimento
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embrionario, inclusive no periodo pés-eclosao. O estimulo por apomorfina era
cerca de 30% daquele observado para a dopamina e constante durante o desen-
volvimento, sendo semelhante ao da dopamina no periodo pds-eclosao. Os re-
sultados sugeriram a existéncia de duas populagdes diferentes de receptores de
dopamina durante o desenvolvimento da retina: uma populagio presente em
idades precoces do desenvolvimento (D1E), que produz aumento grande de AMP
ciclico e que pode ser modulada por receptores Al; e outra, estimulada também
por apomorfina, com expressdao constante durante o desenvolvimento, que nio
era modulavel por receptores Al (D1). Uma evidéncia para esse modelo foi a
auséncia de inibi¢do por dopamina ou apomorfina em retinas do periodo pos-
-eclosdo, indicando que D1E desaparecia nesse periodo.

Esse trabalho, que mostrava a existéncia dos receptores A1l na retina e sua
caracterizagdo farmacologica e desenvolvimento, foi publicado, em 1985, no
Journal of Neurochemistry com o titulo Expression of A1 adenosine receptors mo-
dulating dopamine-dependent cyclic AMP accumulation in the chick embryo re-
tina, por Roberto Paes de Carvalho e Fernando G. de Mello (Paes de; De Mello,
1985). Uma pergunta gerada por esse trabalho era qual a fun¢do desempenhada
pelos receptores D1E. Outra pergunta questionava se os receptores Al realmen-
te ndo eram mais expressos no periodo pds-eclosiao ou continuavam a existir,
mas nio mais acoplados a inibi¢do da adenilil ciclase. Para tentar responder a
primeira pergunta sobre receptores D1E, Fernando e Christina de Mello traba-
lharam por um periodo de 2 anos (1985-1987) no laboratério do Dr. William
Klein da Northwestern University, Estados Unidos. Mostraram que a dopamina
inibia crescimento de neuritos e motilidade de cones de crescimento em neu-
ronios de retina através de receptores D1 acoplados a produ¢ao de AMP ciclico,
evidenciando, pela primeira vez, um efeito da dopamina em idades precoces do
desenvolvimento do sistema nervoso. Esse trabalho foi publicado por Karen L.
Lankford, Fernando G. de Mello e William Klein em 1988 (Lankford et al, 1988).

Enquanto isso, o ja professor na UFF Roberto Paes de Carvalho utilizou a
técnica de “binding” (liga¢ao) para ter uma evidéncia mais direta do desenvol-
vimento e expressdo dos receptores Al na retina. Roberto utilizou o analogo ci-
clohexiladenosina (CHA) marcado com tritio e conseguiu detectar sua ligagao
a receptores Al. Foi mostrado que esse analogo, que também inibia a produgéo
de AMP ciclico induzida por dopamina, apresentava ligagdo homogénea e a uma
unica classe de sitios tanto em homogeneizados de retinas pds-eclosdo quanto
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em E12. A ontogénese dos receptores mostrou sua presenca desde E10, crescen-
do até E17 e decrescendo no periodo pds-eclosdo. No entanto, para sua surpre-
sa, o nivel de receptores no periodo pds-eclosdo ainda era muito alto, apesar de
ndo ser mais detectada a inibi¢do por adenosina do acaimulo de AMP ciclico
induzido por dopamina nesse periodo. Isso indicava que os receptores estavam
presentes, mas ndo acoplados a adenil-ciclase ou a atividade dessa enzima esti-
mulada por dopamina.

Experimentos foram feitos no periodo p6s-eclosio, quando se observou que
CHA era capaz de inibir a produgdo de AMP ciclico induzida por forskolina, um
estimulador direto da adenilil ciclase, e ndo por dopamina. Além disso, experi-
mentos de binding utilizando GppNHp, um analogo nao hidrolisavel de GTP, em
diversas idades embrionarias, mostraram que os receptores Al estdo acoplados
a proteinas G em todos os periodos do desenvolvimento da retina, inclusive no
pos-eclosio. Portanto, os dados indicaram que os receptores Al continuavam
expressos no periodo pos-eclosdo, mas nido mais acoplados @ modulagéo do efeito
da dopamina, e refor¢caram a hipdtese da existéncia de D1E. Esse trabalho foi pu-
blicado, em 1990, no Journal of Neuroscience Research, com o titulo Development
of A1 adenosine receptors in the chick embryo retina (Paes de, 1990).

Localiza¢ido de receptores Al, transportadores de adenosina e da propria
adenosina na retina: uma saga americana

Um projeto que Roberto Paes de Carvalho desenvolveu em seu pds-douto-
rado nos Estados Unidos, aproveitando a “expertise” dos laboratorios de Solomon
Snyder e Ruben Adler na Universidade Johns Hopkins, foi a analise autorradio-
grafica e imunocitoquimica da adenosina e seus receptores e transportadores du-
rante o desenvolvimento da retina. Para localizar os receptores e transportadores,
utilizaram a técnica de autorradiografia e conseguiram evidenciar os receptores
A1 nas regides plexiformes da retina desde E12 até o periodo pds-eclosao em
quantidades crescentes, como observado nos experimentos anteriores de binding.
Conseguiram também detectar a expressdo de transportadores de adenosina que
ja estdo presentes na retina desde E8 com uma distribui¢do dispersa em toda a
extensao da retina, que nesta idade ainda ndo apresenta camadas plexiformes bem
distinguiveis. De modo interessante, os transportadores passam a ser localizados
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preferencialmente nas regioes plexiformes a partir de E12 e até o periodo pds-
-eclosdo. Utilizando um anticorpo contra adenosina, mostraram que o nucleo-
sideo nao estd presente em retinas E8, mas em E15 e no periodo pds-eclosido em
células localizadas na camada nuclear interna, na posi¢io das células amacrinas,
e na camada de células ganglionares e também nos fotorreceptores. Esse trabalho,
intitulado Developmental regulation of adenosine A1 receptors, uptake sites and
endogenous adenosine in the chick retina, foi publicado por Roberto na revista
Developmental Brain Research, em 1992, em colaboragao com Karen Braas, Ru-
ben Adler e Solomon Snyder (De Carvalho et al., 1992).

A saga americana continua: estudos adenosinérgicos nas culturas
do Ruben

As culturas purificadas de neurdnios de retina usadas no laboratério de
Ruben Adler propiciaram a realizagao de estudos de captagao e libera¢ao de ade-
nosina através de cintilagdo liquida e autorradiografia. Os resultados mostraram
que os neurdnios em cultura captavam adenosina de maneira dependente de
tempo e concentragio, o que podia ser inibido pelos bloqueadores do transpor-
te NBI ou dipiridamol. A autorradiografia e a imunocitoquimica revelaram que
fotorreceptores e cerca da metade dos outros neurdénios captavam adenosina ou
apresentavam o nucleosideo enddgeno. A adenosina tritiada captada pelas cé-
lulas também podia ser liberada por exposiciao a concentragdes despolarizantes
de potassio. Muito interessante foi o fato de tal liberagéo ter sido completamente
bloqueada por inibidor de canais de célcio dependentes de voltagem, revelan-
do uma liberagao calcio-dependente de adenosina e indicando um mecanismo
classico vesicular de liberagdo. A analise por HPLC do material liberado reve-
lou uma maior proporgao de inosina (70%), com niveis menores de hipoxantina,
adenosina e nucleotideos. Esse trabalho foi publicado, em 1990, no Journal of
Neurochemistry, com o titulo Analysis of adenosine immunoreactivity, uptake and
release in purified cultures of developing chick embryo retinal neurons and photo-
receptors. Seus autores foram Roberto Paes de Carvalho, Karen Braas, Solomon
Snyder e Ruben Adler (Paes de et al., 1990).
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Continuando a liberar adenosina no Brasil

De volta ao Brasil, Roberto e seu grupo estudaram o efeito de neurotrans-
missores, em especial o glutamato, sobre a libera¢ao de purinas nas culturas
purificadas. Houve muitas dificuldades para realizar esses experimentos devido
as condicdes adversas para realizar culturas e por ndo haver na época alunos de
pds-graduagdo em dedicagao integral ao projeto na UFFE. Apesar disso, um im-
portante trabalho para o grupo, cujo titulo era Activation of glutamate receptors
promotes a calcium-dependent and transporter-mediated release of purines in cul-
tured avian retinal cells: Possible involvement of calcium/calmodulin-dependent
protein kinase II, foi publicado no Neurochemistry International, em 2005, em
coautoria com os alunos de IC Bruno Vieira Dias, Rochele Alberto Martins, Ma-
riana Rodrigues Pereira, Camila Cabral Portugal e Claudia Lanfredi (Paes de
Carvalho et al., 2005). Eles mostraram, neste estudo, que o glutamato promovia
liberagdo de purinas através da ativacao de receptores NMDA ou AMPA/Kaina-
to. Também foram analisados os componentes metabdlicos captados e liberados
em condi¢des basais ou estimuladas por glutamato. Enquanto 85% da radioa-
tividade permanecia como adenosina no meio extracelular em 15 minutos de
exposicao as células, mais de 95% da radioatividade intracelular correspondia
a nucleotideos, evidenciando uma intensa atividade de adenosina cinase. De
modo interessante, a analise do material liberado revelou que a maior parte da
radioatividade correspondia a inosina, de modo semelhante ao observado na li-
beragido de purinas por altas concentragdes de potassio em culturas purificadas
como descrito anteriormente. Outros resultados muito importantes também
foram reportados no estudo. A liberagao induzida por glutamato ou kainato foi
completamente inibida em auséncia de calcio no meio extracelular, mostrando
que a liberagao era dependente de célcio. No entanto, a libera¢io foi bloqueada
por NBI, inibidor do transporte de adenosina.

Esses resultados pareceram inicialmente contraditorios, uma vez que a libe-
racdo dependente de calcio é comumente relacionada com a liberagdo vesicular de
neurotransmissores. Mas uma possibilidade seria que a liberagdo fosse mediada
pelo transportador e que este seria regulado por algum evento dependente de
célcio. De fato, observaram uma inibi¢do completa e concentragido-dependente
daliberacao induzida por NMDA ou kainato e também da captagao de adenosina
por KN62, KN93 ou um peptideo meristoilado inibidor especifico da CAMKIL.
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De modo interessante, tais compostos foram eficazes em inibir a captagio de
adenosina, mas nido a de GABA ou colina, indicando a especificidade do efeito.
Além disso, nao foram observados efeitos dos inibidores sobre o metabolismo
da adenosina, sugerindo sua atuacdo direta ou indireta sobre o transporte de
adenosina. Em concluséo, esses resultados sugeriram que o processo de libera-
¢do de purinas por glutamato em culturas de retina era mediado por ativagao de
receptores NMDA ou AMPA/Kainato, influxo de célcio e ativagao da CAMKIL.
Essa ativagdo, direta ou indiretamente, era capaz de induzir a liberagao de puri-
nas através do transportador.

Estudo da captagiao de adenosina em neurdnios e células gliais
da retina em cultura

A presenga de células gliais nas culturas levantou a questao de quanto dos
efeitos seria na glia. No caso da adenosina, investigavam se os receptores e trans-
portadores eram expressos na glia ou quais efeitos teria a ativacao desses recep-
tores na glia. Em 2011, foi publicado o trabalho Differential adenosine uptake in
mixed neuronal/glial or purified glial cultures of avian retinal cells: Modulation
by adenosine metabolism and the ERK cascade na Biochemical and Biophysical
Research Communications, de autoria de Alexandre dos Santos Rodrigues, Jainne
Martins Ferreira e Roberto Paes de Carvalho (Dos Santos Rodrigues et al., 2011).

Nesse trabalho, utilizando culturas mistas e culturas purificadas de glia de
retina, os autores observaram que a capta¢do de adenosina ocorria na glia. Os
dados indicaram a existéncia de diferentes tipos de transportadores nas culturas
como ENT1, sensivel a inibi¢do por NBI, e também o ENT2, insensivel ao NBI.
A captagido também foi inibida pela incubag¢ao prévia da adenosina tritiada com
adenosina deaminase, indicando que é especifica para adenosina. Além disso,
iodotubercidina, inibidor de adenosina cinase, inibiu a capta¢cdo mostrando a
importancia do metabolismo como uma forga de direcionamento para este tipo
de transporte equilibrativo.

Outro resultado interessante registrado nesse artigo foi a inibi¢ao do trans-
porte por inibidores seletivos da via das MAP kinases (especificamente da MEK),
que nao tiveram efeito no metabolismo intracelular da adenosina, mostrando
que essa via de sinaliza¢ao esta envolvida direta ou indiretamente na atividade do
transportador, de modo semelhante ao observado anteriormente paraa CAMK II.
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Voltando um pouco no tempo: Regulacdo da sobrevivéncia neuronal
por adenosina

Por volta do ano de 1994, foram feitos experimentos utilizando culturas
purificadas de neur6nios e culturas mistas de retina tratadas prolongadamente
com adenosina para verificar se ocorria efeito nos receptores de adenosina e na
liberacdo de adenosina. As culturas mistas normalmente tém seu meio trocado
em virtude da alta densidade de células, mas as culturas purificadas ndo. Quando,
inadvertidamente, trocou-se o meio das culturas purificadas e nao das mistas,
observou-se que as purificadas apresentavam intensa morte celular, mas que isso
ndo ocorria nas culturas tratadas com adenosina, sugerindo um papel neuropro-
tetor da adenosina sobre o evento de morte celular induzido pela troca de meio.

Esse trabalho foi continuado por Gabriel Andrade Maia, aluno de IC da
Medicina, e, mais tarde, pela mestranda Jainne Martins Ferreira. Verificou-se
que a troca do meio induzia uma morte celular de cerca de 50% dos neuronios,
inclusive de fotorreceptores. Um efeito de morte semelhante ocorria pela incu-
ba¢do com adenosina deaminase, sem troca de meio, um efeito bloqueado por
EHNA, um inibidor da enzima, sugerindo que adenosina atuava como um fator
trofico para os neurdnios. Essa sugestao foi também corroborada pela descoberta
de que o NBI, bloqueador da captacdo de adenosina, promovia efeito neuropro-
tetor semelhante a adenosina.

Outro achado importante foi a necessidade de uma pré-incubagao de, pelo
menos, 24 horas antes da troca de meio para obter-se o resultado neuroprotetor,
sugerindo que algum evento de longa duragio, por exemplo, a sintese de prote-
inas, era importante para desencadear a neuroproteciao. O receptor de adeno-
sina envolvido no fenomeno era o A2A, pois o agonista CGS21680, mas nao o
agonista A1 CHA, promovia o mesmo efeito. O analogo permedvel de AMPc
8-Bromo AMP ciclico tinha o mesmo efeito protetor, corroborando o achado
de que o receptor A2A, acoplado positivamente a adenilil ciclase, é o receptor
envolvido. A troca por um meio condicionado obtido de uma cultura irmé, em
contraposi¢do ao meio fresco utilizado nos experimentos anteriores, nao induzia
morte celular, sugerindo que fatores presentes nesse meio eram suficientes para
promover a neuroprotecao.

Esse trabalho, cuja autoria era de Roberto Paes de Carvalho, Gabriel Maia e
Jainne Ferreira, foi publicado, em 2003, na Neurochemical research, com o titulo
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Adenosine Regulates the Survival of Avian Retinal Neurons and Photoreceptors in
Culture (Paes de Carvalho et al., 2003).

Excitotoxicidade do glutamato também é bloqueada por adenosina

Em 1998, Jainne Martins Ferreira iniciou experimentos com glutamato e
neuroprotecio por adenosina. Em culturas purificadas de neurdnios, mostrou
que a adi¢do de glutamato promovia uma grande morte celular, que podia ser
fortemente atenuada por adenosina. O trabalho foi publicado na revista Brain
Research, em 2001, com o titulo Long-term activation of adenosine A receptors
blocks glutamate excitotoxicity in cultures of avian retinal neurons, com autoria de
Jainne M. Ferreira e Roberto Paes de Carvalho (Ferreira; Paes de Carvalho, 2001).

Inicialmente, mostrou-se que a toxicidade do glutamato nas culturas podia
ser inibida tanto por MK801, bloqueador do canal NMDA, como por DNQX,
antagonista AMPA/kainato. No entanto, o efeito do Kainato também era forte-
mente inibido por MK801, evidenciando um efeito preponderante via receptor
NMDA. O efeito toxico do glutamato era maximo em 24 horas e em concentragdes
na faixa de 50 uM. A pré-incubagio das culturas por 48 horas com adenosina e
EHNA, inibidor de adenosina deaminase, ou com NBI bloqueou a morte celu-
lar induzida por glutamato ou kainato. Os analogos permeaveis de AMP ciclico
8-bromo e Sp-AMP ciclico tiveram efeito semelhante, assim como os agonistas
A2A CGS 21680 e DPMA, mas néo o agonista A1 CHA. Os resultados mostra-
ram que a ativagao crénica dos receptores A2A bloqueava a excitotoxicidade do
glutamato de modo semelhante ao que ocorria com a troca do meio.

Adenosina tem vida dupla dependendo da fase do desenvolvimento

Culturas purificadas de neuronios sdo realizadas a partir de retinas de em-
brides em E8 e contém cerca de 30% de fotorreceptores e o restante de outros
neurdnios de diferentes polaridades. Ruben Adler e colaboradores mostraram
que, quando as culturas eram realizadas a partir de retina de E6, a proporgao de
fotorreceptores crescia para cerca de 80/90%. Esses resultados foram interpre-
tados através de um modelo chamado default pathway em que a via predomi-
nante de diferenciagdo das células da retina era em direcao a fotorreceptores e a
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diferenciagdo para outras células dependeria de fatores instrutores que seriam
produzidos e liberados no correr do desenvolvimento (Adler; Hatlee, 1989). Por-
tanto, a diminui¢ao do numero de fotorreceptores nas culturas em E8 quando
comparadas com culturas E6 ocorreria devido & exposi¢do das células aos dife-
rentes fatores antes de serem semeadas nas culturas.

Estudos com as culturas E6 foram feitos com o intuito inicial de verificar se
diferentes neurotransmissores teriam efeito instrutor nesse modelo. Surpreen-
dentemente, quando se adicionava adenosina ou agonistas A2A nas culturas E6
no primeiro dia de cultura, observou-se uma intensa morte celular, ao contrario
do descrito anteriormente para as culturas E8 em que a ativagdo do receptor A2A
promovia sobrevivéncia celular. De modo interessante, o efeito de morte é me-
diado por PKC e nao por PKA, e, enquanto a ativagao do receptor A2A inibia a
fosforilagdo da CREB em culturas E6 via PKC, essa ativagao induzia aumento da
fosforilagdo da CREB em culturas E8 via PKA. Estudos “in vivo” foram também
realizados nas idades correspondentes do desenvolvimento embrionario. A in-
jecdo “in ovo” do agonista A2A induziu desfosforilagio da CREB e morte celular
na retina E9 quando injetado em E6, principalmente na camada de células gan-
glionares. O contrario, isto é, aumento da fosforilagdo da CREB, foi observado
em retinas E11 quando o ovo injetado continha o embrido em E8.

Esses resultados foram publicados no Journal of Neurochemistry, em 2011,
com o titulo Developmental regulation of neuronal survival by adenosine in the
in vitro and in vivo avian retina depends on a shift of signaling pathways leading
to CREB phosphorylation or dephosphorylation, de autoria de Renato Socodato,
Rafael Brito, Karin Calaza e Roberto Paes de Carvalho (Socodato et al., 2011).

Regulagao da expressio dos receptores Al: uma outra histéria

Como relatado anteriormente, os receptores Al de adenosina sdo expres-
sos na retina desde fases precoces do desenvolvimento embrionario modulando
negativamente a atividade da adenilil ciclase. No entanto, esses receptores nao
pareciam ser expressos nas culturas densas em mocamada, pois ndo era detec-
tada inibicdo por agonistas Al do acimulo de AMP ciclico estimulado por do-
pamina. De modo interessante, essa inibi¢ao podia ser detectada em culturas de
agregados de retina na mesma idade embriondria, indicando que a expressao de
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tais receptores estava sob regulagdo de contactos celulares ocorrendo nos agre-
gados (que apresentam padrao histotipico organizado semelhante ao tecido in
vivo), mas nao nas culturas em monocamada. A incubagdo prolongada das cul-
turas, tanto com analogos permeaveis de AMP ciclico como 8-bromo e Sp AMP
ciclico quanto com forskolina, um ativador direto da adenilil ciclase, promovia
aumento marcante da expressdo de receptores Al, quando detectados por en-
saio de “binding”.

Em concordéancia com os dados relatados, a exposigdo das células a ago-
nistas A2A promovia um aumento semelhante na expressao de receptores Al e
esse efeito era dependente de PKA e sintese proteica. Além disso, a incubacéo
prolongada das culturas com agonistas A2A promovia aumento dos receptores
Al e, concomitantemente, uma diminui¢io da expressdo dos receptores A2A, su-
gerindo que a expressao dessas duas classes de receptores apresenta uma regula-
¢ao reciproca. Esse estudo foi publicado, em 2010, no Journal of Neurochemistry,
com o titulo Modulation of A1 adenosine receptor expression by cell aggregation
and long-term activation of A2A receptors in cultures of avian retinal cells: Invol-
vement of the cyclic AMP/PKA pathway, cuja autoria era de Mariana Rodrigues
Pereira, Vanusa Rocha Hang, Eliza Vardiero, Fernando G. de Mello e Roberto
Paes de Carvalho (Pereira et al., 2010).

O INICIO DO ESTUDO DOS RECEPTORES
PURINERGICOS P2 NO BRASIL

O estudo dos receptores purinérgicos P2 no Brasil teve seu inicio com os
trabalhos pioneiros do professor Pedro Muanis Persechini do Instituto de Biofi-
sica Carlos Chagas Filho — UFR], no inicio da década de 90. Persechini estudava,
na década de 80, propriedades eletrofisioldgicas de membranas de macréfagos.
Nessa ocasido, ele descreveu canais de potassio ativados por Ca** em macroéfa-
gos e células multinucleadas (Persechini et al, 1981; Persechini; Oliveira Castro,
1987). Em 1986, realizou seu Pés-Doutorado na Rockfeller University, sob su-
pervisdo do Dr. John Ding-E Young, referéncia internacional em mecanismos
efetores de citotoxidade de linfocitos. Dr. Persechini participou da descoberta
da perforina, molécula formadora de poros em linfdcitos citotdxicos, secretada
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junto com granzima e envolvida em atividades de citotoxidade mediada por cé-
lula (Jiang et al., 1988; Kwon et al., 1989; Persechini; Young, 1988; Young et al.,
1988). Na ocasido, assistira, na Rockfeller University, a uma conferéncia cuja abor-
dagem era os efeitos do ATP extracelular em macréfagos, que incluia a ativagdo

de uma possivel molécula formadora de poro. Como ele estudava canais i6nicos

em macrofagos e moléculas formadoras de poros, foi desafiador pensar na ideia

de estudar canais ionicos induzidos por ATP em macrofagos.

Ao retornar ao Brasil, colocou em prética sua ideia e, usando a técnica de
eletrofisiologia de Patch clamp, o grupo do professor Pedro Persechini descreveu
respostas bifasicas de correntes elétricas em funcio do tratamento com ATP sen-
do uma despolarizante e outra hiperpolarizante (Albuquerque et al., 1993). Na
ocasido, a corrente hiperpolarizante foi atribuida a canais de potassio dependente
de célcio, associado posteriormente aos receptores P2Y, e a corrente despolari-
zante e pouco dessensibilizante, a canais nio seletivos a cations monovalentes
e atribuidos, posteriormente, aos receptores P2X7. Ele estava determinado em
caracterizar o poro induzido por ATP nos macro6fagos e apresentou ao entao alu-
no de pds-graduagdo Robson Coutinho-Silva, coautor deste capitulo, o desafio
de caracterizar os canais unitarios das correntes elétricas induzidas por ATP em
macrofagos. Nao foi uma tarefa facil.

Em continuidade & pesquisa de possiveis canais idnicos ativados por ATP
em macrofagos, passaram a buscar registros unitarios de atividades elétricas no
limite de detecgdo da técnica Patch clamp. Entretanto, o registro ideal sem ruido,
com uso de micropipetas especiais e impermeabilizadas manualmente uma a uma,
s6 foi feito depois de dois anos de sucessivas tentativas em abordagens experi-
mentais exaustivamente exploradas. Paralelamente, o grupo estava investigando
atividades elétricas de outras células do sistema imune e descreveu respostas ele-
trofisiologicas induzidas por ATP em células fagociticas do reticulo timico com
caracteristicas de células dendriticas (Coutinho Silva, R. et al., 1996a), respostas
essas andlogas aquelas anteriormente registradas em macroéfagos.

O professor Persechini explorou a possibilidade de existéncia de jungoes
comunicantes entre macréfagos justapostos. A época, havia relatos na literatura
sugerindo que o fendmeno da permeabilizagao induzida por ATP pudesse es-
tar relacionado a abertura de hemicanais de jungdes comunicantes de conexi-
na-43. O grupo demonstrou o acoplamento elétrico de macroéfagos justapostos
pela técnica de double patch clamp. Os resultados obtidos na ocasiao apontaram,
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entretanto, que nio havia correlagdo entre a abertura de hemicanais por cone-
xina-43 e o fendmeno da permeabilizacio induzida por ATP (Alves et al., 1996).

Finalmente, em 1995, o grupo do professor Persechini conseguiu o registro
do canal unitario responsavel pela corrente de despolarizacio induzida por ATP
tanto em macrofagos como também em células fagociticas do reticulo timico
(Coutinho Silva, R. et al., 1996b). Esse trabalho foi pioneiro ao descrever o canal
unitario do receptor P2Z ativado por ATP, que, apos ser clonado, foi renomea-
do como receptor P2X7, tendo sido posteriormente caracterizado em indmeras
outras células do sistema imune. Apesar da importante descoberta para a area, a
pergunta inicial do grupo nédo havia sido ainda completamente respondida, ou
seja: como exatamente ATP induziria a formagao de um poro na membrana de
macrofagos? As correntes por eles registradas tinham conduténcias muito pe-
quenas, em torno de 7 pS, ndo compativeis com o que era esperado para poros
nao seletivos.

Na verdade, os resultados do grupo do professor Persechini até entdo alcan-
¢ados indicavam que o possivel poro induzido por ATP nio funcionava como
receptor-ligante; logo, sua abertura deveria ser dependente de segundos mensa-
geiros. Nesse caso, as configuragdes da técnica patch clamp utilizadas para inves-
tigacdo do poro, whole cell e outside-out, ndo eram as mais favoraveis, uma vez
que provocavam alteragdes no meio citoplasmatico. Somente ao alterar a técnica
de registro para a configuragao cell-attached, que preserva o meio intracelular, foi
possivel registrar, em macrofagos, a atividade de canais ativados por ATP com
grandes condutancias. Demonstraram, portanto, pela primeira vez, o tdo espe-
culado poro responsavel pelo fendmeno da permeabilizagao induzida por ATP
e associada a expressdo do receptor que, como ja comentado, em momento pos-
terior, foi clonado e nomeado como receptor P2X7 (Coutinho Silva; Persechini,
1997). Tratava-se de um ou dois poros com sensores de abertura voltados para
a porgao citoplasmatica da célula e dependente de segundos mensageiros para
sua abertura, como se comprovou mais tarde.

Em 1998, Robson Coutinho Silva é aprovado num concurso para o Institu-
to de Biofisica Carlos Chagas Filho e se integra formalmente ao laboratdrio de
Imunobiofisica chefiado pelo Professor Pedro Persechini. Juntos iniciam uma
exploragao voltada a entender as fungdes dos receptores purinérgicos nas célu-
las do sistema imune. Inicialmente, descreveram a presenca de receptores P2X7
em células dendriticas (Coutinho Silva et al., 1999) e fizeram uma extensiva
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caracterizagdo dos receptores P2X e P2Y expressos em macréfagos de camun-
dongos e humanos (Coutinho Silva et al., 2005). Adicionalmente, mostraram
que a resposta da ativagdo de receptores P2X7 era reduzida durante a infecgdo
por bactéria intracelular Chlamydia (Coutinho Silva et al., 2001).

O grupo foi responsavel pelas primeiras evidéncias do papel dos receptores
P2X7 no contexto da resposta imune disparada pela infec¢do de bactéria intra-
celular Chlamydia, protozoarios T. cruzi (Mantuano et al., 2003) e Leishmania
(Chaves et al., 2009) ou mesmo virus HIV (Schachter et al., 2014; Schachter
et al., 2015), inaugurando, assim, uma nova linha de investiga¢do, buscando
entender o papel dos receptores purinérgicos no contexto da quebra da home-
ostase, quer seja durante a infecgdo por parasitas intracelulares, ou até mesmo
durante doencgas inflamatdrias como obstrugao unilateral dos rins (Goncalves
et al., 2006) ou doencas inflamatorias intestinais (Welter Stahl et al., 2009).
Nesse sentido, o professor Persechini desnudou a cascata intracelular ativada
por ATP extracelular em macréfagos (Da Cruz et al., 2006), vias envolvendo
mediadores lipidicos (Da Silva Souza, H. A. et al., 2014a; Da Silva Souza, H. A.
et al., 2014b), bem como demonstrou que a ativagdo do receptor P2X7 induz
produgdo de ROS (Cruz et al., 2007).

Uma caracteristica marcante na vida académica do professor Persechini foi
ser sempre muito critico ao volume de burocracia que envolve a pesquisa cien-
tifica no Brasil. Dizia sempre que gostaria de aposentar-se para, de forma livre,
entregar-se a fazer pesquisa sem cobrangas de relatérios e formularios. Infeliz-
mente, em paralelo com a sua aposentadoria, veio a doen¢a que interrompeu sua
trajetdria de forma precoce, em junho de 2018.

CONSIDERACOES FINAIS

O professor Pedro Muanis Persechini tinha uma maneira democratica de
chefiar seu laboratdrio, oferecendo toda a liberdade intelectual aos seus alunos.
Foi capaz de formar varias liderangas cientificas que atuam amplificando seu
legado. Assim sendo, o trabalho pioneiro do prof. Persechini permitiu nucle-
ar diferentes grupos de pesquisa espalhados pelo Brasil e exterior. Gragas a ele,
seus ex-alunos continuam contribuindo para formagao de recursos humanos e
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expansao do saber no nosso pais. Como reconhecimento ao seu trabalho, o Clu-
be Brasileiro de Purinas (CBP), em 2018, nomeou o Prémio de Men¢io honrosa
ofertado aos melhores trabalhos apresentados nos congressos organizados pelo
CBP em “Mengéo honrosa Pedro Muanis Persechini”.

BREVE BIOGRAFIA

Graduado em Fisica pela Universidade Federal de Minas Gerais (1973),
Mestre em Fisica pela Universidade Federal de Minas Gerais (1976), Doutor
em Ciéncias Bioldgicas — Biofisica pela Universidade Federal do Rio de Janeiro
(1984) e Pos-Doutor pela “Rockefeller University”(1989), Pedro Muanis Perse-
chini foi professor do Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade Federal de
Minas Gerais (1974-1976) e professor do Instituto de Biofisica Carlos Chagas
Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro (1976-2018), onde criou seu la-
boratério de Imunobiofisica. Como Professor Titular, foi orientador no Programa
de Pés-Graduagao em Ciéncias Bioldgicas — Biofisica da UFR], tendo orientado
dezenas de teses e dissertagdes na area da sinalizagdo purinérgica. Seus interes-
ses situavam-se nas areas da Imunologia, Biofisica e suas interse¢des. Mais re-
centemente, estava focado na caracterizagdo biofisica, molecular e funcional de
receptores de nucleotideos (P2), canais idnicos e mecanismos de transporte pre-
sentes em células do sistema imune, e no estudo dos mecanismos de indugéo de
morte celular empregados por linfécitos citotoxicos. Com o seu trabalho, visava
conseguir desenvolver novas estratégias de imunomodulagdo que permitissem
interferir em modelos experimentais de processos imuno-patoldgicos, aproxi-
mando a pesquisa basica da pesquisa clinica a partir de uma visao imunobiofisica.
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INTRODUCAO

O exercicio fisico representa um grande desafio para a homeostase do corpo
e provoca estresse em células, tecidos e drgdos, sendo uma resposta ao aumento
da atividade metabdlica da contra¢ao dos musculos esqueléticos para realizar
movimentos (Hawley et al., 2014). A atividade fisica é definida como qualquer
movimento corporal produzido pelos musculos esqueléticos que resulta em gas-
to energético. Ja o exercicio fisico é uma atividade fisica planejada e estruturada
cujo objetivo é a manuten¢do ou melhora de uma aptidao fisica e/ou induzir
adaptacdes na capacidade cardiorrespiratoria, for¢a muscular, flexibilidade e
agilidade. Na literatura é comum reportar a denominagéo exercicio fisico, uma
vez que os individuos dos estudos sdo submetidos a um protocolo sistematizado.
No entanto, o termo atividade fisica também é mencionado, como em estudos
transversais que analisam o comportamento da pratica de atividade fisica (Cas-
persen; Powell; Christenson, 1985).

Os exercicios também séo classificados em diferentes tipos, de acordo com
os objetivos, como exercicio aerdbico e exercicio contra resisténcia, comumente
utilizados para melhorar a capacidade cardiovascular e for¢a muscular, respecti-
vamente (Pescatello et al., 2014). Além de o exercicio fisico promover melhoras
nas capacidades requeridas em diversas modalidades esportivas, também propicia
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adaptagdes com potencial de melhorar aspectos da qualidade de vida, prevenir
a ocorréncia de problemas de saude e também ser utilizada como um meio de
medida terapéutica (Booth; Roberts; Laye, 2012).

Berne (1964) foi um dos primeiros a descrever que o sistema purinérgico
poderia estar envolvido em adapta¢des induzidas pelo exercicio fisico, como na
regulacdo do fluxo sanguineo. A adenosina trifosfato (ATP) foi considerada, por
muito tempo, uma molécula intracelular que estava envolvida apenas com o me-
tabolismo de energia celular. No entanto, nas tltimas décadas, este nucleotideo
tem sido considerado um mensageiro extracelular para a sinaliza¢ao autdcrina e
paracrina (Casas; Buvinic; Jaimovich, 2014). Purinas e pirimidinas desempenham
papéis importantes na regulacdo de varias fun¢des corporais relacionadas ao
exercicio fisico e podem explicar adaptagdes agudas e cronicas. Dentre os efeitos
agudos, aqueles que ocorrem durante ou imediatamente apds o exercicio fisico, a
adenosina e o ATP podem estar relacionadas com a regulagdo do fluxo sanguineo
(Mortensen; Saltin, 2014). Apesar da escassez de informagdes na literatura sobre
as adaptagdes cronicas, ou seja, as adaptagdes que ocorrem ao longo de dias ou
semanas, relacionadas ao sistema purinérgico e ao exercicio fisico, ha a possibi-
lidade de adaptagdes que reduzam a agregacdo plaquetaria e, consequentemente,
reduzam o risco de doencas cardiovasculares (Cardoso et al., 2012).

As purinas sio liberadas de diferentes tipos de células e em diferentes condi-
¢oes ou podem ser geradas por ectonucleotidases expressas na superficie celular
(Burnstock, 2017). Durante o exercicio, ocorre um estresse em diferentes tipos
de células, como midcitos, eritrdcitos, linfocitos, plaquetas, células endoteliais
e, dessa forma, o sistema purinérgico pode ter papel importante na modulagao
dessas respostas.

Adaptagdes cardiovasculares no exercicio

Por muitos anos, ndo havia um consenso de como ocorria a vasodilatacio
durante o exercicio fisico, uma vez que ha um aumento da atividade neural sim-
patica, a qual é responsavel pela vasoconstri¢do periférica e, consequentemente,
induz o aumento da pressio arterial (PA), principalmente da PA sistdlica (Bu-
ckwalter; Clifford, 2001). Dessa forma, parecia fundamental entender quais eram
os mediadores que promoviam a vasodilatagdo durante o exercicio fisico apesar
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do aumento da atividade simpatica. De maneira interessante, a literatura nas dl-
timas décadas constatou que o sistema purinérgico talvez possa estar envolvido
nesses processos e explique o aumento da atividade simpatica e da vasodilatagdo
durante o exercicio fisico (Biaggioni, 2007).

Primeiramente, foi constatado que os receptores purinérgicos P2X2/3,
localizados nos neurdnios aferentes dos musculos esqueléticos, podem enviar
sinais ao centro cardiovascular do bulbo e proporcionar um aumento da ativi-
dade simpatica, desencadeando um aumento da frequéncia cardiaca, da PA e
uma vasoconstri¢ao periférica. Esse fendmeno - Reflexo Pressor do Exercicio

— é deflagrado por metabodlitos, como o ATP, liberados pelo musculo durante o
exercicio fisico (Mccord; Tsuchimochi; Kaufman, 2010). No entanto, apesar desse
mecanismo explicar uma vasoconstri¢io sistémica, parece que, localmente, em
regides que estdo sendo estimuladas, como no musculo esquelético, o sistema
purinérgico participa da vasodilatagdo (Mortensen; Saltin, 2014). Isso é uma
adaptacdo aguda relevante na pratica do exercicio, visto a necessidade de redis-
tribui¢ao do fluxo sanguineo para locais com maior demanda energética, como
musculos em contragdes, em prol de territérios com menores demandas, como
o sistema gastrointestinal. E necessério, portanto, explicar os mecanismos que
promovem a vasodilatagdo local promovida pelo sistema purinérgico.

Durante o exercicio ocorre a liberacio de nucleotideos em diversos tecidos. O
ATP pode ser liberado dos nervos p6s-ganglionares simpaticos junto com a nora-
drenalina, mas nio é certo que eles podem contribuir para o aumento da concentra-
¢ao de ATP no plasma. O préprio musculo esquelético também tem sido proposto
como uma fonte potencial de ATP no plasma durante as contracbes musculares.
No entanto, os eritrocitos e as células endoteliais vasculares sdo considerados prin-
cipais fontes do nucleotideo e, consequentemente, os maiores responsaveis pela
vasodilatagdo durante o exercicio (Crecelius; Kirby; Dinenno, 2015).

As contragdes musculares repetidas durante o exercicio fisico provocam au-
mento do metabolismo, o que resulta em maior consumo de oxigénio, produgdo
de CO2 e acidose e também podem estimular a liberacdo de ATP pelas hemadcias.
Além disso, o estresse mecanico causado pela contragdo muscular eleva a pressdo
extravascular causando compressao ou distor¢ao dos vasos sanguineos, expondo
os eritrdcitos a um estresse ainda maior durante o exercicio fisico, o que aumenta
a libera¢ao de ATP (Crecelius; Kirby; Dinenno, 2015). Ademais, os eritrdcitos
sdo sensiveis a pressdao parcial de oxigénio (PpO2) sanguineo e regulam uma
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resposta adequada sobre diferentes condigoes de pressao (Sprague et al., 2011).
Durante a realizagdo de um exercicio fisico, ha aumento da demanda de oxigé-
nio para processos metabdlicos intracelulares de produgio de energia; portanto,
a PpO2 reduz em uma regido muscular ativa e, como consequéncia, os globulos
vermelhos se deformam e liberam ATP (Jager et al., 2014; Sprague et al., 2011).
No plasma, o ATP, assim como a adenosina (abordada no tépico 2.4 Adeno-
sina: papel e fungdes no exercicio), é um potente vasodilatador. Quando o ATP
se liga aos receptores P2Y1, P2Y2, P2Y4 e P2X4, presentes no endotélio, estimula
a formagao de 6xido nitrico (ON), prostaglandinas (PGs), prostaciclina (PGI2)
e fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio (EDHF). Esses mediadores
promovem um relaxamento dos musculos lisos e da vasodilatacao, sendo res-
ponsaveis por contrapor a vasoconstri¢ao simpatica (Figura 1). Além disso, o
ATP e a adenosina presentes no espaco intersticial podem atuar diretamente nos
receptores P2Ys (P2Y1, P2Y2, P2Y4) e P1 (A1, A2A e A2B), respectivamente,
presentes no musculo liso e proporcionarem seu relaxamento (Burnstock, 2017;
Mortensen; Saltin, 2014). Essa capacidade de limitar a vasoconstri¢do simpatica,
conhecida como simpatdlise funcional, é um evento significativo que ocorre em
musculos em atividade e permite o aumento do fluxo sanguineo para regides
em movimento, apesar da elevagdo da atividade simpatica (Saltin; Mortensen,
2012). Mortensen et al. (2012b) constataram que idosos sedentdrios possuem
uma menor simpatdlise funcional na perna em comparagdo aos jovens, mas essa
reducao funcional relacionada a idade é menos evidente em idosos fisicamen-
te ativos. No estudo, os idosos fisicamente ativos apresentaram maior concen-
tracdo de ATP intersticial apds o exercicio quando comparado aos sedentarios,
podendo sugerir um maior potencial em sinalizar para os receptores endoteliais
vasculares e musculares lisos para proporcionar a vasodilata¢do. Portanto, se-
gundo os autores, a atividade fisica pode prevenir o comprometimento no fluxo
sanguineo relacionado a idade e manter um fornecimento de O2 e nutrientes
(aminodcidos, glicose, etc.) durante o exercicio fisico, apesar da perda da fungédo

endotelial, comum em idosos.
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Figura 1: Participagdo do sistema purinérgico na vasodilatagao induzida pelo exercicio fisico
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Fonte: elaboragao propria.

Nas células endotelias (END) quando o ATP se liga aos receptores P2Ys

(P2Y1,P2Y2. P2Y4) e P2X4, induzem a formagao de dxido nitrico (ON),
prostaglandinas (PGs), prostaciclina (PGI2) e fatores hiperpolarizante

derivados do endotelio (EDHF) que induzem o relaxamento dos mus-
culoslisos (ML). Além disso, o ATP e a Adenosina (ADO), localizados

no intersticio e liberados de células do musculo esquelético em ativi-
dade, se ligam aos receptores P2Ys (P2Y1, P2Y2. P2Y4) e P1 (A1, A2A
e A2B) e também induzem o relaxamento dos musculos lisos. Pontos

em verde: ATP; pontos em azul: Adenosina (ADO).

Em termos de desempenho, o aumento do fluxo sanguineo durante o exer-
cicio promove uma maior disponibilidade de nutrientes e oxigénio para a mus-
culatura em atividade, capacidade de recuperagao mais rapida entre os estimulos
fisicos, manuteng¢do do desempenho por mais tempo e repara¢ao de danos mus-
culares de forma mais eficiente entre as sessoes de treinamento (Jager et al., 2014).
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Adaptacdes do tecido muscular no exercicio

Diversos receptores purinérgicos, como P2X1, P2X4, P2X5, P2Y1, P2Y2,
P2Y3,P2Y4,P2Y6,P2Y11, P2Y13 e P2Y14, estdo presentes nas fibras musculares
e podem desempenhar distintas fungdes por meio de sinais mediados por ATP e
ADP (Borng et al., 2012; Casas; Buvinic; Jaimovich, 2014; Fernandez-Verdejo et
al., 2013). Em humanos, ja foi verificada a presenca dos receptores P2Y1, P2Y2,
P2Y4, P2Y6, P2Y11 e P2X1 na célula muscular diferenciada (Borne et al., 2012;
May et al., 2006). Assim, apesar de haver diferengas na expressao dos receptores
entre espécies, as vias de sinalizacdes intracelulares que explicam as adaptacdes
musculares no exercicio, como hipertrofia, captagdo de glicose, contragao e libe-
racgao de miocinas, podem ser induzidas pelos receptores purinérgicos e propor-
cionar implicagdes significativas para a pratica do exercicio fisico e para a satde.

A hipertrofia muscular, que ocorre principalmente apds exercicio fisico
contra resisténcia, ¢ uma consequéncia de sucessivos estimulos agudos que de-
sencadeiam o aumento da sintese proteica intracelular e em longo prazo um au-
mento da area de se¢do transversa do musculo (Mcglory; Devries; Phillips, 2017).
Ao realizar a contracdo muscular em um exercicio fisico, ocorre a liberacio de
ATP dos musculos pelos hemicanais da panexina 1 (Pnx1) (Bustamante et al.,
2014). Além disso, os nucleotideos extracelulares podem ser liberados de dife-
rentes células em torno do muisculo, como neurdnio motor, células endoteliais e
Osseas, que podem atuar diretamente em células musculares (Burnstock; Arnett;
Orriss, 2013). Jiménez et al. (2018) mostraram que o ATP extracelular promove
o aumento da sintese proteica no musculo esquelético de roedores por meio da
ativagao de receptores P2Ys e da via de sinalizagdo Akt-mTOR. Apesar de nao
especificado pelos autores, acredita-se que o receptor P2Y2, um dos mais abun-
dantes no musculo de roedores, seja o principal responsavel pela sinalizagao. Em
outro estudo, in vitro, a ativagdo do receptor P2Y2 pelo ATP induz a producio
de inositol trifosfato (IP,) por meio da ativagao de fosfolipase C (PLC), causan-
do liberagdo de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (RS) mediado pelo receptor de
inositol trifosfato (IP3R). Esse aumento da concentracdo de Ca*" intracelular é
responsavel pela ativagdo de mTOR, uma proteina chave na sintese proteica. Os
autores constataram também que a administragdo diaria de ATP por via intra-

muscular em roedores, durante 1 semana, levou a hipertrofia de uma maneira
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dependente de mTOR e Ca** (ITO et al., 2018). Ainda néo esta claro como o Ca**
ativa mTOR, mas sugere-se que o Ca** promova uma interagao com a calmodu-
lina (CaM) e o complexo Ca?*/CaM formado se ligue a proteina hVps34 que é
necessaria para a atividade da lipase quinase e, consequentemente, aumento da
sinalizagdo de mTOR (Gulati et al., 2008).

Figura 2: Exercicio fisico contra resisténcia: um estimulo ideal para sinalizagdo purinérgica
na indugéo da hipertrofia
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Fonte: autores (2019).
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*  Por aplicar altas tensdes musculares durante a contragdo muscular, o
exercicio fisico contra resisténcia, pode ser um estimulo ideal para sian-
lizagao purinérgica a indugédo da hipertrofia. O ATP (pontos em verde)
liberado pelos hemicanais da panexina 1 (Pnx1) se liga aos receptores
P2Ys, que estdo acoplados a proteina G, e induz sinalizagdes intracelu-
lares para o aumento da sintese proteica e promocéo da hipertrofia. Ino-
sitol trifosfato (IP3); fosfolipase C (PLC); reticulo sarcoplasmatico (RS);
receptor de inositol trifosfato (IP3R); alvo da rapamicina em mamiferos
(mTOR); sintese de proteina muscular (SPM); pontos em verde: ATP.

Os mecanismos responsaveis pela hipertrofia muscular durante o exercicio
fisico, principalmente o exercicio contra resisténcia, ainda nao estdo completa-
mente elucidados (Wackerhage et al., 2019). Entretanto, as evidéncias anteriores
sugerem um possivel papel do sistema purinérgico nesse processo, uma vez que
o ATP liberado da fibra muscular em contragio e/ou de outras células adjacentes,
como neur6nio motor, pode desencadear sinaliza¢oes intracelulares por meio dos
receptores P2Ys e promover o aumento da sintese proteica e, consequentemente,
hipertrofia (Figura 2). Além disso, a concentra¢ao de ATP intersticial, que foi
liberado do meio intracelular, apresenta uma relagdo direta com a tenséo apli-
cada no musculo durante a contragdo (Li; King; Sinoway, 2003). Sendo assim, as
altas tensdes musculares proporcionadas pelo exercicio fisico contra resisténcia
podem ser um estimulo ideal para a sinalizagao purinérgica.

Ainda em relagdo ao receptor P2Y2, foi mostrado que o exercicio fisico
de extensdo de perna realizado durante 5 semanas aumentou sua expressao no
vasto lateral de homens jovens (Mortensen et al., 2012a). Além disso, idosos fi-
sicamente ativos apresentam maior nimero do receptor no musculo em relagao
aos sedentarios e acumulam maior quantidade de ATP no intersticio muscular
com a pratica de exercicio (Mortensen et al., 2012b). Esses resultados sugerem
um maior potencial anabdlico, uma vez que um musculo com maior expressao
de P2Y2 pode ser mais sensivel ao ATP extracelular e induzir maior nivel de
sinalizagdo intracelular para sintese proteica. Esse papel do sistema purinérgi-
co na inducéo da sintese proteica e, consequentemente, hipertrofia muscular é
fundamental para atenuar quadros de resisténcia anabélica muscular em idosos,
sarcopenia e caquexia.
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Durante o exercicio fisico, a captagdo de glicose pelas células musculares é
aumentada devido a demanda energética imposta, podendo ser independente
da insulina (Stanford; Goodyear, 2014). Presume-se ainda que o ATP e os recep-
tores purinérgicos podem estar envolvidos na captagdo de glicose atuando na
translocagdo dos transportadores de glicose. Em um estudo, o ATP estimulou o
transporte de glicose por meio da ativagao de receptores purinérgicos em cul-
tura de células musculares esqueléticas C2C12, o que facilitou a translocagdo de
GLUT4 para a membrana plasmatica (Suk Kim et al., 2002). Osorio-Fuentealba
et al. (2012) verificaram que os receptores P2Ys e a via PI3Ky-Akt-AS160 estdo
envolvidas neste processo, no entanto, ainda sdo desconhecidos os receptores
especificos que atuam na translocagdo do GLUT4. A captagao de glicose ¢ fun-
damental para posterior glicélise e producao de ATP intramuscular durante o
exercicio fisico e importante no controle glicémico, principalmente em pacientes
com diabetes mellitus (DM) (Codella et al., 2018).

Nos ultimos anos, foi verificado que o ATP extracelular é um mediador
relevante na despolarizagio da membrana e do aumento da concentracio in-
tracelular de Ca?* (Casas; Buvinic; Jaimovich, 2014). Buchthal e Folkow (1944)
inicialmente constataram que a injegcdo de ATP na artéria isquiatica, que supre o
musculo gastrocnémio da ra, induziu leves contragdes musculares. O ATP pode
aumentar a excitabilidade do musculo esquelético, tornando-o mais sensivel a
acao da acetilcolina (ACh) (May et al., 2006). A sinalizagdo via receptores P2Y1
aumenta a atividade da bomba de Na+/K+ e pode participar desse aumento da
excitabilidade muscular a fim de promover a contra¢ao muscular (Broch-Lips;
Pedersen; Nielsen, 2010).

Sandona et al. (2005) demonstraram que a sinalizagdo de ATP extracelular
no receptor P2X4 aumenta o influxo de Ca2+ no musculo esquelético e a libera-
¢do do ion do RS, favorecendo as propriedades contrateis do musculo. In vitro, o
aumento do influxo de Ca2+ no musculo esquelético e das concentragdes intra-
celulares mostrou elevar significativamente tanto o nimero de pontes cruzadas
entre filamentos contrateis quanto a velocidade na qual os filamentos deslizam
(Homsher et al., 1996). Esses achados fornecem provas do papel da sinalizagdo
purinérgica em promover melhoras na contragdo muscular, favorecendo a ca-
pacidade de produzir forca muscular e poténcia muscular no esporte e reduzir
a perda dessas capacidades advinda com a idade.
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Ainda é incerto se o ATP liberada pelo tecido muscular em condigoes de
exercicio pode atuar em outros tecidos, pois a meia-vida das moléculas de purinas
ndo passam de poucos segundos e sdo rapidamente metabolizados por diversas
enzimas presentes em células sanguineas (Burnstock; Arnett; Orriss, 2013; Ca-
sas; Buvinic; Jaimovich, 2014). Portanto, é improvavel que as purinas liberadas
no intersticio muscular alcancem os vasos sanguineos e promovam efeitos em
outros tecidos. No entanto, a expressao e liberagdo de IL-6, uma miocina de agdo
sistémica, em células musculares esqueléticas é estimulada por receptores P2Ys,
que explicam o aumento da IL-6 plasmatica em até 10 vezes durante o exercicio
(Bustamante et al., 2014; Fernandez-Verdejo et al., 2013).

A despolariza¢ao da membrana do musculo esquelético responsavel pela
contra¢do muscular, que ocorre durante o exercicio fisico, induz a liberacio de
ATP através dos canais Pnx1. Ap6s a ligagdo aos receptores purinérgicos P2Ys,
principalmente P2Y1, P2Y2 e P2Y14, de forma pardacrina e autdcrina, a ATP
provoca um aumento na concentra¢ao intracelular de Ca2+, ativando a cascata
de sinaliza¢ao GPy-PI3K-PLC que, por consequéncia, induz a expressao da IL-
6. A IL-6 formada e liberada da fibra muscular alcanga os vasos sanguineos para
desempenhar diversas fungdes (Bustamante et al., 2014; Fernandez-Verdejo et
al., 2013).

A IL-6 esta envolvida durante o exercicio na captagdo de glicose, na oxida-
¢do de acido graxos do tecido muscular, na lipdlise de tecido adiposo e na pro-
dugdo aumentada de glicose hepatica (Pedersen et al., 2016; Whitham; Febbraio,
2016). Apesar de IL-6 ser uma citocina pro-inflamatéria, quando liberada do te-
cido muscular, desempenha uma fungéo anti-inflamatéria, reduzindo os niveis
de TNF-a enquanto aumenta os de IL-10 e IL-1RA, devido a sua atuagdo em
mondcitos e macrofagos (Pedersen, 2013). Esse papel anti-inflamatdrio confere
protecdo contra desordens cardiovasculares, cAncer e diversas outras condi¢oes
que apresentem a inflamagao sistémica cronica de baixo grau em sua etiologia
(Fiuza-Luces et al., 2018; Gleeson et al., 2011). Ademais, aches momentéineas
agudas da IL-6 estao envolvidas em processos de hipertrofia muscular e ativagao/
mobilizagdo de células satélites (Belizario et al., 2016). Ratos knouckout para o
gene IL-6 ndo respondem a hipertrofia induzida por sobrecarga (Serrano et al.,
2008) e, portanto, além de atuar diretamente na hipertrofia muscular, como rela-
tado anteriormente, o sistema purinérgico por meio da IL-6 também desempenha
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um papel no ganho de massa muscular mediado por exercicio fisico, principal-
mente exercicio contra resisténcia.

Pedersen et al. (2016) verificaram que a IL-6 estd envolvida na redistribui-
¢do de células natural killers (NK). Nesse estudo, roedores submetidos a corrida
voluntédria produziram a citocina e apresentaram maior infiltracao de NK em
tumores, reduzindo em até 60% a incidéncia e o crescimento tumoral. Recen-
temente, foi demonstrado que a perda do tecido adiposo visceral é dependente
da IL-6. Apds 12 semanas de exercicio fisico, o grupo que teve o receptor de
IL-6 bloqueado por um anticorpo nio reduziu a massa adiposa visceral (We-
dell-Neergaard et al., 2018). Portanto, a modulagdo da expressao da IL-6 pelo
sistema purinérgico parece ser critica para as adaptagdes agudas e cronicas que
ocorrem com o exercicio fisico.

Enzimas do sistema purinérgico no exercicio fisico

As enzimas do sistema purinérgico sio compostas principalmente por
E-NTPDases (isoformas 1, 2, 3, 5, 6 € 8), ecto-5"-nucleotidase (CD73) e adenosina
desaminase (ADA). As E-NTPDases e CD73 sdao duas ectoenzimas da superficie
celular que desfosforilam o ATP nos seus metabolitos, ADP, AMP e adenosina,
em um processo rigorosamente regulado. A conversao de ATP em AMP ¢ ca-
talisada por E-NTPDases, enquanto CD73 catalisa desfosforilagdio de AMP em
adenosina. A ADA catalisa a conversao de adenosina em inosina (Burnstock,
2017; Yegutkin, 2008). A enzima CD39, uma E-NTPDase, é expressa em células
como musculo liso, linfécitos e endoteliais vasculares; CD37 estd presente em
tecido do rim, cérebro, pulmao, figado, coragao, linfécitos e no endotélio vascu-
lar; ADA ¢é expressa em linfécitos, células dendriticas e no coragdo (Burnstock,
2017; Yegutkin, 2008). Além disso, foi constatado que o musculo esquelético pode
induzir uma hidrodlise atipica do ATP, sem mediagdo de enzimas, por meio do
a-sarcoglicano, um membro de um subcomplexo dentro do complexo de prote-
inas associadas a distrofina (Sandona et al., 2004). Essas enzimas e mediadores
influenciam diretamente a propor¢do da concentragio de nucleotideos e como
eles atuardo em seus respectivos receptores, podendo, portanto, apresentar im-
plicagdes durante o exercicio fisico.
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Roque et al. (2011) verificaram que, apds 10 semanas de exercicio aerdbico
moderado, a atividade da CD39 e da CD73 aumentou no soro sanguineo e no
miocardio de ratos. Segundo os autores, a atividade aumentada dessas enzimas
nesses locais é responsavel pela hidrolise extracelular de nucleotideos, podendo
aumentar a produgdo de adenosina, a qual contribui para o aumento do fluxo
sanguineo coronariano e angiogénese em ratos treinados (Roque et al., 2011). No
entanto, em outro estudo, ratos submetidos a 20 minutos de exercicio aerdbico
moderado por duas semanas apresentaram reducio da hidrdlise de ATP e ADP
em sinaptossomas hipocampais e soro sanguineo, sugerindo menor atividade de
E-NTPDases, como a CD39 (Siqueira et al., 2010). No mesmo estudo, 12 sema-
nas de exercicio aerébico moderado de 20 minutos, trés vezes por semana, ndo
alteraram a hidrdlise de nucleotideos de adenina em sinaptossomas hipocampais,
mas aumentaram a hidrélise de ATP no soro sanguineo (Siqueira et al., 2010).
Assim, a atividade de E-NTPDases pode responder de forma distinta para dife-
rentes protocolos de exercicio e tipos celulares.

Em um estudo conduzido em ratos hipertensos, uma tinica sessdo de exer-
cicio moderado aerébico aumentou a hidrélise de ATP, ADP e AMP em plaque-
tas, sugerindo uma maior atividade de CD39 (Cardoso et al., 2012). No entan-
to, cronicamente, o exercicio aerébico moderado de uma hora, cinco vezes por
semana, reduziu a hidrdlise dos nucleotideos nas plaquetas, sugerindo menor
atividade da CD39 em relag¢do aos sedentarios (Cardoso et al., 2012). Sendo as-
sim, os ratos hipertensos retiveram maiores niveis de hidrdlise de nucleotideos
nas plaquetas podendo ser uma medida profilatica para evitar complicagdes ad-
vindas da hipertensao, como a agregacao plaquetaria (Cardoso et al., 2012). Em
relagdo a ADA, Rutkiewicz e Gorski (1992) foram os primeiros a mostrar que a
atividade da enzima diminui nas células musculares no inicio de um exercicio
moderado, contribuindo, assim, para a vasodilata¢do. Depois, Laxson; Homans e
Bache (1993) administraram ADA exdgena em ratos durante o exercicio e mos-
traram que a isquemia miocdrdica foi exacerbada, comprovando a importan-
cia da atividade da ADA na regula¢ao da vasodilatagdo corondria mediada por
aumento da adenosina. Entretanto, no exercicio aerébico agudo, a maioria dos
estudos mostrou um aumento da atividade da ADA em locais como no plasma
(Bassini-Cameron ef al., 2007; Belviranli et al., 2012) e no coragdo (Langfort et
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al., 1996). Além disso, cronicamente, a maioria dos trabalhos nao observou al-
teracOes na atividade da ADA (Belviranli ef al., 2012; Cardoso et al., 2012, 2015;
Newsholme et al., 1985).

Recentemente, em atletas semiprofissionais de futsal, o exercicio intermitente
de alta intensidade (HIIT) por 40 minutos induziu uma diminui¢ao na hidré-
lise de ATP e ADP nas plaquetas, um aumento na hidrdlise da adenosina e um
aumento na agregacao plaquetdria imediatamente apds o exercicio (Miron et al.,
2018). No entanto, ap6s 30 minutos do fim do exercicio, a atividade enzimatica e
aagregacao plaquetdria retornaram aos niveis basais (Miron et al., 2018). Dessa
forma, o HIIT agudo desencadeia um status pro-agregante transitdrio que é re-
vertido apds 30 minutos de recuperagao. Nos linfocitos, a hidrdlise da adenosina
(atividade da ADA) foi aumentada imediatamente apds o exercicio e permaneceu
elevada mesmo apds 30 min de recuperagdo sem uma alteragao significativa na
atividade de CD39 (Miron et al., 2018). Uma vez que a adenosina apresenta uma
acao imunossupressora e anti-inflamatoria, atuando em células como neutroéfilos,
macréfagos e linfocitos por meio de receptores A2A e A2B (Hasko; Cronstein,
2013), uma hidrdlise aumentada desse nucleotideo em células imunoldgicas, como
linfécitos, pode sugerir um potencial inflamatério acentuado durante e apds o
exercicio. Além disso, o quadro de linfocitose, que ocorre imediatamente apos
esse tipo de exercicio, contribui ainda mais para a a¢éo linfocitaria (Nieman et
al., 1994). Esse estado inflamatdrio agudo ¢ importante na mobiliza¢ao e atua-
¢do do sistema imune a fim de equilibrar as demandas energéticas e reparar os
danos teciduais advindos do exercicio fisico (Gleeson, 2007; Peake et al., 2017).

Adenosina: papel e fung¢des no exercicio

Durante uma sessdo aguda de exercicio, a adenosina tem um importante pa-
pel vasodilatador por meio do relaxamento da musculatura lisa vascular (Ballard,
2014). Esse papel da adenosina é dependente da duragio e intensidade do exer-
cicio. A adenosina néo contribuiu para a resposta vasodilatadora em contracdes
que duraram menos de um minuto e quando a intensidade do exercicio foi menor
que a moderada (Klabunde, 1986; Schwartz; Mckenzie, 1990), mas é responsavel
por 20% a 40% da hiperemia mantida em exercicio com cargas submaximas e
maximas (Marshall, 2007). Em humanos, a concentragdo de adenosina no plasma
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parece ndo aumentar durante o exercicio, o que provavelmente esta relaciona-
do a uma rapida meia-vida (Hellsten; Nyberg, 2015). No entanto, no intersticio
muscular, a concentragdo de adenosina aumenta com exercicio (Hellsten et al.,
1998), sugerindo uma contribuigdo local para a hiperemia (Figura 1), uma vez
que a infusao intravascular de adenosina mostrou um papel minimo na resposta
hiperémica em humanos (Sushant et al., 2016).

Apesar de provocar efeitos potenciais vasodilatadores durante o exercicio,
a adenosina pode ter efeitos prejudiciais tanto para a satide quanto para o de-
sempenho esportivo, dependendo do local de agdo. Verificou-se que o exercicio
aerdbico moderado foi capaz de prevenir o aumento na expressio de receptores
A2A, das enzimas CD39 e CD73 no cértex e no hipocampo de ratos hipertensos,
sugerindo uma menor hidrdlise de ATP e produgao de adenosina (Cardoso et
al., 2018). Além disso, os autores constataram que esses efeitos sao responsaveis
por prevenir a perda de memoria nos ratos hipertensos, uma vez que a ligacao
da adenosina ao receptor A2A faz parte da etiologia de algumas disfungdes ce-
rebrais responsaveis pela perda de memoria (Cardoso et al., 2018).

Por fim, o exercicio fisico extenuante ou uma recupera¢io inadequada
durante sessdes de treino levam ao quadro de fadiga mental e comprometem
a performance esportiva. O acimulo de adenosina no sistema nervoso central,
principalmente no cértex cingulado anterior, pode ser o principal responsavel
por essa exaustdo, uma vez que inibe vias dopaminérgicas trazendo como con-
sequéncias um aumento da percepgao de esfor¢o e redugao no desempenho fi-
sico e cognitivo (Martin et al., 2018; Smith et al., 2018). O papel antagonista de
adenosina explica o efeito ergogénico comprovado da cafeina e seu uso no meio
esportivo (Grgic et al., 2018).

CONSIDERACOES FINAIS

Ao longo do capitulo, foram evidenciadas varias adaptagdes agudas, como
regulagdo do fluxo sanguineo e captagao de glicose, e adaptagdes cronicas, como
hipertrofia muscular e aumento da expressao de receptores musculares. Além
disso, muitas adaptagdes do sistema purinérgico podem divergir entre agudas e
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cronicas, como atividade da CD39 em plaquetas que aumenta de forma aguda,
entretanto, reduz cronicamente.

Ainda ¢é necessario destacar que muitas adaptagoes crénicas advindas do
exercicio surgem ap6s sucessivos estimulos agudos com participagao pontual e
momentanea do sistema purinérgico. Um exemplo ¢ a captagdo de glicose no
musculo, mediado pelo ATP e os receptores P2Ys. Essa é uma adaptagdo agu-
da, porém, em longo prazo, sucessivos estimulos de captagdo de glicose podem
proporcionar o controle glicémico, sem, no entanto, ocorrer qualquer adaptagao
cronica no que diz respeito ao sistema purinérgico.

Espera-se que novas evidéncias possam elucidar ainda mais o papel do sis-
tema purinérgico no exercicio, com uma especificagdo mais precisa dos recepto-
res, uma vez que podem desencadear a¢des antagonicas e diferentes expressoes
entre espécies. O mesmo pode ocorrer com as enzimas, que podem variar sua
expressdo entre espécies e entre tipos celulares.

Além disso, aspectos nutricionais e farmacolégicos podem influenciar di-
retamente o sistema purinérgico e causar impactos significativos no campo es-
portivo, necessitando, portanto, maior esclarecimento sobre os mecanismos de
acao. Um exemplo esta no papel ergogénico esportivo da suplementagdo de ATP.

Por fim, ¢ incontestavel o papel das purinas nas adaptagdes do exercicio fi-
sico, no entanto, estudos futuros devem ampliar e detalhar seus mecanismos de
acao, uma vez que o exercicio fisico se apresenta como uma medida profilatica
e terapéutica para diversos quadros clinicos.
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MOLECULAS NUTRACEUTICAS
E SISTEMA PURINERGICO

Charles Elias Assmann
Pauline da Costa

INTRODUCAO

O termo nutracéutico (em inglés, nutraceutical) surgiu da unido das palavras
“nutri¢ao” (em inglés, nutrition) e “farmacéutico” (em inglés, pharmaceutical) e foi
primeiro cunhado por Stephen L. DeFelice em 1989, que também estabeleceu a
Fundagao para Inovagao em Medicina (do inglés, The Foundation for Innovation
in Medicine) em 1976 (DeFelice, 1995).

O conceito de nutracéutico pode ser ampliado para definir qualquer subs-
tancia, podendo ser considerada alimento ou parte de um alimento, como um
suplemento dietético, nutrientes isolados, alimentos produzidos por meio de en-
genharia genética, produtos a base de plantas e alimentos processados, que possui
algum beneficio médico ou para a satde, incluindo a prevengao ou tratamento de
doengas, por possuir atividades bioldgicas e desempenharem fungoes fisioldgicas
para o organismo (Andlauer; Fiirst, 2002; Defelice, 1995; Sauer; Plauth, 2017).

Entretanto, na literatura, as defini¢des para nutracéutico podem variar e,
algumas vezes, mesclam-se com as defini¢oes de alimento funcional. Para alguns,
a palavra nutracéutico também é sindnimo de alimento funcional, podendo ser
definido como um género alimenticio, aditivo alimentar ou suplemento dietético
que possui efeitos fisioldgicos benéficos, mas que pode nao ser essencial para a
dieta. Outros significados também encontrados na literatura cientifica incluem
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as defini¢oes de suplemento dietético, alimento ou alimento médico com um
beneficio capaz de prevenir ou diminuir o risco de uma doenga ou condigao de
saude associada, bem como sendo seguro para o consumo humano na quanti-
dade e frequéncia requerida para atingir tais propriedades (Aronson, 2017; Gul;
Singh; Jabeen, 2016).

O termo alimento funcional foi inserido primeiramente na literatura japo-
nesa em 1984, um pouco depois da introdugdo do termo nutracéutico, cunhado
por DeFelice. Esse termo denota que esses alimentos estdo diretamente envolvi-
dos com a modificagio benéfica de sistemas fisiol6gicos como o sistema circula-
torio, endocrino, imune, e digestivo, entre outros (Arai, 2009). Apesar de ainda
nao haver definigdes usadas internacionalmente para os termos nutracéuticos e
alimentos funcionais e de que esses termos se misturem em algumas referéncias,
utilizaremos como base a defini¢do inicial cunhada por DeFelice.

Nos ultimos anos, ha crescentes estudos na literatura a respeito da relacao
entre moléculas com potencial nutracéutico e o sistema purinérgico. Esse siste-
ma ¢ composto fundamentalmente de um conjunto de enzimas transmembranas,
como a Nucleosideo Trifosfato Difosfohidrolase (NTPDase), Ecto-5’-nucleotidase
(Ecto-5’-NT), Nucleotideo Pirofosfatase/Difosfodiesterase (NPP) e Adenosina
desaminase (ADA) que hidrolisam e degradam nucleotideos e nucleosideos de
adenina como a adenosina trifosfato (ATP), adenosina difosfato (ADP) e ade-
nosina monofosfato (AMP) e adenosina (ADO). Além disso, diversos receptores
acoplados a membranas, subdivididos em receptores do subtipo P2 e P1, ligam
especificamente as moléculas sinalizadoras desencadeando respostas celulares
dependendo do tipo celular no qual se encontram expressos (Junger, 2011; Ye-
gutkin, 2008).

Nas células do sistema imunoldgico, especialmente, enzimas, receptores e
moléculas sinalizadoras integrantes do sistema purinérgico auxiliam na regulagdo
de diversas fun¢des imunes, podendo desencadear respostas pro-inflamatérias
ou anti-inflamatérias, dependendo do tipo celular, condigoes fisiologicas e dos
estimulos a que essas células sao submetidas (Cekic; Linden, 2016; Junger, 2011).

Dessa forma, neste capitulo, abordaremos algumas das principais molécu-
las com potencial nutracéutico, no sentido de possuirem algum efeito fisioldgico
benéfico para a saide humana, em relagdo ao sistema purinérgico, enfatizando
a modulacio em componentes desse sistema, como enzimas, receptores e molé-
culas sinalizadoras, tais como ATP, ADP, AMP e ADO.
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Antocianinas

As antocianinas sao flavonoides polifendlicos altamente soltveis em agua,
que se encontram dissolvidas na seiva vacuolar dos tecidos epidérmicos de di-
versas flores, frutos e vegetais, dando a eles a cor rosa, vermelha, azul ou roxa,
dependendo do pH do meio (Andersen; Markham, 2005; Manach et al., 2004).
Existem muitas variedades desses pigmentos na natureza, contudo se destacam
seis: cianidina, delfinidina, malvidina, pelargonidina, peonidina e petunidina,
0s quais estdo mais comumente presentes nas plantas. Na dieta humana, as an-
tocianinas sio abundantes em frutas como uvas, cassis, amoras, morangos, mir-
tilos, e nos produtos industrializados derivados destes (vinhos, sucos, extratos,
geleias, etc.), além de serem encontrados em cereais, folhas e raizes de vegetais
como feijao, hibisco, berinjela, repolho-roxo, rabanete e muitos outros (Beattie;
Crozier; Duthie, 2005; Manach et al., 2004; Sakakibara et al., 2003).

O estudo desses compostos naturais tem sido de amplo interesse, devido
suas propriedades antioxidantes e neuroprotetoras, e por estarem envolvidos no
catabolismo extracelular de nucleotideos (Carvalho et al., 2016; Gutierres et al.,
2014; Pacheco et al., 2018a). As antocianinas possuem a capacidade de atraves-
sar a barreira hematoencefalica e prevenir o aumento da atividade das enzimas
NTPDase (utilizando ATP como substrato) em cortex cerebral e hipocampo, e
da mesma enzima (utilizando ADP como substrato) em hipocampo de animais
no modelo de amnésia induzida por escopolamina. Além disso, este nutracéutico
impediu a diminui¢io da atividade da Ecto-5’-NT e o aumento da atividade ADA
em hipocampo neste mesmo estudo de perda de memdria, prevenindo uma re-
dugio dos niveis de ATP e de ADO extracelular na fenda sinaptica, o que poderia
comprometer a sinalizagdo purinérgica e afetar a formacao de memoria. Dessa
forma, o tratamento com antocianinas restabeleceu os niveis de ATP no cérebro,
sugerindo um efeito neuroprotetor sobre as atividades das ectonucleotidases e o
metabolismo energético neuronal (Gutierres et al., 2012).
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Berberina

A berberina é um alcaloide presente na matriz quimica de uma variedade
de plantas medicinais, como as do género Berberis (B. aquifolium, B. vulgaris,
B. aristata), entre outras, e que possui diversas propriedades farmacoldgicas.
Diversos estudos clinicos e pré-clinicos demonstraram os efeitos benéficos da
berberina contra doengas de origem metabdlica, cardiovascular e neuroldgica
(Ahmed et al., 2015; Cicero; Baggioni, 2016; Kumar et al., 2015). Importantes
atividades antioxidantes e anti-inflamatdrias para esta molécula foram encontra-
das em estudos in vitro. Com relacdo a modelos animais e humanos, a berberina
demonstrou possuir efeitos cardiovasculares, por diminuir niveis de lipidios e
melhorar as fun¢des endoteliais e satide dos vasos sanguineos, e neuroprotetora,
potencialmente devido aos seus efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes (Cicero;
Baggioni, 2016; Kumar et al., 2015). Além disso, diversos metabolitos derivados
do metabolismo da berberina, como a columbamina e a berberrubina, também
tém mostrado efeitos farmacoldgicos similares a berberina, como anti-inflama-
toria, antioxidante, antitumoral, antimicrobiana, neuroprotetora, hipolipimian-
te, entre outras (Wang et al., 2017). Essa substancia e seus metabolitos tém sido,
portanto, cada vez mais estudados com o intuito de sua utilizagdo na prevenc¢io
e no tratamento de doengas cardiometabdlicas e neuroldgicas.

Um estudo publicado recentemente investigou o efeito da berberina, em
duas doses (50 e 100 mg/kg), em parametros de estresse oxidativo, comportamen-
tais de memoria e neurotransmissao purinérgica, em um modelo de deméncia
esporadica do tipo Alzheimer induzida por uma injegdo intracerebroventricular
de estreptozotocina em ratos. Os resultados encontrados corroboram a literatura,
mostrando que a molécula exerce efeitos protetores contra prejuizos de memo-
ria e danos oxidativos frente ao modelo de deméncia esporadica. Em relagdo a
componentes do sistema purinérgico, este estudo demonstrou que a berberina
preveniu a diminui¢do da atividade das enzimas NTPDase, Ecto-5-NT e ADA
em sinaptossomas de cortex cerebral e hipocampo. De acordo com esses resul-
tados, os autores sugerem que a berberina desempenha um papel neuroprote-
tor contra danos cognitivos, especialmente de memoria, e oxidativos, além de
proteger contra as disfungdes geradas na sinalizagdo purinérgica no modelo de
deméncia esporadica (De Oliveira et al., 2018).
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Café, cafeina, acido cafeico e acido clorogénico

A cafeina, o acido clorogénico e o acido cafeico sao compostos naturalmente
encontrados em muitas ervas, vegetais e frutos, sendo isolados, principalmen-
te, do café (Anwar et al., 2013). O café foi descoberto na Etidpia ha milhares de
anos e vem sendo mundialmente consumido na forma de bebida, associado aos
habitos sociais e a culturais de cada individuo (Stefanello et al., 2019). Além dos
compostos fendlicos, como o acido clorogénico e o acido cafeico, as ativida-
des bioldgicas do café também sdo atribuidas aos terpenos e alcaloides, sendo
o alcaloide cafeina o mais conhecido. O café e suas substancias bioativas tém
demonstrado propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias, hipoglicemiantes,
neuroprotetoras e cardioprotetoras (Andersen et al., 2006; Cunha; Agostinho,
2010; Stefanello et al., 2016, 2019; Vieira et al., 2017).

Estudos também revelaram os efeitos protetores do café sobre o sistema
purinérgico, uma vez que o tratamento com 0,5 mg/kg de café (Coffee arabica)
aumentou a atividade das enzimas NTPDase, usando ADP como substrato, e
Ecto-5-NT em sinaptossomas de cdrtex cerebral de ratos com diabetes indu-
zida por estreptozotocina. Esse efeito pode ter ocorrido devido ao aumento na
concentragdo dos nucleotideos no grupo de ratos diabéticos tratados com café.
No entanto, nas plaquetas deste mesmo grupo foi constatada uma diminui¢ao
na atividade da NTPDase (ATP e ADP), o que contribui para uma redugao da
agregacao plaquetaria (Stefanello et al., 2016).

Em pesquisas com cafeina, substincia pertencente a classe das metilxan-
tinas e estimulante do SNC, foi observado um antagonismo dos receptores A1l
e A2A, reduzindo o efeito inibitério da adenosina, sendo esse o provavel me-
canismo do efeito neuroprotetor da cafeina sobre os déficits de memoria indu-
zidos por escopolamina (Pagnussat et al., 2015). A cafeina, o acido cafeico e as
varias combinag¢des de ambos também promoveram uma inibi¢éo na atividade
da NTPDase e Ecto-5-NT em cortex cerebral e cérebro total menos o cortex de
animais, o que pode reduzir a hidrélise do ATP, indicando um efeito neuropro-
tetor (Akomolafe et al., 2017).

Além disso, a administragdo de 10, 50 e 100 mg/kg de acido cafeico durante
30 dias reduziu a hidrélise de ATP e AMP, enquanto a hidrdlise do ADP foi au-
mentada em plaquetas de ratos. A atividade das enzimas NPP e ADA também foi
aumentada nas plaquetas dos animais tratados com esse composto. Assim, os niveis
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extracelulares de ADP podem ser diminuidos, indicando um papel antiagregante
e reduzindo o risco de doengas cardiovasculares. Nos linfécitos, esse composto
fendlico causou um aumento na atividade da NTPDase e da ADA nos animais
tratados com acido cafeico. Esse aumento da NTPDase possivelmente induz o
decréscimo nos niveis de ATP, o que diminui a inflamagdo (Anwar et al., 2013).
O papel modulatério do acido clorogénico sobre sistema purinérgico tam-
bém ¢ observado na literatura. O tratamento com dcido clorogénico durante 30
dias teve efeito inibitorio na atividade da NTPDase (ATP e ADP) e aumentou a
atividade da Ecto-5’-NT em plaquetas de ratos diabéticos. Esse resultado pode
indicar um efeito benéfico, devido a sua capacidade em controlar os niveis de
ATP e ADP e aumentar a produgdo de ADO que, por sua vez, pode exercer agao
antiplaquetaria (Stefanello et al., 2016). O acido clorogénico preveniu a dimi-
nuicdo da atividade da enzima NPP e o aumento da atividade da Ecto-5’-NT
em plaquetas de ratos desmielinizados com brometo de etidio. Esse resultado
demonstra o envolvimento da NPP no processo de desmielinizagao ligado a es-
clerose multipla, pois a enzima pode modular respostas imunes e inflamatérias
na patogénese da doenga. Sugere-se ainda que o acido clorogénico pode levar
a uma elevacdo nos niveis de AMP que, subsequentemente, serdo hidrolisados
pela Ecto-5-NT, aumentando os niveis de adenosina, a qual exerce um efeito
anti-inflamatorio, imunossupressor e antiagregante (Leal et al., 2016).

Curcumina

A curcumina (diferuloilmetano) é um pigmento amarelo alaranjado derivado
do rizoma da planta circuma (Curcuma longa Linn), popularmente conhecida
como acafrao-da-india (Agrawal et al., 2010). Esse composto natural vem sendo
utilizado por milhares de anos como corante e aditivo alimentar, principalmente,
em paises asidticos como a India e a China (Abbasi et al., 2012; Yadav et al., 2011).
Sendo também utilizada na medicina tradicional destes paises, pois possui nu-
merosas propriedades farmacoldgicas, como as atividades antimicrobiana (De
et al., 2009), anticarcinogénica (Shishodia; Chaturvedi; Aggarwal, 2007), antio-
xidante (Reeta; Mehla; Gupta, 2009), hipoglicemiante (Kuhad; Chopra, 2007),
cardioprotetora (Aggarwal; Harikumar, 2009). Além disso, estudos experimentais
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tém demonstrado que a curcumina esta envolvida na modulagio da sinaliza¢do
purinérgica (Da Costa et al., 2017; Jaques et al., 2011a, b, c).

O tratamento com curcumina foi capaz de prevenir alteragdes na atividade
das enzimas NTPDase em plaquetas, linfocitos periféricos e pulmonares (Jaques
et al., 2011c), e da Ecto-5’-NT em plaquetas de ratos expostos de forma passiva
a fumaga de cigarro. Assim, sugere-se que esse polifenol exerceu efeitos antia-
gregantes e anti-inflamatdrios, uma vez que preveniu a redugio da hidrélise do
ADP em plaquetas, o qual estimula a agregac¢ao plaquetaria, bem como inibiu o
acumulo de ATP, nucleotideo ligado a indugéo de respostas pré-inflamatorias,
em linfdcitos periféricos e pulmonares de animais de expostos a fumaga de ci-
garro (Jaques et al., 2011a, 2011c).

O envolvimento do sistema purinérgico na neurotransmissao, neuromodu-
lagdo e plasticidade sindptica esta bem descrito na literatura (Bagatini et al., 2018;
Burnstock, 2006). Dessa forma, estudos evidenciam o potencial neuroprotetor da
curcumina, a qual foi eficaz em prevenir o aumento da atividade da NTPDase e
areducido da Ecto-5’-NT em sinaptossomas de cortex cerebral de ratos expostos
ao cadmio (Da Costa et al., 2017). Além de impedir alteragdes nas atividades
dessas ectonucleotidases em sinaptossomas de cortex cerebral de ratos expostos
a fumaga de cigarro, o que previne alteragdes nas concentragdes dos nucleotideos
e mantém a homeostase no sistema nervoso central (SNC) (Jaques et al., 2011b).

Lingonberry

Lingonberry (Vaccinium vitis-idaea L., Ericaceae), como sdo chamadas as
pequenas frutas de coloracao vermelha oriundas de arbustos verdes nativos das
florestas boreais e de regides da tundra do hemisfério norte, sdo ricas em diver-
sos compostos bioativos como antocianinas, catequinas, epicatequina, quercetina,
kaempferol, entre outros (Ek et al., 2006). Diversos estudos tém reportado im-
portantes atividades bioldgicas para esses frutos, destacando-se especialmente a
sua atividade antioxidante e também neuroprotetora, relacionadas ao conteudo
de moléculas bioativas presentes nos frutos. Um estudo publicado recentemente
avaliou e comparou as propriedades fitoquimicas e a capacidade antioxidante
dos extratos de lingonberry e de blueberry (mirtilo, Vaccinium myrtillus L.), mos-
trando que o extrato de lingonberry apresentou maior contetido de compostos
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fenolicos e de flavonoides totais em relagio a blueberry. Entretanto, o conteudo
de antocianinas e a capacidade antioxidante foi maior para blueberry em relagao
ao lingonberry (Drézdz; Séziené; Pyrzynska, 2017). Estudos recentes também
demonstraram que as antocianinas presentes no fruto foram capazes de prote-
ger células cardiacas da apoptose induzida pelo estresse oxidativo (Isaak et al.,
2017). Além disso, outro estudo demonstrou efeitos neuroprotetores do extrato
de lingonberry, protegendo astrdcitos tratados com lipopolissacarideo contra
danos de estresse oxidativo, danos colinérgicos e de viabilidade celular (Pache-
co et al., 2018b).

Nesse mesmo sentido, um outro estudo também demonstrou efeitos neu-
roprotetores do extrato de lingonberry por meio da redugdo do estresse oxidativo
e da regulacdo de componentes do sistema purinérgico em ratos submetidos a
um modelo de diabetes mellitus do tipo 1. Com relagdo a componentes do siste-
ma purinérgico, os autores investigaram a modulac¢do da atividade das enzimas
NTPDase, Ecto-5’-NT e ADA, bem como a densidade de receptores do tipo A1,
A2A e P2X7 através das analises de Western Blot. Os resultados mostraram que
o extrato de lingonberry aumentou a atividade da enzima NTPDase no grupo
diabético e tratado com o extrato em relagdo ao grupo diabético que recebeu
salina. Com relagdo aos resultados da densidade de receptores purinérgico, o
extrato de lingonberry foi capaz de restabelecer a densidade dos receptores ava-
liados para niveis similares ao do controle ndo diabético tratado apenas com
salina (Reichert et al., 2018).

Quercetina

A quercetina (3,5,7,34’- pentahidroxiflavona) é um dos flavonoides mais
difundidos no reino vegetal e ingeridos na dieta humana, pois esta presente uma
ampla variedade de frutas, legumes, vegetais, chds e vinhos, sendo a cebola, a
magd, a couve e o brocolis suas principais fontes (Murota; Terao, 2003). O con-
sumo desse composto esta associado a beneficios para a saide e a protecio con-
tra o desenvolvimento de muitas doencas, devido suas atividades antioxidantes,
antivirais, anticarcinogénica, e sua capacidade de reduzir o risco de doengas car-
diovasculares, distirbios metabdlicos e neurodegenerativos (Baldissarelli et al.,
2016; Braun et al., 2018; Kihira et al., 2011). Além disso, estudos tém evidenciado
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outras propriedades farmacoldgicas da quercetina, uma vez que esse composto
modula a sinalizagdo purinérgica em diferentes modelos experimentais.

Em um modelo de hipotireoidismo, a quercetina inibiu a atividade das
enzimas NTPDase (ATP e ADP), Ecto-5"-NT e ADA em plaquetas e em sinap-
tossomas de cortex cerebral de ratos saudéveis e doentes, o que pode reduzir a
hidrdlise dos nucleotideos de adenina e aumentar os niveis de adenosina, que
atua como uma molécula antiagregante e neuroprotetora, contribuindo na pre-
vengao da aterosclerose e de danos neuronais induzidos pelo hipotireoidismo
(Baldissarelli et al., 2016, 2017). A quercetina também preveniu o aumento da
atividade dessas enzimas em linfocitos periféricos e sinaptossomas de cdrtex ce-
rebral de ratos intoxicados por cddmio, exibindo propriedades anti-inflamatérias
e neuroprotetoras (Abdalla et al., 2013, 2014). Em adicdo, o pré-tratamento com
quercetina também impediu o aumento das enzimas NTPDase e ADA em lin-
focitos e promoveu uma diminui¢ao dos niveis séricos de ATP e ADP em ratos
hiperlipidémicos, possivelmente devido suas atividades anti-inflamatoérias e hi-
polipidémicas, pois diminuiu os niveis dos nucleotideos envolvidos em fun¢oes
pro-inflamatdrias, bem como reduziu os niveis de lipidios e lipoproteinas plas-
maticas, contribuindo para um efeito terapéutico anti-aterogénico (Braun et al.,
2018). No entanto, esse composto causou um aumento na atividade da NTPDase
e uma diminui¢do da ADA em sinaptossomas de cortex cerebral de ratos diabé-
ticos induzidos por estreptozotocina, podendo ser um mecanismo protetor con-
tra a deterioragao cognitiva induzida pelo diabetes mellitus (Maciel et al., 2016).

Alguns autores também tém relatado efeitos antiproliferativos da quercetina
sobre células tumorais, devido a inibi¢do da atividade e expressdo da Ecto-5"-NT/
CD73 na linhagem celular humana U138MG de glioma, bem como a redugédo
da atividade dessa enzima nas células humanas T24 de cancer de bexiga. Essas
alteragdes podem resultar no acimulo de AMP com consequente diminuigdo na
ADO extracelular, nucleosideo ativador de vias proliferativas, enquanto o AMP
tem efeito oposto, o que reduz a progressao dos tumores (Braganhol et al., 2007;
Rockenbach et al., 2013).
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Resveratrol

O resveratrol, composto polifendlico, quimicamente conhecido por 3,5,4-tri-
-hidroxi-estilbeno, estd presente em alimentos como framboesa, amora, amendoim
e, principalmente, nas uvas e nos vinhos tintos (Saiko et al., 2008). Sua estrutura é
sintetizada nas formas isdbmeras tranus e cis, sendo a forma trans responsavel pelas
inumeras fungdes biologicas do resveratrol, como anti-inflamatéria, antioxidante,
cardioprotetora, quimiopreventiva e neuroprotetora (King; Bomser; Min, 2006).

Pesquisas revelaram que o resveratrol age contra convulsoes induzidas por
pentilenetetrazol. Esse papel anticonvulsivante pode ocorrer pela estimula¢éo da
liberagao de ADO enddgena, uma vez que esse nucleosideo é um neurotrans-
missor inibitdrio, sugerindo um mecanismo de protegdo do resveratrol sobre o
sistema adenosinérgico (Gupta; Chaudhary; Srivastava, 2002). O tratamento com
resveratrol aumentou a hidrdlise dos nucleotideos ATP, ADP e AMP, através do
aumento da atividade das enzimas NTPDase, Ecto-5-NT, NPP e ADA em sinap-
tossomas e plaquetas de animais com diabetes induzida por estreptozotocina. Es-
ses resultados demonstraram que o resveratrol pode contribuir para aumento da
producao de adenosina, molécula neuroprotetora, antiagregante e vasodilatadora,
que protege o SNC de complica¢des neurologicas e condigdes pro-tromboticas
observadas no estado hiperglicémico (Schmatz et al., 2009a, 2009b).

Sabe-se também que o diabetes tipo 2 estd associado ao aumento dos niveis
plasmaticos de acidos graxos livres (AGLs), que, por sua vez, induz a liberagao
de IL-6 pré-inflamatéria mediada pela ativagdo dos receptores P2X7, o que leva
a um alto risco de neuropatias diabéticas. Assim, os resultados mostram que o
resveratrol inibiu o aumento da expressao do receptor P2X7 através da supres-
sdo da P38 via MAPK, atenuando a liberacio de IL-6 em células PC12 cultivadas
com altos niveis de AGLs, reafirmando sua agdo protetora contra complicagdes
neurais no diabetes (Xu et al., 2014).

Estudos recentes também confirmam os efeitos neuroprotetores e neuromo-
duladores do resveratrol na via purinérgica, devido a restauragdo das atividades
das enzimas NTPDase, Ecto-5-NT e ADA em células progenitoras neuronais
infectadas com Toxoplasma gondii. Além disso, esse nutracéutico preveniu o au-
mento da expressdo do receptor P2X7, inibindo a liberagao de varios fatores pro-

-inflamatérios e modulando a resposta imune contra T. gondii (Bottari et al., 2018).
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CONSIDERACOES FINAIS

Diversas moléculas com potencial nutracéutico tém mostrado possuir efeito
em componentes do sistema purinérgico, seja na atividade de enzimas, na ex-
pressdo de receptores ou na modula¢ao da concentra¢ao das moléculas sinali-
zadoras, como ATP, ADP e ADOQ. Os efeitos relatados na literatura demonstram,
de maneira geral, uma regula¢ao benéfica a nivel de sistema purinérgico e, com
isso, podem possuir atividades neuroprotetoras, antioxidantes, anti-inflamatérias,
cardioprotetoras, entre outras, necessarias para a homeostasia do organismo. Estu-
dos futuros se fazem necessarios para continuar elucidando quais os mecanismos
que moléculas e alimentos nutracéuticos agem a nivel de sistema purinérgico e
seu possivel impacto na prevengao ou reversao de doengas.
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CANCER DE COLO UTERINO
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INTRODUCAO

O céncer de colo uterino (CCU) caracteriza-se como o quarto tipo de can-
cer mais incidente e fatal na popula¢ao mundial do sexo feminino. Fator que,
em numeros, representa 569.847 novos casos e 311.365 mortes apenas no ano
de 2018 (Globocan, 2018). Ademais, a mortalidade desse tipo de cancer em pa-
ises em desenvolvimento ¢ o dobro quando comparada a um pais desenvolvido
(Siegel; Miller; Jemal, 2019). Esse dado relaciona-se com o tempo de diagndsti-
co e 0 acesso ao tratamento oferecido por tais paises (Campion; Canfell, 2015).

O CCU desenvolve-se, necessariamente, a partir da infec¢ido persistente
de um dos tipos carcinogénicos do papillomavirus humano (HPV) (Chen et
al., 2018). A transmissao desse virus ocorre por meio do contato fisico e sexu-
al, infectando as regides da pele e da mucosa (Schiftman et al., 2016). No CCU,
especificamente, a persisténcia da infec¢do pelo HPV pode gerar neoplasias in-
traepiteliais (NICs), lesdes pré-cancerigenas que apontam a potencialidade da
lesdo tornar-se um cincer invasivo (Campion; Canfell, 2015).

O microambiente tumoral do CCU distingue-se, ainda, por apresentar
concentracoes elevadas de ATP e adenosina - além de outros nucleotideos — no
meio extracelular do microambiente tumoral. Ha, dessa forma, a ligagdo entre o
sistema purinérgico e a progressao e persisténcia das células tumorais (Maldona-
do et al., 2012). A explicacio para esse fato esta na importincia dos nucleotideos
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extracelulares na sinalizagdo molecular de diversos processos bioldgicos, como
a proliferagdo, a diferenciagao e o crescimento celular, bem como a mediagao
de respostas do sistema imune (Lee et al., 2006). Assim, este capitulo abordara
arelacao entre os componentes do sistema purinérgico e o desenvolvimento de
cancer no colo uterino.

Lesido Intraepitelial e Carcinoma do Colo Uterino

A maioria das infec¢des associadas ao HPV ¢ tratada espontaneamente
pelo sistema imunoldgico (Zhang et al., 2018). Tal afirmacao sustenta-se na ca-
racteristica imunogénica dos tumores induzidos por virus oncogénicos, ou seja,
o aparato imunoldgico reconhece os peptideos virais presentes no tumor como
antigenos estranhos (Abbas; Lichtman; Pillai, 2015). Caso o mecanismo de de-
fesa celular seja inefetivo, havera a possibilidade de a infecgdo persistir em um
processo oncogénico (Zhang et al., 2018). A sinalizagdo do sistema purinérgico
age, desse modo, por meio do estimulo ou inibi¢do da resposta imune, cresci-
mento tumoral e metaplasia (Di Virgilio, 2012).

A classificagdo dos tipos de HPV é conduzida pelos diferentes graus carci-
nogénicos que esse virus apresenta. Dessa forma, os tipos de baixo risco, como o
HPV6 e HPV11, associam-se ao aparecimento do condiloma acuminado, tumor
benigno presente na regido genital (Schiffman et al., 2016). Quanto aos de alto
risco, estabeleceram-se 12 tipos principais: HPVs 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58 e 59. O HPV68, particularmente, é considerado um provavel oncogénico
em raros casos (Bouvard et al., 2009).

Os tipos de HPV de alto risco geram instabilidade genética através da inte-
gragdo ao genoma celular. Essa instabilidade relaciona-se com a agdo das onco-
proteinas E6 e E7, que participam da danificagdo do DNA celular e do processo
mitdtico (Krump; You, 2018). Em estudo de coorte, identificou-se a porcentagem
dos tipos de HPV carcinogénicos mais comuns. Dentre eles, 0o HPV16 esteve pre-
sente em 60% dos casos analisados, seguido pelo HPV18 (19%) e HPV45 (7%)
(Lagheden et al., 2018).

Assim como os demais virus oncogénicos, o HPV ¢ capaz de inibir, por meio
dos oncogenes, as principais vias de supressdo tumoral que as células possuem.
Eles permitem a degradagdo, desse modo, da p53 e da proteina retinoblastoma,
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as quais seriam fundamentais na indu¢ao do processo de apoptose das células
cervicais danificadas. Com isso, hd um aumento do acimulo de mutacdes e da
capacidade proliferativa do HPV, que infectara novas células (Chen et al., 2018).
Ademais, no processo oncogénico, a concentragio de adenosina atinge niveis
altos, o que estimularia a vasculogénese e promoveria a infiltracao de células
tumorais no tecido do colo uterino (Maldonado et al., 2012).

Durante a carcinogénese, ocorrera na zona de transformagio - local onde
mais de 90% das infec¢des desenvolvem-se — a substituicdo do epitélio colunar
pelo epitélio escamoso em um processo chamado metaplasia escamosa (Deng et
al., 2018). Os tumores que se proliferam na por¢ao escamosa sdo os carcinomas,
que correspondem a 80-90% dos casos. A principio, sdo assintomaticos, mas, no
decorrer da patologia, podem causar sangramento, dor na regiao pélvica e dor
apos relagao sexual. Os adenocarcinomas, por sua vez, sdo tumores que atingem
células glandulares da endocérvix, promovendo um rapido crescimento celular
(Brianti; Flammineis; Mercuri, 2017).

Dentre os principais fatores que aumentam o risco do desenvolvimento do
CCU, destacam-se a utilizagdo de contraceptivo oral por longo periodo, o nume-
ro elevado de parceiros sexuais e o habito de fumar (Su et al., 2018). A primeira
medida profilatica do CCU é a vacinagio (Schiffman et al., 2016). A vacina contra
o HPV é composta por proteinas recombinantes presentes nos capsideos virais
(Abbas; Lichtman; Pillai, 2015). Atualmente, existem trés tipos de vacina, dos
quais a bivalente Cervarix protege contra o HPV16 e 0o HPV18, e a tetravalente
Gardasil também fornece protegdo contra o HPV6 e o HPV11 - responsaveis
pelo condiloma acuminado. A nonavalente Gardasil9, por sua vez, é eficaz con-
tra as cepas anteriormente citadas e outros HPVs carcinogénicos: 31, 33, 45,52
e 58 (Harper; Demars, 2017).

Outra profilaxia adotada é o exame citoldgico, conhecido popularmente
como Papanicolau, que realiza o rastreamento de possiveis displasias das células
cervicais (Lagheden et al., 2018). Dentre os beneficios desse exame, estd a identi-
ficagao precoce da lesao intraepitelial, minimizando a mortalidade do CCU. Para
diagnosticar a infec¢do, também ha a possibilidade de realizar o PCR - reagao em
cadeia da polimerase — e exame de deteccao do DNA viral (Schiffman et al., 2016).

Caso haja a confirmagéo da infecgao, outros exames podem ser indicados,
como histologico (padrao ouro), colposcopia, inspecao visual, expressao da p16,
captura hibrida e marcadores de metilagdo (Schiffman et al., 2016). O tratamento
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dependera do grau de displasia apresentado pela lesao intraepitelial, cuja classifi-
cacdo e nomenclatura dependera do sistema utilizado (Quadro 1). Desse modo,
sao tratamentos disponiveis a ablacdo, por meio de crioterapia e laser, e a excisdo,
através de cirurgia de alta frequéncia e coniza¢ao (Wang; Huang; Zhang, 2018).

Quadro 1. Sistema de Nomenclatura das Lesdes Intraepiteliais

Classificacdo Classificacio Classificacio
Citoldgica Histologica Molecular
Papanicolau Bethesda NIC -
I | Negativo para lesdo intraepite- | Normal Cérvix normal

lial e malignidade

1I |- Células escamosas -
atipicas de significan-
cia indeterminada

IIT | Lesdo intraepitelial escamosa | NICI Infeccdo pelo HPV
de baixo grau
Lesao intraepitelial escamosa | NIC II Pré-cancer
de alto grau
vV NIC III
V | Cancer Cancer Cancer

Fonte: SCHIFFMAN et al., 2016.

O céncer de colo uterino em seu estagio precoce é geralmente assintoma-
tico. No estagio avangado, entretanto, a paciente pode apresentar sangramento
vaginal, ciclo menstrual irregular e dor abaixo do ventre (Dos Reis et al., 2011).
O tratamento do CCU depende do grau de estadiamento, que se fundamenta na
Federagao Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO) (Quadro 2) (Mat-
suo et al., 2019). Dessa forma, sdo possibilidades a histerectomia, quimioterapia,
radioterapia, utiliza¢do de antiangiogénicos (como o farmaco bevacizumab) e
cirurgia (Schiffman et al., 2016).
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Quadro 2 - Sistema de Estadiamento do Cancer de Colo Uterino

Estddio 0 NIC III (carcinoma in situ)

Estadio I Carcinoma confinado ao colo uterino

Estadio IA Invaséo estromal de no médximo 5 mm de profundidade e 7 mm de extensdo

Estadio IA1 Invasao estromal de 3 mm com, no maximo, 7 mm de extensio

Estadio A2 Invasdo estromal de 3 a 5 mm com, no maximo, 7 mm de extensao

Estadio IB Lesdo clinica confinada ao colo uterino

Estddio IB1 Leséo clinica <2 cm

Estadio IB2 Lesdo clinicade2a3.9 cm

Estadio IB3 Lesao clinica 24 cm

Estadio II Envolvimento do ter¢o superior e médio da vagina ou infiltra¢do no paramé-
trio, ndo chegando a parede pélvica

Estadio ITA Envolvimento da vagina, sem evidéncia de envolvimento parametrial

Estadio ITA1 Lesdo clinica <4 cm

Estadio ITA2 Lesdo clinica >4 cm

Estadio IIB Infiltra¢do do paramétrio nao chegando a parede pélvica

Estadio III Envolvimento do ter¢o inferior da vagina ou infiltra¢do do paramétrio até a

parede pélvica

Estadio IIIA Envolvimento do tergo inferior da vagina, ndo chegando a parede pélvica

Estadio IIIB Extensdo parametrial até a parede pélvica

Estadio ITIC1 Metastase em linfonodo pélvico

Estadio Metéstase em linfonodo para-adrtico

11(07

Estadio IV Extensdo além do trato genital

Estadio IVA Envolvimento da mucosa da bexiga ou reto

Estadio IVB Metastase a distancia

Fonte: Dos Reis et al., 2011 (adaptado).

Sistema Purinérgico e Cancer de Colo Uterino

O processo de crescimento, progressao e invasao de células cancerosas no
organismo envolve uma sucessdo de eventos que dizem respeito: a proliferagao
celular rapida e desordenada; a falha nos mecanismos que controlam a morte
celular programada; ao aumento da angiogénese; e a capacidade de evitar que
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células anormais sejam percebidas pelo sistema imune (Gao; Dong; Zhang, 2014).
Recentemente, o sistema purinérgico vem sendo associado como uma via de si-
nalizagao importante no que diz respeito a progressao de células tumorais (Di
Virgilio et al., 2018), isso porque, em ambientes tumorais existe um desbalango
nos nucleotideos ATP/ADP, AMP e adenosina e a superexpressao ou, em alguns
casos, a diminui¢do da expressdo de receptores P2 (Ferrari; Malavasi; Antonioli,
2017). Em relagdo ao microambiente tumoral do CCU, ele se caracteriza por ser
rico em ATP e adenosina, o que sugere que a sinalizacio e a via purinérgica de-
sempenham um importante papel em relagdes a mecanismos que controlam o
crescimento e morte celular no cancer (Figura 1) (Mello et al., 2014).

Figura 1: Ilustragdo da visdo geral do sistema purinérgico e sua sinalizagdo de uma célula de CCU
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Fonte: autores (2019).

Mecanismos diferentes sdo acionados quando estimulados pelos distintos
nucleotideos no microambiente tumoral do CCU. O receptor P2X7, ao
ser ativado, promove um aumento na produc¢do de ATP intracelular e,
pela via PI3K-AKT, através da sinalizagdo dependente de HIF1aq, acio-
na vias mitogénicas e angiogénicas, estimulando a progressao tumoral.
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Os receptores do tipo P2Y sao acoplados a proteina G e ativam a via da PLC.
A PLC leva a formacio de InsP3, que, por sua vez, leva a liberacido de Ca+2 in-
tracelular - com maior ou menos intensidade, dependendo do nucleotideo e do
receptor estimulado. A via da PLC, ao ser ativada, também provoca a geragdo de
DAG, que, por sua vez, é um ativador de PKCs. Ao ser ativado, o receptor P2Y2,
por meio da ativacio de PKCs, participa da inibi¢do da Na+/K+ ATPase e, atra-
vés da via MAPK, no aumento da prolifera¢ao celular, enquanto o receptor P2Y®6,
via PLC, por meio da via MAPK/EK1,2, participa igualmente de processos que
levam a proliferagdo celular.

A adenosina, também presente em altas quantidades no microambiente
tumoral, leva a ativagdo do receptor A2A em células de linfdcitos T, o que pro-
move a diminui¢do da proliferacgio, ativagdo e da fungio efetora dessas células.

No CCU, a infecgdo por HPV e a perturbagao de mecanismos que envolvem
a diferenciagdo e apoptose celular estdo relacionadas com a progressiao tumoral
(Schiffman et al., 2011). Ao longo do ciclo de replicagdo viral e do processo de
diferenciacdo celular, ocorrem alteracdes intraepiteliais, que, posteriormente,
podem se caracterizar como um processo invasor (Schiffman et al., 2016). Essas
lesdes percursoras — as NICs - sao classificadas em diferentes graus cito-histopa-
tologicos baseados na severidade de anomalias celulares conhecidos como NICI,
NICII e NICIII e se caracterizam como um estagio pré-cancer (Maldonado et al.,
2012). Em um estudo clinico realizado em plaquetas de pacientes, Maldonado
et al. (2012) demonstraram que o balan¢o dos componentes da via purinérgica
sofre alteragdes nos diferentes graus de NICs e no estagio de CCU propriamen-
te dito. Verificou-se que o ADP e o AMP sdo mais sensiveis ao estagio de can-
cer quando comparados ao ATP, uma vez que as taxas de hidrolise desses dois
nucleotideos sofreram maiores alteragdes entre os grupos observados. Quanto
ao ATP, resultados mostraram que houve uma diminuigdo gradual da atividade
de hidroélise deste nucleotideo entre os grupos de NICs até o estagio de céncer.

A baixa atividade enzimatica da ectonucleosideo trifosfato difosfohidrola-
se-1 (NTPDasel), em func¢do da diminuicio da taxa de hidrdlise de ATP entre
os grupos analisados, segundo os autores, funcionaria como uma estratégia de
defesa contra uma agregacdo plaquetdria descontrolada, @ medida que o ADP -
que ¢ o produto imediato do ATP - atua como facilitador desta agregagao (Mal-
donado et al., 2012). No entanto, apesar das conclusdes dos autores de que o ATP
funcionaria como um inibidor da interagdo do ADP com receptores presentes
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nas plaquetas, diversos estudos demonstraram que o ATP também desempenha
um papel de agente agregador plaquetario (Nurden, 2007). Dessa forma, investi-
gac¢oes adicionais tornam-se necessarias para esclarecer se declinio da hidrélise
de ATP entre os grupos de NICs até o estagio de cancer, observadas no estudo
clinico realizado por Maldonado et al. (2012), estdo ou néo relacionados com
um mecanismo de defesa celular.

A presenca de ATP extracelular - abundante no microambiente tumoral
(Di Virgilio et al., 2018) - também ativa o receptor purinérgico P2X7, o que
culmina, inicialmente, no fluxo de ions Ca*?, K* e Na*. Situagcdes em que o ATP
extracelular interage com o P2X7 por longos periodos acarretam o surgimento
de poros ndo seletivos e irreversiveis. Tais poros, possivelmente, levam a apoptose
das células cervicais (Pevarello et al., 2017). Esse importante mecanismo celular,
que se inicia a partir do estimulo de ATP extracelular, e ¢ mediado pelo P2X7,
ativa a 9-caspase mitocondrial por meio de uma cascata de sinalizagdo (Wang
et al., 2004). Além disso, ao ser ativado, o receptor P2X7 induz um aumento na
concentragao de Ca*> mitocondrial, o que leva a uma maior geracdo de ATP in-
tracelular e de metabolitos para a sintese de estruturas celulares — por meio do
aumento da fosforilacdo oxidativa. A via PI3K-AKT, dependente da ativagdo de
P2X7, atua na indugdo de quadros de fornecimento inadequado de oxigénio as
células tumorais a partir da sinalizacao dependente de fator induzivel por hipdxia-
la (HIF1a) que estimula vias mitogénicas e angiogénicas. Tais eventos favorecem
a composi¢do bioquimica do microambiente tumoral e a progressao de células
cancerosas, como ilustra a Figura 1 (Di Virgilio et al., 2018).

Células tumorais do colo uterino apresentam, ainda, uma variante do re-
ceptor P2X7, o qual ¢ chamado de P2X7j, uma proteina de 258 aminodcidos que
se caracteriza por ndo apresentar a parte C-terminal intracelular e ndo possuir
o segundo dominio transmembrana, bem como o ter¢o distal da al¢a extracelu-
lar, que estdo presentes na estrutura do receptor P2X7 (Feng et al., 2006). Essa
variante P2X7j, ao interagir com P2X7, ndo s6 prejudica a formagao dos poros
e perturba a permeabilidade das membranas celulares, como também afeta a
indu¢ao da morte celular, que é mediada pelo P2X7, como mostra a Figura 2
(Roger; Pelegrin, 2011). Acredita-se, assim, que a expressao de P2X7j em célu-
las tumorais cervicais do trato genital feminino favorece o crescimento celular
desordenado, pois evita a apoptose (Feng et al., 2006).
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Figura 2: llustragdo esquematica da interagdo do ATP extracelular com o receptor P2X7
e sua variante P2X7j
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Fonte: autores (2019).

* O P2X7 é expresso tanto em células normais, quanto em células can-
cerosas de CCU. No entanto, em condigdes normais, atua na permea-
bilidade celular e na formacao de poros nao seletivos, interferindo na
permeabilidade celular e desencadeando processos que levam a apop-
tose celular. Células cancerosas do colo uterino, por sua vez, expressam
uma variante P2X7j, que interfere na formagao de poros nao seletivos,
diminuindo a permeabilidade celular e na morte celular, facilitando a
proliferacao generalizada de células.

O ATP extracelular pode, ainda, ativar alguns receptores purinérgicos P2Y,
como P2Y2 e P2Y11, que, diferentemente de receptores P2X, sao metabotrdpicos
e estao acoplados a proteina G (North; Barnard, 1997). Em estudo conduzido
em linhagens de células cancerosas do colo uterino (CXT cell lines), constatou-se
que a interagdo desse nucleotideo com receptores P2Y especificos permeabiliza
a membrana plasmatica destes tipos celulares a substincias citotoxicas cationi-
cas poliatomicas — como a Hoechst 33258 (Pibenzimol). A hipoétese inicial do
estudo era que o Hoechst 33258 adentraria nas células por meio dos receptores
P2X7, que sdo permedveis a substancias cationicas de maior dimenséao. Contudo,
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evidenciou-se que, em células cancerosas do colo uterino, citotoxinas catidnicas
ndo sio transferidas ao meio intracelular por esse processo (Bukhari et al., 2015),
dado que, como previamente exposto, células tumorais cervicais apresentam
uma variante P2X7j que interage com o receptor P2X7 e interfere na permea-
bilidade da membrana celular (Di Virgilio et al., 2018). No entanto, essas subs-
tancias ainda conseguem penetrar a membrana plasmatica das células epiteliais
cervicais cancerosas a partir dos receptores P2Y ativados pelo ATP extracelular
(Bukhari et al., 2015).

Receptores P2Y acoplados a proteina G ativam a via fosfolipase C (PLC),
responsavel por formar inositol 1,4,5-trifosfato (InsP3) (Von Kiigelgen; Wetter,
2000) e, por meio da formagéao de diacilglicerol (DAG), um ativador enddgeno
de proteinas quinases C (PKCs) (Erb; Weisman, 2012; Muscella et al., 2003a). A
formagao de InsP3, através da ativagao da PLC, acontece a partir da ligacao de
nucleotideos extracelulares com receptores P2Y, os quais, subsequentemente, de
maneira mais ou menos intensa, aumentam a concentra¢ao de calcio citoplas-
matico de células adjacentes e ndo adjacentes aquelas inicialmente estimuladas
(Okuda; Furuya; Kiyohara, 2003; Locovei; Wang; Dahl, 2006).

Células HeLa - primeira linhagem de células cultivadas em laboratério e ori-
ginadas de um adenocarcinoma do colo uterino (Landecker, 2000) — apresentam
oscila¢des na concentrac¢do de ions Ca*? intracelular quando submetidas a deter-
minadas concentracdes de ATP, UTP, UDP e ADP. Essas variacOes na concentra-
¢do expressam-se com intensidades diferentes em relacio ao tipo de nucleotideo
e dosagem utilizados (Okuda; Furuya; Kiyohara, 2003). Os nucleotideos ATP e
UTP, por exemplo, apresentaram potencial semelhante na promog¢éo do ion Ca*?,
por meio da ativacdo do P2Y2 (Muscella et al., 2003b), além de também possu-
irem efeito inibitério na atividade da Na+/K+ ATPase via ativagao de PKC-a, -f
e €. (Muscella et al., 2003a). A Na*/K* ATPase participa, fundamentalmente, na
regulacdo do gradiente eletroquimico através da membrana plasmatica; no en-
tanto, estudos recentes vém associando-a também como um importante fator de
iniciagao, crescimento e desenvolvimento de células cancerosas através de inu-
meras vias regulatéria de manutengio e morte celular (Durlacher et al., 2015). A
inibi¢ao da atividade da Na*/K* ATPase pelo ATP e UTP, via P2Y2, consequen-
temente, corrobora a progressao tumoral (Blok ef al., 1999). Ademais, quando
ativado, o receptor P2Y?2 participa do processo de prolifera¢do celular por meio
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de vias que envolvem proteino-quinases ativadas por mitégenos (MAPK), como
ilustra a Figura 1 (Muscella et al., 2003b).

Ao longo do processo de proliferagdo, verifica-se o aumento na expressao
dos receptores P2Y4 e P2Y6 (Burnstock, 2017), ativados, respectivamente, por
UTP e UDP (Von Kiigelgen; Wetter, 2000). No que se refere aos receptores P2Y6,
presentes em células HeLa, eles possuem sua ativa¢ao por UDP ou por moléculas
analogas a timina 5’-O-monofosforotioato (Gendaszewska-Darmach; Szustak,
2016) e estao relacionados com o estimulo a proliferagdo celular envolvendo
vias de fosforilagao de quinases reguladas por sinais extracelulares (EKS) 1 e 2,
através da via MAPK/EKS e a expressio da proteina c-Fos, como se verifica na
Figura 1 (Muscella et al., 2004).

A hipoxia decorrente do crescimento de células tumorais no colo uterino,
em consequéncia da vascularizacdo inadequada, promove a degradagao dos
nucleotideos de adenina, resultando na liberacio de adenosina extracelular em
excesso (Merighi et al., 2003). Com isso, ha o aumento da atividade das enzimas
pirofosfatase/fofodiesterase (E-NPP), adenosina desaminase (ADA) (Beckenkamp
etal.,2014), NTPDasel e ecto-5-nucleotidase (Bahreyni et al., 2018). Como con-
sequéncia dessa via adrenérgica, forma-se um microambiente imunossupressor
favoravel ao crescimento do tumoral (Rocha-Garcia et al., 2019).

A concentragio elevada de adenosina, dessa forma, promove a ativacio do
receptor A2A em linfécitos T regulatérios (Treg cells), fator que ocasiona a di-
minui¢ao da prolifera¢ao, ativacao e fungédo efetora dos linfocitos T citotdxicos,
como demonstra a Figura 1 (De Lourdes Mora-Garcia et al., 2016). Nesse sentido,
Bahreyni et al. (2018) descrevem que a ativagdo de moléculas adenosinérgicas,
incluindo as enzimas NTPDasel, ecto-5"-nucleotidase e os receptores A2A e
A2B, tem agdo redutora nas respostas imunes do organismo ao longo do desen-
volvimento do CCU. O comprometimento da resposta imune ocorre, principal-
mente, devido a superexpressao da interleucina 10 (IL-10) e da baixa regulacao
do sistema de antigenos leucocitarios humanos de classe I (HLAI) (Bahreyni et
al., 2018). Além disso, ao interagir com esses dois receptores, a adenosina ex-
tracelular induz a produgao do fator de crescimento transformador-f (TGF-f3)
(Rocha-Garcia et al., 2018), que também suprime as respostas imunes antitumo-
rais (Karunagaran; Jinesh, 2008).

Adenosina extracelular em altas concentragdes também esta associada a in-
dugao da apoptose de células de uma variedade de células cancerosas (Bahreyni
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et al., 2018). Em estudo realizado em culturas de células SheLa, linhagem celu-
lar de carcinoma cervical humano infectada por HPV-16, constatou-se que tais
células, quando expostas a quantidades expressivas de AMP extracelular - que
nao ¢ ligante de nenhum tipo de receptor purinérgico P2 — apresentam a capa-
cidade de promover morte celular. Isso porque a AMP, posteriormente, seria
degradado a adenosina pela ecto-5’-nucleotidase. Tal fato, portanto, demonstra
o importante papel desempenhado pela adenosina na indu¢ao da morte celular
de células cancerosas do colo uterino (Mello et al., 2014).

CONSIDERACOES FINAIS

Sob os aspectos gerais do cancer de colo uterino, conclui-se que a subjeti-
vidade do sistema de classificagdo das lesdes intraepiteliais é um obstaculo na
defini¢ao de tratamentos adequados, sendo que a particularidade da paciente
também deve ser levada em consideragdo. Ademais, ha a importancia de a vacina
atuar como forma de prevenir, além da infec¢ao pelo HPV, a persisténcia desta
infeccdo e uma possivel evolugdo para a lesdo intraepitelial e, consequentemente,
a0 processo carcinogénico.

Além disso, em relagao a interagdo do CCU com o sistema purinérgico, cé-
lulas tumorais cervicais caracterizam-se por apresentar uma rede purinérgica
anormal, a medida que expressam uma maior atividade de ectoenzimas, como
a E-NPP, ADA, NTPDasel e a ecto-5"-nucleotidase, e a superexpressio ou nao
de receptores especificos. Tal fato ocorre devido as altas concentrag¢des de nu-
cleotideos extracelulares no microambiente tumoral. Esses nucleotideos (puri-
nas e pirimidinas) agem e interferem na regulagao, proliferagao, diferenciacao e
apoptose de células cancerigenas do colo uterino, por meio de diferentes subti-
pos de receptores P2. Isso posto, é importante ressaltar que o conhecimento da
sinalizagdo purinérgica em células tumorais do CCU pode contribuir para fu-
turos tratamentos terapéuticos e estudos que auxiliem na melhor compreensao
do avanco e da proliferagio da doenga.
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CANCER COLORRETAL E SISTEMA
PURINERGICO

Jodo Paulo Dal Magro Mocellin
Matheus Pelinski da Silveira
Sarah Franco Vieira de Oliveira Maciel

INTRODUCAO

Cancer colorretal (CCR) é uma defini¢ao genérica que pode ser atribuida
a diversas neoplasias localizadas no célon ou no reto, partes do intestino grosso
responsaveis pela absor¢ao de grande percentual de 4gua proveniente da alimen-
tacdo (Brenner, Kloor, Pox, 2014).

Mundialmente, o CCR representa o terceiro tipo de cancer mais incidente
e o segundo mais mortal, com mais de 1,8 milhdo de casos novos em 2018, e 881
mil mortes estimadas para o mesmo ano. As taxas de incidéncia tendem a ser mais
altas em paises desenvolvidos, apesar dos maiores nimeros serem registrados na
Coréia do Sul para homens, e na Macedonia para mulheres (Bray et al., 2018).

No Brasil, para os anos de 2018 e 2019, estimou-se 36.360 novos casos de
CCR para homens e mulheres, representando cerca de 6,24% de todos os novos
casos de neoplasias, sendo o terceiro mais incidente em homens e o segundo
em mulheres, excetuando-se as neoplasias de pele ndo-melanoma (Brasil, 2018).

Sendo assim, levando-se em consideragéo a relevancia epidemiolégica do
CCR e de outros cénceres, a busca por novas modalidades de tratamento que
sejam mais eficazes é constante. Fala-se cada vez mais sobre terapias-alvo, mais
especificas e com baixo perfil de efeitos colaterais. Nesse contexto, o sistema
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purinérgico ¢ um mundo a ser explorado, com suas particularidades para cada
tipo de neoplasia (Burnstock, Di Virgilio, 2013).

Cancer Colorretal (CCR): fatores de risco e fatores de prote¢iao

No Brasil, infelizmente, tanto as taxas de incidéncia do CCR como de mor-
talidade apresentam tendéncia ao crescimento, fato que esta diretamente relacio-
nado ao aumento nos niveis de obesidade, bem como nas mudangas no estilo de
vida da populagdo em geral (Bray et al., 2018).

Dietas baseadas em alimentos processados ou carne vermelha sabidamen-
te contribuem para o aumento de incidéncia, assim como o sedentarismo, dia-
betes, tabagismo, consumo excessivo de bebidas alcodlicas e a presenga de do-
encas inflamatdrias intestinais (doenga de Crohn, retocolite ulcerativa) (Chan,
Giovannucci, 2010).

Sendo assim, através de uma dieta balanceada, rica em fibras e com prefe-
réncia por proteina oriunda de carnes brancas, associada a pratica de exercicios
fisicos a fim de eliminar o sedentarismo e a obesidade, é possivel atuar de for-
ma preventiva e menos favoravel ao desenvolvimento do CCR. Existe, também,
uma relacio entre o uso de anti-inflamatdrios ndo esteroidais (marcadamente
o acido acetilsalicilico) e a diminui¢édo da incidéncia e mortalidade por CCR,
principalmente apds longos periodos de administracdo do farmaco (cerca de 5
anos) (Chan, Giovannucci, 2010; Rothwell et al., 2010; Kunzmann et al., 2015).

Diagndstico e estratégias de rastreamento

O diagnostico de CCR baseia-se na realizagdo de biopsia, através do exame
de colonoscopia, que é o padrio ouro para o rastreio. Nesse exame, toda a exten-
sao do intestino grosso é avaliada por uma camera inserida através do orificio
anal. Caso o médico encontre alguma lesdo polipoide (pré-maligna ou nao), é
possivel, através de um conduto anexo ao da cdmera, manipular pingas a fim de
realizar a remogao do polipo, possibilitando a analise citopatologica. Entretanto,
aproximadamente 10% de todas as lesdes pré-malignas no intestino grosso nao
se apresentam no formato de pdlipo, mas sim como lesdes planas ou depressoes
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na mucosa intestinal. Esses tipos mais raros de lesdes pré-malignas demandam
mais aten¢ao do médico para serem identificadas, além de estarem ligeiramen-
te mais relacionadas a progressao para adenocarcinoma (Soetikno et al., 2008;
Wolf et al., 2018).

O surgimento da neoplasia maligna depende da evolugdo de uma lesdo
pré-cancerosa no decorrer de 7 a 10 anos (através de uma sequéncia que sera
explicitada a seguir), e, portanto, existem estratégias muito eficazes que podem
ser utilizadas a fim de prevenir o surgimento do CCR. Ha tempo para detectar
as lesdes em estagio inicial, desde que o rastreio seja corretamente efetuado. O
Ministério da Satide recomenda que, a partir dos 50 anos, sejam realizados anu-
almente ou bianualmente testes de sangue oculto nas fezes. Caso esses testes se-
jam reagentes, entao, deve-se realizar uma colonoscopia. Até a metade de 2018, a
Sociedade Americana de Cancer também recomendava o inicio do rastreio para
CCR aos 50 anos, porém, mudancas no estilo de vida da populacio, levando ao
aumento da prevaléncia desse tipo de cancer em pessoas mais jovens, fizeram
com que as recomendacdes fossem revistas. Atualmente, a recomendacgéo é a
realiza¢ao da pesquisa anual de sangue oculto nas fezes e colonoscopias para
rastreio a cada 5 anos, a partir dos 45 anos de idade. Em individuos com histo-
ria familiar de CCR, deve-se considerar a idade na qual o paciente teve cancer e
subtrair 10 anos para iniciar o rastreio. Por exemplo, caso a mie de determinado
paciente teve CCR aos 50 anos de idade, ele deve iniciar o rastreio aos 40 anos
(Brasil, 2010; Wolf et al., 2018).

O rastreio para CCR ¢ ainda mais importante quando consideramos a na-
tureza silenciosa da doenga. Em estagios iniciais, incluindo fases pré-malignas,
ndo existem sintomas, sendo que as manifesta¢des clinicas acontecem devido ao
estreitamento da luz intestinal. O estreitamento se d4 por conta do crescimento
tumoral, podendo gerar periodos de constipagdo alternados com diarreia. Tam-
bém ¢é possivel que ocorram sangramentos intestinais, que podem ser visiveis
ou microscopicos. No decorrer do capitulo, apresentaremos a influéncia da lo-
calizagao do tumor na sintomatologia clinica (Majumdar, Fletcher, Evans, 1999).

Considerando que o CCR ¢ uma doenga silenciosa no inicio, o que leva a
negligencia do seu rastreio, alguns pacientes apenas sao diagnosticados quando
a doenga ja esta disseminada. Para avaliar o acometimento da doenga, utiliza-

-se 0 método TNM de estadiamento, assim como em diversas outras neoplasias
sélidas. O TNM avalia o tamanho do tumor (T), o envolvimento linfonodal
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(N) e a presenca de metastases a distancia, e, com base nesses dados, estima um
progndstico. O principal fator determinante de piora no prognoéstico é o envol-
vimento linfonodal, que sugere fortemente disseminag¢do tumoral e consequente
aumento no risco de metastases a distdncia. Quanto mais linfonodos acometidos
por células neoplasicas, menor a sobrevida do paciente. Pacientes com doenga
localizada, sem acometimento linfonodal, chegam a quase 100% de sobrevida
apos 5 anos, enquanto pacientes com doenga metastatica apresentam cerca de
10% de sobrevida apds o mesmo periodo de tempo (Brenner, Kloor, Pox, 2014).

Fisiopatologia

Grosseiramente, 0 CCR em cdlon ascendente ¢ diferente do CCR em célon
transverso e descendente em progressiao para diferentes padroes morfoldgicos
de invasdo e expansdo. No célon ascendente, geralmente os tumores surgem
como massas exofiticas polipoides ou fingicas. Clinicamente, pode ser suspeito
na ocorréncia de anemia inexplicada por deficiéncia de ferro, a qual é causada
por um sangramento oculto. Ja os tumores dos célons transverso e descendente
sao mais comumente anulares, produzindo lesdes em “argola de guardanapo”
Assim, ocorre estreitamento luminal, gerando sintomas de disfuncéio intestinal,
como constipac¢ao, diarreia ou obstruc¢ao intestinal (Carraro et. al., 2001; Rob-
bins, 2010; Katoh et al., 2011). Apesar dessas diferengas, microscopicamente, os
CCR dos célons ascendente, transverso e descendente sao semelhantes, tendo
origem em adenomas ou displasias planas, bem como possuem um prognéstico
similar quando locorregionais (Weiss et al., 2011).

Sao dois os principais mecanismos pelo qual o CCR se forma: a partir da
sequéncia adenoma-carcinoma (Figura 1), responsavel por cerca de 80% dos
casos de CCR; e deficiéncias no reparo mismatch de DNA (Robbins, 2010). Na
sequéncia adenoma-carcinoma, formam-se polipos adenomatosos no célon quan-
do mecanismos normais de regula¢do da renovagao do epitélio sao interrompidos.
No intestino, as células superficiais que o revestem sao continuamente esfoliadas
e perdidas no limen, devido a apoptose, necessitando ser substituidas. No pro-
cesso normal, essa proliferagdo ocorre exclusivamente na base da cripta. Assim,
a medida que as células se movem em dire¢do a superficie do lumen, elas vao
deixando de proliferar e se diferenciar terminalmente. Tal processo ¢ prejudicado
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com o crescimento dos adenomas, que se tornam displasicos e, eventualmente,
atingem potencial invasivo (Zauber et al., 2012; Qines et al., 2017).

Na sequéncia adenoma-carcinoma, ocorrem mutagdes no gene da polipose
adenomatosa coli (APC), regulador negativo e responsavel pela degradagdo da
B-catenina na via, proteina envolvida no processo de adesao celular. Nos ade-
nomas, as copias dos genes APC estdo inativas ou por mutagdes ou por eventos
epigenéticos. Assim, a B-catenina vai se acumulando no nucleo celular, ativando
a transcri¢ao de genes que promovem a sua proliferagao. Adicionalmente, ocor-
rem mutagdes tardias no oncogene Kirsten Rat Sarcoma (KRAS), que promo-
vem o crescimento e previnem apoptose (Robbins, 2010; Parreiras et al., 2013).

O desenvolvimento da neoplasia também se relaciona com mutagdes em
outros genes supressores tumorais, como os genes Mothers Against Decapentaple-
gic Homolog 2 (SMAD2) e 4 (SMAD4), que sdo sinalizadores do fator de trans-
formacao de crescimento beta (TGF-f). Normalmente, essa sinaliza¢ao inibe o
ciclo celular, tornando o crescimento celular desenfreado com a sua perda. Outro
supressor tumoral que, quando mutado, se relaciona com o CCR ¢é o gene TP53,
o qual codifica uma fosfoproteina nuclear importante no controle do ciclo celular,
no reparo do DNA e na inducéo da apoptose (Cavalcanti Junior, Klumb e Maia,
2002), encontrado em 70 a 80% dos casos, porém nao encontrado em adenomas,
sugerindo, assim, uma mutagao tardia (Robbins, 2010).

Figura 1: Sequéncia adenoma-carcinoma
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Inativagdo do APC
(perda do 5q)

Fonte: Fearon (2011) - adaptada pelos autores (2019).

A segunda via envolve deficiéncias no reparo mismatch de DNA, gerando
um acumulo de mutagdes que recebem o nome de instabilidades microssatélite.
Geralmente silenciosas, algumas mutagdes se localizam em regides promotoras
de genes envolvidos no crescimento celular, tal qual as regides que codificam os
genes TGF-f3 tipo II e a proteina pro-apoptética X associada ao BCL-2 (BAX).
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O TGF-f tem fungao inibidora do crescimento de células epiteliais colonicas, a
qual é prejudicada pelas mutagdes que, associadas a perdas na proteina BAX, nao
conseguem impedir o crescimento tumoral (Robbins, 2010). Outras alteragdes
encontradas quando se hé defeito no reparo mismatch sio muta¢des no proto-
-oncogene B-Raf (BRAF) e silenciamento de grupos distintos de genes pela hi-
permetilagao de ilhas CpG (Noftsinger, 2009; Robbins, 2010).

Aspectos terapéuticos e a sinaliza¢ido purinérgica

As estratégias de tratamento para o CCR dependem do estadiamento da
doenca. Tumores em estagio inicial sdo tratados, via de regra, com cirurgia, e a
técnica cirdrgica a ser utilizada depende da localizagao do tumor. Em geral, é
retirada uma por¢ao do intestino grosso, com margens livres antes e adiante do
tumor, podendo ser necessaria a utilizacdo de uma bolsa de colostomia. Tumo-
res mais avangados, geralmente, recebem, além da cirurgia, ciclos de quimiote-
rapia e radioterapia. No caso de metastases isoladas (hepaticas ou pulmonares)
passiveis de ressec¢ao, deve-se realizar a remogao cirtrgica do tumor primario
e da metastase, somando-se a quimioterapia e/ou radioterapia. Se as metastases
forem irressecaveis, a estratégia de tratamento passa a ser paliativa, baseada na
realizagdo de quimioterapia e/ou radioterapia, bem como em estratégias para
melhorar a qualidade de vida do paciente (Brenner, Kloor, Pox, 2014).

Sendo assim, até pouco tempo atrds, a possibilidade de cura para os tumo-
res solidos (assim como o CCR) estava baseada na realizagdo de procedimentos
cirtrgicos, normalmente muito invasivos e que causam impactos significativos na
qualidade de vida do paciente. O tratamento quimioterapico, apesar de eficiente
em aumentar a sobrevida, causa varios efeitos colaterais e ndo é especifico para
as células tumorais. Entretanto, nos ultimos anos, ocorreu um grande avango
nas técnicas de imunoterapia, que comegam a apresentar resultados muito pro-
missores para tumores solidos (Brenner, Kloor, Pox, 2014).

Nesse sentido, a busca por tratamentos mais especificos para as células can-
cerosas também foi direcionada a sinalizagao purinérgica, baseada no ATP e na
adenosina (ADO). A ADO e o ATP atuam extracelularmente no contexto do
sistema purinérgico, interagindo com receptores das familias P1 e P2. Os recep-
tores P1 respondem a ADO, enquanto os receptores P2 (P2X, P2Y) estdo mais



129

relacionados a sinalizagdo via ATP. Os receptores P1 sdo acoplados a proteina G,
assim como os receptores P2Y, enquanto os receptores P2X estdo ligados a canais
ionicos. A interagdo entre os receptores purinérgicos e as moléculas sinalizadoras
ocasiona respostas rapidas em conexdes sindpticas, interacdes neuromusculares
envolvendo musculos lisos e também nas secre¢oes enddcrinas e exdcrinas. Essa
sinalizacdo é conhecida desde a década de 70 e, com o tempo, percebeu-se que o
ATP e a ADO também influenciavam outros processos, como apoptose e cresci-
mento celular. Nao demorou a se pesquisar a influéncia dessas substancias nos
tumores; entdo, foi documentada a influéncia do ATP e da ADO nas mais varia-
das linhagens tumorais. Também se descobriu que diferencas na concentragao
de ATP podem influenciar as células de maneira diferente. Aparentemente, con-
centragdes baixas de ATP extracelular no microambiente tumoral promovem a
divisao celular, enquanto concentragdes altas possuem o efeito contrario. Outro
fator que influencia a consequéncia da agdo do ATP (crescimento celular, diferen-
ciagdo celular ou apoptose) é o tipo de receptor purinérgico expresso pelas células.
Por exemplo, no melanoma, a estimulacdo dos receptores P2Y1 diminui a velo-
cidade de proliferacao celular, enquanto a estimula¢do de receptores P2Y2 causa
um aumento na divisao celular (Burnstock, 2006; Burnstock, Di Virgilio, 2013).

No CCR, estio presentes diversas alteracdes em nivel celular, que envolvem
inclusive a sinalizag¢ao purinérgica. O trato gastrointestinal é regulado por di-
versos mecanismos, incluindo uma interacao complexa com o sistema nervoso
central. Nesse processo, estido presentes diversos receptores relacionados ao sis-
tema purinérgico, que atuam com uma ampla gama de efeitos, conforme exposto
na Figura 2. Marcadamente, no célon humano, existe a presenca de diferentes
linhagens de receptores P2Y, dentre eles, P2Y1, P2Y2, P2Y4 e P2Y6. Esses recep-
tores sdo acoplados a proteina G e ativados por nucleotideos, como ADP, UTP
e UDP (Wan et al., 2016).



Figura 2: Fungdes relacionadas aos receptores P2Y no trato gastrointestinal
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Fica evidente a importancia da sinalizagdo purinérgica no contexto do
CCR quando analisados pardmetros inflamatérios no ambiente tumoral. Para
que ocorra a carcinogénese, sao necessarias algumas condigdes que favorecam o
aparecimento de células neopldsicas, dentre elas a inflamacéo, levando a perda da
homeostase e prejudicando o potencial regenerativo dos tecidos. Pacientes com
doengas inflamatdrias como retocolite ulcerativa ou doenga de Crohn demonstram
aumento na expressio de RNAm correspondente aos receptores P2Y2 e P2Y6,
enquanto nos tumores colonicos em geral ocorre superexpressao dos receptores
P2Y2 e P2Y4, em comparagio a tecidos intestinais normais (Wan et al., 2016).

Dessa forma, o sistema purinérgico passou a ser considerado como um
potencial alvo terapéutico, e alguns estudos ja demonstraram influéncia da esti-
mulacdo ou inibigdo de receptores de nucleotideos ou de ADO no crescimento
e apoptose tumoral, dependendo da linhagem celular estudada. Como exemplo,
linhagens celulares de CCR sofreram apoptose apds a estimulagao de recepto-
res P2Y1 e P2Y2. Também existe relagdo entre a estimulacao de receptores P2Y2
pelo ATP com a migragao transendotelial dos tumores, que é um processo cru-
cial para o desenvolvimento das metastases. Ou seja, o estudo do sistema puri-
nérgico aplicado aos tumores de modo geral possui grande importancia para o
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desenvolvimento de terapias mais eficazes e direcionadas as células neoplasicas.
Para que isso seja possivel, ¢ fundamental que sejam compreendidos os proces-
sos de sinalizagdo celular e os atores envolvidos nesse processo (Wan et al., 2016;
Di Virgilio, Adinolfi, 2017).

Sistema Purinérgico e CCR

A atuagdo do sistema purinérgico nos cinceres de forma geral é marcante
e, muitas vezes, antagonica. Pequenas altera¢des nas concentracoes de ATP in-
fluenciam as células de maneira totalmente diferente. Baixas quantidades de ATP
possuem efeito imunossupressor no microambiente tumoral, o que favorece a
multiplicacdo de células neoplasicas, enquanto altas quantidades de ATP fora das
células estao relacionadas a apoptose. Além disso, as vezes, 0 mesmo receptor
possui acdes diferentes, dependendo do tipo celular onde esta expresso. No CCR,
diferentes linhagens celulares podem apresentar agoes distintas relacionadas a
estimulacdo de um mesmo receptor, como o P2Y2 (Burnstock, Di Virgilio, 2013).

ATP e o crescimento ou apoptose celular

Em estudos comparando mucosa intestinal saudavel com tecido tumoral,
foi constatada a superexpressdo dos receptores P2Y2 e P2Y4 nos tumores por
meio de analises imunohistoquimicas e por western-blot, embora nao se saiba
o significado funcional deste achado (Chowdhury et al., 2013; Wan et al., 2016).
Duas linhagens celulares de CCR (HCT8 e Caco-2) expressam o RNAm dos re-
ceptores P2Y1, 2,4, 6, 11 e 12, e as proteinas de P2Y1 e P2Y2. Foi demonstrado
que ATP em altas concentra¢des induz apoptose nestas células através do recep-
tor P2Y1, e, em baixas concentragdes, estimula a proliferacao das células de CCR,
provavelmente atuando nos receptores P2Y2 (Wan et al., 2016).

Em estudo sobre a relagao do estimulo de receptores P2 com a liberagao de
Interleucina-8 (IL-8) pelas células tumorais da linhagem HT-29, observou-se que
a estimulagdo continua dos receptores P2Y2 coldnicos parece ter relagao com o
desenvolvimento de patologias, como Doenga de Crohn e Retocolite Ulcerativa,
pelo aumento na secregao de IL-8. Isso favorece o surgimento da inflamagéo e,
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consequentemente, contribui para a progressio tumoral. E importante lembrar
que as doengas inflamatdrias intestinais aumentam dramaticamente as chances
do desenvolvimento de alguma neoplasia maligna do célon (Bahrami et al., 2014).

Na linhagem celular HT-29, utilizada em diversas pesquisas referentes ao
CCR, o ATP demonstrou aumentar as concentrag¢des intracelulares de calcio,
ao mesmo tempo em que diminuiu a concentragdo intracelular de cloreto e de
sodio, via estimulagdo de receptores P2 (Burnstock, Di Virgilio, 2013). Logo, o
estimulo de receptores purinérgicos pode contribuir na modula¢ao da prolife-
ragdo e apoptose de células de CCR. Além disso, quando comparada a expressao
do receptor P2Y2 no CCR e em células normais, o que se encontra é uma con-
centragao maior do receptor nas células malignas, evidenciando a complexidade
das reagdes mediadas via sistema purinérgico (Wan et al., 2016).

ADO no microambiente tumoral

A ADO ¢é um produto da degradagdo do ATP e, assim como o ATP, tem
suas concentragdes extracelulares aumentadas em caso de hipdxia tecidual e in-
flamacao. Portanto, em diversas linhagens tumorais, as concentra¢des de ADO
encontram-se elevadas (Sek et al., 2018).

E amplamente difundido que o cAncer consegue enganar o sistema imuno-
légico para que possa ocorrer o crescimento desordenado de células, e a ADO
parece ter papel fundamental nesse processo. A presenca de ADO no ambiente
extracelular promove imunossupressido, modulando a acao de linfocitos T, B e
das células Natural Killer, o que cria um ambiente mais favoravel para a progres-
sdo tumoral (Sek et al., 2018).

A conversio de ATP/ADP/AMP em ADO depende de algumas enzimas
expressas na membrana celular, dentre elas, a NTPDase (também chamada de
CD39, converte ATP e ADP em AMP) e a 5’- nucleotidase (5-NT, denominada
também de CD73, converte AMP em ADO), além de outra via envolvendo a
CD38 (converte NAD+ em AMP). Em diversos tipos de cAnceres a superexpres-
sao de CD39 e CD73 esta relacionada ao aumento no numero de metastases para
linfonodos e a um pior progndstico do tumor, porém, curiosamente em algumas
linhagens de CCR, as mesmas enzimas quando superexpressas relacionam-se a
desfechos positivos (Jiang et al., 2018; Sek et al., 2018).
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Outro ponto de divergéncia encontra-se na estimulagdo do receptor A3 de
ADO, em geral, superexpresso nas células malignas de célon. Em estudos que
comparam diferentes linhagens de CCR, desfechos distintos ocorreram apos a
ativagdo desse receptor. Na linhagem HCT-116, a ativagido do A3 levou a uma
queda na proliferagdo das células neoplasicas, sendo que o contrario ocorreu
quando o mesmo receptor foi estimulado na linhagem HT-29 (Gessi et al., 2004;
Sek et al., 2018).

Sinalizagio purinérgica e a disseminag¢ao tumoral

Em um estudo recente com tumores colorretais coletados logo apods cirur-
gia e submetidos a analises imunohistoquimicas e western-blot, o receptor P2X7
mostrou-se superexpresso nas amostras tumorais em relagdo aos tecidos nor-
mais, e essa alta expressédo se correlacionou com tamanho do tumor, metastases
linfaticas e estadiamento TNM. A expressdo desse receptor pode servir, ainda,
como um fator prognoéstico independente de pior sobrevida, apesar de eviden-
ciar potencial terapéutico (Qian et al., 2017).

A delegdo genética de CD39 e consequente diminui¢do nas quantidades
extracelulares de AMP mostrou atrasar o crescimento tumoral e angiogénese
contundente em modelos de camundongos. Além disso, dados sugerem que
CD39 e as alteragdes na sinalizagdo purinérgica tém efeitos moduladores so-
bre a dissemina¢do do CCR, e os baixos niveis de RNAm de CD39 no tumor
correlacionam-se com o aumento da sobrevida e formacéo tardia de metastases
hepaticas (Kiinzli et al., 2011; Sek et al., 2018).

Possibilidades terapéuticas

O potencial diagndstico do receptor P2X7 como um biomarcador tumoral
tem sido investigado em alguns estudos clinicos, bem como sua associagdo com
o CCR (Hebuterne, Caillon, 2014; Pinkerton, 2015).

A hipertermia clinicamente toleravel, mediada por receptores P2X7, tem
importante efeito citotoxico em células de cancer de cdlon da linhagem MCA38
(De Andrade Mello et al., 2017), sugerindo que a combina¢ao de agonistas do
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receptor, tal qual o ATP, associado a hipertermia, é uma op¢ao de tratamento
clinicamente viavel (Di Virgilio et al., 2018). Os estudos in vitro demonstraram
também que a ruptura genética ou inibi¢do farmacoldgica dos receptores P2X7
fortemente diminui a energia do metabolismo (Adinolfi et al., 2005; Ledderose
et al., 2016) e reduz as taxas de proliferacdo e invasao das células cancerosas (Ba-
ricordi et al., 1999; Jelassi et al., 2011), indicando que, até mesmo se uma célula
tumoral se tornar refrataria a uma droga direcionada aos receptores P2X7, a dro-
ga ainda poderia ter um efeito amplificador na redugao do crescimento tumoral,
agressividade e poder metastatico (Di Virgilio et al., 2018).

CONSIDERACOES FINAIS

O sistema purinérgico atua sobre o CCR. O entendimento dos mecanismos
de desenvolvimento e progressao do CCR é importante para o estabelecimento de
novas terapias. O ATP e a ADO tém papel decisivo tanto na progressdo quanto
na supressdo tumoral através de suas diferencas de concentragiao no meio extra-
celular, bem como a expressdo de receptores P2.

Apesar da importancia em incidéncia de morbidade e mortalidade no Brasil
e no mundo, ainda sdo poucos e divergentes os estudos relacionados ao CCR e
sistema purinérgico, dificultando o desenvolvimento de pesquisas sobre novas
possibilidades terapéuticas. Assim, sdo necessarios mais estudos que associem
o sistema purinérgico e o CCR.
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CANCER DE MAMA E SISTEMA PURINERGICO
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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



140

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
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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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MELANOMA CUTANEO E SISTEMA
PURINERGICO

Aline Manica
Margarete Dulce Bagatini

INTRODUCAO

O melanoma cuténeo (MC) é a forma mais letal de cAncer de pele, resultan-
te da transformagao maligna dos melandcitos — células produtoras do pigmento
melanina (Milac, Negroiu, 2018). A cor da pele, dos olhos e dos cabelos depende
da quantidade, qualidade e distribui¢do da melanina, a qual tem importante papel
na protegao contra os efeitos nocivos da radiagdo ultravioleta (UVR) (Pillaiyar,
Manickam, Jung, 2017).

A incidéncia de MC tem aumentado mundialmente. As regides mais afetadas
sao as povoadas por individuos de descendéncia europeia. No geral, a incidéncia
aumenta de acordo com a exposi¢do cumulativa aos raios ultravioletas (UV) e
de acordo com a idade. Dentre todos os continentes, as maiores taxas de MC siao
encontradas na Australia (40 casos por 100.000 habitantes), seguida pela América
do Norte e Europa (> 10 casos por 100.000 habitantes). Casos raros sao observa-
dos na Asia e na Africa (<0,5 casos por 100.000 habitantes) (Filipp et al., 2018).

Apesar de representar menos de 10% dos canceres de pele, o MC ¢é con-
siderado o responsavel pela maioria das mortes relacionadas com esse tipo de
cancer (Pastushenko et al., 2014), pois desenvolve metastases em 6rgdos vitais,
como cérebro, pulmdes e figado, em um curto periodo de tempo (Zheng, Tras-
pas, Ortiz-Urda, 2018).
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O diagndstico precoce prediz maior sobrevida e melhor prognéstico. Sendo
assim, um diagndstico eficiente e rapido ¢ uma prioridade entre a comunidade
médica e cientifica. Para isso, a explora¢ao continua de biomarcadores precisos
e eficazes, além de uma compreensdo mais apurada da fisiopatologia do MC, é
fundamental nas pesquisas sobre esse cancer.

Este capitulo tem como objetivo descrever as recentes descobertas sobre o
MC e o sistema purinérgico. Inicialmente, exploraremos todas suas caracteristicas
para depois compreendermos os mecanismos fisiopatoldgicos em que o sistema
purinérgico esta envolvido no desenvolvimento de um MC.

Melanoma Cutaneo - a doenga

Nas escrituras de Hipdcrates, surgiu a primeira descrigdo que faz referéncia
ao MC, durante o periodo 460 a 375 a.C. Porém, a partir dos anos de 1800, va-
rios avan¢os foram documentados: Robert Carswell, em 1838, descreveu lesdes
malignas pigmentadas da pele; em 1858, Pemberton realizava a excisao ampla e
profunda como tratamento da doenca, além da ressec¢ao em blocos, com mar-
gens amplas, segundo recomendado por Handley, em 1907. Apds alguns anos,
nas décadas de 50 e 60, varios pesquisadores — Allen, Spitz, Petersen e Bodenhan

- ja tentavam identificar os fatores progndsticos relacionados ao melanoma. Mas
somente em 1969, Clark e colaboradores aprimoraram o sistema de microes-
tadiamento, utilizando como critério os niveis de invasdo da pele; em seguida,
Breslow demonstrou a importancia da espessura do melanoma primario. Final-
mente, em 1992, Morton introduziu o rastreamento linfatico pré-operatério e a
linfadenectomia seletiva do(s) linfonodo(s) marcado(s) (Wainstein, Belfort, 2004).

O MC forma-se a partir da transformac¢ao maligna dos melandécitos (células
produtoras de melanina) e envolve principalmente fatores ambientais e genéticos.
Desenvolve-se a partir de melandcitos da epiderme, porém, tumores primarios
também podem ser encontrados revestindo a camada coroidal do olho ou as
superficies mucosas das vias respiratdrias, superficies geniturindarias e gastroin-
testinais (Valko-Rokytovska et al., 2018).

Os melandcitos sao uniformemente localizados na interface da derme e
epiderme. Quando encontrados em agrupamentos mais densos, sdo chamadas
de nevo. O MC pode ser resultante da transformagdo maligna dos melandcitos
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em 75% dos casos e de nevos preexistentes em 25% dos casos (Eggermont, Spatz,
Robert, 2014).

O pigmento melanina ¢ sintetizado em organelas especiais dos melandcitos,
denominadas melanossomas, em uma cascata enzimatica envolvendo principal-
mente a tiroquinase e suas proteinas. Dois tipos de pigmentos sao produzidos: o
marrom/preto, que exibe caracteristicas fotoprotetoras; e o laranja/amarelo, que
tem fraca propriedade fotoprotetora. A melanina fornece uma eficiente protecio
contra os efeitos prejudiciais da radiagao ultravioleta, por reduzir o dano causado
ao DNA e a instabilidade gendmica causados pela radiagdo (Bandarchi et al., 2010).

A maioria das lesdes de um MC possui muta¢des chamadas de condutoras
(ou driver mutations), que levam ao desenvolvimento da doenga. No geral, po-
dem-se citar as seguintes driver mutations: muta¢ao V600OE no proto-oncogene
B-Raf (BRAF); e a mutagdo na regido promotora da enzima telomerase (TERT),
responsavel pela evolugdo de lesdo intermedidria benigna para melanoma in situ.
Mutagdes no gene neuroblastoma RAS viral oncogene homolog (NRAS) também
levam a evolugdo de lesdes benignas para malignas (Cheng et al., 2018).

Existem alguns fatores de risco associados ao desenvolvimento do MC,
além das alteragdes genéticas: exposicdo intermitente a radiagao UV; nime-
ro de nevos melanociticos na pele (>100); cor da pele/olhos/cabelo, de acordo
com classificacdo de Fitzpatrick (Quadro 1); e histdrico familiar de cancer e de
queimaduras solares, principalmente na infancia (Behrens et al., 2018). O uso
de camas de bronzeamento também é um fator de risco importante para o seu
desenvolvimento, bem como mutagdes nos genes Cyclin dependent kinase inhi-
bitor 2A (CDKN2A), Cyclin-dependent kinase 4 (CDK4), BRAF e Receptor de
melanocortina 1 (MC1R) (Shain et al., 2015; Callahan, Flaherty, Postow, 2016) .

Conforme a quantidade de melanina na pele, os pacientes sao divididos em
seis fototipos diferentes, segundo classificagdo de Fitzpatrick (Fitzpatrick, Mo-
sher, 2000). Conforme o fototipo, terdo mais ou menos chances de desenvolver
MC (Quadro 1).
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Quadro 1: Fototipos de pele, segundo classificagdo de Fitzpatrick

Fototipo I | FototipoII | Fototipo Fototipo | Fototipo V | Fototipo
11 v VI
Fototipo Branca Branca Morena Morena Morena Negra
(pele) Clara Moderada escura
Sensibi- Muito Sensivel Normal Normal Pouco Insensivel
lidade ao sensivel sensivel
sol
Caracteris- | Queima Queima Queima e Queima Queima Nunca
ticas com fa- com faci- | bronzeia pouco raramente queima.
cilidade lidade e moderada- e bron- e bronzeia | Pele total-
e nunca bronzeia -mente zeia com bastante | mente pig-
bronzeia pouco facilidade mentada

Fonte: Fitzpatrick, Mosher (2000) - adaptado.

MC malignos tipicos geralmente apresentam-se assimétricos, com irregu-

laridades da borda, varia¢ao de cor e diametro superior a 6 mm?®. No entanto,
muitas excegdes e variagdes podem ocorrer (Bandarchi ef al., 2010). Algumas
alteragdes, tais como novos sinais ou manchas, mudanca de cor, tamanho e for-
ma de lesdes ja existentes, sio possiveis sinais ou sintomas importantes para
diagnéstico de MC. Com base nessas alteragdes, foram criados os critérios AB-

CDE, que orientam algumas alteragdes possiveis de ser um melanoma (Valko-
-Rokytovska et al., 2018):

A. Assimetria;

B. Bordas (irregulares);

C. Cor (variagdo ou vérios tons na mesma lesio);

D. Diametro (mais de 6 mm de didmetro);

E. Evolucio.

Classificagdo dos diferentes tipos de melanoma

A classificagdo do melanoma baseia-se nos padrdes microscopicos de cres-
cimento e estd associada as caracteristicas clinicas, tais como localizagdo anatd-
mica do tumor primario e idade do paciente (Clark et al., 1969).

Melanoma Extensivo Superficial (MES) é o subtipo mais frequente que tende
a ocorrer na pele e se caracteriza por uma fase de crescimento radial. Fatores im-
portantes da sua etiologia variam de exposi¢do solar aguda na infancia a exposi¢ao
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intermitente na vida adulta. Comumente observado nas pernas, em mulheres,
e no tronco, em homens (Battisti et al., 2009; Eggermont, Spatz, Robert, 2014).

Melanoma Lentigo Maligno (MLM) é uma forma de melanoma que ocor-
re na pele de idosos em regides cronicamente expostas ao sol, principalmente
na face, cuja lesao estd associada a atrofia epidérmica e elastose solar (Callahan,
Flaherty, Postow, 2016).

Melanoma Lentiginoso Acral (MLA) é um subtipo de melanoma cutaneo
com caracteristicas histopatoldgicas bem distintas e acomete as palmas das maos,
plantas dos pés e regides subungueais. Sua incidéncia é de até 80% na populagdo
negra, e 77% na populacdo asiatica (Callahan, Flaherty, Postow, 2016).

Além dessas formas cldssicas de melanoma, ha ainda formas mais raras,
como o melanoma de mucosas, ocular, desmoplasicos, associados a nevos con-
génitos, infantil, nevdide, persistente e associado a nevo azul (Eggermont, Spatz,
Robert, 2014; O’Sullivan, O’Connor, 2018).

Diferenciar os varios estagios do MC, bem como seus subtipos, tem um
papel fundamental em termos de progndstico e tratamento. A portaria n° 357,
de 8 de abril de 2013 (Ministério da Saude, 2013), estabelece suas diretrizes
diagndsticas e terapéuticas. Avaliar a profundidade (invasdo) de um MC pode
ser determinado de duas maneiras: pelo indice de Breslow (que avalia a profun-
didade do tumor em milimetros) e pelo nivel de Clark (que descreve a invasao
neopldsica em cinco niveis em relagao as camadas da pele):

o Nivel I: o tumor envolve somente a epiderme;

o Nivel II: o tumor envolve a epiderme e parte da derme papilar;

o Nivel III: o tumor preenche a derme papilar;

o Nivel IV: o tumor envolve a derme reticular;

o Nivel V: o tumor invade as camadas de gordura da pele — a hipoderme.

A determinagdo da espessura do tumor foi introduzida pela primeira vez por
Breslow em 1970 (Garbe, Leiter, 2009) e logo foi utilizado como um 6timo recurso
de progndstico para MC. Pacientes com tumores mais finos do que 0,76 milime-
tros (mm) foram designados como pacientes de baixo risco, pois raramente vao
gerar metdstase. Pacientes de risco intermedidrio apresentam espessura de 0,76
até 1,5 mm; de alto risco, de 1,5 até 4,0 mm. Para pacientes com tumores mais
espessos que 4,0 mm, o risco de gerar metdstase ¢ altissimo (Garbe et al., 2011).

Nas fases iniciais de um MC, o tratamento ¢é cirurgico, e o progndstico é
favoravel, enquanto que, para estdgios mais avangados, a literatura demonstra
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beneficios na sobrevida global em pacientes submetidos a ressec¢do completa,
embora muitos pacientes ndo sao elegiveis a cirurgia, quer pelo estado geral e/
ou por comorbidades associadas (O’Sullivan, O’Connor, 2018).

O tratamento inicia-se pela ressec¢do com margens amplas do tumor, que
pode ser curativa se a doenga estiver localizada. Em lesdes de maior espessura,
ha maiores chances de envolvimento ganglionar, sendo que a remocéo de toda
a cadeia linfatica torna-se necessaria para complementar o tratamento desses
pacientes (Callahan, Flaherty, Postow, 2016).

A bidpsia do linfonodo sentinela (BLS) ¢ o procedimento cirtrgico no qual
o linfonodo sentinela (o primeiro linfonodo drenado que pode ser afetado por
metastase da doenga) é removido e investigado quanto a presenga de células
cancerigenas. O BLS foi desenvolvido com o objetivo de identificar metastases
precoces em linfonodos regionais e selecionar apenas pacientes com metastases
nodais para realizar disseccio completa dos linfonodos e evitar isso em pacien-
tes sem metdstases nodais. O linfonodo sentinela (LS) ¢ identificado por meio
de linfocintilografia (Masoud et al., 2018; Falk Delgado, Zommorodi, Falk Del-
gado, 2019).

Pacientes nos primeiros estagios de invasao podem normalmente ser cura-
dos com a excisdo cirurgica. Sua taxa de sobrevida em 5 anos varia de 90% a
100%. No entanto, o progndstico piora quanto mais profunda a lesao se estender,
devido a maior propensao a metastase. Aproximadamente 3% dos pacientes de-
senvolverao um segundo MC em um periodo de trés anos. O risco aumenta em
pacientes com histdrico familiar, chegando a 33% de incidéncia de um segundo
tumor num periodo de até cinco anos (Enninga et al., 2017).

O MC desencadeia uma série de mudangas patofisiologicas, sendo que as
células tumorais interagem com todos os componentes celulares. Nessa intera-
¢d0, células tumorais e células saudaveis tém sido associadas a passos-chave na
progressao de canceres (Bambace, Holmes, 2011) pela ativagao de alguns meca-
nismos. Dentre tais mecanismos, pode-se citar a liberagao extracelular de nucle-
otideos de purina, como trifosfato de adenosina (ATP), difosfato de adenosina
(ADP), monofosfato de adenosina (AMP) e o nucleosideo adenosina. Tais mo-
léculas fazem parte de um sistema de sinaliza¢ao purinérgica e desempenham
fung¢des no controle da inflamagao e da homeostase dos tecidos, através de seus
receptores e enzimas (Stagg, Smyth, 2010; Burnstock, 2015, 2016b)
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Sistema purinérgico e melanoma

Apds a importante descoberta, em 1929, por Drury e Szent-Gyorgyi, as pu-
rinas extracelulares foram e estdao sendo exaustivamente estudadas, em virtude
de suas fungdes como mensageiros extracelulares, capazes de sinalizar uma série
de efeitos biologicos e patoldgicos (Di Virgilio; Adinolfi, 2017).

Os nucleotideos e o nucleosideo de adenina interagem com receptores puri-
nérgicos (P1 e P2) especificos, mediando eventos de resposta imune, inflamacéo,
agregacao plaquetaria, dentre outros (Burnstock, 2016a).

Alguns subtipos de receptores P2 (P2Y1, P2Y2, P2Y11, P2X5 e 0 P2X7) tém
sido implicados no envolvimento com o cancer: modulagdo da proliferagdo de
células — receptores P2Y1 e P2Y2 - estimulacio da diferenciacdo com a subse-
quente inibi¢do da proliferacao - receptores P2X5 e P2Y11 - ou indugdo da mor-
te celular (apoptose) — receptores P2X7 (Burnstock, 2007; Stagg, Smyth, 2010).

Em queratindcitos epidérmicos humanos saudaveis, foram identificados
muitos receptores, dentre eles, P2X5, P2X7, P2Y1 e P2Y2, envolvidos na proli-
feragdo, diferenciagdo e morte celular por apoptose (Burnstock, 2016¢). Especi-
ficamente em melanomas, a fun¢do dos receptores P2Y ¢ regular a prolifera¢ao
celular. Ja os receptores P2Y1 ativados causam uma diminui¢do no nimero de
células, enquanto os receptores P2Y?2 ativados causam um aumento no nimero
de células nesse cancer. Receptores P2Y6 também estao presentes no MC, mas foi
demonstrado ndo ter um efeito sobre o nimero de células, sugerindo-se, entéo,
que eles podem estar desempenhando outro papel na regulagao celular (Adinolfi
et al., 2010; Di Virgilio, Adinolfi, 2017).

As moléculas que agem sobre esses receptores — ATP/ADP/AMP e adeno-
sina — possuem diferentes fungdes na fisiopatologia do melanoma, o que sera
abordado na sequéncia.

Ectoenzimas

Os efeitos dos nucleotideos e nucleosideo extracelulares de adenosina sao
controlados pela sua rapida hidrélise. A agdo catalitica das enzimas denominadas
ectonucleotidases tem um importante papel no MC por regular os niveis de ATP
(pro-inflamatdrio) e de adenosina (imunossupressora) (Umansky et al., 2014).
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Além de regular a concentragdo de ATP e adenosina, alguns estudos mostram
que a alteracdo da atividade das ectonucleotidases e da Adenosina Desaminase
(ADA) estao diretamente ligadas a capacidade de melanomas invadir e metasta-
tizar (Antonioli et al., 2013; Manica et al., 2018).

As ectonucleotidases incluem Ecto-Nucleosideo Trifosfato Difosfoidrolase
(E-NTPDases), E-5-Nucleotidase, Ecto-Nucleotideo Pirofosfato/Fosfodiesterase
(E-NPP) e a Fosfatase alcalina (FAL) (Zimmermann, 2001, 2016; Cardoso et al.,
2015). A E-NPP hidrolisa o ATP a AMP diretamente; ja a E-NTPDase hidroli-
sa ATP para ADP bem como ADP para AMP. A E-5-Nucleotidase hidrolisa o
AMP a adenosina (Zimmermann, 2001, 2016). O nucleosideo adenosina é entio
convertido pela enzima ADA em inosina e hipoxantinas (Antonioli et al., 2012;
Bach et al., 2013). Em conjunto, essas enzimas descritas anteriormente sao ca-
pazes de regular a concentragao extracelular dos nucleotideos e nucleosideos de
adenina, sendo importante sinalizadores dos eventos pré-inflamatérios, anti-
-inflamatdrios e tumorais.

Nucleotideos extracelulares

Os nucleotideos sdao os constituintes dos acidos nucléicos. Além de repre-
sentarem o armazenamento de energia da célula, estdo envolvidos na sinalizagdo
intracelular e na comunicac¢io célula a célula. O ATP extracelular estd em concen-
tracdo consideravelmente menor quando comparado aos seus niveis no citoplas-
ma (cerca de 1000 vezes maior no citoplasma). O aumento da concentragdo de
ATP no meio extracelular é associado com estresse ou dano tecidual, pois pode
ser rapidamente liberado junto com outros componentes celulares apos estresse
mecénico, dano celular ou morte (Vitiello et al., 2012; Di Virgilio et al., 2018).

A liberagao do ATP para o espago extracelular também ocorre no cancer e
esta envolvida com a imunidade antitumoral. Sua acumulagdo no espago extra-
celular terd efeito positivo ou negativo dependendo da sua concentragio, taxa
de degradagdo e a expressao dos receptores P2 pelas células cancerigenas e pelas
células inflamatorias infiltrantes. Estudos recentes mostraram que o ATP extra-
celular é um importante modulador imunolégico (Di Virgilio, Adinolfi, 2017;
Manica et al., 2018).
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O ATP liberado em um meio com células tumorais acumula-se em grandes
concentragoes extracelularmente e, além de atuar como sinal de perigo, também
pode matar as células tumorais adjacentes via ligagdo aos receptores P2X7 (Fi-
gura 1) (Stagg, Smyth, 2010; Jiang, Riquelme, Zhou, 2015; De Ita et al., 2016).

Figura 1. Efeitos do ATP extracelular no desenvolvimento e evolugao de um MC

Extravasamento

Tumor cell paxT ATP  Linfocito TCD8

Fonte: autores (2019).

O aumento das concentragdes de ATP extracelular desencadeia uma
série de efeitos no microambiente tumoral: ligacao através de recep-
tores P2X7 em células tumorais, macroéfagos e linfécitos T, aumento
da degradagao da matriz extracelular, facilita e suporta a invasao de
células tumorais, a migragdo através das paredes dos vasos e a entra-
da na circulagéo (intravasamento). No espaco extravascular, as células
cancerigenas encontram um ambiente inflamatério adequado para a
colonizagao — metastase.

Em cultura de células de melanoma, observaram-se diferentes efeitos do
ATP. Quando se utilizou uma linhagem celular de melanoma geneticamente
modificada, o ATP exibiu efeito antitumoral, que pode ser amplificado pela ini-
bicdo da enzima E-NTPDase (CD39) (Yegutkin et al., 2011). Ja a liberagdo do
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ATP extracelular pelas células tumorais de uma linhagem de melanoma (B16)
contribuiu para o recrutamento e a estimulacao de células T reguladoras, resul-
tando em um ambiente imunossupressor (Ring, Enk, Mahnke, 2011).

A agregacao plaquetaria induzida por células tumorais é um passo indispen-
savel para a metastase hematogénica. O principal metabolito do ATP - o ADP -
estd intimamente relacionado com essa interagdo plaqueta-tumor. A capacidade
das células tumorais em induzirem a agregagdo plaquetaria acontece por meio
de vias que envolvem a geragdo principalmente de ADP. O receptor de uroqui-
nase e a integrina vitronectina, ou av3, induz a quimiotaxia e a reorganizagao
do citoesqueleto celular por meio de diferentes vias de sinalizagao A ligacao de
ADP em receptores avf3, presentes em células de melanoma e em plaquetas, pos-
sibilita intera¢des entre tais células e, consequentemente, crescimento tumoral e
metdastases. (Bambace, Holmes, 2011; Burnstock, 2015).

O ADP, além de ser importante na indugao de agregacdo plaquetaria e tu-
moral, também foi relatado ser produzido em maior quantidade por células de
melanoma humano derivadas de bidpsias de linfonodos do que em células remo-
vidas de melanomas primarios (Bandarchi et al., 2010). Ao ser hidrolisado pela
CD39, 0 ADP transforma-se em AMP. Alguns estudos sugerem que o AMP pode
influenciar no ciclo celular de tumores (Antonioli et al., 2013; De Ita et al., 2016).

Porém, em melanomas, seu principal efeito provém de seu metabolito adenosina.

Adenosina

Em um estado de homeostase, a adenosina exibe func¢des citoprotetoras:
estimulagdo da angiogénese e inibi¢do das reagdes inflamatérias locais. No am-
biente tumoral, invertem-se as fungdes, e ela proporciona um ambiente favoravel
para o seu crescimento acelerado (Ghiringhelli ef al., 2012).

A adenosina é um nucleosideo purinico produzido via hidrdlise enzimatica
do AMP pela E-5'Nucleotidase (CD73), localizada na superficie celular (Umansky
et al., 2014). Sua atividade no crescimento celular, apoptose, proliferacao celular,
angiogénese e resposta imune em diferentes tipos de cancer, realiza-se pela in-
teracdo com receptores especificos acoplados a proteina G — A1, A2A, A2Be A3
(Bahreyni et al., 2018). Suas concentragdes, tanto intracelulares quanto extracelu-
lares, sdo controladas pela atividade da enzima ADA (Galore-Haskel et al., 2015).
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As células de MC possuem receptor para adenosina. O receptor A1 aumenta
significativamente a quimiotaxia e motilidade de células de melanoma e a infiltra-
¢do tumoral de macréfagos. Os receptores A2, por sua vez, estimulam a prolife-
ragdo celular, a angiogénese e a metastase. O receptor A3 estd superexpresso em
células de melanoma e regula a melanomageénese, por estimular o crescimento
tumoral. Devido a seus efeitos no MC, alguns antagonistas de receptor A3 estdo
sendo estudados como agentes para diminuir a produgéao de citocinas inflamaté-
rias induzidas pela quimioterapia em pacientes com MC (Bahreyni et al., 2018).

Dentre os antagonistas de receptores A3, podem ser citados os derivados
de flavonoides, derivados da 1,4-di-hidropiridina, da piridina e da pirimidina,
derivados da triazoloquinazolina, derivados da isoquinolina e quinazolina e, de-
rivados da pirazoloquinolina, triazoloquinoxalina e pirazolotriazolopirimidina
(Falk Delgado, Zommorodi, 2019).

Sabendo-se que a adenosina tem efeitos deletérios no MC e que se visualiza
um aumento de novos casos anualmente, destaca-se a necessidade de maiores
estudos para revelar mecanismos da via da adenosina no MC. Esses estudos sdo
essenciais para o diagndstico e desenvolvimento de novos agentes agonistas ou
antagonistas, avan¢ando os procedimentos terapéuticos e obtendo maior signi-
ficado clinico em termos de tratamento para complicagdes associadas ao cancer
(Bahreyni et al., 2018).

CONSIDERACOES FINAIS

O MC é uma forma agressiva de cincer de pele e é uma das principais cau-
sas de mortes relacionadas ao ciAncer em todo o mundo. Dentre os mecanismos
implicados na fisiopatologia do MC, podem ser citados os componentes da via
de sinalizagdo purinérgica, incluindo enzimas, receptores e seus agonistas/anta-
gonistas, os quais sdo importantes na regulaqéo da proliferac;éo, no crescimento,
na invasdo e motilidade de células de melanoma. Em vista de tal envolvimento,
constituintes do sistema purinérgico tornam-se um alvo terapéutico promissor
para futuras op¢oes de tratamento.
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No Brasil, até o momento, n3o existem estudos clinicos cadastrados na
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) que envolvam moléculas

do sistema purinérgico e melanomas, porém estao sendo desenvolvidos vérios

estudos pré-clinicos. Dentre eles, pode-se citar alguns mais recentes:

Adenosina produzida pelas ectonucleotidases contribuindo para a pro-
gressao do melanoma (Bahreyni et al., 2018; Young et al., 2018);
CD73 como alvo terapéutico promissor e biomarcador prognoéstico
desfavoravel (Morello et al., 2017; Monteiro et al., 2018; Passarelli et
al., 2019);

Potenciais estratégias terapéuticas baseadas no controle da sinalizacao
de receptores de adenosina, CD39, CD73 e suas moléculas (Manica et
al., 2018; Gilbert et al., 2019; Manica et al., 2019).
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CANCER DE PULMAO E SISTEMA
PURINERGICO

Gabriela Matschinski
Tamires Mittelmann
Daniela Zanini

INTRODUCAO

O céncer de pulmio representa um importante problema de satde publica
de ordem mundial, uma vez que a doenga atingiu um contingente de mais de
dois milhdes de novos casos no ano de 2018, registrando a maior letalidade entre
as doengas neoplasicas (Torre et al., 2015; Bray et al., 2018).

Nesse contexto, o diagnostico tardio das neoplasias de pulméao é um agravan-
te, ja que, na maioria dos pacientes, se diagnostica a doenga em fases avancadas,
tornando os quadros clinicos cada vez mais complexos e piorando o progndsti-
co (Evans, 2013). Embora possam ter diversas causas, a incidéncia e a letalidade
do céncer de pulmao estdo intimamente relacionadas com o tabagismo, que é o
principal fator de risco para o desenvolvimento desse tipo de neoplasia (Torre
et al., 2015; Didkowska et al., 2016; Bray et al., 2018).

O processo patologico inicia-se através de injurias teciduais promovidas
por agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos, que ocasionam processos inflama-
torios, culminando em eventos lesivos ao DNA (Balani; Nguyen; Eaves, 2017). E
nesse cendrio que o sistema purinérgico desempenha importante papel de sina-
lizagdo, tanto no desenvolvimento quanto na progressdo tumoral, uma vez que
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esta envolvido em processos como sobrevivéncia celular, modulagdo da resposta
imune e tromborregulacao (Pasternak, 2002; Song et al., 2016).

Estudos recentes tém evidenciado um aumento do trifosfato de adenosi-
na (ATP) extracelular no microambiente tumoral, bem como uma altera¢do na
expressdo dos receptores purinérgicos P1 e P2 entre as células de cancer de pul-
mao e as células normais (Schneider et al., 2015; Song et al., 2016). Ademais, o
sistema enzimatico purinérgico, que contribui para a geragdo de nucleotideos,
também exerce marcada influéncia na progressao do tumor em pacientes com
cancer de pulmao e, por conta disso, mudangas na expressdo dessas enzimas po-
dem indicar um mau prognéstico para o paciente (Zanini et al., 2012; Schmid et
al., 2015; Inoue et al., 2017).

Além disso, evidéncias apontam que a modula¢iao dos componentes do sis-
tema purinérgico pode atuar como um sistema promissor no ambito terapéutico
antitumoral, melhorando os indices de sobrevida - até entdo muito baixos - e
contribuindo para a melhora da qualidade de vida da populagéo atingida (Rao
et al., 2014; Takai et al., 2014; Schneider et al., 2015; Burnstock; Knight, 2017;
Inoue et al., 2017; Wang et al., 2018).

Dessa forma, a modulagao da sinalizagao purinérgica, através do bloqueio
de receptores e da alteracio da atividade das enzimas, bem como a inibi¢do dos
efeitos pro-metastaticos dos nucleotideos, pode colaborar no controle do desen-
volvimento e da progressdo, além de representar novas opgdes terapéuticas para
os pacientes com cancer de pulmao.

Cancer de pulmao: epidemiologia

O cancer de pulmao apresenta-se como uma patologia extremamente letal,
sendo a principal causa de morte relacionada ao cancer entre homens e a segun-
da entre mulheres, além de que, entre todos os tipos de neoplasias, 18,4% dos
o6bitos decorrem do cancer de pulmao (Bray et al., 2018).

Estudos recentes tém revelado um aumento de 12,5% nas taxas de morta-
lidade causadas por neoplasias de pulméao na populagdo entre os anos de 2012 e
2018 (Didkowska et al., 2016; Bray et al., 2018). Apesar de estarem decrescendo
essas taxas entre homens nos paises desenvolvidos, em virtude de uma diminui-
¢ao do habito do tabagismo nesse grupo, os indices de mortalidade por cancer
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de pulméo continuam crescentes entre as mulheres, ja que nessa populagao o
habito de fumar se estabeleceu mais tardiamente. Vale ressaltar que, em algumas
regides da Asia e Africa, nas quais a epidemia do tabaco é mais recente ou ndo se
consolidou, os elevados indices de mortalidade por cancer de pulmao poderiam
ser prevenidos (Torre et al., 2015b; Bray et al., 2018).

Em relacio a incidéncia de tumores, o cincer de pulmao corresponde a
neoplasia maligna mais diagnosticada, atingindo indices de 11,6% do total dos
diagndsticos (Bray et al., 2018). De acordo com os dados do GLOBOCAN, o nu-
mero de novos casos de cancer de pulmao para o ano de 2018 foi de 2,1 milhdes,
com maiores taxas nos paises desenvolvidos. Entre os homens, as maiores inci-
déncias sdo visualizadas na Turquia, nos Estados Unidos da América (EUA) e na
Europa Oriental; entre as mulheres, a maioria dos diagnésticos concentra-se na
América do Norte e em paises do norte europeu (Torre et al., 2015; Didkowska
et al., 2016; Bray et al., 2018).

Nesse ponto, vale destacar que, indiscutivelmente, o tabagismo ¢ o princi-
pal fator de risco para o desenvolvimento do cancer de pulmao (Brawley et al.,
2013). Por essa razao, as neoplasias pulmonares podem ser prevenidas desde
que agdes como a diminui¢ao da prevaléncia do tabagismo entre a populagio,
através da inibi¢do de novos consumidores e do abandono do tabagismo entre
os fumantes atuais, sejam adotadas (Torre et al., 2015; Didkowska et al., 2016;
Bray et al., 2018). Entretanto, de acordo com Bilano e colaboradores (2015), a
perspectiva para o uso de tabaco em 2025 nao é animadora. Segundo os autores,
muitos paises ndo estdo em vias de alcancar as metas para redugdo do consumo
de cigarros pela populagio, além de que varios paises de baixa e média renda
tendem a enfrentar uma piora das epidemias de individuos tabagistas.

Sendo assim, a fim de que a prevaléncia de tabagistas na populagdo dimi-
nua e essa previsao suscitada nao se confirme, é necessario instituir programas
eficazes para o controle do tabagismo, os quais perpassam: a) aumento do prego
do tabaco, através da maior incidéncia de carga tributaria para esses insumos;
b) disponibilidade de tratamento e aconselhamento para os usuédrios que tém
dependéncia; ¢) limita¢ao da publicidade e da promogao de incentivo ao consu-
mo do tabaco; e d) alertas a populagdo sobre os riscos vinculados ao tabagismo
(Torre et al., 2015; Bray et al., 2018).

Ademais, um dos principais desafios enfrentados no tratamento do cancer
de pulmio ¢ o fato do diagndstico da patologia ocorrer, geralmente, em fases
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avangadas da doenga, devido a sintomatologia pouco especifica e sua mani-
festagdo tardia (Evans, 2013). De acordo com Tod e colaboradores (2008), até
80% dos individuos com neoplasia pulmonar apresentam-se com estadiamento
avanc¢ado da doenca, comprometendo, desse modo, a instituicio e eficiéncia dos
tratamentos curativos.

Esses dados alarmantes em relagdo a precariedade do diagnoéstico do can-
cer de pulméo podem estar relacionados a multiplos fatores, como: falta de co-
nhecimento da sintomatologia significativa, tanto por parte dos profissionais da
area da saide quanto por parte da populacdo; falta de clareza sobre o processo
de encaminhamento dentro do sistema de saude; temor de um mau progndsti-
co para a doenga e das limitagdes que ela possa trazer; e medo da afirmag¢ao do
diagndstico de cancer, que permanece como uma senten¢a de morte do indivi-
duo perante a sociedade (Macleod et al., 2009; Evans, 2013).

Como referido anteriormente, os sintomas observados em pacientes com
cancer de pulmao costumam ser inespecificos e incluem tosse por mais de trés
semanas, hemoptise, dor toracica, dispneia, entre outros (Macleod et al., 2009;
Evans, 2013). Frente a essa dificuldade para o diagnéstico precoce da maligni-
dade, as taxas de sobrevida em cinco anos para pacientes com cancer de pulméo
sao extremamente baixas, apresentando-se entre 10 e 20% (Allemani et al., 2015).

Em relagéo a faixa etaria, ¢ incomum a ocorréncia de cancer de pulmao em
individuos abaixo dos 45 anos de idade (2,5% do numero de novos casos). To-
davia, o risco de desenvolvimento da doenga aumenta progressivamente com a
idade, sendo as maiores taxas de incidéncia do cAncer de pulmao verificadas em
populagdes que estao acima dos75 anos. Por fim, no que se refere ao sexo, obser-
va-se uma maior prevaléncia entre os homens (65% em 2018) (Bray et al., 2018).

Classificagdo das neoplasias pulmonares

Os canceres que afetam os tecidos pulmonares apresentam-se sob formas
distintas, possuindo caracteristicas que diferem de um tumor para o outro (Youl-
den et al., 2008). De maneira geral, costumam se originar em células do epitélio
alveolar do parénquima pulmonar ou da mucosa da arvore traqueobronquica
(Spencer, 1977; Dunnill, 1982; Askin & Kaufman, 1985). Devido a diversidade
em relacdo a classificagdo histoldgica, aos niveis de agressividade e aos protocolos
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terapéuticos das neoplasias pulmonares, elas sdo comumente classificadas em dois
grandes grupos: carcinoma pulmonar de pequenas células (CPPC) e carcinoma
pulmonar de ndo pequenas células (CPNPC) (Youlden et al., 2008).

O CPNPC corresponde a aproximadamente 80% dos diagnésticos e con-
templa os adenocarcinomas, carcinomas epidermoides e carcinomas de grandes
células. Os carcinomas epidermoides costumam se desenvolver em vias aéreas
centrais e possuem a capacidade de alcangar grandes tamanhos, enquanto os
adenocarcinomas crescem preferencialmente em tecidos periféricos, sendo o
subtipo mais encontrado em nao fumantes (Youlden et al., 2008). Vale destacar,
porém, que, recentemente, a literatura tem evidenciado um aumento na inci-
déncia de adenocarcinomas também em individuos fumantes, fato que tem sido
relacionado ao uso de filtros em cigarros, o que levaria a uma inalagdo profunda
da fumaga com maior alcance de tecidos periféricos (Evans, 2013).

O CPPC apresenta-se como o mais agressivo, possui maior probabilidade de
desenvolver metastases do que os demais subtipos histoldgicos, e a sua ocorrén-
cia esta intimamente associada com o tabagismo, sendo que 95% dos individuos
acometidos sdo fumantes ou ex-fumantes (Youlden et al., 2008; Evans, 2013).

Fisiopatologia do cancer de pulmao

Multiplos agentes genotdxicos endogenos ou externos ao organismo, de
natureza quimica, fisica ou bioldgica, podem afetar a homeostase natural das
células. Durante o processo da carcinogénese, esses agentes podem interagir con-
juntamente com fatores de susceptibilidade genética, promovendo alteragdes ce-
lulares que possibilitem o desenvolvimento de tumores (Gotte; Kovalszky, 2018).

A carcinogénese pulmonar inicia-se por meio da ocorréncia de lesdes teci-
duais em virtude, por exemplo, da fumaca do tabaco, de fatores hormonais, de
virus oncogénicos (como o papiloma virus humano), entre outros. Essas lesdes
podem favorecer o desenvolvimento de alteragdes genéticas e epigenéticas, as
quais podem incluir mutagdes, perda da heterozigose e metilagao do promotor.
Além disso, alteragdes gerais no transcriptoma, como inflamagao e apoptose,
também podem ser consequéncias de tais injurias. A persisténcia e a auséncia de
reparo desses danos podem culminar em células com fenétipo maligno, ou seja,
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que perderam a capacidade de responder aos sinais de controle de proliferagio,
diferenciagao e morte celular (Herbst; Heymach; Lippman, 2008).

Ressalta-se, neste momento, que as células constitutivas de uma populagao
tumoral apresentam heterogeneidade entre si, ja que elas ndo costumam apre-
sentar a mesma configuragao genética daquelas que lhe deram origem. Essa
variabilidade é resultado de um somatdrio de fatores, como erros normais na
replicagao do DNA, menor controle da estabilidade do DNA em células tumo-
rais, tecido de origem das células tumorais, idade do individuo em questao, bem
como o envolvimento de fatores ambientais. Adicionalmente, para que um tu-
mor maligno se desenvolva, é necessario que o individuo acumule uma série de
mutagdes e expresse propriedades fenotipicas anormais, uma vez que o cncer
s6 é detectavel na presenca de milhdes ou até bilhdes de células malignas, confi-
gurando a carcinogénese como um processo de lento desenvolvimento (Balani;
Nguyen; Eaves, 2017).

No cancer de pulmao, inicialmente, observam-se lesdes pré-malignas, como
displasia celular e manchas clonais contendo clones e subclones celulares, que
podem apresentar perda da heterozigose, instabilidade de microssatélites e mu-
tagoes, estas ultimas mais comumente encontradas nos genes TP53, KRAS, EGFR
e HER2. Subsequentemente, na iminéncia de agravos como desenvolvimento
de angiogénese e invasdo tecidual, pode-se dizer que ha um tumor em estagio
inicial instalado e, a medida que ocorre a progressao tumoral, ele também pode
enviar metastases para locais distantes — por via linfatica ou hematogénica -,
configurando o cancer em estagio avangado (Herbst; Heymach; Lippman, 2008).

Considerando que historicamente o tabagismo é o principal fator de risco
para o desenvolvimento de cncer de pulmao, observa-se uma relagao dose-res-
posta entre o nivel de exposicdo ao fumo e a ocorréncia de neoplasias pulmonares
(Doll; Peto, 1978; Didkowska et al., 2016). Nesse contexto, os hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos de baixo peso molecular encontrados na fumaga do cigar-
ro sdo possiveis promotores do CPPC, enquanto a exposi¢ao do tecido pulmonar
periférico as nitrosaminas, encontradas na fumaca do tabaco, esta associada ao
desenvolvimento de adenocarcinomas de pulmao (Akhtar; Bansal, 2017).

Além dos compostos supracitados, sdo encontrados no cigarro aminas, amo-
nias, cetonas, cetaldeidos, metais pesados (como niquel, cddmio e chumbo) e
alcatrao, todos com potencial carcinogénico (Singhavi et al., 2018). No caso do
alcatrdo, os agentes genotoxicos presentes sio metabolicamente ativados pelo
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organismo, através do complexo enzimdtico P450 e de outras enzimas, como S-

-transferases, glucuronosil transferases e sulfatases, para entdo se tornarem car-
cinogénicos. Os produtos dessas reagdes enzimaticas formam adutos de DNA,
ou seja, danos oxidativos as bases nitrogenadas, que, se nao forem removidos por
mecanismos de reparo do material genético, podem interagir com oncogenes e
genes supressores tumorais, em especial TP53 e KRAS, possibilitando a carcino-
génese. Simultaneamente, as espécies reativas do alcatrao, como quinonas, hidro-
quinonas e semiquinonas, podem criar nicks (danos as ligacdes fosfodiésteres que
resultam em descontinuagdes na estrutura helicoidal da dupla fita) e quebras no
DNA, facilitando, dessa forma, a ocorréncia de mutagoes e o desenvolvimento
de tumores (Akhtar; Bansal, 2017).

A fisiopatologia do cancer de pulmao esta tio correlacionada com o ta-
bagismo que a literatura tem demonstrado que as neoplasias pulmonares em
fumantes e em pessoas que nunca fumaram diferem em nivel molecular, epi-
genético e também histolégico. De acordo com o relatério de Govindan et al.
(2012), amostras de tumores de fumantes possuem mais mutacdes pontuais do
que amostras de tumores de nao fumantes; os pesquisadores também relataram
que a frequéncia de mutagao é 10 vezes maior em individuos tabagistas do que
naqueles nao tabagistas. Esses achados sugerem, entdo, que o cancer de pulmao
em pessoas que nunca fumaram tem uma via de carcinogénese diferente da dos
fumantes (Akhtar; Bansal, 2017).

Apesar de o tabaco ser a principal causa, outros fatores também estdo asso-
ciados com o aumento do risco de desenvolvimento de neoplasias pulmonares. A
polui¢ao ambiental, a exposi¢do a carcindgenos industriais (como amianto, silica,
arsénico e gas radonio), a exposi¢do a altas doses de radiagdo, a presenca de doen-
¢as pulmonares preexistentes (como tuberculose, pneumonia e infecgoes virais),
os niveis hormonais de estrogénio, os habitos alimentares, a obesidade, os fatores
genéticos e o histérico familiar desempenham um papel cada vez mais impor-
tante no desenvolvimento do cancer de pulmao, independentemente ou através
de efeitos aditivos ou multiplicativos (Youlden et al., 2008; Akhtar; Bansal, 2017).

Além da classificagao histologica, o cancer de pulmao também ¢ ordenado
com base nas mutagdes evidenciadas em nivel molecular e, dessa forma, a doenga
¢ dividida em subtipos moleculares primarios e secundarios. Os subtipos mo-
leculares primarios do cancer de pulmao estio relacionados a mutagdes diretas,
especialmente nos genes EGFR, KRAS e oncogene EML4-ALK. Ja os subtipos
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moleculares secundarios compreendem outras modificagdes génicas como am-
plificagdes do gene PI3KCA, superexpressao dos genes c-MET e VEGFR, dele-
¢do do gene PTEN, metilagao e translocagdo do gene ROS1, além de alteragdes
epigenéticas e relacionadas ao fator de crescimento semelhante a insulina (IGF)
(West et al., 2012). Nesse contexto, o tinico 1dcus que tem sido consistentemente
replicado em todos os tipos de cincer de pulmio, independentemente do tipo
histologico, é 0 15q25 (MALHOTRA et al., 2016), sendo frequente a ocorréncia
de transigoes e transversdes no gene supressor de tumor TP53 (Akhtar; Bansal,
2017). Ainda foram encontradas, em fumantes, mutagdes no cédon 12 do gene
KRAS, que levam ao desenvolvimento de cAncer de pulméo (Akhtar; Bansal, 2017).

Em relagao aos tipos histologicos e as alteragdes genéticas encontradas, es-
tudo mostra que ambos os genes, TP53 e RB1, sdo universalmente perdidos em
todos os CPPC e sdo frequentemente perdidos nos CPNPC, além das mutag¢des
no oncogene KRAS serem comuns em adenocarcinomas pulmonares, pouco co-
muns em tumores escamosos e ausentes em CPPC (Gridelli et al., 2015).

Visto isso, é notorio que existem complexas interagdes entre o ambiente e
a suscetibilidade genética do hospedeiro no que diz respeito a origem molecular
do cancer de pulmao. Esssa patologia evolui, portanto, por meio de alteragdes
genéticas e epigenéticas, incluindo vias de sinalizagdo desreguladas, que sdo alvos
potenciais para quimioprevengao e terapia (Herbst; Heymach; Lippman, 2008).

Envolvimento do sistema purinérgico no cancer de pulmao

E indiscutivel o papel importante dos nucleotideos de adenina, tais como ATP
e ADP, e do seu nucleosideo correspondente — a adenosina — como sinalizadores
extracelulares em processos de proliferacio, diferenciagdo e apoptose celular, fun-
damentais no desenvolvimento e progressdo tumoral (White; Burnstock, 2006).

Naturalmente, os nucleotideos se encontram em baixas quantidades no
liquido extracelular (White; Burnstock, 2006). Nesse contexto, varias enzimas
estdo envolvidas na hidrélise do ATP extracelular, por exemplo, a familia das
ectonucleosideo trifosfato-difosfoidrolases (E-NTPDase) (Song et al., 2016). As
agOes sinalizadoras dos nucleotideos e nucleosideo de adenina extracelulares
ocorrem através de suas ligagdes a receptores especificos, os quais se dividem
em receptores P1 — que tém a adenosina como principal ligante - e receptores
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P2 - que tém ATP e ADP como principais ligantes. Os receptores P2 foram
posteriormente subdivididos em ionotrdpicos (P2X) e metabotrdpicos (P2Y)
(White; Burnstock, 2006).

No que se refere ao processo carcinogénico, o sistema purinérgico desem-
penha importante papel, uma vez que os nucleotideos e nucleosideo de adenina
atuam nesse contexto como moléculas sinalizadoras relacionadas a trombor-
regulagdo e a modulagdo de respostas imunes em pacientes com neoplasias
(Burnstock; Knight, 2017). O ATP é um mensageiro extracelular ubiquo, estando
presente em elevadas concentragdes no microambiente tumoral, promovendo a
sobrevivéncia celular via regulagdo da concentragdo de calcio (Ca®") citosélico
e favorecendo a expressao da proteina antiapoptética Bcl-2, em detrimento da
expressdo da proteina pro-apoptotica Bax, em células de cncer de pulmao (Pas-
ternak, 2002; Song et al., 2016).

Song e colaboradores (2016) demonstraram uma distribui¢ao de receptores
P2X (P2X1-7) e P2Y (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11) diferente entre células
de cancer de pulmao e células normais. Nesse estudo, o receptor purinérgico
pro-apoptotico P2X7 foi quase indetectavel nas células neoplasicas de pulméo
e, assim, apesar dos altos niveis de ATP no microambiente tumoral, que indu-
ziriam a apoptose em células normais, a baixa expressio do receptor P2X7 e a
relagao Bcl-2/Bax elevada podem favorecer a sobrevivéncia das células tumorais,
demonstrando que os niveis elevados de ATP extracelulares podem ser um im-
portante fator para a progressao do cancer de pulmao (Song et al., 2016).

Além disso, Takai et al. (2014) sugerem que a sinaliza¢ido autdcrina, através
daliberagdo de ATP e da ativagao do receptor P2X7, esta envolvida na migragao
metastatica de células de cAncer de pulmao humano. Segundo os autores, o fator
de transformacéo do crescimento beta 1 (TGF-p1), conhecido por controlar di-
versos processos — proliferagao, diferenciagao, apoptose e migragao celular — es-
timulou a liberagdo de ATP em células da linhagem H292 de cancer de pulmao
humano. Contudo, ele nao foi observado em células pulmonares da linhagem
BEAS-2B, que nao sdo cancerigenas. Além disso, o tratamento de células H292
com um antagonista especifico do receptor P2X7 resultou na supressdo da mi-
gracao das células de cancer de pulmao induzida por TGF-p1.

Dando sequéncia, o mesmo estudo demonstrou que células da linhagem
PC-9 de cancer de pulmao humano, em condi¢des convencionais de cultura
celular, liberaram grandes quantidades de ATP e apresentaram uma ativagao
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constitutiva do receptor P2X7. A linhagem celular PC-9 também exibiu elevada
atividade motora, que foi inibida pelo tratamento com enzimas ecto-nucleoti-
dases e antagonistas do receptor P2X7, enquanto que, na presenca de agonista
do receptor P2X7, foi observado um aumento na migra¢ao metastatica dessa
linhagem celular tumoral (Takai et al., 2014).

Apesar de todas essas evidéncias, o papel do receptor P2X7 na progres-
sao tumoral é muito complexo, e, nesse sentido, os estudos mostraram efeitos
contraditdrios em relacido a ativagdo desse receptor em doengas neoplasicas
(Burnstock; Knight, 2018). Isso fica evidente em estudo recente que constatou
um aumento na sobrevida de pacientes com CPNPC que apresentavam ele-
vada expressao do receptor P2X7, embora baixas expressoes de P2X7 tenham
resultado em aumento da expressao de mRNA (miR-21) em CPNPC, fato que
favoreceria a progressdo do tumor (Boldrini et al., 2015). Esses resultados es-
tdo de acordo com o estudo de Souza e colaboradores (2012), que demonstrou
que a expressdo defeituosa de receptores P2X7, seguida da ativagdo de miR-21
por uma mutagdo do gene KRAS, provocou uma redugdo da morte de células
tumorais resultando em mau prognoéstico.

Além disso, estudos com linhagens celulares de carcinoma pulmonar A549,
que expressam receptores P2Y2, P2Y4, P2Y6 e P2X4, mostram que a ocupagdo
desses receptores pelo ATP promove um aumento dos niveis de Ca?* e AMPc
intracelulares, estimulando a proliferacdo dessas células (Clunes; Kemp, 1996;
Remsbury; Rakhit; Wilson, 1996; White; Burnstock, 2006).

No que diz respeito a atividade das enzimas do sistema purinérgico em pa-
cientes com cincer de pulmao, parece haver envolvimento destas em distirbios
da coagulagdo. Nesse contexto, De Cicco (2004) demonstrou que anormalidades
nas atividades da coagulagdo sanguinea ocorrem em mais de 50% dos pacientes
com doengas malignas, indice que aumenta para 90% na presenga de metasta-
ses. Em consonancia com esse achado, outros estudos, como o desenvolvido
por Zanini e colaboradores (2012), mostraram que a atividade da E-NTPDase
em plaquetas, para a hidrélise do ADP, apresentou-se diminuida no grupo de
pacientes com CPNPC. Tal fato favorece o acimulo desse nucleotideo no meio
extracelular e aumenta significativamente a agregacao plaquetaria nos pacientes
com cancer de pulmao.

Além do envolvimento do ADP nos processos anomalos de coagulagido san-
guinea em pacientes com cancer de pulmao, a literatura destaca que os nucleotideos
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de adenina também sdo importantes na rota do crescimento tumoral. Munson
e colaboradores (1995) sugerem que plaquetas podem secretar fatores de cresci-
mento que estimulam a proliferacdo das células tumorais, além de protegerem as
células malignas do contra-ataque das células do sistema imune. Dessa maneira,
isso favorece o extravasamento de células tumorais para outros tecidos e conse-
quentemente a formagdo de metastases (Stegner; Diitting; Nieswandt, 2014). As-
sim, os niveis elevados de ADP também poderiam favorecer progressao tumoral.

A ecto-5"-nucleotidase (CD73) é a enzima que converte AMP em adenosina
e fosfato inorganico. A adenosina extracelular liga-se aos receptores purinérgicos
P1 (A1, A2A, A2B e A3), sendo o receptor de adenosina A2A predominante-
mente expresso na maioria das células imunes e em células de cancer de pulmao.
A adenosina extracelular gerada por essa via inibe as fun¢des antitumorais das
células T, promovendo apoptose dessas células e possibilitando a evasido tu-
moral a resposta imune, além de estar relacionada aos eventos de prolifera¢do
emigragdo de células tumorais, neovascularizagdo do tumor, desenvolvimento
de metastases e resisténcia das células tumorais a quimioterapia antineoplasica
(Inoue et al., 2017).

Nesse mesmo sentido, o estudo desenvolvido por Zanini et al. (2012) de-
monstrou que a atividade da enzima ecto-5’-nucleotidase em plaquetas de pa-
cientes com CPNPC estd aumentada, o que promoveria um incremento nos ni-
veis de adenosina extracelulares, facilitando a progressao tumoral. Esse resultado
corrobora, entéo, o observado por Inoue e colaboradores (2017), que verificou
que a alta expressdao da CD73 em pacientes com CPNPC ¢ um indicador de mau
progndstico para essa patologia. Aliada a isso, a diminui¢do na atividade da en-
zima adenosina deaminase (ADA) observada no estudo de Zanini et al. (2012)
colabora para o incremento dos niveis séricos de adenosina que, de acordo com
o proposto por Spychala e Kitajewski (2004), poderia promover inclusive a re-
sisténcia do tumor ao tratamento com drogas antineoplasicas.

A andlise da Figura 1 facilita a compreensao do processo de carcinogénese
pulmonar e das agoes dos componentes do sistema purinérgico no desenvolvi-
mento e progressao do cancer de pulmao.
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Figura 1: Vias purinérgicas envolvidas na fisiopatogénese do cancer de pulméo
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Genotdxicos externos, a exemplo daqueles presentes no tabaco, atingem
as células do epitélio pulmonar e arvore traqueobronquica, promovendo
lesao celular que pode desencadear mutagoes génicas e liberagao de ATP
intracelular. O ATP liberado pelas células lesadas pode seguir dois ca-
minhos: ligar-se diretamente em receptores purinérgicos (P2X7 e P2Y2)
ou sofrer desfosforilacdo através da atuacdo das ectonucleotidases. A
CD39 hidrolisa ATP e ADP em AMP, e a 5’-nucleotidase, por sua vez,
hidrolisa 0 AMP em adenosina. Por fim, a ativa¢ao dos receptores pu-
rinérgicos pode desencadear diferentes respostas em relagdo ao tumor.
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A ativa¢ao de receptores P2X7 pelo ATP favorece os processos metasta-
ticos, ja a ativagao de P2Y2 tanto por ATP quanto por ADP promove a
proliferacdo celular. Ativagdo de receptores A2A pela adenosina causa
apoptose de linfocitos T e consequente evasdo tumoral.

Modulag¢ao do sistema purinérgico como possibilidade
terapéutica no cancer de pulmio

A quimioterapia antineopldsica sistémica ¢, ainda hoje, a principal conduta
terapéutica para o tratamento do cancer de pulmao. Todavia, o desenvolvimento
de resisténcia tumoral as drogas antineoplasicas tem sido cada vez mais relatado,
sendo um dos principais motivos de falha no tratamento. Destarte, faz-se neces-
saria a introdu¢ao de novas possibilidades terapéuticas para as doencas neoplasi-
cas, sendo que a modula¢ido dos componentes do sistema purinérgico apresenta
potencial promissor nesse sentido, visto que esta intimamente relacionada com
os processos de desenvolvimento, progressdo e manuten¢ao do microambiente
tumoral (Swennen et al., 2010).

A sinalizacao purinérgica tem sido implicada em muitos processos bioldgicos,
indicando que o ATP e outros nucleotideos extracelulares podem ter potencial
terapéutico no tratamento do cancer por sinalizagio através de receptores P2.
Estudos recentes, in vivo, sugerem que o uso do ATP pode diminuir as taxas de
crescimento tumoral, agindo em subtipos de receptores P2, fornecendo, assim,
novas ferramentas terapéuticas no tratamento de cAncer (White; Burnstock, 2006).

Os antagonistas do receptor P2X7 sao um promissor alvo terapéutico para
o tratamento do cancer. Esse receptor esta relacionado com a regulagao dos
processos inflamatorios e o poder de invasdo das células tumorais e, portanto,
antagonistas do receptor P2X7 sdo potenciais agentes antimetastaticos (Burns-
tock; Knight, 2017). Além disso, estudos mostram que o crescimento de tumo-
res experimentais é fortemente inibido pelo antagonismo de receptores P2X7
em células tumorais e imunes, sendo que a expressdo de um receptor P2X7 nédo
funcional (nfP2X7), em células cancerigenas, tem sido proposta como um novo
alvo terapéutico para o cAncer em humanos (Burnstock; Knight, 2017). Da mes-
ma forma, Takai e colaboradores (2014) mostraram que o tratamento de células
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PC-9 de cancer de pulmao humano com antagonistas do receptor P2X7, por 48
horas, resultou na supressio da proliferacio dessas células tumorais.

Com base nos resultados da pesquisa de Schneider e colaboradores (2015),
os nucleotideos liberados durante a realizacio de radioterapia e quimioterapia sao
pro-metastaticos e a inibi¢ao dos seus efeitos, via sinalizagdo purinérgica, pode
tornar-se um alvo terapéutico no cancer de pulmao. Além disso, Swennen et al.
(2010) examinaram o potencial quimiossensibilizador do ATP para cisplatina.
Nesse estudo, os pesquisadores verificaram que linhagens celulares humanas de
carcinoma pulmonar de grandes células, previamente incubadas com ATP, au-
mentaram a captac¢do de cisplatina, possibilitando uma indu¢io mais eficiente
da morte das células neoplasicas.

Ademais, Rao et al. (2014) demonstraram em modelo de CPNPC, em ca-
mundongos, uma aceleragdo da oncogénese com a inativagao do gene Atg5. Pos-
teriormente, descobriram que a ativagao do oncogene KRAS em conjunto com
a inativagdo do gene Atg5 favorece a expressao da CD39 (que apresenta agao
imunossupressora). Segundo esse estudo, a inibi¢do farmacoldgica da CD39 ou
o bloqueio dos receptores de adenosina reduziriam a ativagiao de KRAS e a infil-
tragao de células Treg em tumores com inativagdo do gene Atg5 e, dessa forma,
o processo de oncogénese acelerada seria revertido.

Outro alvo terapéutico para o cancer de pulmio seria o bloqueio da inte-
ra¢do da adenosina em receptores A2A, prevenindo a formag¢ido de um nicho
imunossuprimido no microambiente tumoral (Inoue ef al., 2017). Nesse senti-
do, Wang e colaboradores (2018) mostraram que o bloqueio da CD73 pode au-
mentar a citotoxicidade antitumoral in vitro e in vivo, aumentando a atuacéo de
células NK modificadas (CD56 + CAR-NK) contra tumores de pulmao, através
do controle da supressdo imune promovida pela adenosina. Embora sejam estu-
dos pré-clinicos, essas observagdes abrem uma possibilidade investigativa para
o desenvolvimento de imunoterapias que visem a neutralizagdo da atividade da
CD?73, assim como a cascata de sinalizacdo da adenosina.
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CONSIDERACOES FINAIS

Diante do exposto, é evidente que o sistema purinérgico desempenha pa-
pel fundamental na modulagdo do sistema imune e no controle da proliferacao
e apoptose celular, estando intimamente relacionado com o processo de desen-
volvimento e progressao do cdncer de pulméao. Considerando a forte correlagdo
entre o processo de carcinogénese e a atividade dos componentes do sistema pu-
rinérgico, as investigagoes cientificas que procuram elucidar esses mecanismos e
sugerem a modulag¢do desse sistema como campo terapéutico em potencial para
tratamento das doencgas neoplasicas, especialmente o cancer de pulmao, sao de
relevancia indiscutivel.

Dar sequéncia e incentivar as pesquisas desenvolvidas nesse campo de co-
nhecimento é primordial para o entendimento dos processos tumorigénicos e
para o desenvolvimento de novos firmacos que possam ser utilizados na terapia
neoadjuvante ou adjuvante das neoplasias pulmonares, visando tratamentos mais
eficientes e menos lesivos aos pacientes com cancer de pulmao.
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INTRODUCAO

A regulagdo da quiescéncia, autorenovagio, proliferagao, diferenciacéo, e
morte da célula-tronco hematopoética (CTH) ¢ o amago deste sistema. Este
processo, conhecido como hematopoese, é regulado por diversos sinalizadores
humorais, principalmente por moléculas conhecidas como citocinas. Entretanto,
ademais das citocinas, outros sinalizadores, como o ATP, também sio relevantes
neste processo. O ATP é um sinalizador importante em diversos sistemas, mas
intriga a forma de regulagao do sistema hematopoético, porque os receptores de
ATP - P2 sdo expressos desde as células mais primitivas hematopoéticas, até os
diferentes tipos de células maduras deste sistema. Além dos receptores P2, enzimas
que degradam o ATP em metabdlitos como ADP e adenosina fazem parte desta
regula¢ao formando um complexo esquema de regulagdo purinérgica (Figura 1).

Embora o papel mais marcante e investigado dos receptores P2 seja em pro-
cessos de regulagdo do sistema imune, recentes trabalhos vém mostrando o papel
fundamental da regulacdo purinérgica no desenvolvimento hematopoético e as
consequéncias bioldgicas das alteragdes na expressao e fungdo dos receptores e
enzimas que regulam o sistema purinérgico. Neste capitulo, descreveremos as
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fungdes conhecidas dos receptores P2 e das enzimas CD39 e CD73 no desen-
volvimento normal da hematopoese, e as alteracdes observadas em canceres

hematolégicos.

Figura 1: Componentes do sistema purinérgico no microambiente hematopoético
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*  Diferentes sinalizadores autdcrinos e paracrinos modulam a regulagao
das CTH. Além dos mecanismos liticos de liberaciao do ATP, o endoté-
lio dos vasos sanguineos e os osteoblastos secretam ATP, entre outros
sinalizadores. O ATP regula a CTH normal e leucémica por ativagao
de receptores P2 que podem ser do tipo ionotrépicos (P2X) e metabo-
trépicos (P2Y). Entre as principais fun¢des da ativacido de receptores
pode-se citar a diferenciagdo e a migragao de CTH, bem como a indugéo
de proliferagido ou morte celular de células leucémicas. O ATP pode ser
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degradado por ectonuclotidases, como a CD39 e a CD73, gerando ADP,
AMP, ADO e INO, que ativam outros receptores, como os receptores P1.
Todos os processos que envolvem desde a liberacao do ATP, sua degra-
dacdo e a ativagdo de diferentes receptores P2 e P1 mostram a presenca
de uma complexa regulagao purinérgica da CTH normal e leucémica.

Funcio dos receptores P2 na hematopoese

Entre as primeiras descrigdes de participacdo dos receptores purinérgicos
em células do sistema hematopoético, pode-se destacar o trabalho de Cockcroft
& Gomperts (1980) em mastdcitos. Neste estudo, observou-se que o ATP pro-
duz a liberacgdo de histamina e secre¢do de metabolitos (Cockcroft e Gomperts,
1980). Um receptor em particular foi descrito em macroéfagos, na linhagem mu-
rina J774, chamado inicialmente de receptor P2Z(Steinberg e Silverstein, 1987)
e atual receptor P2X7 (Surprenant et al., 1996). A ativa¢do do receptor P2X7
leva a abertura de um canal idnico e a formagao de um poro capaz de permitir a
passagem de moléculas de até 900 Da (Steinberg e Silverstein, 1987; Surprenant
et al., 1996). Posteriormente, o receptor P2X7 foi descrito em mondcitos e ma-
crofagos de diversas origens (Naumov et al., 1992; Hickman et al., 1994; Nuttle
e Dubyak, 1994; Paredes-Gamero ef al., 2004). Porém, ndo ¢ o inico receptor
expresso em macrofagos; pelo contrario, é comum que células primdrias expres-
sem mais de um receptor P2.

Além dos mondcitos/macroéfagos, outras células mieloides expressam os
receptores P2 como eosindfilos (Idzko et al., 2001; Mohanty et al., 2001; Muller
et al., 2010; Wright et al., 2016), granulécitos (Cockceroft e Stutchfield, 1989; Ba-
lazovich e Boxer, 1990; Suh et al., 2001; Paredes-Gamero et al., 2007), eritrdcitos
e eritroblastos (Hoffman et al., 2004; Sluyter et al., 2004; Paredes-Gamero et al.,
2006), plaquetas (Hall e Hourani, 1994; Turner et al., 2001), além dos diferentes
tipos de linfécitos. Embora este tema tenha sido abordado em revisoes anteriores
(Di Virgilio et al., 2001; Burnstock, 2015), uma completa caracterizagdo mole-
cular e farmacoldgica dos receptores P2 nos diferentes tipos de células hemato-
poéticas ainda é necessaria.

Apesar de ser conhecido que as células hematopoéticas expressam recepto-
res P2, seu envolvimento com a hematopoese ainda néo foi totalmente elucidado.
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Até o momento, a presenca destes receptores, mesmo nas células mais indife-
renciadas, e a variagdo da expressdo com a diferenciacio, indica uma provavel
participagdo na hematopoese. As células endoteliais e os osteoblastos, que po-
dem liberar ATP (Orriss et al., 2009; Alvarenga et al., 2010; Lim To et al., 2015),
sao células presentes nos diferentes nichos medulares nos quais a CTH habita,
podendo regular a atividade da CTH por liberagao do ATP e outras moléculas
sinalizadoras (Nogueira-Pedro et al., 2014).

Mostrou-se que o ATP atuou sinergicamente com citocinas, aumentando
o numero de células hematopoéticas primitivas humanas CD34* em culturas
de metilcelulose (Lemoli et al., 2004). Essas células primitivas humanas CD34*
expressaram varios receptores P2: P2Y1, P2Y2, P2Y12, P2X1-7 (Lemoli 2004,
Wang et al. 2004). Ademais, o estimulo com UTP aumenta a migragao das CTH,
inibe a down-regulation do receptor de quimiocinas CXC do tipo 4 (CXCR4) e
aumenta a adesio a fibronectina de células CD34* humanas in vitro (Rossi et al.,
2007). Em experimentos in vivo, utilizando animais imunodeficientes, mostrou-
-se que o estimulo das células CD34* humanas com UTP aumentou a eficiéncia
do homing (ROSSI et al., 2007). A modulagéo direta da diferencia¢ao de células
primitivas hematopoéticas pelo ATP também foi reportada. O ATP e seus ana-
logos, diferente das citocinas, produziram grandes aumentos da concentragdo
de célcio citoplasmético ([Ca*] ) levando a diferenciagdo mieloide das células
primitivas hematopoéticas em culturas de medula éssea (Paredes-Gamero et
al., 2008). Posteriormente, um estudo mostrou que a diferenciaciao promovida
pelo ATP afetou principalmente as populagdes de CTH e progenitor mieloide
comum de granuldcitos/mondcitos (Barbosa et al., 2011). Também foi descrito
que o ATP reduziu o nimero de células primitivas hematopoéticas aumentando
a populacdo mieloide Gr-1*Mac-1*, diminuiu a expressio do receptor Notch-1
e reduziu a quiescéncia e a capacidade de enxerto da CTH (Barbosa et al., 2011).
Outro aspecto interessante que se observou foi que o aumento da [Ca*]  pelo
ATP reduziu-se na presenca de citocinas, como interleucina-3 e stem cell factor
nas CTH, e que estas citocinas inibiram a diferencia¢do das CTH induzida pelo
ATP (Barbosa et al., 2011).

Um receptor P2 descrito na modulacio hematopoética é o receptor P2Y14.
Em condiq()es normais, a auséncia do receptor em animais nocautes P2Y14-/-
nao afetou a biologia das células do sistema hematopoético. Porém, em situagoes
de estresse — radiagéo, envelhecimento, quimioterapia e transplante —, o padréo
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de senescéncia e morte celular das CTH foram modificados, observando-se au-
mento de espécies reativas de oxigénio, expressdo elevada de p16™*, além de
hipofosforilagido da Proteina de Retinoblastoma (Cho ef al., 2014).

A participa¢ao do receptor P2X7 na hematopoese também foi destacada.
A quantificagao do receptor P2X7 mostrou baixa expressio em CTHs murinas;
entretanto, a superexpressio deste receptor nessa populacdo, por transfec¢io
viral, reduziu o potencial de enxerto, em ensaio in vivo, elevou a diminui¢ao da
capacidade de formacéo de coldnias, afetando, principalmente, as colonias mais
primitivas em ensaios in vitro, principalmente da unidade formadora de cold-
nias de granuldcitos-eritrdocitos-macréfagos-megacariocitos (Feng et al., 2016).
A mobilizagdo das CTH é importante em processos de resposta imune por dano
as células dos tecidos ou em resposta a firmacos mobilizadores de CTH, como o
fator estimulador de coldnias de granuldcitos, uma citocina fisiologica. A mobi-
lizagdo das CTH foi afetada pela liberagdo de ATP, via panexina-1, e a formagio
do seu metabdlito adenosina, sendo que animais nocautes P2X7-/- apresentaram
baixa mobilizagido (Adamiak et al., 2018).

Receptores purinérgicos e leucemia

O papel dos receptores purinérgicos na leucemia vem sendo estudado com
o objetivo de detectar possiveis alteracdes que possam ser usadas em diagnos-
ticos, progndsticos e tratamentos. Esses receptores sdo expressos em linhagens
estabelecidas e células primarias leucémicas, sendo que sdo encontrados dife-
rentes subtipos ativados por nucleotideos, dificultando o estudo farmacolégico
dos mecanismos de ag¢do e do efeito final.

Estudos iniciais mostraram a presenca dos receptores P2 em linhagens
leucémicas, como a HL-60 (leucemia promielocitica aguda) e CB1 (leucemia
linfoblastica aguda) (Biffen e Alexander, 1994; Montero et al., 1995). A variacdo
da expressao e da resposta funcional de receptores P2 durante a diferenciagdo
mieloide, em células leucémicas, foi relatada, em especial, usando a linhagem
HL-60 (Montero et al., 1995; Adrian et al., 2000; Communi et al., 2000).

A expressao e fungdo do receptor P2X7 sdo mais avaliadas por suas caracteris-
ticas iinicas e as ferramentas farmacologicas que ele possui. A ativacao do receptor
P2X7 foi inicialmente correlacionada com a morte celular por sua capacidade de



195

formar poros na membrana (Steinberg; Silverstein, 1987; Surprenant et al., 1996;
Zoetewij et al., 1996; schulze-Lohoff et al., 1998), porém também foi relacionado
com a proliferagdo celular (Yu et al., 2010). Em leucemias, a participagdo do re-
ceptor P2X7 na proliferagdo e morte celular por apoptose, necrose ou piroptose
foi descrita. Em estudos iniciais, constatou-se que o receptor P2X7 foi altamente
expresso nas linhagens U-937 (linfoma histocitico) e KG-1 (leucemia mieloide
aguda). Nas linhagens HL-60 e J6-1 (leucemia mieloide), o receptor P2X7 teve
expressao moderada, enquanto que, nas linhagens K562 (leucemia mieloide cro-
nica) e linhagens de linfoma de Burkitt (Raji e Ramos), a expressdao nao foi de-
tectada (Zhang et al., 2004). Outro estudo também relatou a expressao funcional
do receptor P2X7 em células KG-1 (Gadeock et al., 2012). Na linhagem celular
de eritroleucemia murina, o receptor P2X7 foi responsavel por induzir morte
celular e liberag¢ao de microparticulas (Constantinescu et al., 2010).

Em leucemias mieloides, alguns estudos identificaram alteragdes na expres-
sdo génica de receptores P2. Em células extraidas de pacientes com leucemia mie-
loide aguda (LMA), os receptores P2X1, P2X4, P2X5 e P2X7 sdo mais expressos
em relagdo as células normais, enquanto que P2X2, P2X3 e P2X6 ndo sio de-
tectados (Zhang et al., 2004). Dentre os receptores regulados positivamente em
casos de LMA, destaca-se o receptor P2X7. A alta expressao do receptor P2X7
foi relacionada com recidiva em leucemias agudas em criangas, enquanto que a
diminui¢do da expressdo do receptor foi observada apds o tratamento quimio-
terapico (Chong et al., 2010). Os efeitos antiproliferativos observados em células
blasticas e em células-tronco leucémicas de pacientes LMA, apos estimulo com
ATP, sem que o mesmo efeito seja observado em células normais, geram expec-
tativas para terapias inovadoras (Salvestrini et al., 2012; Salvestrini et al., 2017).

A leucemia linfocitica cronica de células B (B-LLC) é a leucemia com maior
frequéncia entre os adultos no mundo ocidental. Causada pela expanséo clonal
de linfdcitos B, caracteriza-se pela perda da capacidade apoptotica dos linfécitos
leucémicos CD5+ que se acumulam na circulagdo. Os sinais clinicos divergem,
pois a doenga possui duas variantes — a indolente e a progressiva — e dois subti-
pos, sendo um com mutag¢des somaticas na regiao variavel de cadeia pesada da
imunoglobulina e outro ndo mutado (Hamblin et al., 1999; Di Virgilio; Wiley,
2002). A expressao do receptor P2X7 foi correlacionada com a gravidade da do-
enga em pacientes com B-LLC (Adinolfi ef al., 2002). Em casos de pacientes que
apresentavam a forma mais agressiva da doenga, a expressao do receptor P2X7
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foi maior, até mesmo em condi¢des desfavoraveis, como baixa disponibilidade
de fatores de crescimento (Adinolfi et al., 2002).

Dentre os numerosos polimorfismos de nucleotideo tinico (SNPs) do re-
ceptor P2X7, 0 1513A->C é muito estudado em relacdo ao cancer e se caracte-
riza pela substitui¢cdo de adenina por citosina na posi¢dao 1513, que, em vez de
gerar o aminodcido 4cido glutamico na cauda C-terminal do receptor P2X7,
gera uma alanina. Alguns estudos investigaram a relagao do polimorfismo 1513
A->C com a B-LLC. Inicialmente, foi proposto que a perda de fun¢ao do recep-
tor causada por essa mutagao favoreceria efeitos antiapoptoticos e, consequente-
mente, aumentaria a patogénese (Wiley et al., 2002). Outro estudo mostrou que
este polimorfismo estava correlacionado com a melhora nos resultados clinicos
na B-LLC, aumentando a sobrevida dos pacientes (Thunberg et al., 2002). Nos
anos seguintes, os estudos correlacionaram pacientes saudaveis e pacientes com
B-LLC familiar e/ou esporadica, e a relacdo do polimorfismo 1513 A->C com
essa doenga foi invalidada em todos os aspectos estudados anteriormente: pa-
togénese, progressao, diagnostico e sobrevida (Starczynski et al., 2003; Zhang et
al., 2003; Nuckel et al., 2004; Sellick et al., 2004).

NTPDase (CD39) e ecto-5’-nucleotidase (CD73) na regula¢ao do sistema
hematopoético normal e leucémico

O papel de ectonucleotidases - NTPDase (CD39) e ecto-5-nucleotidase
(CD73), por exemplo — na imunomodulagéo e nas interagdes célula-célula vem
sendo estudado em diferentes condi¢des clinicas relacionadas as alteragdes no
sistema imunoldgico.

A atividade ectonucleotidase pode também estar associada com a regulagao
do estado indiferenciado das CTH. Além do efeito de diferenciacio do ATP em
CTH murinas, também foi observado que as CTH tinham uma maior expressio
de CD39 e CD73 em relagédo a células hematopoéticas mais maduras, e a popu-
lagao de células primitivas c-Kit* exibiu uma maior atividade ectonucleotidase
do que as células totais da medula dssea ou células CD45-Ter119-(Barbosa et al.,
2011). Um estudo mostrou que uma populagao de linfécitos T regulatérios sao
CD150"¢" e estdo localizados no nicho das CTH da medula 6ssea (Hirata et al.,

2018). A redugao de linfécitos regulatérios da medula dssea, obtida por delegao
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condicionada de CXCR4 nesta populag¢do, aumentou o nimero de CTH na me-
dula 6ssea (Hirata et al., 2018). Animais com expressido condicionada de CD39
em linfdcitos T regulatorios CD150"&" mostraram que a adenosina extracelular,
gerada pela atividade da enzima CD39, protege as CTH do estresse oxidativo e
mantém as CTH quiescentes (Hirata et al., 2018). O mesmo grupo mostrou tam-
bém que esta populagio de linfécitos T regulatorios convencionais e CD150"&"
modulam a CTH via a atividade da enzima CD73 (Hirata et al., 2018). A delecio
da enzima CD73 aumentou o nimero, a frequéncia de ciclo celular e as espécies
reativas de oxigénio das CTH (Hirata et al., 2018). O uso de antioxidantes ini-
biu 0 aumento das CTH em animais nocautes para CD73, mantendo as células
quiescentes (Hirata et al., 2018). Assim, a atividade das enzimas CD39 e CD73
impediu a diferenciacdo das células CTH pelo ATP, devido a produgédo de ade-
nosina que manteria as células quiescentes.

Outras atividades relatadas das enzimas CD39 e CD73 sdao em doengas
leucémicas, por exemplo, na leucemia linfoide cronica (LLC) e na leucemia lin-
foblastica aguda (LLA) (Schetinger et al., 2007).

Linfécitos T reguladores de pacientes com LLC apresentaram marcadores,
dentre eles, a CD39, associados a um aumento na atividade supressora nestas
células (Biancotto et al., 2012). A expressao aumentada de CD39 foi identificada
nos linfdcitos T de sangue periférico de pacientes com LLC, sendo mais elevada
nos estagios mais avangados da doenga (Pulte et al., 2007; Abousamra et al., 2015).

A expressdao aumentada de linfocitos T CD4+ CD39+ no sangue periférico
de pacientes com LLC correlaciona-se também com casos em que ha necessidade
de intervengao terapéutica. No entanto, um aumento ainda maior de linfdcitos
CD4+ CD39+ foi observado na medula 6ssea desses pacientes, possivelmente
devido a exposicdo dessas células ao ATP, colaborando para a formacio de um
ambiente imunosubversivo (Perry et al., 2012).

A LLC raramente apresenta trombose como uma de suas complicagdes, o
que pode ser explicado pela presenca de CD39 na superficie das células tumorais,
nas quais apresenta atividade enzimatica alta, promovendo inibi¢ao da agrega-
¢d0 e recrutamento plaquetario por meio da hidrélise de ADP em AMP (Pulte
etal,2011).

A inibi¢do de CD39 tem sido sugerida principalmente como alvo para uma
nova terapia imune para LLC, visto que sua atividade enzimatica inibe as respostas
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de linfécitos T e células natural killer (NK) devido a hidrolise de ATP em ADP,
e suprime o sistema imunolégico (Mosaad Zaki et al., 2018).

Ha uma expressao aumentada de CD73 em casos de LLC em dreas corres-
pondentes ao centro de proliferacdo e regido perivascular ao tumor. Sua ativi-
dade enzimatica, com consequente aumento da adenosina extracelular, propicia
uma significativa regulagdo negativa de respostas quimiotaticas por quimiocinas
CXC 12(CXCL12) via ativagao de receptores A2A (SERRA et al., 2011). Ja a ex-
pressdo de CD73 em linfdcitos T de sangue periférico se encontra diminuida em
pacientes com LLC (Pulte et al., 2011). A expressdao de CD73 em células de LLC
esta associada com a agressividade do tumor, evidenciando a importancia de seu
estudo também como potencial alvo terapéutico (Allard et al., 2016).

Inibir a formacio de adenosina e sua sinalizacdo pode ser uma forma de
combater as condi¢oes locais favoraveis ao tumor. Combinando essa nova terapia
com farmacos que atingem diretamente o tumor ou restauram as fung¢des imu-
nes, é possivel desenvolver novas estratégias de tratamento para doengas como
aLLC (Serra et al., 2016).

Com a realizagdo do perfil transcriptdmico em pacientes com LLC com
trissomia do cromossomo 12 como a Unica anomalia citogenética, identificou-se
um conjunto unico de genes diferencialmente expressos, dos quais se destacaram
os genes codificantes da CD73 (Abruzzo et al., 2018).

A expressao de CD73 nas células da medula 6ssea nao influencia o prog-
nostico de criancas com LLA (Wieten et al., 2011). No entanto, a identificagdo
de CD73 por citometria de fluxo pode ser utilizada como marcador de doenga
residual minima em pacientes com LLA de células B. O marcador CD73 foi de-
tectado nestes pacientes antes do tratamento, porém, somente apds o inicio da
quimioterapia, se observou uma expressao elevada (Wang et al., 2016).

Uma busca por novos marcadores para detec¢ao de doenga residual mini-
ma apresentou CD73 superexpressa em 54,5% de amostras de medula dssea em
pacientes com LLA recentemente diagnosticada na infancia (Coustan-Smith et
al., 2011). A expressao aumentada de CD73 foi detectada em 90,41% dos casos
de LLA de células B, indicando que a adigdo deste marcador como indicador
progndstico pode contribuir na identificagdo de doenga residual minima (Jain
et al., 2018).

CD73 foi 0 marcador para identificagdo de doenca residual minima mais es-
tavel em estudo com pacientes pediatricos com LLA precursora B, apresentando
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expressao estavel ou elevada em 95% dos casos apds 15 dias do inicio da terapia
(Sedek et al., 2018; Tembhare et al., 2018).

Contudo, pacientes com LMA expressaram quantidades similares de CD73
quando comparados com individuos saudaveis, e suas células-tronco mesenqui-
mais derivadas da medula dssea também expressaram marcadores de superficie
celular e proteinas de adesao semelhantes ao controle (Huang et al., 2015).

Estudos com clones de linfocitos T leucémicos resistentes a apoptose (A4)
sugerem que o CD73 faz parte de um programa antiapoptdtico complexo nao
especifico. Essas células apresentaram expressio de CD73 em sua superficie e
atividade enzimatica significativa, inibindo a sinalizagdo TRAIL (TNF-related
apoptosis-inducing ligand) por meio de uma interagao com o receptor de morte
5, colocalizado na membrana plasmatica (Mikhailov et al., 2008).

Como consequéncia da expressdo de ecto-enzimas como CD39 e CD73,
altos niveis de adenosina extracelular sdo detectados especialmente na LLC. A
adenosina extracelular possui influéncia na progressao da doenga por meio da
ativacdo de receptores A2A, dificultando a acio de células do sistema imune e
aumentando a sobrevida das células leucémicas. A modulagdo da resposta imu-
ne, angiogénese e liberagao de citocinas no microambiante tumoral ¢ influencia-
da pela ampla distribuigao desses receptores de adenosina nas células tumorais
(Cai et al., 2018).

Estudos clinicos multicéntricos em fase I ja avaliam o uso de anticorpos
anti-CD73 sozinhos ou em combinacio em pacientes com tumores solidos avan-
¢ados. Sendo assim, a utilizagao clinica de terapia anti-CD73 representa um pro-
missor instrumento que podera ser integrado aos esquemas de quimio-radiacao
convencionais ou outras novas estratégias imunoldgicas (Antonioli et al., 2016).

Adenosina desaminas

Desde a década de 1970, a atividade da adenosina desaminase (E-ADA) vem
sendo investigada em pacientes com leucemia. A atividade da E-ADA encontra-
-se diminuida em linfécitos de criangas com LLA (Zimmer et al., 1975) e em
linfécitos B de pacientes com LLC (Tung et al., 1976). No entanto, observou-se
atividade enzimatica aumentada em linfoblastos de células T de pacientes com
LLA (Smyth et al., 1978), em células leucémicas de pacientes com LMA (Mejer;
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Nygaard, 1979), e no plasma de pacientes com LLA nao tratada e em estagio de
remissao (Morisaki et al., 1985).

No soro de pacientes com LLC foi estabelecida uma correlagio entre a ati-
vidade aumentada da E-ADA e outros marcadores diagnoésticos como beta-2-
-microglobulina, lactato desidrogenase, contagem de leucdcitos e velocidade de
hemossedimentacdo (Ghaderi et al., 2016). Jana LLA, a atividade da E-ADA em
casos novos e pacientes com recidiva ¢ significantemente maior do que em pa-
cientes em estagio de remissao da doenga e controles saudaveis, indicando que
esta enzima também pode ser usada como biomarcador no diagndstico e acom-
panhamento do tratamento dessa doenga (Ebrahimi-Rad et al., 2018).

A inibi¢ao da E-ADA foi estudada primeiramente in vivo, apresentando
importantes implicagées na LLA e LLC, como promogao da lise dos linfoblastos
e linfocitos T maduros (Mitchell et al., 1985). Diferentes inibidores da E-ADA
também foram testados em cultura de células de leucemia monocitica.

A 2’-desoxicoformicina (pentostatina), que consiste em um anélogo de pu-
rina utilizado como fairmaco no tratamento anticancer, principalmente em casos
de leucemia de células pilosas, foi o primeiro a receber aprovagao da Food and
Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos (Kane et al., 1992; Grever et al.,
2003). O mecanismo de agao proposto inicialmente consiste na potente inibi¢ao
da adenosina desaminase, que provoca um acimulo de metabélitos que inibem
a nucleotideo redutase e, consequentemente, bloqueiam a sintese de DNA nes-
sas células (Dillman, 2004). Posteriormente, foi sugerido que o acimulo de ade-
nosina e desoxiadenosina levam a formacio desoxiadenosina trifosfato (dATP)
nos linfécitos do plasma sanguineo, que provoca acimulo de quebras na fita de
DNA, resultando na ativa¢do de p53, libera¢do de citocromo ¢ pela mitocondria
e, consequentemente, apoptose (Johnston, 2011).

Apesar de o tratamento com pentostatina combinada a outros farmacos,
como a ciclofosfamida, ser eficaz no tratamento de LLC, esses efeitos sdo atri-
buidos a sua capacidade de induzir a apoptose e ndo as alteragdes nos niveis ex-
tracelulares de adenosina (Sauter et al., 2008). Além disso, essa terapia apresenta
toxicidade toleravel em longo prazo e nenhum caso relacionado de complicagdo
como LMA e sindrome mielodisplasica (Kay et al., 2018).
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CONSIDERACOES FINAIS

A presenca de receptores de receptores P1 e P2, mesmo nas células mais
indiferenciadas, e a variacao da expressdo com a diferenciagdo sugerem a par-
ticipagdo na hematopoese em diversos aspectos, dependendo do subtipo de re-
ceptor ativado. Os principais trabalhos nesta area mostraram que os receptores
P2 modulam a capacidade de formar coldnias das células progenitoras hemato-
poéticas e a diferencia¢do, migragdo, homing e capacidade de enxerto da CTH.
Esses estudos vém mostrando a presenga de um complexo sistema de regula¢ao
com a participagdo das ectonucleotidases (CD39 e CD73), que mostra a intera-
¢do dos receptores P2 com os receptores P1.

Todos esses estudos revelam um promissor potencial modulatério a partir
do estudo da regulagao purinérgica no sistema hematopoético. Potencial que se
evidencia ao analisar as alteracdes da regulac¢ao purinérgica em leucemias, em
que diversas fung¢des dos receptores P2 e das ectonucleotidases mostraram-se
alterados. Espera-se que o aprofundamento da regulacao purinérgica neste siste-
ma proporcione importantes ferramentas para uso clinico num futuro préximo.
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INTRODUCAO

O metabolismo renal deve-se diretamente ao consumo de oxigénio, o qual
esta intimamente relacionado a Na/K ATPase (bomba de s6dio potassio). Assim,
a capacidade restante do metabolismo mitocondrial é dividida entre a producio
de energia via trifosfato de adenosina (ATP) e o mecanismo de respiragdo celu-
lar nao fosforilativo. Desse modo, a garantia de um adequado funcionamento
renal relaciona-se a molécula de ATP e a seus processos metabdlicos (Avesani
et al., 2004).

Nos rins, a adenosina (ADO) tem um papel fundamental como regulador
de feedback tubulo-glomerular, além de controlar a liberagdo da renina, o ritmo
de filtragdo glomerular e o tonus vascular renal. Quando se observam niveis
elevados da taxa de hidrdlise de ATP em relagao a sua sintese, possivelmente
tém-se niveis aumentados de adenosina durante os balangos de energia negativa,
sendo que o aumento do consumo de ATP, uma perfusdo renal comprometida
e hipdxia, aumentam a formacdo de adenosina no rim. Quando se tem niveis
aumentados de adenosina, observam-se diferentes insultos renais (Regateiro,
Cobbold, Waldmann, 2012).
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Quando ha um determinado insulto celular, devido a um quadro inflama-
torio ou dano tecidual, ha liberacdo de ATP para o meio extracelular. Este ATP
pode sinalizar receptores purinérgicos, como os receptorores P2 e, com isso, ati-
var vias pro-inflamatorias. No entanto, a presencga das denominadas ectoenzimas
na superficie celular pode contribuir para auxiliar a regulacdo e o metabolismo
de ATP e ADO presente no espaco extracelular. No ambiente inflamatério, a
ADO extracelular é derivada da conversdo enzimatica dos precursores nucleo-
tideos ATP e ADP, através da ectonucleotidase difosfohidrolasel (CD39) e da
subsequente conversio de AMP em adenosina pela ecto5nucleotidase (CD73),
podendo sinalizar através de 4 receptores de ADO distintos: Adoral, Adora2a,
Adora2b, Adora3 (Resta, Yamashita, Thompson, 1998).

Sendo assim, neste capitulo, serdo abordados tdpicos relacionados a fisiopa-
tologia renal, assim como a relagao do sistema purinérgico com as doengas renais.

Fisiopatologia renal

Os rins sdao os 6rgaos fundamentais para a manuten¢ao da homeostase
do corpo humano. Anatomicamente, os rins sdo divididos em compartimen-
tos corticais e medulares. A porgao cortical consiste em uma drea continua que
compreende as bases das pirAmides renais e a cdpsula renal. E composta por va-
sos sanguineos, glomérulos, tibulos proximais e distais de todos os néfrons. Ja
a por¢ao medular compoe-se por piramides de Malpighi, papilas renais, ureter,
célices maiores, cédlices menores, raios medulares, alca de Henle, tubos coleto-
res e vasos sanguineos. As piramides renais sdo responsaveis por coletar a urina
formada nos néfrons. Suas bases sao voltadas para a periferia, e seus apices sdo
convergentes ao seio renal. As papilas renais, envolvidas pelo ureter, convergem
para os ductos coletores, formando os célices menores, que se unem e formam
os calices maiores. A partir da base das piramides renais, tem-se raios medulares,
alca de Henle, tubos coletores e vasos sanguineos (Drake, Vogl, Mitchel, 2015).

Desse modo, a diminuigao progressiva da fungdo renal implica comprometi-
mento de, essencialmente, todos os outros 6rgaos. Contudo, independentemente
da etiologia da doenga de base, os principais desfechos em pacientes com doenga
renal cronica (DRC) sdo as suas complicagdes (Bastos, Bregman, Kirsztajn, 2010).
Diante do exposto, a DRC é considerada um problema de satde publica mundial
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e, por conta disso, merece nossa aten¢ao. As doengas renais possuem prevaléncia
consideravel na populagdo. A DRC apresenta-se em uma a cada dez pessoas na
populagao mundial, contudo, 90% dos acometidos ndo sabem que apresentam
a disfungdo renal. E importante salientar que a DRC pode ser desencadeada por
diabetes, obesidade, hipertensao arterial, tabagismo, dentre outras comorbidades
(Associagao Brasileira dos Centros de Dialise de Transplantes, 2017).

Segundo a National Kidney Foundation - K/DOQI (2002), a DRC ¢é definida
como a presenca de lesdo renal ou diminuicio do nivel da fun¢io renal por trés
meses ou mais, bem como por anormalidades estruturais ou funcionais do rim,
com ou sem diminuic¢do da filtragao glomerular (FG) (< 60mL/min/1,73m2).
Além disso, a DRC ¢ identificada por meio de anormalidades histopatologicas
ou de marcadores de lesdo renal, incluindo alteragdes sanguineas ou urinarias.
Dentre os tratamentos, as opgoes de escolha sdo didlise peritoneal, hemodialise
e transplante renal. Dessa forma, a escolha da melhor modalidade de tratamento
deve contemplar a analise das condigdes clinicas, psicologicas e financeiras do
paciente (Flores, Thomé, 2004).

A DRC acomete diferentes sistemas: sistema neuroldgico (sonoléncia, letargia,
irritabilidade, tremores, caimbra, déficit cognitivo, soluco e fraqueza muscular);
sistema gastrointestinal (ndusea, vdmito, anorexia, hemorragia, halito urémi-
co, diarréia e gastrite); sistema cardiovascular (dispnéia, arritmia, hipertensao,
edema e tosse); sistema enddcrino (acidose metabolica, galactorreia, impotén-
cia, perda de peso, hiperuricemia, diminui¢do da libido e hipercalemia); sistema
hematoldgico (sangramentos e anemias) e sistema urindrio (oliguria e nocturia)
(National Kidney Foundation, 2013).

A insuficiéncia renal nao tratada é responsavel por desencadear um mi-
lhdo de mortes por ano na populagdo mundial. Estimativas apontam que esse
valor tende a aumentar, uma vez que o tabagismo, a ingestao excessiva de sodio
e a pouca hidratacéo fardo parte da cultura hodierna (Associa¢do Brasileira dos
Centros de Dialise de Transplantes, 2017). Ja a insuficiéncia renal aguda (IRA) é
responsavel por uma incidéncia de 2147 a 4085 casos por milhdo de habitantes
em paises desenvolvidos. Estudos apontam que, a cada ano, por volta de dois mi-
lhoes de pessoas morrem de IRA. Além disso, os pacientes sobreviventes a IRA
possuem maior predisposi¢ao a desenvolver DRC (Li; Burdmann; Mehta, 2013).

A insuficiéncia renal consiste em alteragdes na capacidade de filtracdo dos
rins, e substancias, como a ureia e a creatinina, acumulam-se no organismo do
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paciente. A IRA ¢é caracterizada pela diminui¢do da capacidade de filtracdo re-
nal por horas ou dias (Yu et al., 2007). A IRA pode ser classificada em: IRA pré-
-renal — que contempla IRA renal, necrose tubular aguda (NTA) séptica, NTA
nefrotoxica, IRA por glomerulopatias, IRA por nefrite intersticial aguda, IRA
vascular, embolizagdo por colesterol e IRA hepatorenal; e IRA pds-renal (Wald,
2014). Diferentemente da IRA, a DRC consiste em multiplas alteracdes labora-
toriais e clinicas de carater persistente e irreversivel ao rim (Rosenberg, 2003).

A IRA manifesta-se em diferentes sistemas orgénicos, desencadeando
manifestagdes clinicas distintas no sistema digestdrio (inapeténcia, nduseas,
vomitos incoerciveis e sangramento digestivo), no sistema cardiorrespiratério
(dispneia, edema, hipertensao arterial, insuficiéncia cardiaca, edema agudo de
pulmao, arritmias, pericardite e pleurite), no sistema neurolégico (sonoléncia,
tremores, agitacéo, torpor, convulsdo e coma), no sistema hematolégico (san-
gramentos, anemias e distirbios plaquetarios), no sistema imunolégico (imu-
nossupressao e predisposi¢ao a infec¢des), no sistema nutricional (aumento
do catabolismo e perda de massa muscular) e no sistema cutineo (prurido)
(Costa, 1997; Yu et al., 2007).

Existem diferentes mecanismos para o tratamento clinico da IRA. Faz-se
necessario garantir um volume intravascular expandido, bem como pressao ar-
terial média acima de 80 mmHg (Mehta et al., 2007). Ademais, deve-se evitar o
excesso de hidratacdo do paciente, pois, assim, se diminui o risco de formagéo
de edemas. O controle nutricional do paciente com IRA ¢ fator imprescindivel
para manuteng¢do de um quadro clinico controlavel, haja vista que a elevagdo do
nivel de creatinina pode predispor a necessidade de tratamento por dialise. Além
disso, a subnutri¢do esta associada a maior incidéncia de complica¢des, como
maior tempo de internagdo e maiores indices de mortalidade (Palevsky, 2007).

Em situagdes em que o comprometimento renal estd muito avancado, faz-

-se mister o tratamento com hemodidlise ou didlise peritoneal. Recomenda-se o
tratamento dialitico sobre os seguintes aspectos: hiperpotassemia (acima de 5,5
mE/L com alteragdes ao eletrocardiograma (ECG); hipervolemia (edema peri-
férico, derrame pleural e pericardico, hipertensdo arterial, ascite e insuficiéncia
cardiaca congestiva); uremia, ocasionando danos ao sistema nervoso central,
como sonoléncia, coma, convulsdes e tremores; acidose metabdlica grave e ou-
tras situagdes (Yu et al., 2007).
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Receptores purinérgicos e envolvimento renal

O ATP é uma molécula responsavel por fornecer energia para os mais va-
riados processos do metabolismo celular. Existente em todas as células, o ATP é
uma molécula sinalizadora do sistema purinérgico, o qual atua como regulador
dos mecanismos fisiopatoldgicos no ambiente extracelular (Burnstock, 2007).
O sistema purinérgico estd envolvido em diversos processos no organismo hu-
mano, como secre¢do enddcrina e exdcrina, processo inflamatdrio, mecanismo
de dor, agregacao plaquetaria, resposta imune e diferenciagao celular (North,
2002). Existem dois tipos de receptores purinérgicos, classificados em P1 e P2.
Os receptores P1 promovem respostas celulares através da agao da ADO; ja os
receptores P2, do ATP.

Sabe-se que as células renais possuem ectonucleotidases, que sao respon-
saveis pela hidrolise de nucleotideos extracelulares, interagindo com receptores
purinérgicos através da liberagao de interleucina 1 beta (IL-1b) e interleucina-18
(IL-18). Assim, a estimulagdo dessas células pode acontecer concomitantemen-
te a processos inflamatérios e anti-inflamatérios, bem como pode estar ligada a
necrose e apoptose celular (Menzies et al., 2017).

Na regido onde se localiza o tubulo proximal, observa-se o receptor P2Y1
inibindo a reabsorc¢do de bicarbonato e, nesse mesmo local, o ATP possui o
efeito contrario. Dessa forma, ocorre a diminui¢ao da concentragdo plasma-
tica de bicarbonato e, consequentemente, do pH sanguineo. Ja em relagao aos
receptores P2Y2, localizados apicalmente, observa-se um comportamento de
inibigdo da condugéo de ions potassio. Além disso, linhas de células de tecido
nativas, geralmente apicais, inibem a reabsor¢ao de s6dio. Consequentemente,
o processo de filtracdo renal fica comprometido, acentuando o quadro de in-
suficiéncia renal. Logo, P2Y e P2X possuem fungdes inibitérias e excitatdrias
(Turner; Elliott; Tam, 2009).

No receptor P2X1, localizado na arteriola aferente, local de entrada sangui-
nea para o glomérulo, conforme apresentado na Figura 1, ocorre o processo de
promogao da vasoconstrigao, contribuindo, assim, com o mecanismo de feedback
tubulo glomerular, o qual consiste na regulacao do fluxo sanguineo, nesta arte-
riola, a partir da concentra¢ao de cloreto de sodio fora da alga de Henle. Assim,
esse receptor atua como modulador do feedback tibulo glomerular (Unwin;
Bailey; Burnstock, 2003).
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Figura 1: Receptores purinérgicos em toda extensao do néfron
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Fonte: autores (2019).

Observou-se que, no ducto coletor, os receptores P2 atuam na inibi¢ao do
transporte de agua. Isso ocorre em concentragdes baixas de ATP, devido a inibi¢ao
da arginina vasopressina, referida também como hormonio antidiurético humano
e secretada pela neuroipofise. Dessa forma, a excre¢do de liquidos fica diminuida.
Esse quadro pode ser favoravel no inicio da DRC, no qual hé frequentemente
filtracdo glomerular aumentada. Contudo, com o avango da doenga, a filtra¢ao
torna-se diminuida, fazendo com que a agdo dos receptores P2 agravem o quadro
da doenga (Unwin; Bailey; Burnstock, 2003; Bastos; Bregman; Kirsztajn, 2009).

Em alguns estudos, verificou-se que o ATP das células renais ¢ liberado no
epitélio do tibulo renal, bem como na méacula densa, o que permite a regulagao
da taxa de filtragdo glomerular e, consequentemente, do volume celular (Hill-
man; Burnstock; Unwin, 2005).

No compartimento cortical, mais diretamente no glomérulo, a expressao
de P2X ¢ escassa no rim normal, mas na inflamagéo cronica - que, muitas vezes,
esta presente na DRC - ocorre uma regulagao positiva. Além disso, ele também
atua nas respostas imunes, na ativa¢do da fosfolipase D e na libera¢ao de L-se-
lectina. A liberagao de citocinas é expressiva, proporcionando, assim, um quadro
inflamatorio (Hillman, Burnstock, Unwin, 2005). Foi observado que quando o
tecido renal é lesado, por qualquer doenca ou de outra forma, ocorre o aumento
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da concentrac¢ao de ATP, provocando a ativagdo dos receptores P2, que podem
desencadear uma lesao glomerular, além de danos as células vasculares renais,
desencadeando uma condicio inflamatéria (Menzies et al., 2017).

Dessa forma, quando ha um processo de lesao renal, o ATP extracelular li-
berado sinaliza os receptores P2, os quais ativam vias pro-inflamatorias. Todavia,
as ectoenzimas presentes na superficie celular sio capazes de modular e meta-
bolizar o ATP e a adenosina no ambiente extracelular. Para mais, a sinalizacao
celular mediante CD39, por meio do receptor de ADO Adora2, é responsavel
por proteger as células renais apos lesao renal isquémica. Os receptores Adora2
estdo presentes no epitélio tubular e nas células mesangiais. Estudos indicam que
a ativagao dos receptores Adora2 ¢ fator de redugdo de injuria renal provocada
pela sindrome da isquemia e reperfusao, uma vez que tais receptores modulam
a atuagdo de células do sistema imunitdrio (Yap; Lee, 2012). A adenosina e a en-
zima heme oxigenase 1 (HO-1) possuem agao regulatdria do sistema imune em
casos de injuria renal, haja vista que atuam na inibi¢ao do fator de necrose tumo-
ral alfa (TNF-a) e na estimulacido da produgéo de interleucina-10 (IL-10). Para
mais, em condi¢des de hipdxia, o fator induzido por hipéxia (HIF-1a) permite
alteragdes significativas nas células e nos tecidos lesados, a saber: aumento da
angiogénese. Assim, HIF-1a atua eficazmente em casos de choque hemorragico,
lesdo por hipoxia e estresse oxidativo (Okusa, 2002).

Sendo assim, os receptores P2 sao de fundamental importancia para a fun-
¢do vascular renal, pois regulam a resisténcia pré-glomerular e se autorregulam.
Além disso, o receptor P2Y é o responsavel por mediar o processo de vasodila-
tagdo via oxido nitrico. Diferentemente, os receptores P2X sao responsaveis pelo
processo de vasoconstricao (Inscho, 2009). Outrossim, o receptor P2Y12 atua
na formagéo de eventos aterotromboticos. Estudos indicam que a inibi¢do de
P2Y12 atua na prevencéo secundaria de eventos aterotrombdticos ap6s sindrome
coronariana aguda em pacientes com doenga renal cronica (Desai et al., 2017).
A resisténcia vascular renal é regulada pelo ajuste da arteriola aferente, que é
diretamente influenciada pelo ATP, principalmente nos receptores P2X, desen-
cadeando um processo de vasoconstri¢do, dificultando o processo de filtragdo
glomerular (Inscho, 2009).

Outro fator importante para o processo de vasoconstri¢ao das arteriolas
aferentes é o influxo de célcio, que se deve, entre outros fatores, a ativacio dos
receptores P2X (Inscho, 2009). A liberagdo de IL-1b e ativagdo de NFkapaB e do
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fator nuclear de células T ativadas (NFAT) possuem relagao com o processo de
apoptose e morte celular, que ocorrem nas células que expressam o P2X7 endd-
geno - células dendriticas, linfécitos, macréfagos, células microgliais e células
mesangiais renais. A ativagdo de P2X7 pode causar proliferacao de linfécitos.
Outrossim, a importancia da fun¢ao do P2X7 nao ¢ clara (Hillman; Burnstock;
Unwin, 2005). Além disso, o P2X7 é a subunidade responsével pelas citocinas
pro-inflamatdrias que promovem a apoptose (Turner; Elliott; Tam, 2009).

CONSIDERACOES FINAIS

Considerando que a DRC promove um estado constante de inflamacéo, o
sistema purinérgico atua expandindo-a. Além disso, ao promover apoptose, pro-
porciona maior liberagao de ATP pelas células lesadas. Isso leva a um ciclo de
degradagdo em um tecido ja comprometido, acentuando a deficiéncia no processo
de filtragao renal (Nahas; Bello, 2005). Estudos também demonstram que a prati-
ca de exercicios fisicos de resisténcia em pacientes com DRC auxilia na redugéo
da hidrélise do ATP, o que propicia uma redugdo no processo inflamatério das
células renais, atenuando a expressao do sistema purinérgico (Silveira et al., 2018).

NaIRA, ainflamagdo pode ser benéfica no combate a alguns patégenos, por
exemplo. No entanto, isso ainda causa morte celular e, portanto, suas vantagens
devem ser ponderadas (Eddy, 2005; Cheung; Paik; Mak, 2010). Como o sistema
purinérgico causa inflamacao, hd envolvimento do sistema imunolégico. Quan-
do isso provoca uma resposta imune exacerbada, o processo inflamatério pode
levar a perda da tolerancia periférica as moléculas liberadas pelo proprio tecido,
sendo reconhecidas como antigenos. Esse processo leva a um quadro inflama-
torio crénico que causa dano celular (Moss et al., 2004).

Destarte, tanto na IRA quanto na DRC, a atua¢ao do sistema purinérgico
pode favorecer o curso inflamatério, o qual elevaria os danos as células renais,
haja vista que P2X7 ¢ responsavel pela quimiotaxia de linfécitos e, consequen-
temente, indugdo da producao de citocinas pré-inflamatérias. Em contraparti-
da, os receptores Adora2 atuam na supressao da resposta imune, uma vez que
a adenosina e a HO-1 estimulam a liberac¢do de IL-10, bem como a inibicio de
TNF-q, fator benéfico em casos de lesoes por isquemia (Nahas; Bello; 2005; Tur-
ner; Elliott; Tam, 2009).
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HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA

Mateus Marra
Andréia Machado Cardoso
Leandro Henrique Manfredi

INTRODUCAO

Hipertensao (HTN) é uma condi¢ao cronica que foi classificada, por
muito tempo, como valor de pressio sanguinea sustentada igual ou acima
de 140/90 mmHg. No entanto, esses parametros mudaram; recentemente, de
acordo com o Colégio Americano de Cardiologia/ Associagdo Americana do
Coragao (American College of Cardiology/American Heart Association), a
hipertensao agora ¢ definida como pressao sanguinea sistdlica (PS) maior ou
igual a 130 mmHg e/ou pressao sanguinea diastélica (PD) maior ou igual a
80mmHg (Whelton et al., 2018).

Desse modo, a hipertensio é classificada, de acordo com o valor da pressao
sanguinea, em dois estagios: 1 — pacientes com pressdo sanguinea sistélica de 130
a 139 mmHg e/ou pressdo sanguinea diastélica de 80 a 89 mmHg; 2 - pressdo
sanguinea sistdlica maior ou igual a 140 mmHg e/ou pressao sanguinea diasto-
lica maior ou igual a 90mmHg. Quando um paciente possui pressao sanguinea
sistolica entre 120 mmHg e 129 mmHg e pressao diastdlica menor do que 80, sua
pressdo é considerada elevada, sendo o termo pré-hipertensio muito comum e
usado para descrever esta tltima condi¢ao (Whelton et al., 2018).

Essa condigdo de elevada pressao sanguinea, que acomete aproximadamen-
te um ter¢o dos adultos, representa um imenso problema de satide, uma vez que
afeta milhoes de pessoas de todo o mundo, provoca grande impacto na economia
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e é o principal fator de risco para eventos cardiovasculares, acidente vascular ce-
rebral (AVC), faléncia renal e outras complicagdes. Sao alguns fatores de risco
para se desenvolver hipertensdo: género, idade, alcool, doenga aterosclerdtica,
tabagismo e sedentarismo. Aproximadamente, 7.5 milhdes de mortes (12,8%)
ocorrem devido a HTN, e estima-se que haja, em 2025, cerca de 1.56 bilhoes de
adultos hipertensos. E importante destacar que a hipertensio ¢ mais comum em
pessoas negras, as quais sdo, particularmente, vulneraveis a AVCs e doenga renal
hipertensiva (Singh; Shankar; Singh, 2017; Weber et al., 2013). A hipertensao
também contribui para o desenvolvimento de aterosclerose, visto que a pressao
sanguinea elevada pode desencadear uma disfungao endotelial (Wu et al., 2017).

A HTN pode ser dividida em primdria ou secundaria. A hipertensao priméria
(também chamada essencial) inclui 95% dos adultos com pressao sanguinea ele-
vada, e sua etiologia ndo é conhecida, mas envolve tanto fatores genéticos, como
uma hiperativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona, quanto ambien-
tais, como ingestao de sal em excesso, obesidade e sedentarismo. A hipertensao
secunddria é responsével por, aproximadamente, 5% de todos os casos de HTN
e ocorre quando hd uma causa que possa ser identificada, como doenga renal
crdnica, estenose da artéria renal, secrecio excessiva de aldosterona, feocromo-
citoma e apneia do sono (Weber et al., 2013).

Ja é bem estabelecido que o sistema purinérgico (SP) esta diretamente asso-
ciado a vérias doencas cardiovasculares, incluindo a hipertensdo. Nesse sentido,
diversas revisdes acerca da sinalizagdo purinérgica na fisiopatologia cardiovascular
estao disponiveis, incluindo fungdes fisioldgicas dos purinorreceptores cardiacos
P2X e P2Y (Burnstock; Pelleg, 2014), fungao da adenosina na saude e na doen-
¢a (Headrick et al., 2013), efeitos do ATP e da adenosina sobre os midcitos das
coronarias (Mustafa et al., 2009), vias de degradagdo das purinas no miocardio
(Manfredi; Holmes, 1985), controle neural nido colinérgico e ndo adrenérgico
do miocardio atrial (Rubino, 1993), reflexo vagal cardiovascular (Pelleg, 1987).
Assim, este capitulo faz uma analise acerca da sinalizagdo purinérgica e sua rela-
¢do com a fisiopatologia da HTN, tendo em vista que as enzimas e os receptores
desse sistema podem representar novos alvos para o tratamento da hipertensao.
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Papel do sistema purinérgico no coragio e nos vasos sanguineos

Sabe-se que varios parametros do sistema cardiovascular determinam a
pressdo arterial (PA), incluindo o volume sanguineo, o débito cardiaco (a quan-
tidade de sangue bombeado pelo coragao em um minuto) e o balango do ténus
arterial, o qual depende do volume intravascular e de sistemas neuro-humorais.
Para que a pressao arterial seja mantida em niveis fisioldgicos, ocorre uma in-
teracdo complexa entre varios componentes do sistema neuro-humoral, o qual
inclui o sistema renina-angiotensina-aldosterona, as fun¢des dos peptideos na-
triuréticos e do endotélio, o sistema nervoso simpatico e o sistema imunoldgico.
Qualquer componente desse sistema neuro-humoral que apresente uma disfun-
¢do pode levar a um aumento da PA (Oparil et al., 2018).

Coracao

Os quatro tipos dos receptores P1 (adenosina) estao expressos nos cardio-
midcitos e regulam a cardioprotecao. A ativacao dos receptores purinérgicos A1l
nos cardiomidcitos promove efeitos cronotrépicos e dromotrdpicos negativos e
inibicdo da atividade simpatica (Yang; Chen; Fredholm, 2009; Koeppen; Eckle;
Eltzschig, 2009; Burnstock; Pelleg, 2014). Os receptores A2A estdo envolvidos na
regulacdo da contragdo dos cardiomiocitos (Monahan et al., 2000).

Todos os subtipos dos receptores P2X estdo presentes nos cardiomidcitos,
bem como os receptores P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 e P2Y11 (BURNSTOCK;
KNIGHT, 2004). Pustovit et al. (2016) elucidaram que os receptores purinérgicos
P2, nos cardiomidcitos, estao envolvidos na regulacdo das atividades elétricas
e contrateis cardiacas. De fato, uma ativagao dos receptores P2X4 e P2Y11 pelo
ATP aumenta a contratilidade do cardiomidcito (Hu et al., 2002; Balogh et al.,
2005). Os receptores P2Y dos cardiomiécitos modulam a atividade dos canais
K-ATP (Oketani et al., 2002). E sugestivo que os receptores P2 estejam envol-
vidos na regulac¢do intracelular do ion calcio, o que pode interferir na sincro-
nizac¢ao intercelular dos cardiomidcitos (Nakayama et al., 2007). A adenosina e
0 ATP também parecem inibir a fun¢do marca-passo do n6 sinoatrial (SA) e a
automaticidade das fibras de His e Purkinje (Szentmiklosi et al., 1980; Pelleg et
al., 1990). Contudo, de acordo com Lei-ming et al. (2003), os receptores P2X1 e
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P2Y?2 presentes no né SA nao sdo funcionais, o que excluiria a atividade do ATP
sobre essa estrutura.

E bem aceito que hd um controle reflexo do sistema cardiovascular, o qual
também pode ser regulado pelo SP. Nesse sentido, o ATP ativa os receptores
P2X2/3 localizados nas terminagdes nervosas vagais do ventriculo esquerdo e
desencadeia um reflexo vagal, o que culmina na inibi¢ao dos nos sinoatrial e
atrioventricular (Burnstock, 2017).

Vasos sanguineos

O tonus vascular é controlado tanto pelos nervos perivasculares do sistema
nervoso autondmico quanto pelas células musculares lisas associadas ao endoté-
lio vascular (Burnstock, 2010). Nesse sentido, o ATP liberado das terminagdes
simpaticas promove uma a¢io contratil, principalmente, por meio da ativacio
dos receptores P2X1 das células musculares lisas associadas ao endotélio vascular
(Burnstock 2017). Reho et. al (2015) mostraram que o ATP liberado pelos termi-
nais simpaticos elevou o tonus vascular no plexo mesentérico arterial de suinos.

As células endoteliais, através da liberagdo de 6xio nitrico (NO), promo-
vem o relaxamento das células musculares lisas dos vasos sanguineos e possuem,
por essa razao, um papel importante para equilibrar os efeitos vasoconstritivos
causados pela libera¢ao neural de ATP e noradrenalina. Por outro lado, quando
ha um estresse de cisalhamento, eritrdcitos, plaquetas, células imunes e endoté-
lio também liberam ATP, que ativa os receptores P2 no endotélio, o que igual-
mente leva a liberagdo de NO. Este tltimo atua nas células musculares lisas para
promover relaxamento e, consequentemente, vasodilatagdo (Burnstock, 2017).
Os receptores purinérgicos mais encontrados nas células endoteliais tanto de
humanos quanto de animais sdo os receptores P2Y1 e P2Y2, bem como A2A e
A2B, de acordo com Burnstock (2009). No entanto, pode haver uma variagdo na
expressao de receptores a depender da espécie e/ou leito anatdmico dos vasos
sanguineos (Burnstock; Ralevic, 2013). De acordo com Burnstock (2017), o ATP
pode causar vasodilatagao se o endotélio estiver saudavel, ou vasoconstri¢io, via
receptores P2 de musuclo vascular liso, caso haja um dano endotelial.

Somado a isso, é estabelecido que terminagdes nervosas simpaticas, eritro-
citos, plaquetas, células endoteliais e musculo liso danificado liberam ATP, o qual
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promove proliferacao de musculo liso vascular (diminui o didmetro do vaso e,
portanto, aumenta a resisténcia periférica). ADP liberado pelas plaquetas também
age de maneira sinérgica com fatores de crescimento e leva a uma proliferagao de
musculo liso, em locais de injuria vascular. De fato, os receptores P2Y2 e P2Y4,
responsivos a ATP e UTP, promoveram proliferagdo de células musculares lisas
adrticas de ratos (Burnstock, 2017).

Sinalizagao purinérgica e hipertensao

Na HTN, ha um aumento da atividade simpatica que inerva os vasos sangui-
neos, bem como hiperplasia e hipertrofia de vasos arteriais. Desse modo, o ATP
liberado dos nervos simpaticos, como coneurotransmissor junto a noradrenalina,
ativa os receptores P2X1 e promove contragao do musculo liso (Burnstock, 2015).
De fato, uma liberagao elevada de ATP como um coneurotransmissor simpatico
relacionado a noradrenalia foi reportada em ratos espontaneamente hipertensos
(Rodrigues et al., 2013). Antigamente, a guanetidina foi usada para o tratamento
da hipertensao, provavelmente porque inibe a liberagdo de ATP e noradrelania das
terminagdes nervosas simpaticas. Além disso, em ratos espontaneamente hiper-
tensos, a vasoconstricdo de artérias caudais, em resposta a estimulac¢do nervosa
simpatica, é inibida pela dessensibiliza¢do dos receptores P2X1. Em um estudo
de Zhou et al. (2016), uma inibi¢do do receptor P2X1 levou a uma diminui¢do da
constri¢ao vascular na aorta de ratos. A hemodinamica glomerular foi restaurada
apos a administra¢ao de um antagonista do receptor P2X1 em ratos infundidos
com angiotensina II (Franco et al., 2017). Assim, os antagonistas dos receptores
P2X1 sdo promissores para o tratamento da hipertensao.

Quando ocorre um estresse de cisalhamento em resposta a mudangas do
fluxo sanguineo, ATP é liberado das células endoteliais (Bodin; Burnstock, 2001)
e atua nos receptores P2Y1, P2Y2 e P2X4 dessas células, liberando NO, o que
resulta em vasodilatagdo e queda da pressao arterial (Wang et al., 2015). De fato,
uma ativagao do receptor P2Y2 desencadeou uma queda na pressdo sanguinea
em modelos pré-clinicos, segundo Rieg et al. (2015). Dessa forma, agonistas dos
receptores P2Y1, P2Y2 e P2X4 representam outro mecanismo anti-hipertensivo.

Sabe-se que a atividade nervosa simpatica é mediada por purinorecepto-
res localizados nos neurdnios do tronco cerebral e hipotalamo (Gourine; Wood;
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Burnstock, 2009). Nesse sentido, hipoxia no tronco cerebral provoca liberagdo
de ATP, resultando em ativacdo central dos neuronios simpaticos, o que causa
aumento da pressao arterial sistémica (Marina et al., 2015). Assim, antagonistas
desses purinoreceptores reduzem a atividade nervosa simpatica, causando va-
sodilatacdo, e sdo, por esse motivo, drogas de a¢ao central potenciais para trata-
mento da hipertensao.

Ha um aumento da expressdo dos receptores P2X3 nos neurdnios qui-
miorreceptores em modelos pré-clinicos de ratos espontaneamente hipertensos.
Nesse sentido, antagonistas dos receptores P2X3 tém demonstrado um efeito de
inibi¢ao da atividade nervosa simpatica através da sensibilidade reflexa aumen-
tada dos quimiorreceptores periféricos envolvendo o corpo carotideo (Pijacka
et al., 2016). De fato, microinje¢oes do antagonista seletivo do receptor P2X3,
a,B-meATP, na regido dorsal do bulbo, elevaram o fluxo sanguineo da artéria ca-
rétida comum (Hung et al., 2015). Desse modo, antagonistas do receptor P2X3
também sdo uma alternativa a ser explorada para o tratamento da hipertensao.

Ha fortes indicios de que o receptor P2X7, expresso principalmente em
células imunes, bem como no parénquima renal, desempenhe um papel impor-
tante no desenvolvimento da hipertenséo. Isso ocorre, provavelmente, porque
uma estimulagdo do receptor P2X7 gera uma agao pro-inflmatéria, levando a
liberagdo de IL-1 beta, IL-18 dos macrdfagos e IL-2 das células T (Ji et al., 2011).
Antagonistas do receptor P2X7 reduziram a pressdo sanguinea em ratos trata-
dos com angiotensina II e em ratos Dahl hipertensos sensiveis ao sal (Menzies
et al.,2015; Ji et al., 2011). Uma maior expressao do receptor P2X7 foi vista nos
glomérulos de ratos transgénicos hipertensos, quando comparados a ratos nor-
mais (Vonend et al., 2004). A hemodinidmica glomerular foi restaurada quando
se administrou um antagonista dos receptores P2X7 em ratos infundidos com
angiotensina II (Franco et al., 2017).

Observou-se também que a adenosina, atuando sobre receptores do tipo A3,
induz vasodilatagdo coronariana e, em coragdes de ratos espontaneamente hiper-
tensos, esses receptores apresentam uma reducao de sua expressao. Isso justifica
uma resposta vasodilatadora atenuada, em vasos coronarianos, aos agonistas dos
receptores A3. Assim, é bastante sugestivo que o receptor A3 desempenhe um
papel fundamental na fisiopatologia da HTN e que os agonistas desse receptor
sejam promissores para o tratamento dessa condi¢ao (Ho; Low; Rosemeyer, 2016).
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Nesses cenarios descritos, a magnitude da sinalizagdo purinérgica depende
do balango entre ATP gerado e ATP degradado, e uma alteragao nesse equilibrio
pode levar a um desequilibrio e contribuir para o desenvolvimento da HTN, por
exemplo. Nesse sentido, apos ser liberado e se ligar a receptores especificos, o
ATP e outros nucleotideos sofrem degradagao pelas enzimas ectonucleotidases,
as quais estdo localizadas na membrana celular com seu sitio ativo voltado para
o meio extracelular (Yegutkin, 2014; Robson; Sévigny; ZIMMERMANN, 2006;
VIRGILIO, 2012). Estao incluidas nessa classe de enzimas a ectonucleosideo tri-
fosfato difosfoidrolase (ENTPDase/CD39/NTPDasel), ectonucleotideo pirofos-
fatase/fosfodiesterase (E-NPP) e ecto-5"-nucleotidase (CD73/E-5"-nucleotidase).
O ATP e o ADP sao hidrolisados pela E-NTPDases e E-NPPs a adenosina mo-
nofosfato (AMP), a qual, por sua vez, ¢ hidrolisada a adenosina pela CD73. Essa
adenosina formada pode ser deaminada, através da enzima adenosina deaminase
(ADA), e formar inosina (Colgan et al., 2006; Virgilio, 2012).

Por exemplo, o exercicio aerdbico moderado tem se mostrado eficaz para
atenuar o processo inflamatoério causado pela hipertensao. Parte desse processo
envolve o bloqueio do aumento das atividades enzimaticas da ecto-NTPDase e
adenosina deaminase (ADA), bem como a elevagao da pressdao sanguinea, man-
tendo esses parametros equivalentes aos do grupo controle (Cardoso et al., 2015).
O exercicio fisico impediu um aumento na expressio dos receptores A2A e das
enzimas CD39 (NTPDase 1) e CD37 (ecto-5-nucleotidase) no cortéx e hipo-
campo de ratos hipertensos e preveniu a perda de memoria vista em modelos
hipertensos (Cardoso et al., 2018). Os niveis da CD73 (ecto-5-nucleotidase) es-
tao aumentados significativamente nos rins de ratos infundidos com agiotensi-
na II e induzem a expressao dos receptores A2B. Assim, é fortemente sugestivo
que um aumento na sinaliza¢ao mediada pelos receptores A2B renais contribua
para a génese da hipertensao induzida por angiotensina II (Zhang et al., 2013).
Em mulheres gravidas hipertensas ou com pré-eclampsia, os niveis da adenosi-
na deaminase (ADA) estavam elevados em relagdo ao grupo controle (Oladipo;
Afolabi; Okorodudu, 2009). Ohta et al. (2013) mostraram que a adenosina gerada
pela CD73 age como fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), o que
leva a uma vasodilata¢do corondria. Desse modo, a CD73 pode ser considerada
uma EDHEF sintase em corondrias de humanos e de ratos.
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Compostos naturais

Alguns compostos naturais também tém demonstrado potencial para reduzir
a pressdo arterial através da sinaliza¢ao purinérgica. Nesse sentido, compostos
fendlicos contidos no vinho tinto demonstraram um poder anti-hipertensivo
ao aumentar a atividade dos receptores P1 e reduzir a dos receptores P2 (Musial
et al., 2015). O gengibre (Zingiber officinale) e o a¢afrdo (Curcuma longa) tam-
bém tiveram uma agédo anti-hipertensiva através de uma reducio das atividades
enzimaticas da NTPdase e da ADA (Akinyemi et al., 2016).

CONSIDERACOES FINAIS

O ATP liberado dos nervos simpaticos, como cotransmissor junto a nora-
drenalina, ativa os receptores P2X1 e promove constri¢do vascular de musculo
liso. Quando hd uma injuria, ATP liberado das células endoteliais atua nos re-
ceptores P2Y1, P2Y2 e P2X4 dessas células, as quais liberam NO, resultando em
vasodilatagdo e queda da pressdo arterial.

A hipéxia no tronco cerebral provoca liberagido de ATP, o que promove um
impulso simpatico central, culminando no aumento da pressao arterial sistémica.

Um bloqueio dos receptores P2X3 causa inibi¢do da atividade nervosa simpati
ca através da sensibilidade reflexa aumentada dos quimioreceptores periféricos
envolvendo o corpo carotideo.

O receptor P2X7 estd relacionado com a hipertensao através de uma resposta
inflamatoéria elevada, e seu antagonimso reduziu a pressao sanguinea em mode

los pré-clinicos. O balango das enzimas ectonucleotidases esta alterado na HTN.

Desse modo, a compreensao da sinalizagdo purinérgica tem sido alvo de
exploragdo em estudos pré-clinicos, uma vez que é bem estabelecido que a sua
modula¢ao pode contribuir para a génese da HTN. Agonistas e antagonistas se-
letivos dos receptores purinérgicos, bem como inibidores das nucleotidases sao
alvos promissores para o controle e tratamento da hipertensao. Os principais
mecanismos purinérgicos relacionados a hipertensdo e ao controle do ténus
vascular podem ser vistos na figura a seguir.
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Figura 1: Principais mecanismos purinérgicos relacionados 8 HTN e a regulagdo do ténus vascular
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A. Na HTN, hd um aumento da atividade simpatica que inerva os vasos
sanguineos. Desse modo, o ATP liberado dos nervos simpaticos ativa
os receptores P2X1 e promove constri¢do vascular de musculo liso;

B. Sobinjuiria vascular e/ou mudangas no fluxo sanguineo, o ATP é libera-
do das células endoteliais e, como um mecanismo compensatorio, atua
nos receptores P2Y1, P2Y2 e P2X4 dessas células, liberando NO, o que
resulta em vasodilatagdo e queda da pressao arterial. De fato, agonistas
desses receptors reduziram a pressio arterial em modelos pré-clinicos
com HTN;

C. Em modelos com HTN, uma estimulagao doreceptor P2X7 gera uma
acao pro-inflmatdria, levando a liberagaode IL-1 beta, IL-18 dos ma-
crofagos e IL-2 das células T, aumentando a PA;
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D. Uma ativagdo dos receptores A3 promove vasodilatagdo e, em coro-
ndrias de ratos hipertensos, ha uma infrarregulagdo desses receptores,
quando comparados a ratos normais;

E. Ha uma suprarregulagio dos receptores P2X3 nos neurdnios quimior-
receptores de modelos pré-clinicos hipertensos.

Nesse sentido, antagonistas dos receptores P2X3 tém demonstrado um
efeito de inibicdo da atividade nervosa simpdtica através da sensibilidade refle-
xa aumentada dos quimiorreceptores periféricos envolvendo o corpo carotideo.
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DISTURBIOS TIREOIDIANOS: ENVOLVIMENTO
DA SINALIZACAO PURINERGICA

Jucimara Baldissarelli

INTRODUCAO

Os hormonios tireoidianos (HTs), além de afetar a sintese e a degradagao
de outros hormonios, apresentam fungoes fisioldgicas variadas e modulam ro-
tas metabolicas importantes (Iwen et al., 2013). Estdo relacionados a muitas
doencas envolvendo o Sistema Nervoso Central (SNC) e o sistema nervoso
periférico (SNP), e sua auséncia pode levar a diminui¢ao da concentragéo e
memoria (Djurovic et al., 2018) ou depressdo (Loh et al., 2019), além de cau-
sar alteragdes como hipertensao e hipercolesterolemia (Santi, et al., 2010). A
producao ou distribui¢ao alterada dos HTs podem levar, assim, a significantes
distarbios enddcrinos, tais como o hipotireoidismo e o hipertireoidismo (Silva
et al., 2011; Vanderpump, 2011).

O hipotireoidismo resulta da produgdo ou secre¢do diminuida dos hor-
monios tireoidianos e causa manifesta¢oes clinicas caracteristicas de insufici-
éncia hormonal (Camacho, 2011). Ja o hipertireoidismo se refere ao aumento
da produgio ou secre¢dao de horménios devido a hiperfuncao da tireoide (Silva
et al., 2011; Wu et al., 2013). O tratamento para reestabelecer valores hormo-
nais normais é imprescindivel aos individuos acometidos, sendo necessario
monitoramento frequente dos niveis dos hormonios no organismo. Porém,
uma variagdo entre os pacientes pode levar a uma resposta inadequada ao tra-
tamento (Tyerney et al., 2009).
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Dentre os sistemas envolvidos nos sintomas e caracteristicas dos disttr-
bios tireoidianos, o sistema purinérgico destaca-se por seu papel em modular
uma variedade de processos biolégicos (Schetinger et al., 2007), com gran-
de importincia nos mecanismos de resposta de diversas doencas. O sistema
vem sendo estudado nas alteragdes dos SNC (Vasilopoulou et al., 2016) e SNP
que ocorrem nos disturbios da tireoide (Bruno et al. 2011; Baldissarelli et al.,
2016; 2017). As atividades das enzimas que degradam os nucleotideos de pu-
rinas estdo alteradas em doengas como diabetes mellitus (Schmatz et al., 2009;
Stefanello et al., 2016), hipertensao (Cardoso et al., 2012), cancer (Zanini et
al., 2012) e também no hipotireoidismo (Baldissarelli et al., 2017), sendo de
grande importancia no estudo das alteragdes apresentadas pelos pacientes ou
em modelos experimentais de doengas tireoidianas.

Desse modo, estudos que relacionam o sistema purinérgico com o hipo-
tireoidismo ou hipertireoidismo apresentam resultados interessantes. Neste
capitulo, serdo abordados os principais dados publicados na literatura sobre
o tema. Assim, enfatizamos as possiveis alteracdes causadas por essas desor-
dens na atividade e expressdo enzimatica das enzimas purinérgicas, além das
variagdes nos niveis de nucleotideos e nucleosideos de adenina e sua provavel
relacdo com os sintomas observados.

Tireoide

A tireoide é uma glandula rica em vasos sanguineos, situada na regiao
inferior do pescogo, com estrutura composta por dois tipos de células prima-
rias: células parafoliculares que secretam calcitonina, envolvida no controle
da homeostase do calcio; e células foliculares ou tiredcitos, responsaveis pela
tireoglobulina e sintese de HTs. Esses hormdnios sao armazenados e liberados
pela glandula e atuam em uma grande variedade de células, influenciando no
controle geral do metabolismo através da regulacdo das fungdes dessas células
e drgdos. Assim, alteragdes na sua produ¢ao ou liberagdo podem estar envol-
vidas em desordens metabdlicas (Hall, 2017).

A tireoglobulina é uma glicoproteina iodada de alto peso molecular pre-
sente nos foliculos da tireoide que funciona como um suporte para a produ-
¢do dos HTs e local para armazenamento destes e seus precursores (Stathatos,
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2012). A biossintese requer a presenc¢a do iodeto proveniente da dieta e, as-
sim, a quantidade diaria de iodo recomendada para adultos pela Organizagao
Mundial de Satde (OMS) ¢ de 150 ug. A captagio e concentragdo do iodeto
na tireoide, assim como a sintese dos hormonios é estimulada pelo hormoénio
estimulante da tireoide (TSH) e essa regulagdo ocorre em um sistema de retro-
alimentagdo negativa que envolve o hipotalamo, a hipoéfise e a tireoide, como
ilustra a Figura 1 (Nogueira, et al., 2011; Stathatos, 2012).

Neuronios secretores do hormonio liberador de tireotrofina (TRH), loca-
lizados predominantemente no hipotalamo, liberam o TRH no sistema portal
hipofisario, o que estimula a sintese e a secre¢do de TSH na hipdfise. Na tireoi-
de, o TSH estimula a biossintese dos hormonios tiroxina (T4) e triiodotironina
(T3). O TSH atua primariamente via receptores acoplados a via de sinaliza-
¢do da adenilil ciclase e cruzado com a via de sinalizagdo da fosfolipase C. Os
proprios hormonios da tireoide tém um controle de feedback negativo sobre
o hipotélamo e a pituitaria anterior, controlando, assim, a liberacdo de TRH e
TSH (Nogueira, 2011; Costa; Sousa et al., 2012). Quando os niveis de T4 estao
altos diminuiu a secre¢ao do TSH pela hipdfise e quando estdo baixos aumen-
tam os niveis de TSH, o qual estimula a sintese de AMPc que atua causando
multiplas fosforilagdes na célula, resultando em aumento na captagao de iodo
e secrecao de T3 e T4 (Rhoades; Tanner, 2005). A fun¢do adequada deste eixo
e seus mecanismos de feedback é responsavel pelo desenvolvimento normal do
organismo, diferenciagao, crescimento, termogénese e reproducao (White, 2010).
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Figura 1: Mecanismo de regulagio dos horménios da tireoide
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Fonte: Baldissarelli, J. (2017).

Os horménios T3 e T4 sao secretados em quantidades diferentes, sendo
tiroxina (T4) a maior parte, enquanto aproximadamente 10% sdo triiodotironi-
na (T3), a qual é cerca de trés a quatro vezes mais potente que a T4. Apesar de
T3 ser menos liberada e permanecer durante tempo mais curto na circulagao,
grande por¢do de T4 é convertida em T3 nos tecidos periféricos. Isso possibilita
sua agdo, através da ligacao a receptores especificos de alta afinidade chamados
de receptores de tireoide, pertencentes a superfamilia dos receptores nuclea-
res, e medeiam multiplos efeitos no fenétipo, proliferacdo e expressao génica
(Burch, 2009; Hall, 2017). As proteinas plasmaticas ligam-se aos hormonios
para realizar seu transporte na circulagdo, e a forma ligada é considerada um
reservatorio hormonal, ja que apenas a forma livre é responsavel pelos efeitos
biologicos. Assim, quando necessario, a forma ligada prové a fragao livre a
medida que ela é consumida pelos tecidos (Bianco et al., 2002).

E indiscutivel a importancia dos HTs no organismo, pois estdo envolvi-
dos desde o crescimento e desenvolvimento (White, 2010) até efeitos em vias
cruciais para a manutencao da vida e no correto funcionamento do SNC e suas
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fungoes (Iwen et al., 2013; Djurovic et al., 2018). Além disso, possuem papel
relevante na regulacdo do metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos
e outras vias enddcrinas (Abbracchio et al., 2009). Devido a serem os maiores
reguladores dos processos metabdlicos oxidativos, o metabolismo oxidativo
total em repouso, medido pelo consumo de oxigénio, é altamente sensivel ao
status dos HTs (Hampl et al., 2006). Dessa forma nédo é de surpreender que
mudangas nas concentragdes sanguineas desses hormonios causem sérios pro-
blemas ao organismo. O hipotireoidismo e o hipertireoidismo sao exemplos
importantes de disturbios enddcrinos causados pelas alteragdes na produgio
ou distribui¢do dos hormonios tireoidianos (Brenta et al., 2013).

Hipotireoidismo

O hipotireoidismo ¢é, dentre as possiveis desordens tireoidianas, a mais
comum. As mulheres sdo as mais afetadas, uma vez que sido acometidas apro-
ximadamente oito vezes mais do que os homens (Endocrine Society, 2017). A
prevaléncia geral estimada da populagao ¢ entre 1 a 2% em areas com supri-
mento suficiente de iodo e 4 a 5% em é4reas com deficiéncia de iodo (Vander-
pump, 2011). Assim, a falta de iodo, a doenca autoimune da tireoide, a redugéo
do tecido tireoidiano por iodo radioativo, o uso de alguns medicamentos que
inibem a sintese dos hormonios tireoidianos ou a tireoidectomia sao alguns
dos fatores que levam ao desenvolvimento do hipotireoidismo (Brenta, 2013).

Existem diferentes classificagdes para o hipotireoidismo: primario, com
origem na tireoide é o mais observado, acompanhado de niveis séricos elevados
de TSH; e secundario, com origem na hipoéfise e niveis séricos de TSH normais
ou baixos (Gusso; Lopes, 2012). As manifesta¢des do hipotireoidismo incluem
fadiga, letargia, intolerancia ao frio, dores de cabega e fraqueza. A medida que
a doenga evolui, os sintomas sdo mais evidentes, como ganho de peso, pele seca,
unhas fracas e quebradicas, rouquidao, irregularidades menstruais, constipacéo,
bradicardia, capacidade locomotora retardada, além de sonoléncia, lentiddo no
processamento de informacao, reflexos lentos, problemas de memoria, depres-
sd0, deméncia ou mudancas de personalidade (White, 2010; Camacho, 2011).

Além disso, sabe-se que os horménios tireoidianos podem atuar no sis-

tema vascular e varia¢do nos seus niveis podem causar alteragdes associadas a
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maior incidéncia de doencas cardiovasculares, como aterosclerose e insufici-
éncia cardiaca. No hipotireoidismo pode ocorrer hipertensao, hipercolesterole-
mia, aumento de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e de apolipoproteina
(Klein; Danzi, 2007; Santi et al., 2010), fatores que favorecem um acentuado
estado pro-trombotico.

O tratamento do hipotireoidismo é, comumente, baseado na reposigéo
hormonal, através de administracao de levotiroxina (T4), a qual é convertida
em triiodotironina (T3), por a¢do enzimatica, no organismo. Assim, a terapia
farmacoldgica é geralmente realizada durante toda a vida dos pacientes, sendo
necessarios alguns cuidados, como ajuste de dose e acompanhamento clinico
e laboratorial periodicamente (Brenta et al., 2013).

Hipertireoidismo

O hipertireoidismo apresenta prevaléncia menor em comparagao ao hipo-
tireoidismo. Mas também ¢ alterado por fatores como a idade e o sexo, afetan-
do aproximadamente 2% das mulheres e 0,2% dos homens em nivel mundial
(Endocrine Society, 2017). Ao contrario do hipotireoidismo, o hipertireoidismo
consiste no aumento da produgdo de hormonios pela tireoide (Wu et al., 2013).
A doenca de Graves é responsavel por cerca de 60% a 90% dos casos de hiper-
tireoidismo. Essa doenga é autoimune e advém da produgédo de anticorpos que
estimulam os receptores de TSH, levando a um aumento de volume e da fungéo
da tireoide, que secreta hormdnios excessivamente (Farwell; Braverman, 2006).

As manifestagdes mais comuns do hipertireoidismo sdo as relacionadas
a um estado hipermetabdlico e de diminui¢do da resisténcia vascular perifé-
rica (Tierney et al., 2009), como perda de peso, sudorese excessiva, alteragdes
oculares, irritabilidade, ansiedade, aumento de apetite, pele quente e imida,
taquicardia, tremores, distirbios do sono, paranoia, depressio e, nas situacoes
mais graves, convulsoes. (Farwell; Braverman, 2006; Boelaert et al., 2010). O pa-
pel do hipertireoidismo nas doengas cardiovasculares ndo estd completamente
elucidado, mas um estudo clinico demonstrou relagdo entre hipertireoidismo
e aumento do risco de eventos tromboticos (Squizzato et al., 2007). Contudo,
a maior parte das pesquisas sugere associa¢ao do hipotireoidismo com a ate-
rogénese e alteragdes cardiovasculares (Ichiki, 2015; Altay et al., 2017).
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Pacientes com hipertireoidismo sdo tratados com medicamentos antiti-
reoidianos, como o metimazol, ou através de cirurgia ou radioisétopos. Cada
uma das terapias tem suas vantagens e desvantagens e, frequentemente, uma
combinacio é realizada, em busca da resposta terapéutica ideal. Além disso,
outros medicamentos especificos, que ndo os de base, podem ser indicados para
tratar sintomas mais graves relacionados a desordem, tais como ansiedade e
taquicardia (Farwell; Braverman, 2006; Maia et al., 2013).

Hipotireoidismo, hipertireoidismo e sinaliza¢ao purinérgica no SNC

O sistema purinérgico apresenta os nucleotideos e nucleosideos de adeni-
na, como ATP, ADP, AMP e adenosina (Ado) como moléculas de sinalizaciao
extracelular capazes de modular uma variedade de processos bioldgicos, in-
cluindo neurotransmissao, fluxo sanguineo, secre¢ao, inflamag¢ao e tromborre-
gulagao (Abbracchio et al., 2009; Fuentes; Palomo, 2015). Essas moléculas sdo
secretadas nos fluidos extracelulares e tém sua concentra¢ao influenciada pela
lise celular, permeabilidade da membrana plasmatica, exocitose das vesiculas
secretoras e atividade das enzimas que realizam sua hidrélise (Malmsjo et al.,
2000), exercendo seu papel, em varios tecidos, através dos receptores purinérgi-
cos, localizados na superficie celular (Burnstock, 2004; Abbracchio et al., 2009).

O ATP é uma molécula de sinaliza¢do de grande importancia no SNC,
podendo ser liberado de praticamente todas as células, em condigdes fisiold-
gicas e patoldgicas, e suas concentragdes extracelulares podem aumentar sig-
nificativamente. Além de ser liberado por exocitose como um cotransmissor
juntamente com outros neurotransmissores, como a acetilcolina e o glutama-
to, pode ser liberado através de panexinas ou conexinas que funcionam como
condutores entre o citoplasma e o espago extracelular (Junger, 2011; Eltzschig
et al., 2012; Idzko et al., 2014). A glandula tireoide é inervada por aferentes
simpaticos, parassimpaticos e sensoriais; portanto, o ATP poderia ser liberado
a partir de terminagdes nervosas, de células endoteliais capilares ou dos pré-
prios tiredcitos (Kochukov et al., 2005).

O ATP liberado atua como um ligante extracelular para duas familias de
receptores purinérgicos, P2X e P2Y (Coddou et al., 2011), ambos expressos em
uma variedade de células enddcrinas (Stojilkovic et al., 2013; Burnstock, 2014).
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A liberagdo de nucleotideos ocorre no meio extracelular por células sanguineas
e vasculares, como eritrocitos, plaquetas e células endoteliais, podendo tam-
bém ocorrer em locais de dano celular ou inflamacao e na presencga de estresse
oxidativo (Burnstock, 2015).

E bastante conhecido que as enzimas do sistema purinérgico, NTPDases
(Nucleotideo trifosfato difosfoidrolase, NPPs (Nucleotideo pirofosfatases/fosfo-
diesterases), 5’-NT (5’-nucleotidase) e ADA (adenosina desaminase) possuem
um importante papel na neurotransmissao, neuromodulagio, regulacao da for-
magcao de trombos e nas respostas inflamatérias (Zanini et al., 2012; Stefanello
et al., 2016). Ja na glandula tireoide, pouco é conhecido sobre as NTPDases,
mas um membro da familia das NPP foi implicado no desenvolvimento do
carcinoma da tireoide (Seifert et al., 2008). Além disso, as células papilares de
carcinoma da tireoide expressam forte imunorreatividade e atividade enzima-
tica da 5-NT (Kondo et al., 2006). A analise imuno-histoquimica da glandula
tireoide de ratos adultos sugeriu a expressao dos receptores P2X3, P2X4 e P2X5
em células foliculares e endoteliais (Glass et al., 2001). Ja os tiredcitos humanos
expressam diversos subtipos dos receptores P2X (Caraccio et al., 2005), sen-
do que o P2X7 esta presente no carcinoma papilifero da tireoide (Solini et al.,
2008) e é correlacionado com fatores de mau progndstico (Kwon et al., 2014)
e diversos subtipos de receptores P2Y, sendo que a administragdo de ATP in-
duz a produgio e liberagdo de interleucina-6 a partir dessas células, presumi-
velmente por meio da ativagido de um desses receptores (Caraccio et al., 2005).

Apesar de serem produzidos e liberados pela tireoide, os hormonios tireoi-
dianos, como ja observado, possuem papel fundamental na neurotransmissao
por promoverem um aumento na sintese e sensibilidade dos receptores cen-
trais de catecolaminas e também modular o transporte de Ado e seus recepto-
res (Carageorgiou et al., 2007; Silveira et al., 2013). Assim, estudos vém sendo
realizados para elucidar melhor o papel da sinalizagdo purinérgica nessas al-
teragoes. A atividade da enzima NTPDase em sinaptossoma de cortex cere-
bral ndo demonstrou alteracdo em animais com hipotireoidismo, enquanto a
atividade da 5°-NT aumentou (Bruno et al., 2005; Baldissarelli et al., 2017), o
que poderia levar a maiores niveis de Ado desde os estagios iniciais da doenga,
sendo fundamental na regulagdo da neuromodulagio e na liberagdo de varios
neurotransmissores (Cunha, 2005).
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Bruno et al. (2005a) também demonstraram que o hipotireoidismo au-
mentou a hidrélise do AMP a Ado em sinaptossomas de hipocampo de ratos,
enquanto o hipertireoidismo diminuiu a hidrdlise de ATP em ambos, sinap-
tossomas de hipocampo e cdrtex cerebral (Bruno et al., 2003). O estudo de Bal-
dissarelli et al. (2017) avaliou a atividade da ADA em sinaptossoma de cortex
cerebral e demonstrou ndo haver diferenga em animais com hipotireoidismo,
podendo ocorrer um acumulo de Ado. Esses estudos levaram a alusdo de que
o aumento da disponibilidade de ATP como neurotransmissor excitatorio e
diminui¢ao potencial de Ad como uma molécula inibidora podem estar asso-
ciados a alguns sintomas de hipertireoidismo (Bruno et al., 2003). Ja os efei-
tos inibitorios observados no hipotireoidismo poderiam ser justificados pelo
provavel aumento nos niveis de Ado nos sinaptossomas cerebrais dos ratos
hipotireoideos (Bruno et al., 2005a; Baldissarelli et al., 2017).

Além disso, outros estudos em fatias hipocampais e corticais de ratos com
hipotireoidismo e hipertireoidismo também observaram aumento na hidrolise
de ATP, ADP e AMP, o qual foi revertido com administracao de T4. Esse estu-
do também avaliou a expressio da NTPDasel e da 5-NT que aumentaram no
hipotireoidismo, enquanto o hipertireoidismo diminuiu a expressdo da 5’-NT
no hipocampo de ratos adultos (Bruno et al., 2005b). Dessa forma, o equilibrio
de nucleotideos extracelulares e Ado é afetado por essas desordens, possivel-
mente interferindo na liberacdo de neurotransmissores, desenvolvimento, e
outros processos fisioldgicos.

Devido ao papel ja demonstrado do ATP na indugdo de diferenciagao,
proliferacgdo e astrogliose reativa no tecido lesionado, em astrdcitos cultivados
(Neary et al., 1999), a relagao entre as os HTs e as ectonucleotidases também foi
investigada em cultura celular de cérebro de ratos submetidos a hipotireoidismo
neonatal. Esse estudo demonstrou alteragdo na hidrélise dos nucleotideos nos
astrocitos cerebelares e hipocampais, o que causaria desse-quilibrio nos niveis
de ATP e Ado nos astrécitos durante o desenvolvimento e pode contribuir para
alguns dos efeitos descritos no hipotireoidismo neonatal (Braganhol et al., 2006).

Muitos estudos tém avaliado a agdo protetora de compostos antioxidan-
tes nas doengas enddcrinas e metabolicas. Assim, ratos com hipotireoidismo
tratados com quercetina apresentaram uma diminui¢do na atividade, tanto da
NTPDase quanto da 5°-NT, em sinaptossomas de cdrtex cerebral. Da mesma
forma, a atividade da ADA também diminuiu o que poderia contribuir para
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niveis moderadamente aumentados de Ado (Baldissarelli et al., 2017). Devido
a a¢do neuroprotetora desse nucleosideo, esse pode ser um dos mecanismos
dos efeitos benéficos exercidos pela quercetina no SNC (Dajas, 2012; Dong et
al.,2014).

Hipotireoidismo, hipertireoidismo e sinaliza¢io purinérgica
no sistema vascular

Da mesma forma que causam altera¢des na sinalizagdo purinérgica no
SNC, os horménios tireoidianos estdo amplamente envolvidos em alteragoes
vasculares, e seus niveis alterados podem ser considerados fator de risco para
diversas patologias, especialmente cardiovasculares. Diversos estudos ja rela-
cionaram os disturbios da tireoide com alteragdes na hemostasia sanguinea,
levando a eventos trombdticos ou tendéncias a sangramento (Erem et al., 2003;
Stuijver et al., 2012; Ichiki, 2015; Baldissarelli et al., 2016).

No sistema vascular a sinaliza¢ao purinérgica tem o potencial de influen-
ciar fung¢des cardiacas, participar de respostas vasomotoras e controlar as
fungoes plaquetarias e os processos inflamatdrios (Burnstock; Ralevic, 2014).
Nesse contexto, as plaquetas sdao células de grande importancia, pois circulam
em estreito contato com as células endoteliais da parede dos vasos sanguineos
e aderem ao local lesionado sempre que o dano acontece (Salles et al., 2008).
A adesdo plaquetdria é mediada por receptores especificos, que respondem a
ligacao do agonista gerando uma propagagdo do fluxo de ions Ca+ para o in-
terior da célula e estimulando a agregagdo plaquetaria. A fase de secregdo que
acontece em seguida, leva a liberagao de substancias contidas nos granulos den-
sos (ADP, ATP, célcio e serotonina), além de enzimas e fatores de coagulagdo
presentes nos granulos alfa (Birk et al., 2002; Diamond et al., 2013).

Assim, estudos demonstraram os efeitos do hipotireoidismo e hiperti-
reoidismo sobre as atividades da ectonucleotidases em plaquetas de ratos, e os
resultados mostraram uma diminuic¢do nas atividades da NTPDase e 5°-NT no
hipertireoidismo, o que poderia implicar um aumento nos niveis de nucleoti-
deos. Ja os animais com hipotireoidismo apresentaram diminui¢do apenas na
atividade da 5’-NT (Bruno et al., 2005; Baldissarelli et al., 2016; 2018). Bruno
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et al. (2005) também administraram T4 aos animais com hipotireoidismo, o
que reverteu a inibi¢ao da hidrélise do AMP observada. Assim, como esse ¢ o
tratamento comumente utilizado pelos pacientes, esse dado indica efeito be-
néfico da terapia de reposi¢ao hormonal no sistema purinérgico.

Além disso, Baldissarelli et al., (2018) também realizaram a andlise dos
niveis dos nucleotideos e nucleosideos por cromatografia liquida de alta efici-
éncia (CLAE), confirmando que os niveis de ATP, ADP e AMP estdo aumen-
tados no hipertireoidismo enquanto, no hipotireoidismo aumentam somente
os niveis de AMP, possivelmente devido a baixa atividade da 5’-NT e a elevada
atividade da NPP. Quanto a atividade elevada da NPP em ambas as desordens,
pode-se inferir que o aumento da hidrélise de ATP gera mais AMP, uma mo-
lécula protetora que poderia ainda ser hidrolisada a Ado, a qual exerce efei-
tos vasodilatadores e inibidores da agregacdo plaquetdria (Battisti ef al., 2013;
Burnstock; Ralevic, 2014). Porém, a atividade reduzida da 5°- NT e a atividade
aumentada da ADA podem ser responsaveis por diminuir os niveis de Ado e
elevar as concentragdes de inosina em ratos com hipertireoidismo. Esse au-
mento na atividade da ADA ¢é desfavoravel, pois causa maior desaminagao da
Ado, deixando o organismo mais suscetivel a danos e agravos, devido a falta
desse nucleosideo.

Outro dado importante a ser destacado é a presenca de estresse oxidativo
nas doengas tireoidianas, o qual pode induzir disfun¢do endotelial e aumen-
tar a reatividade plaquetaria através de efeitos diretos sobre as plaquetas, tais
como um aumento da peroxidagao lipidica e deple¢do de sistemas de defesa
antioxidantes (Santi et al., 2014; Baldissarelli et al., 2016). Em conjunto, es-
ses mecanismos podem contribuir para o aumento do potencial trombético
evidenciado no hipotireoidismo (Grant, 2007). Além disso, Baldissarelli et al.
(2018) sugerem que o aumento da produgio de espécies reativas de oxigénio
(ERO) poderia ser um dos responsaveis pelos niveis de Ado diminuidos no
hipertireoidismo. A deteriora¢do oxidativa da membrana plaquetaria causada
pelas ERO poderia ser uma das causas dessa diminui¢ao, ao contribuir para as
alteracdes observadas na atividade das enzimas NTPDase, 5°-NT e NPP, uma
vez que estas ectoenzimas estao presentes na membrana plaquetaria e podem
sofrer modificagdes em sua estrutura e consequentemente mudangas em suas
atividades. Os efeitos dos distdrbios tireoidianos nas plaquetas estdo resumi-
dos na Figura 2.
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Figura 2: Efeitos do hipotireoidismo e hipertireoidismo no sistema purinérgico em plaquetas
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Fonte: Baldissarelli et al., 2018.

Adicionalmente, em estudo realizado com pacientes com hipotireoidismo
pos-tireoidectomia, os resultados mostraram um aumento nas atividades das
enzimas do sistema purinérgico. Além disso, a expressao de NTPDase (CD39)
foi maior nos pacientes, indicando também mudangas em nivel molecular, le-
vando a uma maior degradagdo de ATP e ADP. Esse aumento na hidrélise é
importante, uma vez que ADP ¢é responsavel por muitos processos anormais,
incluindo a agregacao plaquetaria. Ao contrario do verificado nos animais com
hipotireoidismo, a atividade da 5’-NT também aumentou, porém, a expressao
da enzima nao se alterou nas plaquetas dos pacientes, sugerindo que a falta de
hormonios tireoidianos néo foi suficiente para causar alteragdo a nivel mole-
cular nessa enzima. Da mesma forma, o estudo demonstrou que a atividade da
ADA estava aumentada nos pacientes com hipotireoidismo e em concordancia,
os niveis de Ado, verificados através de CLAE, diminuidos.

Na tentativa de buscar alternativas terapéuticas que pudessem auxiliar no
controle dos sintomas e alteragdes clinicas e serem adjuvantes no tratamento
dos disturbios tireoidianos, estudos vém avaliando o papel de compostos na-
turais administrados a animais com hipotireoidismo e hipertireoidismo (Ca-
rageorgiou, 2007; Baldissarelli et al., 2016; 2017). Dessa forma, Baldissarelli et
al., (2016) demonstraram que a quercetina, quando administrada a animais
com hipotireoidismo, possui efeitos benéficos ao inibir a atividade de NTPDa-
se, 5-NT e ADA em plaquetas, possivelmente devido a a¢ao quelante desse
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flavonoide. Assim, mais Ado estaria disponivel no ambiente extracelular e seus
efeitos seriam potencializados, o que pode ser relacionado a inibi¢do da agre-
gacdo plaquetdria apresentada pelos animais com hipotireoidismo tratados
com quercetina (Baldissarelli ef al., 2016).

Além da agdo na reatividade plaquetaria, os HTs também ja foram rela-
cionados a alteracdes nas células cardiacas, tendo sido demonstrado que T3
aumenta a hidrolise de ATP e ADP e a expressdo da NTPDase 3 em culturas
primarias de midcitos ventriculares de ratos. Os autores desse estudo sugerem
que o aumento na hidrélise de ATP pode ser importante para a prevengdo da
contratilidade excessiva, ja que o T3 promove um aumento na contratilidade,
podendo levar a hipertrofia cardiaca (Barreto-Chaves et al., 2006). Em adigéo,
Cotomacci et al., (2012) demonstraram que o hipotireoidismo aumenta a ati-
vidade da 5’-NT na fragdo soluvel de tecido cardiaco, aumentando a produg¢io
de Ado. Esse nucleosideo contribui para o efeito cardioprotetor e manutengao
da fun¢éo cardiaca, ja que diminui a demanda de O2 reduzindo a frequéncia
cardiaca, conducdo atrioventricular e forca de contracdo e causando vasodi-
latacdo coronaria.

Hipotireoidismo, hipertireoidismo e sinaliza¢ao purinérgica
em outros sistemas

A Ado e o ATP podem atuar como neuromoduladores da dor na medula
espinhal (Tsuda et al., 1999; Ford, 2012), através de efeitos opostos, pronoci-
cepgao induzida pelo ATP, como observado em modelos de dor (Ding et al.,
2000) e antinocicepg¢ao promovida pela Ado em situagdes clinicas (Sawynok,
2016). Seguindo essa linha de raciocinio, Bruno et al. (2005b) investigaram a
hidroélise de nucleotideos purinérgicos em sinaptossomas da medula espinhal de
ratos com hipotireoidismo e hipertireoidismo em diferentes idades e a relacao
com a resposta nociceptiva. No estudo, o hipotireoidismo provocou aumento
na hidrélise de AMP em paralelo com uma resposta analgésica pronunciada,
possivelmente devido ao aumento nos niveis de Ado. Da mesma forma, a di-
minui¢do da hidrolise do ATP pode explicar o aumento da resposta nocicep-
tiva no hipertireoidismo, apoiando a provavel relagdo entre ectonucleotidases
e nocicepgdo em doengas da tireoide.
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Um estudo utilizando um agonista do receptor Al em ratos com hiper-
tireoidismo demonstrou que o inibidor reverteu a hiperalgesia induzida pelo
hipertireoidismo e diminuiu o comportamento exploratorio, locomogio e
ansiedade em ratos com hipertireoidismo. Além disso, diminuiu pardmetros
oxidativos no hipocampo e no cortex cerebral desses animais, sugerindo que
alguns dos efeitos do hipertireoidismo estdo submetidos a regulagdo pelo re-
ceptor Al de adenosina (Bruno et al., 2005b), refor¢ando, portanto, o envolvi-
mento do sistema adenosinérgico nesta patologia.

Em adi¢do ao ja mencionado papel dos HTs no SNC e periférico, a rela-
¢do entre esses hormonios e o sistema purinérgico também foi demonstrada
em testiculos. A participagdo das células de Sertoli na secre¢do de produtos
proteicos é considerada essencial para a manutencao da espermatogénese (Ma-
ran et al., 1999). Sendo esse processo regulado a nivel hormonal, alteragdes na
atividade da tireoide estdo frequentemente associadas a alteragdes na fungao
reprodutiva masculina. Longcope et al. (1991) demonstraram que um atraso
na maturagao sexual e no desenvolvimento esta associado a quadros de hipo-
tireoidismo desenvolvido logo apds o nascimento. Um estudo detectou a pre-
senc¢a das enzimas NTPDase 1, 2, e 3 em culturas de células de Sertoli, as quais
nao foram alteradas no hipotireoidismo. Contudo, suas atividades diminuiram
significativamente. Além disso, diversos estudos sugerem que os nucleotideos
de adenina podem modular respostas através dos purinoceptores presentes
nestas células (Ko et al., 1998; Burnstock, 2014b). Dessa forma, embora pouco
se tenha estudado sobre os efeitos dos disttrbios tireoidianos nessas células, ja
se pode observar que os HTs modificam as atividades da NTPDase, provavel-
mente por mecanismos nao gendmicos e, consequentemente, pode influenciar
a fungdo reprodutiva durante o desenvolvimento (Zamoner et al., 2006).

CONSIDERACOES FINAIS

Avaliados em conjunto, os estudos mencionados neste texto demonstram
a forte relagdo entre os hormonios tireoidianos e a sinalizagdo purinérgica em
diferentes sistemas fisiologicos e patoldgicos. Salienta-se a associagdo entre al-
guns sintomas dos distirbios tireoidianos, com as enzimas responsaveis pela
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manutengdo dos niveis de ATP, ADP, AMP e Ado, bem como os receptores
para essas moléculas. Além disso, a literatura disponivel sugere que o estresse
oxidativo presente no hipotireoidismo e no hipertireoidismo se relaciona com
alteragbes na atividade das ectonucleotidases e nos niveis de nucleotideos e
nucleosideos. A modulagdo de enzimas purinérgicas parece ser uma via que
evita os efeitos indesejaveis da concentragdo elevada de nucleotideos. Assim,
os estudos mencionados podem ajudar a entender as alteragdes metabolicas
que ocorrem nas desordens tireoidianas e prevenir episédios que possam re-
presentar riscos para a saude dos pacientes.
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DIABETES MELLITUS E O SISTEMA
PURINERGICO

Naiara Stefanello
Karine Paula Reichert

DIABETES MELLITUS: DADOS EPIDEMIOLOGICOS

O diabetes representa um dos maiores problemas de saide publica do
mundo e vem tomando propor¢des epidémicas nos ultimos anos. As complica-
¢Oes dessa doenga trazem perda econdmica substancial para os doentes e suas
familias, para os sistemas de satde e para as economias nacionais, devido aos
custos médicos diretos, a perda de trabalho e salarios. Além desses aspectos,
de acordo com o estatuto da Organiza¢ao Mundial da Saide (OMS), em 2018,
foi estimado que mais de 420 milhdes de pessoas possuiam diabetes, sendo a
sétima causa de morte em 2016. Essa prevaléncia esta associada principalmente
a fatores de risco, como obesidade e sobrepeso. Dados da OMS demonstram
que mais de um em trés adultos acima de 18 anos tem sobrepeso e mais de um
em dez é obeso. Em 2016, a estimativa era de que 1,6 milhdao de mortes foram
diretamente causadas pelo diabetes. Outras 2,2 milhdes de mortes foram atri-
buidas a glicemia elevada em 2012 (World Health Organization, 2019).

Na América do Sul e no México, foram 209.717 adultos de 20-79 anos
que morreram como resultado do diabetes (11% de todas as causas de morte);
44,9% dessas mortes aconteceram em pessoas com menos de 60 anos de idade.
Metade dessas mortes foi no Brasil. Além disso, o Brasil é o sexto pais do mun-
do em gastos com diabetes, porém, quando se considera o gasto por pessoa, o
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Brasil ndo se estabelece entre os dez paises que tém maior investimento médio
por individuo com diabetes (IDF, 2017).

Caracterizacio e classificacdo do diabetes

O diabetes mellitus (DM) é um grupo heterogéneo de doengas metaboli-
cas caracterizadas por hiperglicemia resultante de defeitos na secre¢do de in-
sulina e ou na a¢do da insulina (Classification and diagnosis of diabetes, 2017).
A patogénese dessa doenca esta relacionada a mudanc¢as no metabolismo de
carboidratos, proteinas e acidos graxos que levam a alteragdes na sinalizagao
do hormonio insulina. Essas altera¢des sdo decorrentes da destruicdo autoi-
mune das células B pancreaticas com deficiéncia de insulina e também de uma
falha na acdo da insulina decorrente da diminuicdo da sensibilidade a insulina
(Gannon, 2001; Classification and diagnosis of diabetes, 2017).

De acordo com diferentes caracteristicas, pode-se dividir o diabetes em
grupos. Diabetes tipo 1 afeta entre 5-10% das pessoas com essa doenga. Pode
ser conhecida como diabetes insulino-dependente (Gannon, 2001) ou diabetes
juvenil (World Health Organization-Department of Noncomunicable Disea-
se Surveillance Geneva, 1999). E resultado de uma destrui¢io autoimune das
células B do pancreas. Diferentes tipos de autoanticorpos foram encontrados
para as células das ilhotas, insulina, descarboxilase do dcido glutdmico e para o
insulinoma-2. Usualmente, um ou mais desses autoanticorpos estio presentes
quando a hiperglicemia é detectada nesses pacientes. Essa destrui¢do autoimu-
ne é variavel, ocorrendo de forma rapida em alguns casos, como em criangas
e jovens, e de forma lenta em adultos. Especificamente, alguns pacientes apre-
sentam a cetoacidose como a primeira manifestagdo da doenga. Outros casos
apresentam uma modesta hiperglicemia de jejum que rapidamente evolui para
uma hiperglicemia severa e associada ou ndo com a cetoacidose e na presenga
de algum outro fator desencadeante, como o estresse ou infec¢des. Em outros
casos, a destruicao das células B ocorre, mas permanece uma fungédo residual
decorrente de uma destrui¢ao incompleta dessas células, o que pode prevenir a
cetoacidose por muito tempo, contudo, a pessoa desenvolverd, eventualmente,
a dependéncia a insulina. Esses casos sdo mais frequentes em adultos do que
em criangas (Classification and diagnosis of diabetes, 2017). Em alguns casos
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de DM tipo 1, ndo se sabe a etiologia, pois apresentam insulinopenia e cetoa-
cidose, no entanto ndo apresentam evidéncias de autoimunidade; nesses casos,
pode ser classificada como diabetes idiopatica.

A forma mais predominante é o diabetes mellitus tipo 2, devido a sua
prevaléncia em 90-95% dos casos. Também pode ser chamada de diabetes ndo
insulino dependente (Gannon, 2001) ou diabetes do adulto (World Health
Organization-Department of Noncomunicable Disease Surveillance Geneva,
1999). Os pacientes apresentam resisténcia a insulina e possuem uma relativa
deficiéncia de insulina. Os fatores que levam ao desenvolvimento do DM tipo
2 estao relacionados com a obesidade, a qual por si s6 pode levar a diminui¢ao
da sensibilidade a insulina (Roberts-Toler et al., 2015). Esses pacientes parecem
possuir os niveis de insulina normais ou elevados com o intuito de compensar
a resisténcia a insulina, a qual pode ser diminuida com a redu¢ao de peso ou
tratamento farmacoldgico. Além disso, o risco de desenvolver diabetes tipo 2
aumenta com a idade e o sedentarismo (Ligthart et al., 2016; Rockette-Wagner
etal., 2015).

Por muito tempo, o diabetes mellitus gestacional (DMG) era definido
somente por uma intolerancia a glicose durante a gravidez, independente de
essa condi¢do persistir ou nao depois da gestagdo. Mulheres com diabetes no
primeiro trimestre de gravidez seriam classificadas no grupo do DM tipo 2.
Mulheres gravidas com diagndstico de diabetes no segundo ou terceiro trimes-
tre de gravidez que nao ¢, claramente, DM tipo 1 ou tipo 2 sdo classificadas
como DMG (Classification and diagnosis of diabetes, 2017). As caracteristicas
do DMG estao relacionadas com a diminui¢ao da glicose plasmatica e com a
sensibilidade a insulina, além de ocorrer uma alteracio na liberacio de citoci-
nas inflamatorias, tais como o fator de necrose tumoral (TNF-a), o qual pode
contribuir para a resisténcia a insulina (Baz et al., 2016).

Ha também outros tipos especificos de diabetes: 1) defeito genético nas
células B, que se caracteriza como um diabetes familiar com idade de diagnés-
tico precoce e transmissdo autossdmico-dominante (revelado pela presenca de
trés geragcdes de mesma linhagem afetadas) associado a defeitos no ambito da
secrecdo de insulina, levando a definigdo como DM tipo MODY (Schober et
al., 2009); 2) defeitos genéticos na agdo da insulina, que, em alguns casos in-
comuns de diabetes, levam a altera¢des nos receptores de insulina, o que causa
também uma resisténcia a insulina grave. Outros fatores que podem levar ao
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desenvolvimento do diabetes sao: 3) doencas do pancreas exdcrino, como pan-
creatites, traumas, infec¢des e cnceres pancredticos; 4) endocrinopatias, em
que alguns hormonios antagonizam o efeito da insulina e, portanto, quando
em excesso, podem levar ao desenvolvimento do diabetes; 5) drogas, algumas
das quais podem alterar direta ou indiretamente as agdes da insulina, glico-
corticoides, agonistas B-adrenérgicos e outros; 6) infec¢des por certos virus,
que tém sido associadas com a destrui¢do das células {3; e 7) outras sindromes,
como algumas sindromes genéticas que sao acompanhadas por hiperglicemia,
a exemplo da sindrome de Down (Baynest, 2015; World Health Organization-
-Department of Noncomunicable Disease Surveillance Geneva, 1999). Depen-
dendo do individuo e também do periodo em que a patologia foi diagnostica-
da, ndo ha como ser classificada em um sé grupo. Uma pessoa com diabetes
gestacional pode ndo se recuperar da hiperglicemia e evoluir para um quadro
de diabetes tipo 2.

Mecanismo de liberag¢do da insulina

Normalmente, a sinaliza¢do da insulina é mediada pelo pancreas, onde
o transportador de glicose (GLUT) 2 medeia a entrada da glicose na célula.
Apés entrar na célula B, a glicose é fosforilada, pela hexocinase, a glicose-6-
-fosfato, que seguira preferencialmente para a glicélise e produgdo de piruva-
to. Em seguida, segue para a producao de acetil-CoA e ciclo do acido citrico.
Finalmente, leva a produgdo de ATP, o qual promove o fechamento dos canais
de K+ sensiveis a ATP. O efluxo reduzido de K+ despolariza a membrana ce-
lular e os canais de célcio voltagem-dependentes se abrem, aumentando nos
niveis de calcio citosdlico, culminando com secre¢ao dos granulos de insulina
por exocitose. A insulina liberada na corrente sanguinea atingira diferentes
tecidos, tais como tecido adiposo e muscular, onde ira ligar-se a seu receptor
e levara a inser¢ao do transportador de glicose dependente de insulina respec-
tivo na membrana plasmatica; entdo, a glicose pode ser captada nesses tecidos.
No caso do diabetes, ndo hd a presenca da insulina ou a insulina é resistente;
assim, os transportadores de glicose ndo se inserem na membrana plasmatica,
e a glicose permanece na corrente sanguinea, caracterizando a hiperglicemia
(Antonioli et al., 2015).
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Esse quadro pode ser mimetizado de forma satisfatéria em modelos ani-
mais, em que se pode induzir uma hiperglicemia por diferentes formas: por
manipulagdo genética, mudangas na dieta, cirurgicamente ou por manipulagdo
quimica. Um exemplo de selecao genética é a linhagem de camundongos do
tipo NOD, os quais sdao importantes para se compreender a patogénese do DM
tipo 1, devido ao fato de desenvolverem espontaneamente a patologia. Embora
algumas caracteristicas desenvolvidas possam ser diferentes das caracteristicas
humanas, estudos com esses animais sio muito uteis para o desenvolvimento
de formas de prevengdo. Outro exemplo sdo os ratos BB, uma selegdo de ratos
Wistar que desenvolvem espontaneamente hiperglicemia. Contudo, ambos sdo
modelos para DM tipo 1. Para estudar o DM tipo 2, os ratos Zuckerfatty apre-
sentam mutagao no receptor de leptina, promovendo a hiperfagia e obesidade
em quatro semanas, o que leva tardiamente a resisténcia a insulina e também
ao diabetes (King; Bowe, 2016). O diabetes tipo 2 também pode ser induzido
através da manipulagao da dieta, a qual é alterada para um maior consumo
de carboidratos e/ou gordura para a promogao de ganho de peso, que estd as-
sociada com a resisténcia a insulina e alteragdo no metabolismo da glicose e
gorduras, podendo levar ou nao ao desenvolvimento do DM tipo 2 (Lozano et
al., 2016; Srinivasan et al. (2005).

A estreptozotocina (STZ) (Stefanello et al., 2014) ou o Aloxano (Lunkes
et al., 2004) sdo compostos quimicos que também podem induzir modelos
experimentais de diabetes através da manipulagdo quimica. Essas drogas sdo
absorvidas pelo GLUT 2 do pancreas por possuirem uma estrutura semelhan-
te a glicose (Schnedl et al., 1994). A STZ leva a deplecao do ATP e também a
producao de espécies reativas que contribuem para o dano no DNA. Ambas
levam & morte das células . Doses de 100-200 mg/kg em camundongos e de
50-60 mg/kg em ratos levam a hiperglicemia (Okizaki et al., 2015; Stefanello
et al., 2016). O diabetes pode ser estudado pela retirada parcial do pancreas
através da manipulagao cirurgica. Pode-se avaliar os efeitos da glicemia na re-
dugdo da massa de células B, bem como avaliar a sua regeneragdo. Além disso,
todos esses modelos podem ser aplicados de forma somatdria, podendo-se
associar, por exemplo, modelos de dieta com a administra¢cdo de STZ, bem
como a remog¢do do pancreas associado ao uso da STZ. De certa forma, to-
dos levam a um denominador comum, a hiperglicemia (Hardikar et al., 1999;
Schmatz et al., 2009).
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Diagnostico do diabetes

A hiperglicemia pode ser diagnosticada através de alguns critérios preco-
nizados pela Associagdo Americana de Diabetes (ADA - American Diabetes
Association), que se baseia nos niveis de glicose plasmatica apds oito horas de
jejum ou através do teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) realizado ap6s
duas horas da ingestdo de 75 g de glicose. Ou ainda pode se associar outros
critérios, como a hemoglobina glicosilada (HbA1C). Um quarto critério pode
se basear nos sintomas classicos da hiperglicemia ou crises hiperglicémicas as-
sociadas com uma glicose plasmatica de 2200 mg/dL (11,0 mmol/L). Os valo-
res para diagndstico de hiperglicemia podem ser definidos por 100-125 mg/dL
(5,6-6,9mmol/L) para glicemia de jejum e 140-199 mg/dL (7,8-11,0 mmol/L)
para o TOTG. Para os niveis de HbA1C, considera-se que individuos que
apresentam entre 5,7-6,4% (39-46 mmol/L) apresentam maiores riscos para o
desenvolvimento do diabetes (Classification and diagnosis of diabetes, 2017).

Entretanto, as doengas metabdlicas, como o diabetes, geralmente ja estao
presentes antes de serem diagnosticadas clinicamente e, muitas vezes, algumas
das complicagdes comuns ja estao sendo manifestadas. Os sintomas classi-
cos desta patologia sdo politria, polidipsia, polifagia e perda involuntaria de
peso; o diabetes, porém, é assintomatico na maioria dos casos, o que retarda
o diagndstico e o tratamento (Atkinson; Eisenbarth, 2001; Brasil.Ministério
da Saude, 2006).

Complicagées do diabetes

A longo prazo, o desequilibrio metabolico do diabetes pode levar a danos,
disfung¢oes ou até faléncia em varios 6rgaos, especialmente olhos, rins, nervos,
cérebro, coragdo e vasos sanguineos (Rahimi et al., 2005). Dessa forma, pacientes
com DM estao mais susceptiveis a desenvolver complicagdes macro e microvas-
culares, que sdo as principais causas de morbidade e mortalidade do diabetes.

A hiperglicemia cronica é a maior causa de complicagdes no diabetes e
¢ a responsavel por levar a morte os pacientes. Embora o DM tipo 1 e tipo 2
tenham uma patogénese diferente, as complicagdes provenientes da hipergli-
cemia sdo semelhantes. As complicagdes microvasculares sdo a retinopatia,
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neuropatia e nefropatia. A hiperglicemia é responsavel por muitas das mudan-
¢as na vasculatura da retina, incluindo prejuizo no fluxo sanguineo, aumento
da adesdo de leucdcitos e mondcitos e obstrugio de capilares, resultando em
hipdxia localizada (Sheetz; King, 2002). As manifesta¢des clinicas da neuropa-
tia sdo dor, parestesia e perda sensorial, o que aumenta o risco de queimaduras,
lesoes e ulceragdo do pé. Estdo relacionadas com espessamento da membrana,
proliferacdo e hipertrofia das células endoteliais, além da tensao de oxigénio
reduzida (Tesfaye; Selvarajah, 2012). A nefropatia é bem caracterizada, com o
acumulo de matriz extracelular que progride para hipertrofia e hiperfiltracao
e posterior inflama¢ao do glomérulo. Por ultimo, leva a apoptose das células.
Trés sao as principais vias de indugdo da progressdo da nefropatia: 1) ativagao
das vias de poliois e proteina cinase C (PKC), 2) formacao de produtos finais
de glicagdo avangada e 3) hipertensio intraglomerular (Wada; Makino, 2012).

As complicagdes macrovasculares estdo relacionadas com doenga vascular
periférica, infarto do miocardio e acidente vascular encefélico. A hiperglice-
mia através dos produtos de glicagdo avancada (AGE) promove a ativagao do
fator nuclear-kB (NF-kB), que modula varios genes alvo pré-inflamatdrios e
pré-ateroclerdticos nas células do musculo liso vascular, células endoteliais e
macroéfagos (Casella et al., 2015). O NF-«xB estimula os mondcitos a se infil-
trarem no espa¢o subendotelial. Com a hiperglicemia, os macréfagos aderem-

-se e aumentam a expressao de genes pro-inflamatérios e moléculas de adesao

endotelial, contribuindo para a iniciagdo da formacao da placa aterosclerdtica.
Pode-se salientar que a hiperglicemia esta relacionada com o aumento na ati-
vidade da NADPH oxidase, enzima geradora de espécies reativas de oxigénio
(EROs), 0 que leva a uma contribuigdo no estresse oxidativo, também relacio-
nado com a disfunc¢ao endotelial (Gray et al., 2013).

Além disso, os altos niveis de glicose e EROs levam a inibi¢do da produgio
de 6xido nitrico (NO), contribuindo ainda mais para a disfuncdo endotelial
vascular (Sena et al., 2013). Relacionado com as alteracoes macrovasculares,
pode-se destacar também que o aumento da producdo de EROs contribui para
a modificagdo e oxidagdo do LDL (lipoproteinas de baixa densidade), as quais
estdo intimamente relacionadas com a progressao da placa aterosclerdtica e,
consequentemente, com alteragdes nos vasos (Barona et al., 2012).

Os mecanismos pelos quais a hiperglicemia pode estar relacionada com
as complicagdes do diabetes podem ser os seguintes: 1) via dos polidis, 2)
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formagao de AGE, 3) EROs intermedidrias e 4) PKC (Sheetz; King, 2002). A
via dos polidis leva a producido de sorbitol e consumo de NADPH pela aldose-
redutase, que ¢ ativada com o aumento da glicose plasmatica. O sorbitol pro-
move alteragdes osmoticas na célula e desenvolvimento da catarata, enquanto
o sorbitol e 0 aumento de NADP+ podem contribuir com lesdes vasculares. Na
via de formacdo de AGE, as proteinas sao glicosiladas pela glicose, a chamada
reagdo de Maillard. Essas proteinas tém um prejuizo em sua fungdo. Tanto as
proteinas intracelulares como as estruturais, como o colageno, podem sofrer
essa glicosilagao (Genuth et al., 2015). Os receptores para AGE (RAGE), quan-
do ativados, podem promover a morte celular (Liu et al., 2016). No metabolis-
mo normal da glicose a ATP, ocorre a produgao de espécies reativas na cadeia
transportadora de elétrons (Nishikawa et al., 2000). Além disso, a autoxidagdo
da glicose também leva a produgdo de espécies reativas e a glicagdo de prote-
inas (Chetyrkin et al., 2011; Hunt et al., 2015).

A PKC é uma enzima sinalizadora intracelular muito importante, respon-
savel pela regulacdo de muitos processos (Wu-zhang; Newton, 2013). A ativa-
¢do da PKC, juntamente com o aumento das espécies reativas sob condigdo de
hiperglicemia estao relacionados com o desenvolvimento da nefropatia diabé-
tica (Zhu et al., 2015). Em adigéo, a ativagdo da PKC leva a altera¢des na per-
meabilidade vascular, desregulagcdo no NO, aumento da adesdo de leucdcitos
e alteragdo no fluxo sanguineo (Sheetz; King, 2002). Todas as alteragdes nessas
vias contribuem para as complicagdes observadas no diabetes (Schulingkamp
et al., 2000; Zhao et al., 2010). Algumas complicagdes sdo em tecidos especi-
ficos, e alguns desses importantes tecidos serdo descritos nas proximas segdes.
Esses tecidos sofrem amplas alteracdes em diferentes vias de sinalizagdo, entre

as quais esta a purinérgica, que destacaremos na proxima segao.

Sistema Purinérgico

As purinas (ATP, ADP e adenosina) e as pirimidinas (UDP e UTP) sao
importantes moléculas sinalizadoras que medeiam muitos efeitos bioldgicos
através dos receptores purinérgicos (Burnstock; Verkhratsky, 2012). O ATP,
ADP, UTP e UDP ligam-se aos receptores P2, enquanto a adenosina se liga a
receptores P1.
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Tanto os receptores P1 quanto P2 estdo localizados em muitos tecidos,
principalmente pancreas, sistema vascular, sistema nervoso central (Burnstock;
Evans; et al., 2014; Coutinho-Silva et al., 2007; Delekate et al., 2014; Hechler;
Gachet, 2015). No SNC, esta descrita a presenca desses receptores em muitas
estruturas, sendo associada também com o desenvolvimento de diversas pa-
tologias, como doenga de Alzheimer (Delekate et al., 2014; Gold; El Khoury,
2015), enquanto esses receptores, principalmente os P2Y, estao relacionados
com a fungdo plaquetdria e a promogdo de trombos (Hechler; Gachet, 2015).
As plaquetas sdo conhecidas por expressar os receptores P2X1, P2Y1, e P2Y12,
nos quais predomina a sinaliza¢do por ADP através da ativacdo dos receptores
P2Y1 e P2Y12, que é critica para iniciagdo da agregacdo plaquetaria (Eltzschig et
al., 2012; Idzko et al., 2014; Schmatz et al., 2013). Os receptores P2X7 e 0 P2X4,
por exemplo, estdo presentes no rim, e sua expressiao pode ser aumentada em
patologias envolvendo processos inflamatdrios nesse tecido (Solini et al., 2014).
Os purinoreceptores estdo envolvidos com a secregao biliar, metabolismo do gli-
cogénio e lipidico. A ativagao dos receptores de P2Y1 em hepatdcitos humanos
e roedores estimula a enzima glicogénio fosforilase (Burnstock; Vaughn; et al.,
2014). No péncreas, os receptores purinérgicos sao muito importantes, pois o
ATP, através dos receptores P2Y1, esta relacionado com a liberagao de insulina.
Nas ilhotas pancreaticas, o P2X4 esta expresso nas células B e § (Burnstock;
Novak, 2013). Ja nas células a, sao expressos os receptores P2X7 que migram
para o centro da ilhota a medida que as células  sdo destruidas em modelos
animais de diabetes (Coutinho-Silva et al., 2007).

Os receptores de ADO estdo amplamente distribuidos em tecidos meta-
bolicamente ativos, tais como pancreas, figado e tecido adiposo, além de esta-
rem presentes em células do sistema imune, indicando um importante papel
na regulagao desses tecidos. No pancreas, a ADO esta relacionada com o me-
tabolismo da glicose (Koupenova; Ravid, 2013), bem como com a secregao da
insulina, e ainda controla a regeneragao e proliferagao das células . O receptor
Al inibe a liberagao de insulina e 0 A2A tem um efeito oposto, estimulando
a secregdo de insulina, enquanto o A2B nio tem efeito descrito na estimula-
¢do desse horménio. A ADO também esta envolvida no desenvolvimento do
DM tipo 1, devido a sua interagdo com as células imunes e as células {3, onde
o receptor A2A inibe a secrecdo de IL-2 e IFN-y pelas células T CD4+ e célu-
las T helper e ainda suprime os linfécitos T CD8+ (Antonioli ef al., 2015). Em
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adi¢do, camundongos knockout para CD39 tratados com STZ desenvolvem
diabetes mais rapidamente que camundongos wild-type e, ainda, a upregula-
tion da CD39 tem efeito protetor na indu¢ao do diabetes. Isso poderia contri-
buir com o0 aumento na producio de ADO e estimulagdo dos seus receptores
(Chia et al., 2013).

Além disso, a sinalizagdo da insulina e a consequente resisténcia a esse
hormonio no DM tipo 2 podem ser inibidas pela liberagdo de citocinas pré-
-inflamatdrias liberadas por infiltrados de macroéfagos e outras células imunes
no figado, musculo, pancreas e tecido adiposo. Os receptores de ADO também
estdo relacionados com efeitos antagonicos nesses tecidos. O receptor Al ini-
be a lipdlise e o receptor A2B diminui o processo inflamatério nos adipdcitos,
enquanto nos hepatdcitos, esses receptores estao relacionados com a glicone-
ogénese e glicogenolise. No musculo, podem estimular ou diminuir a captagao
de glicose. De forma geral, a ADO e seus receptores contribuem para a dimi-
nuicdo da resisténcia a insulina (Antonioli et al., 2015).

Estudo com pacientes com DM tipo 2 nao obesos tem demonstrado que
a atividade ou expressdo da enzima ADA se encontra aumentada, o que con-
tribui com a diminui¢do dos niveis de ADO (Khemka et al., 2013; Kurtul et
al., 2004). Além disso, o aumento da expressao da ADA promove a ativagdo
das células dendriticas através da diminui¢cdao da ADO, levando a desregulagao
das células T autoimunes e a autodestruicao das células p pancreaticas (Anto-
nioli et al., 2015).

Cada tecido responde a hiperglicemia de forma diferenciada, dar-se-a
destaque a alguns tecidos importantes que sofrem mudangas e sdo amplamen-
te pesquisados.

Pancreas

O pancreas é um 6rgao que contém duas populagdes distintas de células:
as células exdcrinas, que secretam enzimas no trato digestivo; e as células endd-
crinas, que secretam hormdnios na corrente sanguinea. As células enddcrinas
sao agrupadas principalmente nas ilhotas de Langerhans, que sdo aglomerados
esféricos compactos no tecido exdcrino. Existem quatro tipos principais de
células endocrinas: as células B, que secretam insulina e compdem a maioria
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das células nas ilhotas; as células a, secretadoras de glucagon; as células §, que
secretam somatostatina; e as células PP, que secretam polipeptideo pancreatico
(PP) (Edlund, 2001). As células  sdo as mais envolvidas no desenvolvimento
do diabetes, como citado anteriormente. No diabetes mellitus tipo 1, devido a
fatores ambientais, ocorre uma destrui¢ao dessas células que produzem insu-
lina. Como resultado, a massa e func¢ao das células B pancreaticas sdo destru-
idas, e os pacientes tornam-se dependentes de insulina exdgena. No diabetes
tipo 2, a secrec¢do de insulina pode estar proxima do normal, pelo menos no
inicio, mas os tecidos-alvo podem ser resistentes a insulina. Com a progressao
da doenga, os fatores de estresse metabdlico e as citocinas, como a interleucina
IL-1f, contribuem para diminuir a massa e a fun¢ao das células p (Burnstock;
Novak, 2013).

Igualmente, o pancreas também é regulado pelo sistema purinérgico. Es-
tudos tém demonstrado que algumas ectonucleotidases estdo relacionadas com
a quebra do ATP a adenosina. Nas ilhotas pancreaticas, ATP pirofosfatase, fos-
fatase alcalina, ecto-5’-nucleotidase e NTDPasel-3 foram encontrados (Lavoie
et al., 2010). De modo geral, ATP estimula a secre¢do de insulina enquanto
que adenosina através dos receptores A1 medeiam a inibicdo da secrecdo de
insulina e que receptores A2A atuam aumentando a prolifera¢ao de células
(Andersson et al., 2012; Burnstock; Novak, 2013). Estudos com humanos e
animais demonstram que alguns receptores purinérgicos sio encontrados nas
células B e que outros sao encontrados nas células a. Contudo, poucos estudos
tém sido conduzidos com as células a. Os receptores P2X1 - P2X7, PY1, P2Y2,
P2Y4 e P2Y6, P2Y11 - P2Y13 foram encontrados nas células 3. A presenca
dos receptores P2X1, P2X2, P2X4 e P2X6, presentes em ratos, nao foi confir-
mada em células humanas (Cieslak; Roszek, 2014). Mas foi confirmado que
as células  humanas apresentam receptores P2X3 (Jacques-Silva et al., 2010),
receptores P2X5, receptores P2X7 (Burnstock, 2013). Em condigdes fisioldgi-
cas, o receptor P2X7 nao esta envolvido no metabolismo das células {3, pois a
ativagdo desse receptor exige altas concentragdes de ATP acima de 100 mM
(Di Virgilio; Vuerich, 2015).

Os granulos nas células pancreaticas contém nao apenas insulina, mas
também ATP e ADP, e sua liberagédo é regulada pela ativagdo do receptor P2X2
presente nas células B (Karanauskaite et al., 2009). ATP ¢ liberado juntamente
com insulina nas células p em resposta a uma rapida diminui¢éo nos niveis de
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glicose no sangue ativa o receptor P2X3, que resulta no aumento da concen-
tracdo de Ca* intracelular e amplificagdo da liberacdo de insulina (Jacques-
-Silva et al., 2010).

Existem inimeros receptores P2Y presentes nas células p do pancreas, e
sua expressao é diferente entre as espécies animais. Estudos em células de tu-
morais de ilhotas pancreaticas (insulinoma) indicaram a presenca de recep-
tores P2Y, como P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12 e P2Y13 (Santini et
al., 2009). Em humanos, foi demonstrada a presenca dos receptores P2Y11 e
P2Y12 nas células B pancreaticas (Burnstock, 2013).

Cieslak e Roszek (2014) reuniram informagdes de diferentes receptores
P2Y e seus efeitos nas células do pancreas, pois alguns estudos relatam que a
ativacdo de receptores P2Y pode aumentar ou diminuir a secre¢do de insuli-
na, dependendo do subtipo de receptor. A maioria dos estudos mostram que
a ativagdo dos receptores P2Y e P2Y4 estimula a secrecdo de insulina induzi-
da por glicose e que a ativagdo dos receptores P2Y1 e P2Y6 inibe a secregao
de insulina. Outro estudo sobre os mesmos receptores mostrou que a ativagiao
dos receptores P2Y1 e P2Y6 estimula a secre¢ao de insulina quando altas con-
centracdo de glicose sdo encontradas (Cieslak; Roszek, 2014).

Algumas alteragdes sao mais proeminentes em pancreas diabético. Burnstok
e Novak (2013) tém destacado em sua publicagdo que algumas mudangas sdo
observadas no pancreas diabético, dentre as quais se podem citar: os recepto-
res P2Y1 estavam presentes nos capilares intra-ilhota, enquanto os receptores
P2X4 estavam presentes nas células e §; os receptores P2X7 sdo encontrados
migrando para o centro das células a para substituir as células B perdidas em
ratos diabéticos induzidos por STZ e com camundongos NOD (Burnstock;
Novak, 2013; Coutinho-Silva et al., 2007; Vieira et al., 2016).

Estudos tém demonstrado que a sinalizagdo dos receptores P2Y, principal-
mente P2Y1, se mantém, embora haja a destruicao das células . No pancreas
de ratos, ADPS, um potente agonista do receptor P2Y1 induziu liberagdo de
insulina similar a dos ratos controle, e isso foi independente da concentracio
de glicose (Tang et al., 2017). Agonistas para esse receptores seriam uma me-
dida interessante para a estimulacdo de insulina principalmente no diabetes
mellitus tipo 1, contudo, esse receptor esta presente nas células endoteliais e
contribuem para a promogao da vasodilatagao, efeito colateral ndo desejado
para esses pacientes (Novak, 2008), como se observa na Figura 1.
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Figura 1: Sinalizagdo do sistema purinérgico no pancreas
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Fonte: autoras (2019).

* Alguns receptores P2 tém efeitos descritos e contraditérios. Estudos
tém demonstrado que P2Y1 pode estar associado com um aumento
na liberagdo de insulina. Por sua vez, receptores P1 também precisam
de mais estudos para consolidar o efeito do sistema purinérgico, mas
algumas evidéncias demonstram que o receptor Al pode estar ligado
com uma sinalizac¢éo deficiente da insulina.

A presenca do receptor de adenosina também foi demonstrada nas células
B pancreaticas, principalmente os receptores A2A e Al. Estudos com antago-
nistas da adenosina nao seletivos mostraram que a adenosina pode melhorar
a secre¢do de insulina e reduzir a producéo de glicose. Estudos com Zebrafish
demonstraram que o agonista de adenosina 5’-N-etilcarboxamidoadenosina
(NECA) apresentou capacidade de regeneragao de células  através do receptor
de adenosina A2A, aumentando a proliferacao de células P e acelerando a res-
tauragdo da normoglicemia no peixe-zebra (Andersson et al., 2012). Por outro
lado, os antagonistas do receptor A2B recém-sintetizados PSB-1115 e PSB-53
apresentaram potencial antidiabético indicado pela diminui¢ido dos niveis de
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glicose no sangue e aumento dos niveis de insulina plasmatica em ratos Wistar
em doses distintas, e insulina plasmatica elevada em ratos diabéticos in vivo
e liberagdo aumentada de insulina in vitro (Riising et al., 2006). Em adi¢ao,
parece que camundongos Al (-/-) tém distirbios na secre¢do de insulina e
glucagon no pancreas quando estimulados por 16.7 mM glicose (Johansson et
al., 2007), o que ¢ ilustrado pela Figura 1. Diversos estudos tém demonstrado
a influéncia dos P1 e P2 receptores na sinalizagdo da insulina em péncreas e
mais estudos precisam ser feitos para que a forma como o sistema purinérgico
modula o pancreas seja bem esclarecida.

Sistema Nervoso Central

O sistema nervoso central (SNC) é um tecido bastante complexo, com
uma variedade de tipos celulares, os quais sdo capazes de coordenar todo o
organismo, através de a¢oes voluntarias e involuntarias. Por mais que o SNC
represente uma pequena porcentagem do nosso peso corporal, ele é respon-
savel por aproximadamente 20% do consumo total de O2 e 25% de glicose no
organismo, apresentando reservas energéticas extremamente baixas quando
comparada a sua elevada taxa metabdlica. Dessa forma, o metabolismo ce-
rebral requer um suprimento continuo de glicose, para a manutenc¢éo da sua
fisiologia e funcionamento, sendo que os neurdnios sao as células do SNC que
mais requerem energia nas atividades sinapticas (Biessels ef al., 2001; Harris
etal., 2012).

No caso do DM, a desregulagao metabdlica da glicose, pode causar danos
diretos ao cérebro devido ao fato da restrita internalizagdo desta fonte energé-
tica para as células nervosas. Além disso, a insulina também exerce um papel
fundamental no crescimento e desenvolvimento de tecidos e esta envolvida
em processos de aprendizagem e memdria. A diminuigdo na concentragdo de
insulina no sistema nervoso central contribui para o declinio cognitivo, uma
vez que os receptores de insulina encontram-se amplamente distribuidos em
estruturas cerebrais como cdrtex e hipocampo (Bondy; Cheng, 2004; Chiu et
al., 2008; Zhao; Alkon, 2001).

Estudos tém demonstrado que pacientes diabéticos apresentam um risco
elevado em desenvolver doencgas cerebrovasculares como o acidente vascular
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cerebral, encefalopatia diabética, doenca de Alzheimer e outras deméncias (Ka-
pogiannis; Mattson, 2011; Luchsinger, 2008). Podem ser chamadas de “ence-
falopatias diabéticas” as alteragdes provocadas pela hiperglicemia no encéfalo,
contudo essa denominagdo ndo é amplamente aceita pelos pesquisadores Nelson
et al. (2009), pois, de acordo com Mijnhout e colaboradores (2006), ndo parecem
combinar com os leves problemas cognitivos geralmente vistos em pacientes
diabéticos. Entao, tem sido sugerido que o termo “declinio cognitivo associa-
do ao diabetes” descreve um estado de ligeira a moderada disfun¢ao cognitiva,
em particular retardamento psicomotor e reduzida flexibilidade mental, que
nao sdo atribuiveis a outras causas (Mijnhout et al., 2006; Zheng et al., 2016).

Além disso, alguns estudos tém apresentado que a hiperglicemia induz
a declinio cognitivo resultante de anormalidades estruturais e funcionais no
encéfalo (Biessels et al., 2002). Essas altera¢des poderiam estar relacionadas
com defeitos na potenciagao a longo prazo em fatias de hipocampo, o qual esta
intimamente relacionado com a capacidade do encéfalo em formar memoria
(Biessels et al., 2002; Trudeau et al., 2004). A hiperglicemia também pode le-
var ao aumento na permeabilidade da barreira hematoencefalica, o que pode
contribuir com a reatividade vascular e o envelhecimento acelerado da parede
vascular (Coleman et al., 2004).

Esses sintomas estao também relacionados ao sistema purinérgico, uma
vez que o ATP é um neurotransmissor excitatorio, armazenado em vesiculas
sindpticas nos terminais nervosos sendo liberado junto com outros neuro-
transmissores. Além da ativa¢do neuronal, o ATP também possui uma fungdo
de mensageiro neur6nio-glia e marcador inflamatério. Todas as fungdes que
este nucleotideo pode vir a desenvolver sob condi¢ées fisiopatoldgicas inter-
vém da sua ligagdo com seus diferentes receptores (citados na se¢do anterior).

Em ratos diabéticos induzidos com STZ, foi demonstradopor Duarte e
colaboradores (2007) diminuicido das concentragdes de ATP no liquido cefa-
lorraquidiano e andlise por Western blot mostrou que a densidade de vérios
receptores P2 (P2X (3,5,7) e P2Y (2,6,11) estava diminuida nos terminais
nervosos do hipocampo. Isso indica que a sinalizagdo sinaptica de ATP esta
globalmente deprimida em ratos diabéticos, o que pode contribuir para a di-
minuic¢do da plasticidade sinaptica associada ao diabetes (Duarte et al., 2007).

Alteragdes no metabolismo do ATP e uma deficiéncia na sinaliza¢ao intracelu-
lar induzida por este nucleotideo podem resultar na disfungdo neurotransmissora
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(Duarte et al., 2007; Reichert et al., 2018). Ainda mudancasnas atividades da
Ca?* e Na*, K* -ATPase provocam morte neuronal devido aos disturbios nos
eletrolitos intracelulares, como observado por Stefanello et al. (2014) no dia-
betes induzido por STZ.

Além disso, o diabetes é associado com a inflamacio cronica, e o sistema
purinérgico é capaz de desencadearum mecanismo neuroinflamatérioem res-
posta a processos danosos no SNC. Na microglia, células imunes do SNC, a
ativagdo do receptor P2X7 pode levar a liberagao de citocinas pro-inflamatdrias
como a interleucina 1f (IL-1p) e fator de necrose tumoral a (TNFa) (Solini et
al., 2008). A ativagdo do P2X7 pode levar a processos de morte celular, prin-
cipalmente, por apoptose, favorecendo condigdes para o desenvolvimento de
doengas neurodegenerativas (Anderson; Nedergaard, 2006), como mostra a
proxima figura.

Figura 2: Liberagdo de IL-1f e TNF-a pela ativagdo do P2X7 pelo ATP na micréglia
no cortex cerebral

Fonte: autoras (2019).

No cortex cerebral, estudos tém demonstrado que a ativagdao do P2X7
pelo ATP na micréglia pode levar a liberagdao de IL-1p e TNF-a, os
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quais poderiam contribuir com a morte de células gliais e neuronios
caracterizando um dos mecanismos para a neurodegeneragao.

Estudos com roedores demonstram uma elevada ativacio do P2X7 em
células de glia de um modelo de neuropatia diabética, assim como encontrado
em cortex total de animais diabéticos (Liu et al., 2017; Reichert et al., 2018).
Desta forma, o uso de antagonistas do receptor P2X7 pode ser um potencial
agente terapéutico para doengas inflamatérias, como o diabetes.

Ja a adenosina desempenha um papel regulatério da fun¢ao neuronal, tendo
como uma de suas principais caracteristicas seu potente efeito neuromodulador
no SNC, controlando a excitabilidade neuronal e liberacdo de neurotransmis-
sores, além de ter controle sob a vasodilatagao cerebral e fluxo sanguineo em
células corticais (Fredholm et al., 2005). Assim como as outras moléculas sina-
lizadoras que compdem o sistema purinérgico, a adenosina age através de seus
receptores. Destes, o receptor inibitdrio do sub-tipo A1 é o mais abundante no
SNC e esta vinculado a agdes neuroptotetoras (Abbracchio; Cattabeni, 1999).
O receptor A2A ¢ encontrado predominantemente no estriado, mas também
esta presente em cortex e hipocampo (Rosin et al., 1998). Ao contrario do re-
ceptor Al, o receptor A2A esta associado a situagdes cronicas de neurodege-
nera¢io, de forma que sua ativagdo favorece a perda de memdria e declinio
cognitivo (Rebola et al., 2005). Alguns estudos mostram que o equilibrio entre
os receptores de adenosina inibitorios Al e estimulatorio A2A é modificado
no hipocampo de ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina (Duarte et
al., 2006). Duarte e colaboradores sugerem que o mecanismo pelo qual o dia-
betes induzido por estreptozotocina conduz a modificacio observada da den-
sidade dos receptores de adenosina hipocampais ainda sdo incertos, mas que
em outras doengas cerebrais cronicas, a down-regula¢ao em longo prazo dos
receptores Al seria consequéncia de sua ativagdo prolongada pela adenosina
endogena, que esta aumentada nessas condigdes. A ativagao prolongada dos
receptores Al levaria a sua regulacao negativa, contudo, ainda nao é claro se a
inducido de diabetes porestreptozotocina aumenta os niveis extracelulares de
adenosina no hipocampo (Figura 3).
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Figura 3: Depressdo na sinalizagdo do ATP pela densidade diminuida de P2X e P2Y
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Fonte: autoras (2019).

*  Estudos em hipocampo de ratos diabéticos tem demonstrado que
receptores P2X e P2Y encontram-se com sua densidade diminuida
podendo levar a depressdo na sinalizagdo do ATP. Ainda, receptores
A1 poderiam ter sua densidade diminuida enquanto receptores A2A,
aumentada. Esses efeitos poderiam ser consequéncia de um aumento
nas concentra¢des de adenosina.

Por sua vez, Stefanello e colaboradores (2016) tém demonstrado que em
cortex cerebral ndo hd alteragdes nos niveis de adenosina (Stefanello et al., 2016).
Mais estudos estdo sendo realizados com o intuito de desvendar as alteracoes no
sistema nervoso central provocados pela hiperglicemia na condi¢ao diabética.

Plaquetas

A parede vascular e as células circulantes sdo bastante alteradas pela hi-
perglicemia. As plaquetas sao fragmentos celulares derivados do megacaridcito
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e possuem tempo de vida médio em torno de sete a dez dias na corrente san-
guinea (Kim et al., 2013). Quando ativadas, liberam granulos contendo em seu
interior moléculas sinalizadoras que contribuem para a coagulagdo sanguinea,
tais como ATP, ADP, tromboxanos, prostaglandinas, serotonina, glutamato e
interleucinas (Shi; Morrell, 2011). As plaquetas de pacientes diabéticos sao ca-
racterizadas pela desregulacgdo de varias vias de sinalizagdo e tem sido sugerido
que elas sdo hiper-reativas, mostrando aumento da adesdo, ativagao e agrega-
¢do (Kim et al., 2013). A hiper-reatividade das plaquetas ndo esta totalmente
elucidada, mas pode estar associada a redugdo na fluidez das membranas (Ra-
ffaelli et al., 2015), alteragao na homeostase dos ions calcio e magnésio (Kim et
al., 2013), glicagdo de proteinas na superficie da membrana (Zhu et al., 2012),
aumento da adesao e ativagdo plaquetaria, bem como também com o aumen-
to no volume das plaquetas (Gasparyan et al., 2011) e niveis de radicais livres
e diminuicdo nas defesas antioxidantes (Raffaelli et al., 2015). Dessa forma, o
diabetes tem sido associado com o desenvolvimento de trombos e, consequen-
temente, com o desenvolvimento de doengas cardiovasculares (Gremmel et al.,
2016; Kim et al., 2013).

As plaquetas expressam os subtipos de receptores P2Y1, P2Y12, P2X1 e
P1 envolvidos na agregacdo plaquetaria e na mudanca de forma (Burnstock,
2017). As plaquetas mostraram conter altas concentracdes de ATP que quando
liberado no meio extracelular é rapidamente decomposto em ADP pelas ecto-
nucleotidases presentes na membrana das plaquetas e nas células endoteliais. E
conhecido que o ADP é um agonista da agregacao plaquetaria, ja o ATP pode
atuar como uma molécula agregante, mas é dependente de suas concentragdes
(Soslau; Youngprapakorn, 1997).

O controle das concentracgdes desses nucleotideos é realizado pelas ecto-
nucleotidases presentes nas plaquetas e vasos sanguineos. E descrito por Sche-
tinger et al. (2008) que as diferencas cataliticas entre NTPDasel e NTPDase2
estdo associadas a diferencas na capacidade de regular a fungdo plaquetdria (M.
et al., 2010). Essa afirmacéo esta baseada no estudo realizado por pesquisado-
res canadenses: a NTPDasel pode anular a agrega¢ao plaquetaria, enquanto a
expressio da NTPDase2 provavelmente promove a formagédo de microtrom-
bosplaquetarios em locais de extravasamento ap6s lesdo do vaso (Sévigny et
al., 2002).
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Por sua vez, os receptores purinérgicos estao envolvidos a partir do mo-
mento em que esses nucleotideos possam ligar-se. O receptor P2Y1 inicia a
agregacao plaquetaria, mas ndo é suficiente para uma agregacao plaquetaria
completa em resposta ao ADP, enquanto o receptor P2Y12 é responsavel pela
conclusao da agregagdo estimulada pelo ADP. O P2Y12 ¢ o alvo molecular
das drogas antitromboticas clopidogrel, prasugrel e ticagrelor. E é responsavel
pela maioria dos efeitos potenciadores do ADP quando as plaquetas sao esti-
muladas por agentes como trombina, colageno ou complexos imunes. Por sua
vez, o receptor P2X1 estd envolvido na alteracao da forma das plaquetas e na
ativagao por colageno sob condi¢des de cisalhamento (Hechler; Gachet, 2011).

A hiperglicemia nao tratada leva a alteragdes macro e microvasculares.
Disfungdes no endotélio dos vasos sanguineos compreendem grande impor-
tancia para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares (Sena et al., 2013).
A hiperglicemia é um dos principais fatores de risco para a disfun¢ao endo-
telial, condigdo que é encontrada tanto em pacientes com DM tipo 1 quanto
com DM tipo 2 (Lozano et al., 2016). Além disso, a disfunc¢io endotelial tem
sido relacionada com o desenvolvimento de aterosclerose e trombose, estando
também ligada ao aumento da agregacao das plaquetas no diabetes (Ishida et
al., 2014; Sena et al., 2013).

Estudos demonstram um aumento na agregacao de plaquetas de ratos
diabéticos através de ensaios envolvendo a agregacao estimulada por diferentes
concentra¢des de ADP em plaquetas provenientes de ratos diabéticos (Stefa-
nello et al., 2016). Além disso, mudangas na adesividadeplaquetaria e reativi-
dade foram encontradas em pacientes diabéticos, bem como um aumento na
hidrélise de nucleotideos pelas enzimas ectonucleotidases em plaquetas desses
mesmos pacientes (Lunkes ef al., 2003). A insulina também é uma importante
molécula sinalizadora na inibi¢do da ativa¢ao das plaquetas, sendo que uma
das vias é sua inibi¢do na supressao induzida pelo receptor P2Y12 na formacéio
do AMPc, atuante na inibigdo da agregacdo plaquetaria (Ferreira et al., 2006).
Uma vez que esta diminuida ou as células sdo resistentes a ela, a insulina nao
pode exercer seus efeitos na inibigdo da agregacao plaquetaria, por isso tanto os
animais quanto os pacientes diabéticos possuem maior agregacao plaquetaria.

A adenosina também apresenta um papel importante na fungdo plaque-
taria, podendo serliberada de células da parede vascular e plaquetas noespaco
extracelular como um produto de degradagdo do ATP. Ao se ligar com seus
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receptores especificos (P1), este nucleosideo estimula a adenilil ciclase acoplada
a proteina G nas plaquetas e aumenta os niveis intracelulares de AMPc, inibin-
do a ativagdo plaquetdria (Varani et al., 1999). Os receptores do sub-tipo A2A
sao os mais predominantes nas plaquetas. Porém, alguns estudos recentes tém
demonstrado uma expressdo semelhante do receptor do sub-tipo A2B nestas
células (Ledent et al., 1997; Yang et al., 2010), como mostra a proxima figura.

Figura 4: Plaquetas — fragmentos responsaveis pela agregacao das plaquetas
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Fonte: autoras (2019).

*  No diabetes ha um aumento na sinalizagdo pelo P2Y1 e P2Y12 que
estimulam a ativagdo e agregacdo das plaquetas. Contudo, o receptor
A2A quando ativado pela adenosina atua bloqueando a estimulagdo

da agregacdo plaquetaria.

Pesquisas cientificas apontam que em plaquetas humanas, o receptor
A2A medeia um aumento nos niveis de AMPcDionisotti et al. (1996). Em ex-
perimentos in vitro, a agregacdo plaquetaria induzida por colageno foi inibida
apos o tratamento com um agonista deste receptor (Linden et al., 2008). Esses
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dados sugerem que o uso de agonistas para 0 A2A podem contribuir nos casos
clinicos, quando a inibi¢do da fung¢do plaquetaria se faz necessaria.

CONSIDERACOES FINAIS

O sistema purinérgico, amplamente presente em diferentes tecidos por
todo o corpo, esta envolvido em uma gama de efeitos, contribuindo para o
bom funcionamento desses tecidos, de modo que, em diversas doengas, com-
ponentes do sistema purinérgico sdo encontrados alterados, principalmente no
diabetes. Diversos antagonistas e agonistas foram ou estao sendo estudados na
tentativa de que regulando esses componentes alterados, podemos conseguir
controlar os sintomas observados no diabetes. Contudo, pelo mesmo fato que
torna o sistema purinérgico tdo importante — estar em muitos tecidos - leva
também a existéncia de muitos efeitos colaterais. O principal objetivo é de-
senvolver novos compostos que sejam tecido-especificos na tentativa de poder
agir localmente minimizando os efeitos colaterais, mas mantendo efeitos que
beneficiariam esses pacientes.
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A SINALIZACAO PURINERGICA NO
CONTEXTO DA FISIOPATOLOGIA DA
TOXOPLASMOSE

Nathieli Bianchin Bottari

INTRODUCAO

Apesar dos avangos no conhecimento e na pratica médica, as doengas pa-
rasitarias continuam a ser um relevante problema de satde global e uma das
causas mais importantes de morbidade em criangas e adultos imunocompro-
metidos. Entre as principais enfermidades de importancia clinica, incluem-se
as causadas por protozoarios, dos quais se destaca o Toxoplasma gondii, um
parasito cosmopolita que acomete tanto os seres humanos como os animais.

O T. gondii é um parasito com ampla distribui¢do geografica e grande
potencial zoonoético que ocasiona a doenga toxoplasmose em humanos. Os
principais eventos durante a infec¢cdo por T. gondii incluem a entrada do mi-
crorganismo, invasao e colonizagdo dos tecidos do hospedeiro, evasao das res-
postas imunes e finalmente lesdo tecidual.

Recentes desenvolvimentos na area da biologia molecular forneceram fer-
ramentas importantes para elucidar a sobrevivéncia e a replica¢ao parasitaria
dentro da célula hospedeira, bem como as estratégias de resisténcia desenvol-
vidas pelo parasito a fim de perpetuar-se nas células. Estudos tém demonstrado
a compreensdo do papel desempenhado pela sinalizagdo purinérgica contra
inimeros invasores intracelulares, incluindo o T. gondii, e como esta via de
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sinaliza¢do podera ser uma ferramenta poderosa para o desenvolvimento de
novas estratégias contra esse patdgeno.

As respostas imunes contra o T. gondii resultam na liberac¢éo ativa de nu-
cleotideos e nucleosideos extracelulares pelas células danificadas, especialmen-
te o nucleotideo adenosina trifosfato (ATP) e o nucleosideo correspondente
a adenosina, que culminam em respostas celulares com caracteristicas tnicas,
ativando ou inibindo receptores purinérgicos. Dessa forma, neste capitulo,
faremos uma breve discussao sobre a sinaliza¢ao purinérgica no contexto da
patogénese da toxoplasmose e como este sistema orquestra respostas imunolo-
gicas e fungdes celulares efetoras no combate a infec¢ao pelo parasita T. gondii.

Etiologia da toxoplasmose

O Toxoplasma gondii ¢ um protozodrio onipresente que integra um dos
grupos mais importantes do filo Apicomplexa e é o agente etioldgico da toxo-
plasmose, uma doenga clinica que afeta em torno de 30% da populagdo mun-
dial (Montoya; Lisenfeld, 2004; Dubey, 2012 a,b).

A infec¢ao causada pelo parasito T. gondii constitui atualmente uma das
zoonoses mais difundidas no mundo, uma vez que um tergo da populagio
mundial, aproximadamente, é soropositivo para toxoplasmose (Sibley, 2003).
Apesar de o T. gondii infectar cronicamente os seres humanos, a prevaléncia
da infecgdo esta diretamente relacionada a fatores como exposi¢do ambiental,
habitos alimentares, predisposi¢do genética e clima tropical (Mack et al., 1999).

A toxoplasmose pode ser transmitida ao homem, que é considerado o
hospedeiro definitivo no ciclo bioldgico do parasito, por diferentes meios de
transmissdo, os quais incluem: ingestao de oocistos langadas no meio ambien-
te através das fezes de gatos; ingestdao de cistos teciduais presentes em carnes
cruas ou mal cozidas; transmissdo vertical, em que as formas infeciosas do T.
gondii, chamadas de taquizéitos, sdo transferidas para o feto via transplacen-
taria ou leite materno; forma acidental através de transplante de sangue ou
o6rgaos (Hill; Dubey, 2002).

A maioria das infecgdes em adultos ndo ocasiona complicagdes graves e sdo
geralmente assintomaticas. Por outro lado, em pacientes imunossuprimidos, tais
como HIV positivos, pacientes com cancer ou sob uso de imunossupressores a
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toxoplasmose, apresenta-se de forma aguda, podendo ocasionar, em alguns ca-
s0s, a encefalite toxoplasmica ou evoluir para uma fase cronica da doenga, com
quadros como a toxoplasmose ocular e a neurotoxoplasmose, que provoca le-
soes necroticas no bulbo olfatério e cérebro respectivamente (Wang et al., 2017).

Outra populagdo de risco sdo as gestantes. Na toxoplasmose congénita,
que pode ocorrer quando a mae adquire a infec¢ao durante a gravidez, a pa-
rasitemia induz a placentite seguida por propagacdo de taquizoitos para o feto,
caracterizando a transmissao vertical (Montoya; Remington, 2008). As criangas
infectadas pelo T. gondii podem desenvolver quadros de microcefalia, hidro-
cefalia, calcificagdo intracranial e coriorretinite, além de retardo mental e em
alguns casos psicomotor (Remington et al., 2005).

Patogenia da infec¢ao

A capacidade de infecgdo e disseminagdo do T. gondii deve-se as caracte-
risticas exclusivas deste parasito. A primeira caracteristica que diferencia o T.
gondii dos demais protozoarios é a capacidade de infectar qualquer tipo de cé-
lula nucleada. Isto ¢, com exce¢ao das hemdcias, todas as células do organismo
tornam-se alvos do parasita (Barragan; Sibley, 2003). Essa habilidade garante,
ainda, uma ampla diversidade de propagacdo, ja que, além de humanos, outros
mamiferos, como cées, gatos, golfinhos, e até mesmo aves podem adquirir a
toxoplasmose (Dubey, 2012a).

O segundo fator que contribui para a propagagio da infec¢do pelo T. gondii
é que este protozoario pertence ao filo Apicomplexa, tornando-o um parasita
intracelular obrigatdrio (agem igual aos virus) com capacidade de ocasionar
doencas graves em humanos, assim como outros protozodrios que fazem par-
te deste filo, a exemplo do Plasmodium, causador da Doenc¢a de Chagas e do
Cryptosporidium agente etiologico da criptosporidiase, uma doenga que causa
diarreia severa em humanos (Weiss; Kim, 2007).

Diferentemente das bactérias, virus e outros parasitas que dependem do
hospedeiro para infectar as células, o T. gondii nao depende de processos me-
diados pelo hospedeiro. Em vez disso, ele desliza entre os espagos intra e extra-
celulares para navegar pelo ambiente, atravessar as barreiras teciduais e pene-
trar nas células hospedeiras (Barragan; Sibley, 2002). A natureza conservada da



290

mobilidade de deslizamento deste parasita atesta a sua eficiéncia em promover
uma existéncia intracelular. Embora aparentemente complicadas, as a¢oes co-
ordenadas de secrecio, translocacéo e liberacéo seletiva de moléculas adesivas
permitem ao parasita a fixacao e migragao ativamente nos tecidos.

Desse modo, o T. gondii transita por diversos tecidos e (’)rgéos, tais como
o figado, os rins, o cérebro, os pulmdes, as musculaturas esquelética e cardiaca
(Dubey, 2012a). No entanto, o T. gondii tem tropismo por tecidos altamente
vascularizados, como o sistema nervoso central (SNC). Neste local, o T. gondii
se diferencia em uma forma infecciosa dormente, os chamados cistos teciduais,
estabelecendo uma infec¢do cronica vitalicia (Sullivan et al., 2012).

Estudos demonstram que o T. gondii utiliza as células imunes inatas (ma-
crofagos e células dendriticas) como verdadeiros “veiculos de transporte”, a
fim de migrar para locais imunologicamente privilegiados, como o ambiente
protegido do SNC, constituindo uma infec¢ao latente (Hitziger et al., 2005).

O parasita T. gondii sobrevive dentro das células hospedeiras superando
diversos mecanismos antimicrobianos naturais, incluindo a producio de es-
pécies reativas de oxigénio (EROs) e 6xido nitrico (ON), fusdo do lisossoma
(ao vactiolo parasitoforo), indugdo da morte da célula hospedeira e secreciao
de citosinas pro-inflamatérias (Denkers ef al., 2003). Concomitantemente, o
T. gondii desencadeia a ativagdo de fatores de transcri¢ao e vias de sinalizagao
anti-inflamatorias na célula hospedeira, induzindo a super expressdo de recep-
tores envolvidos na migragdo, ativagdo e regulacgdo efetora das células imunes.
Esse delicado equilibrio entre a sobrevivéncia do parasita e a homeostase celu-
lar do hospedeiro é mediado por moduladores da imunidade e evitam danos
teciduais excessivos.

Evasdo do parasita a resposta imune

Apesar da capacidade do T. gondii em subverter os mecanismos do siste-
ma imunolégico e disseminar-se rapidamente nos tecidos estabelecendo a fase
latente da infecgdo (cronica), a persisténcia do T. gondii nos tecidos, por outro
lado, compromete diretamente o tratamento da toxoplasmose, ja que o alcance
farmacologico e as respostas imunes em tecidos imunologicamente protegidos
sao mais complexos (Lambert; Barragan, 2010).
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O primeiro mecanismo de escape do T. gondii envolve um processo que
modifica o contetdo das vesiculas fagociticas, tornando as membranas das
células fagociticas mais permeaveis. Assim, o T. gondii utiliza suprimentos
de nutrientes que podem ser encontrados nas vias endociticas ou exociticas
da célula hospedeira, como o nucleosideo adenosina (Mahamed, 2012 ab). O
mecanismo molecular por tras dessa modificacdo nédo estd bem estabelecido;
no entanto, o parasita secreta um grande numero de proteinas roptrias (ROP)
e uma segunda classe de organelas secretoras chamadas de granulos densos,
muitos dos quais sdo direcionados para a membrana do vactolo fagocitico
(Dlugonska, 2004). Como essas proteinas se juntam para aumentar a permea-
bilidade permanece um assunto incerto.

Apos a entrada ativa do T. gondii nas células hospedeiras, os taquizditos
permanecem dentro do vactolo parasitéforo e escapam da morte pelas células
do sistema imune inibindo a fusdo de organelas dcidas. Essa é outra estratégia
de resisténcia utilizada pelo T. gondii e inclui a inibigdo da fusdo do fagolisos-
somo o que impede a acidificagdo do vacuolo parasitéforo e o ataque das en-
zimas lisossdmicas proteoliticas (Mordue, 1997; Ding et al., 2004; Akerman;
Muller, 2005).

O T. gondii também modula a produc¢ao de EROs da célula hospedeira e
mediadores inflamatorios envolvidos no controle da infecgdo. Isso s6 é possivel,
porque o T. gondii expressa enzimas antioxidantes, incluindo catalases e pero-
xidases, para se proteger contra a atividade das EROs liberadas pelas células
do hospedeiro (Ding et al., 2004; Akerman; Muller, 2005).

Enquanto a produgdo de EROs contribui para a eliminagdo do patdgeno,
destruindo as estruturas do parasita por oxidagdo, este efeito é potencializado
pela formagao de ON (Flannagan et al., 2009). O ON ¢ um importante mediador
da resisténcia a infec¢ao por T. gondii nas respostas inatas e adaptativas, pro-
duzidas principalmente por fagécitos ativados, os quais controlam a replicagao
e diferenciagdo dos taquizoitos em bradizoitas cisticos e o estabelecimento da
doenca cronica (Denkers, 2003).

Por fim, a sinaliza¢ao de célcio também é uma importante valvula de es-
cape para T. gondii, uma vez que o parasita requer mobilizagao de calcio (Ca**)
para a invasao e saida nas células hospedeiras, estabelecimento nos vactolos
parasitéforos e também recrutamento de organelas. Dessa forma, a interferéncia
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na sinalizagdo de Ca** pode prevenir a invasdo do parasita nas células hospe-
deiras (Caldas et al., 2007).

A resposta imune desencadeada na infecgdo primaria pelo T. gondii é si-
nalizada através do reconhecimento de padrdes moleculares associados a pa-
togenos (PAMPs, do inglés Pathogen Associated Molecular Patterns), moléculas
essenciais para microrganismos e tipicamente nao expressas pelas células hos-
pedeiras (Kopp; Medzhitov, 2003). Os PAMPs sao reconhecidos por receptores
TLRs (TLR, do inglés Toll-like Receptors) presentes nos macrofagos, células
dendriticas e células endoteliais. No caso do T. gondii, ¢ o TLR11 que reco-
nhece e controla a sinalizacdo de eventos intracelulares (Plattner ef al., 2008).
Além do TLR11, estudos demonstram que outros TLRs, especialmente TLR2 e
TLR4, podem ser ativados em resposta contra o parasita (Debierre-Grockiego
et al., 2007). Ensaios in vitro e in vivo demonstraram que animais deficientes
(nocaute, do inglés knockout) para o TLR11 expressam niveis de interleucina
12 (IL-12) reduzidos, o que diminui as respostas imunoldgicas contra o T. gon-
dii e torna as células extremamente vulneraveis a infeccao (Yarovinsky, 2008).
Embora experimentos in vitro tenham revelado que o T. gondii ativa TLR2 e
TLR4, a deficiéncia de receptores TLR2 ou TLR4 tem pouco ou nenhum efei-
to sobre a IL-12, mas parece estar envolvida na regulagdo do fator de necrose
tumoral (TNF) e na produgdo de outras citosinas durante a toxoplasmose ex-
perimental (Sibley et al., 1991).

Além dos TLRs, uma proteina adaptadora, a MyD88, estimula a transcri-
¢do nuclear de altos niveis de IL-12 e interferon gama (IFN-y) pelas células do
sistema imune inato. Estudos demonstraram que a ativagao da MyD88 ¢ essen-
cial para a protegdo contra o T. gondii e para a geragdo de respostas eficazes das
células T. Por outro lado, a deficiéncia da MyD88 em camundongos knockout
(MyD88-/-) impediu a liberagao de citosinas pro-inflamatdrias e os animais
nao conseguiram estabelecer uma forte resposta Th1 (Scanga et al., 2002).

A resposta imune contra o parasita é determinada pela secre¢do de IL-12
e IFN-y pelas células imunes inatas e adaptativas. A IL-12 desempenha um pa-
pel importante na regulacido e na produgdo de IFN-y pelas células assassinas
naturais (NK, do inglés natural killer) e linfocitos T (Pifer; Yarovinsky, 2011).
Ensaios experimentais demonstram que, na auséncia de IL-12, os animais sdo
mais suscetiveis ao T. gondii, e o bloqueio da IL-12 durante as fases aguda ou
cronica resulta na replicagao descontrolada do parasita (Gazzinelli et al., 1993).
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A identificagao do IFN-y como regulador importante da imunidade me-
diada por células para T. gondii foi uma descoberta chave que impulsionou
para um enorme progresso na identificagdo dos principais mecanismos efe-
tores e de reconhecimento para a resisténcia do hospedeiro contra o T. gondii.
A falta de IFN-y durante o inicio da resposta imune ao parasita ou o bloqueio
do IFN-y durante a fase cronica resulta em rapida mortalidade celular e maior
susceptibilidade a infec¢ao (Suzuki et al., 1988).

Outras citosinas como a interleucina 1 beta (IL-1p) e a IL-18 sdo media-
dores cruciais da inflamagdo durante a toxoplasmose, e um controle defeituoso
de sua liberagao pode evoluir para um dano celular grave. No entanto, os me-
canismos que regulam a secre¢do de IL-1f e IL-18 sdo parcialmente indefini-
dos. Ambas as citosinas sdo produzidas durante a infec¢do como precursores
citoplasmaticos inativos. O processamento para a forma ativa é mediado pela
enzima caspase-1, que, por sua vez, é ativada pelo complexo multiproteico, o
inflamassoma (Broz; Dixit, 2016).

Recentemente, estudos tém evidenciado que o reconhecimento de patoge-
nos, como o T. gondii por mondcitos, macréfagos e células dendriticas através
dos TLRs, desencadeia eventos intracelulares que levam a indugao da sintese
da citosina proé-inflamatéria pré-IL-1P e também estimulam a secregdo de ATP,
o qual, através do receptor purinérgico, estimula a ativa¢do do inflamassoma
(Piccini et al., 2008). O inflamassoma NLRP3 é desencadeado por condigdes de
estresse citosolico, como afluxo de K*, vazamento de componentes do lisossomo,
dano mitocondrial e produgao de EROs (Yarovinsky et al., 2008; He et al., 2016).

Em testes que utilizaram macréfagos isolados de camundongos, foi pos-
sivel comprovar que a ativagdo da sinaliza¢ao purinérgica pelo ATP ¢ estrita-
mente necessaria como um segundo sinal para o processamento e secre¢ao da
IL-1 em resposta a estimulos extracelulares (Correa et al., 2010). A ativagdo
do receptor P2X7 por ATP inibe o crescimento de T. gondii em macréfagos e
contribui para a eliminagdo do parasito pela produ¢ido de EROs e pela fusao
do lisossomo com o vacuolo parasitéforo. Além disso, o ATP ativa o inflamas-
soma NLRP3, que aumenta a produ¢ao de IL-1p (via atividade da caspase-1),
levando a geracao de ROS mitocondrial como uma resposta pré-inflamatéria
antiparasitdria Moreira-Souza et al.,2017), 0 que se verifica na Figura 1.

A produg¢ao de EROs é um dos mecanismos microbicidas mais potentes
contra patdgenos intracelulares. Contudo, o T. gondii bloqueia eficientemente



294

a produgdo de EROs para sobreviver e escapar dos mecanismos imunes do
hospedeiro (Ding et al., 2004). Assim, estimulos que atuam em diferentes re-
ceptores de detecgao de patdgenos convergem em uma via comum, em que a
externalizacdo do ATP é o primeiro passo dentre inimeros eventos intracelu-
lares desencadeados pela sinalizagdo purinérgica.

Como o ATP modula as respostas imunes e inflamatorias contra
o Toxoplasma gondii?

Embora a resposta imune seja essencial para controlar a infecgdo induzida
pelo T. gondii, a propria resposta imune pode, a0 mesmo tempo, ser danosa e
causar uma inflamagédo sistémica grave levando ao dano tecidual e, por con-
seguinte, a apoptose. Algumas substancias de alarme sao liberadas em respos-
ta ao tecido lesionado ou na presenca do parasita, essas moléculas sinalizam
sinais de perigo e sdao chamados de padroes moleculares associados ao dano
(DAMPS, do inglés Damage Associated Molecular Pattern).

Nucleotideos extracelulares, como a adenosina trifosfato (ATP), sdo co-
nhecidos por funcionar como DAMPs, atuando na sinaliza¢ao enddgena de
moléculas que contribuem para a inflamacao e respostas imunolodgicas (Bours
et al., 2006; Coutinho-Silva et al., 2012). Apds o dano tecidual ou durante uma
inflamagdo e/ou infec¢ao, muitas células liberam ATP e outros nucleotideos
(Praetorius; Leipziger, 2009).

O ATP atua como um imunomediador pré-inflamatério em varios tipos
de células imunolégicas envolvidas na defesa contra parasitas, incluindo neu-
tréfilos, macrofagos, células dendriticas e linfocitos (Elliot et al., 2009). Uma
vez no espago extracelular, o ATP comporta-se como uma substincia de alarme,
emitindo um “sinal de perigo”, e é rapidamente hidrolisado pela enzima ecto-
nucleosideo trifosfato difosfohidrolase (E-NTPDase, do inglés ectonucleosideo
trifosfato difosfohidrolase), também conhecida por CD39, em monofosfato de
adenosina (AMP). Em seguida, a ecto-5"-nucleotidase (E-5'-NT, CD73) conver-
te o nucleotideo AMP em adenosina (Yegutkin, 2008). Além da CD39 e CD73,
que sdo as principais enzimas metabolizadoras de nucleotideos que regulam
a imunidade e inflamacéo, existem outras enzimas associadas a superficie ce-
lular envolvidas no catabolismo de nucleotideos extracelulares, que incluem
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fosfatases alcalinas, pirofosfatases e fosfodiesterases, bem como a ecto enzima
adenilato-quinase (AK) regeneradoras de ATP e do nucleosideo-difosfato qui-
nase (Fredholm et al., 2001; Deaglio; Coutinho-Silva, 2011).

Uma variedade de patdgenos intra e extracelulares, como Mycobacterium
bovis, Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia e Vibrio cholera, possuem
uma sinalizacao purinérgica intrinseca e secretam uma gama de enzimas que
metabolizam nucleotideos, incluindo 5'-NT, AK e ecto-nucleosideo difosfato
quinases (Gounaris; Selkirk, 2005). Entretanto, o T. gondii, assim como outros
parasitas do filo Apicomplexa, precisa de purinas do hospedeiro, como a ade-
nosina para sintetizar a sua propria adenosina. Igualmente, o T. gondii secreta
um nucleosideo trifosfato/difosfato hidrolase (apirase) nos vacuolos endociticos
da célula hospedeira, porém enzimaticamente inativo. Assim, dois caminhos
de utilizagdo de purinas foram identificados em T. gondii, envolvendo as enzi-
mas hipoxantina-xantina-guanina fosforibosiltransferase (HXGPRT) e AK. A
atividade da AK parece ser dez vezes maior do que outras enzimas de resgate
de purina, e a adenosina é a fonte preferida de purinas para T. gondii. Porém,
estudos gendmicos comparativos mais detalhados da via de resgate de purinas
em vdrias espécies apicomplexas deverdo desvendar rotas alternativas de sal-
vamento de purinas (Krug et al., 1989; Chaudhary et al., 2004).

O receptor P2X7 interfere diretamente na morte do Toxoplasma gondii

O ATP pode ativar diretamente duas familias de receptores de nucleoti-
deos ligados a membrana, denominados receptores P2. Os membros de ambas
as familias do P2, P2X e P2Y, modulam positivamente a imunidade contrao T.
gondii pelo controle da migracao de neutrofilos aos sitios de infecgdo, liberagao
de citosinas, e maturagdo das células dendriticas (Coutinho-Silva; Ojcius, 2012).

Durante a toxoplasmose, o receptor purinérgico P2X7 funciona como um
receptor pro-inflamatdrio. A expressdo do P2X7 na superficie da membrana
celular ¢ regulada pela secrecao de IFN-y liberado por macréfagos e células
danificadas (Less et al., 2010). A ativagdo do P2X7 em macrofagos demons-
trou estar envolvido com a morte do parasita T. gondii (Figura 1) e possui
fendmenos semelhante a outras espécies de parasitas intracelulares, como o
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Mycobacterium, a Clamidia, o Leishmania e Trypanossoma cruzi (Lammas et
al., 1997; Coutinho-Silva et al., 2001; Chaves et al., 2009).

A ativagao do receptor P2X7 pelo ATP extracelular durante a toxoplas-
mose abre um canal i0nico especifico para cations que resulta no influxo de
ions Ca** e sodio (Na*) e no efluxo de potassio (K*). A liberagdo prolongada
de ATP pelas células do hospedeiro acaba criando um poro na membrana ce-
lular que aumenta ainda mais a concentragao de Ca?* intracelular, bem como
permite a passagem de moléculas maiores. Essa alteracdo no ambiente i0nico
da célula desencadeia varias vias celulares. O mais proeminente na infecgao
por T. gondii é efluxo de K*, o qual estimula a formagao do inflamassoma, re-
sultando na ativagdo da caspase-1.

Outras vias sdo ativadas pelo ATP como o efluxo de K* e influxo de Na*
que ativam a via das proteinas quinases ativada por estresse (SAPK)/c-Jun N-

-terminal (JNK), resultando na indugéo de apoptose. O influxo de Ca** ativa
também a fosfolipase D via RhoA, levando a fusido fagossomo/lisossomo e a
morte de patdgenos intracelulares. O influxo de Ca** também pode ativar a
proteina quinase ativada por mitégeno p38, estimulando varios efeitos a ju-
sante. A fosforilagao da p38 leva a montagem da NADPH oxidase na membra-
na plasmitica e a produgdo subseqiiente de superdxido (O, ), potencializa a
ativagéo do fator nuclear kappa B (NF«B) via sinaliza¢do do receptor TLR e a
subsequente transcri¢do da éxido nitrico sintase induzida (iNOS) e produg¢ao
de ON, bem como producio de TNF e IL-6. Também pode levar a fosforilagédo
da proteina de ligacdo dos elementos de resposta a AMPc (CREB) via cinase
ativada por mitdgeno e estresse (MSK1). A CREB fosforilada (CREB-P) seqiies-
tra a proteina de ligagao a CREB (CBP), um fator de co-transcri¢io necessario
para a transcri¢do génica mediada por NFkB, e inibe a transcri¢ao de genes
controlados por NFkB. A CREB/CBP fosforilada estimula a producéo de genes
responsivos a cCAMP, tais como Cebpb, que actuam para modular a resposta in-
flamatoria através da producdo de arginase-1 (Arg-1) e IL-10 (Iller et al., 2011).

Virias linhas de evidéncias em torno do P2X7 seja utilizando camundon-
gos knockout para o receptor P2X7 ou a analise de polimorfismos genéticos
sustentam a no¢do de que a atividade do receptor P2X7 é essencial no con-
trole da infecgao por T. gondii, desencadeando atividades antimicrobianas no
ambiente intracelular (como produciao de EROS e fusdo do lisossomo com o
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vacuolo parasitoforo) e estimulando eventos pro-inflamatdrios, como a pro-
dugédo de IL-12, IL-1P e IFN-y (Corréa et al., 2017), como mostra a Figura 1.

Além disso, polimorfismos pontuais no receptor humano P2X7 estao di-
retamente associados a suscetibilidade do hospedeiro em contrair a toxoplas-
mose congénita ou adquirida, em pacientes imunocompetentes. Além disso,
a auséncia do P2X7 ou a interrup¢do da funcio do receptor P2X7 aumenta a
gravidade da infec¢do com cepas virulentas (RH, tipo I) ou ndo virulentas (Me-
49, tipo II) de T. gondii (Jamieson et al., 2010).

Enquanto o ligante natural para os receptores P2X é o ATP, os receptores
P2Y sio responsivos a ATP, UTP, ADP e UDP, com diferencas na preferéncia
do ligante e afinidades dependendo o subtipo. Por lise celular, exocitose ou
estresse mecanico induzido por hipdxia, esses nucleotideos sdo liberados no
meio extracelular, onde eles ativam os receptores da familia P2Y por ligagdo ao
seu dominio extracelular. O ADP ¢é um potente agonista da agregacao plaque-
taria, atuando através dos receptores purinérgicos P2Y1 e P2Y12. A agregacio
plaquetaria leva a amplificagao da resposta por meio da liberagao secundaria
de ADP e liberagao de mediadores inflamatérios incluindo o ATP. Assim, as
ectonucleotidases atuam regulando negativamente varias respostas que afe-
tam a homeostase, a inflamacédo e a dor. O produto final da reagao, o AMP, é
hidrolisado a adenosina pela agdo da 5’-NT, o que se considera benéfico, pois
aadenosina inibe a agregacdo plaquetdria e tem atividade vasodilatadora, pro-
movendo o fluxo sanguineo.

Estudos envolvendo o receptor P2Y durante a infec¢ao por T. gondii ain-
da sao escassos na literatura. Entretanto, um estudo revelou que durante a in-
fecgdo por T. gondii ha uma ativagio dos receptores P2Y quando estimulados
pelos agonistas UTP e UDP. Dentre os receptores envolvidos, o P2Y2, P2Y4
e P2Y6 parecem ser mais envolvidos. Os resultados mostram que a ativagao
de receptores P2Y atenua a infecgdo por T. gondii em macroéfagos induzindo
uma saida prematura do taquizoito das células hospedeiras por um mecanis-
mo dependente de Ca?* controlando a infeccio por um mecanismo diferente
do P2X7 (Moreira-Souza et al., 2015).

A regulacgao positiva da infecgao por T. gondii dos receptores P2X e P2Y em
macroéfagos pode, portanto, ser vista como verdadeiras armadilhas usadas pelo
hospedeiro em sua luta contra o parasita. Enquanto o ATP pode mediar as res-
postas imunes do hospedeiro através da ativagao do inflamassoma dependente
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de P2X7, outros nucleotideos através da liga¢do de P2Y, podem contribuir para
as defesas do hospedeiro usando os mediadores inflamatdrios EROs e ON.

Adenosina limita a imunopatologia da infec¢io por Toxoplasma gondii

Durante a toxoplasmose, a resposta imune confronta com o T. gondii, o
que impede a conversdo dos bradizoitos em forma de cistos, assim como im-
pede que o parasita permaneca dormente no SNC (Suzuki, 2002). Esse deli-
cado equilibrio entre a sobrevivéncia do parasita e a resposta do hospedeiro é
mediado tanto pelos mecanismos de evasdo do T. gondii quanto por modifica-
¢d0 no hospedeiro para evitar danos excessivos nos tecidos. Esse papel é bem
desempenhado pela adenosina, a qual regula a inflama¢ao e ao mesmo tempo
atua como um sinal de dano celular para promover a migragao de mais células
para locais da infecgdo e/ou lesao tecidual.

A adenosina extracelular é um nucleosideo de purina gerado pela des-
fosforilagdo seqiiencial do ATP pelas ectoenzimas CD39 e CD73 conforme ja
mencionado. A adenosina exerce seus efeitos ligando-se a quatro diferentes
receptores transmembranas: Al, A2A, A2B e A3. O tipo de resposta apods a
ativacdo do receptor de adenosina (AR) pelo nucleosideo depende da célula
correspondente. Por exemplo, a sinaliza¢do da adenosina através do receptor
A1 promove a quimiotaxia de neutréfilos nos locais de infec¢io e sua adesdo
ao endotélio inflamado, enquanto a sinaliza¢éo através do receptor A2A inibe
a adesdo (Etzschig et al., 2006; Barletta et al., 2012).

Os receptores de adenosina sdo altamente expressos em vérios tipos celu-
lares, incluindo células imunes e células residentes no SNC (HASKO e CRONS-
TEIN, 2004). As funcdes desempenhadas pela adenosina extracelular envolvem
tanto a supressdo de citosinas pré-inflamatérias como inibe a entrada de leu-
cdcitos nos tecidos através da regulagdo negativa de moléculas de adesao, qui-
miocinas e citosinas como TNF-a, IL-1 e as EROs desencadeando a produgéo
de citosinas anti-inflamatdrias, como a IL-10 (Haslo et al., 1996; Linden, 2001).

Diversos estudos relatam que a dele¢do ou supressao da enzima CD73
em camundongos knockout (CD73 -/-) ndo possui a capacidade de gerar ade-
nosina extracelular, assim os camundongos sdo menos susceptiveis a infec¢do
cronica pelo T. gondii, com menor numero de cistos e sensibilidade reduzida a
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reativa¢do da infec¢ao no SNC hospedeiro (Mahamed et al., 2012). Observou-
-se um aumento na expressao de CD73 no cérebro de camundongos infectados
com T. gondii, o que promove a diferenciagdo dos bradizditos em cistos por um
mecanismo dependente da gera¢ao de adenosina, uma molécula que é essencial
para o ciclo de vida do parasita (Mahamed et al., 2012; Antonioli et al., 2013).

Um deficit na atividade da enzima CD73 pode levar néo apenas a deplecido
de adenosina, mas também ao acumulo de ATP a montante. Sabe-se que o ATP
ativa o NLRP3 inflamassoma NLRP3 através da sinaliza¢ao do receptor P2X7,
levando a liberagao de IL-1f e IL-18 pela via de processamento da caspase-1.
E possivel que a inibi¢do ou deficiéncia da enzima CD73, resulte em actimulo
de ATP através de falta de antagonismo.

Embora todos os quatro receptores de adenosina participem na modula¢ao
da resposta imune, o receptor A2A tem papel de destaque ao regular varios as-
pectos da inflamacéo durante a toxoplasmose. O A2A é responsavel por limitar
as respostas inflamatorias através da ligagdo da adenosina. Estudos revelaram
que camundongos knockout para o receptor A2A exibiram imunopatologia
semelhante a dos camundongos knockout para CD73 (Mahamed et al., 2015).

Portanto, durante o estagio agudo da infecgdo, a sinalizagdo da adenosi-
na é necessaria para reduzir a inflamacao e limitar o dano colateral ao tecido,
enquanto a sua deplecdo apds infecgdo aguda pode inibir a capacidade do pa-
rasita de formar cistos e persistir no SNC (Mahamed et al., 2012).

CONSIDERACOES FINAIS

A toxoplasmose é uma doenca ocasionada pelo protozoario T. gondii e
afeta um ter¢o da populagdo mundial. O T. gondii é um parasito intracelular
que infecta e sobrevive nas células imunoldgicas como macrdfagos e em tecidos
imunologicamente privilegiados como o SNC. A doenga é comumente assinto-
matica, mas apresenta manifestages clinicas graves em pacientes imunocom-
prometidos. A sinalizagao purinérgica tem sido descrita como um importante
regulador imunoldgico durante a infecgdo por T. gondii. O sistema purinérgico
parece exercer influéncia direta sobre as fun¢des das células imunes, na secre-
¢do de citosinas e na eliminagao do T. gondii.
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Mediadores purinérgicos, tais como o ATP e a adenosina, sdo liberados
no espago extracelular como substancias de alarme em resposta a disturbios
metabolicos ou outros tipos de insultos pelas células e operaram como sinais
sensoriais, moldando as respostas imunes. Apos a liberacio do ATP no espa-
¢o extracelular, as enzimas CD39 e CD73 convertem o ATP até a adenosina. A
expressdo e a atividade das enzimas CD73 e CD39 sao influenciadas de acordo
com o contexto fisiopatoldgico da toxoplasmose. Os receptores P1 e P2 expres-
sos na superficie das células do sistema imunoldgico, também regulam os niveis
de ATP e adenosina extracelulares respectivamente. A altera¢do na homeosta-
se celular devido a presenca do T. gondii resulta na ativagao notadamente do
receptor P2X7, que ativa vérias vias celulares, incluindo o inflamassoma, que
leva a producao de IL-1P e IL -18 e a via da geragao de intermedidrios reativos
de oxigénio e nitrogénio. O envolvimento do receptor P2X7 nessas vias suge-
re que ele funcione como um regulador positivo, estimulando a inflamagao
durante a infec¢io.

De fato, a auséncia do receptor P2X7 altera a fun¢ao da célula imune.
Além disso, véarios polimorfismos no P2X7 também foram observados entre a
populagdo humana, o que indica uma maior susceptibilidade a doenca toxo-
plasmose. Claramente, o receptor P2X7 compreende um importante arsenal do
hospedeiro contra o T. gondii. Contudo, evidéncias tém também demonstrado
um envolvimento menos acentuado dos receptores P2Y como mediadores da
morte celular de T. gondii.

O papel da adenosina extracelular na patogénese da toxoplasmose pro-
move a diferenciagdo e a formacéo de cistos teciduais no SNC por um meca-
nismo dependente da geragdo de adenosina. Além disso, a regulagao negativa
do receptor de adenosina A2A indica maior susceptibilidade a imunopatologia
da toxoplasmsoe. Assim, a adenosina extracelular é um importante regulador
imunolégico que limita o dano tecidual colateral e promove a sobrevivéncia
do hospedeiro.

A identificagao de estratégias usadas pelo o T. gondii para manipular o
sistema imunoldgico envolve uma cascata de eventos intracelulares regulados
pelo sistema purinérgico do hospedeiro como mecanismos de defesa. Assim,
pode eliminar o parasita e suprimir a infecgdo, abrindo novos caminhos para
o desenvolvimento de futuras interven¢oes terapéuticas direcionadas a recep-
tores purinérgicos e mediadores a jusante.
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Figura 1: Modulagao da sinalizagdo purinérgica por T. gondii
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Fonte: autora (2019).

Legenda: ROS - espécies reativas ao oxigénio; ON - 6xido nitrico; ATP - adenosina trifosfato;
ADP - adenosina difosfato; AMP — adenosina monofosfato.

* Aativagao de macréfagos induz a formagao do inflassoma, o qual ativa
a proteina caspase-1 que cliva a pro-IL-1f e a pré-IL-18 em transcri-
tos ativos que estimulam a secregdo de citosinas. Células que sofrem
apoptose também liberam citosinas, principalmente INF-y e TNF-a,
além de um sinalizar de dano, o ATP. O ATP extracelular é hidroli-
sado de forma sequencial até adenosina pelas enzimas CD73 e CD39.
O nucleotideo ATP e o nucleosideo adenosina também podem ser
regulados por receptores acoplados a membrana das células, o P2X7
e 0 A2A. O P2X7 provoca a morte do T. gondii através da estimula-
¢do da producdo de EROs e ON. A adenosina bloqueia a conversio
de taquzditos em bradizditos além de recrutar mais células imunes

para o local da infecgéo.
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SISTEMA PURINERGICO E O HIV
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INTRODUCAO

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) ocasiona uma infec¢do com
ativagao cronica do sistema imunoldgico. Trata-se de um grave problema de
satde publica, uma vez que, atualmente, 36,9 milhdes de pessoas no mundo
vivem com esse virus (Who, 2018). O HIV infecta células com receptor CD4,
ocasionando morte celular, sendo que a infecgdo transcorre de forma lenta e
progressiva até o desenvolvimento da sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS). A AIDS ¢ uma doenga caracterizada por imunossupressao profunda,
ativagdo de infecgdes oportunistas, presenca de tumores e degeneracao tecidual
(Barré-Sinoussi; Ross; Delfraissy, 2013; Deeks et al., 2015).

Em decorréncia dos inumeros impactos ocasionados pela infeccdo do HIV
e da auséncia de tratamento efetivo, torna-se relevante conhecer os mecanis-
mos metabdlicos e bioquimicos que podem estar associados a essa infecgéo,
como a atuagdo de mecanismos sinalizadores frente ao virus, entre os quais, a
sinalizagao purinérgica.

O sistema de sinalizagao purinérgica ¢ constituido pelos nucleotideos ATP
(trifosfato de adenosina), ADP (difosfato de adenosina) e AMP (monofosfa-
to de adenosina), e nucleosideo adenosina (ADO), receptores purinérgicos e

ectoenzimas, os quais atuam na sinalizagdo celular frente a situagdes de dano,
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injuria e disturbios, representando uma importante via moduladora de iniime-
ros processos fisiologicos, entre os quais modulagdo da resposta inflamatoéria e
imunoldgica, tendo atuagdo na infec¢do ocasionada pelo HIV (Burnstock, 2006).

Dessa forma, é fundamental determinar a a¢ao do sistema purinérgico na
fisiopatologia do HIV, verificando efeitos imunossupressores e imunoestimu-
ladores, os quais podem influenciar a sequéncia de eventos ocasionados pelo
virus, e auxiliar na busca de possiveis terapéuticas complementares com o ob-
jetivo de melhorar a qualidade de vida dos individuos infectados.

Sistema imunolégico e o HIV

Constituido por uma rede de 6rgaos, células e moléculas, o sistema imu-
noldgico visa @ manuten¢ao da homeostase do organismo, atuando como pri-
meira linha de defesa frente ao dano tecidual e infec¢des. Falhas em seu desen-
volvimento e funcionalidade sao denominadas imunodeficiéncias, podendo ser
congénitas/primarias ou adquiridas/secundarias, levando ao desenvolvimento
de condigoes fisiopatoldgicas (Abbas; Lichtman, Andrew H. Pillai, 2008; Ab-
bas; Lichtman, 2009).

Entre as imunodeficiéncias adquiridas, a de maior destaque é a infec¢ao
ocasionada pelo HIV, que compreende um retrovirus do género Lentivirus fami-
lia Retroviredae, o qual apresenta particula infecciosa de dupla fita de RNA no
interior do nicleo proteico, circundado por um envelope lipidico proveniente
da célula hospedeira infectada. Esse retrovirus caracteriza-se por apresentar
longo periodo de laténcia, capacidade de evasao do sistema imunolégico, tro-
pismo pelas células com receptores de superficie do tipo CD4, e desenvolvi-
mento de doenga de progressdo lenta (Barré-Sinoussi; Ross; Delfraissy, 2013;
Maartens; Celum; Lewin, 2014; Deeks et al., 2015).

Os primeiros relatos de infec¢ao ocasionada pelo HIV foram registrados
pelo Centro de Controle e Prevengdo de Doengas (CDC, do inglés Center for
disease control) nos anos de 1977-1978, em regides do Haiti e Africa Central.
Nos Estados Unidos da América (EUA), o primeiro relato ocorreu em 1981,
em individuo com infecgdo fungica ocasionada pelo Pneumocystis carinii e
presenca de Sarcoma de Kaposi. Em 1984, o virus foi isolado pela equipe do
pesquisador Luc Montagnier (CDC, 1981; Barré-Sinoussi F. et al., 1983).
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No Brasil, o primeiro caso da infecgdo foi confirmado na cidade de Sao
Paulo, em 1982; subsequentemente, casos foram registrados em populagdes de
maior exposi¢ao ao risco. Atualmente, cerca de 37 milhoes de pessoas em todo
o mundo vivem com o virus. No Brasil, em 2017, foram diagnosticados 42.420
novos casos de HIV e 37.791 casos de AIDS. Dados epidemioldgicos indicam
que, entre os anos de 1980 e 2018, foram registrados 982.129 casos de AIDS
no pais (Brasil, 2018; UNAIDS, 2018; WHO, 2018).

A infecgao pelo HIV ocasiona deplegao e morte celular devido ao efeito
citopatico do virus e destrui¢do da arquitetura dos 6rgaos linfoides. O HIV
acomete principalmente os linfécitos T CD4+, além de células dendriticas
e macrofagos, podendo conduzir a uma doenga cronica denominada AIDS,
caracterizada por imunossupressdo profunda, ativacio de infeccdes latentes
e oportunistas, surgimento de tumores malignos como o Sarcoma de Kaposi,
febre, linfadenopatia, perda de peso e degeneragao do sistema nervoso central
(SNC), compreendendo uma doenga infectocontagiosa de grande preocupagao
para a saude publica (Montagnier, 2009; Barré-Sinoussi, 2010; Barré-Sinoussi;
Ross; Delfraissy, 2013; Naif, 2013; Deeks et al., 2015).

O ciclo de vida deste virus no hospedeiro compreende a infec¢do das
células-alvos pela ligagdo ao receptor CD4, sendo necessaria a presenga de re-
ceptores de quimiocinas (o CXCR4 nas células T e o CCR5 nos macrdfagos).
Apds a ligagdo a superficie celular, a glicoproteina gp120 promove alteragdo
conformacional da glicoproteina gp41 e exposi¢do do peptideo de fusdo, per-
mitindo a fusdo das membranas virais e do hospedeiro para entrada do ge-
noma viral no citoplasma. Sequencialmente, tem-se a transcri¢do genémica
do virus em DNA pré-viral, integragdo do pré-virus ao material genético da
célula hospedeira, transcri¢ao do genoma do virus e sintese proteica viral. As
particulas virais do HIV sintetizadas compreendem transcritos de RNA pro-

-viral em um complexo de nucleoproteinas, as quais brotam em novo virion,
propagando a infec¢do pelo organismo (Moss, 2013; Maartens; Celum; Lewin,
2014; Deeks et al., 2015).

A transmissdo do HIV ocorre pelo contato com os fluidos bioldgicos de
sangue, sémen, fluidos cérvico-vaginais ou leite materno contendo particulas
virais. Outros fluidos bioldgicos que apresentam o virus em quantidades mui-
to baixas, como saliva, lagrimas, urina e liquido cefalorraquidiano, sio deno-
minados nao transmissores do HIV (Lashley, 2006; Nanjul, 2011). As vias de
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infecgdo do virus constituem, portanto, o contato sexual desprotegido, o com-
partilhamento de agulhas contaminadas por usuarios de drogas intravenosas,
os acidentes com agulhas infectadas, a transferéncia transplacentaria (in ute-
ro) ou durante o parto, o aleitamento materno e a transfusdo de sangue ou de
hemoderivados infectados (Lashley, 2006; Brasil, 2013).

O diagnoéstico do HIV é realizado pela verificagdo da sorologia positiva ao
virus, com o objetivo de sua detecgdo precoce, e 0 monitoramento de progres-
sao da infecgdo ¢é realizado pelas contagens das subpopulagoes de linfdcitos T,
células CD4+ e CD8+, e pela carga viral (Brasil, 2013; Moss, 2013; Naif, 2013).

A infeccdo ocasionada pelo HIV caracteriza-se por uma ativa¢do croni-
ca do sistema imunoldgico, sendo que a evolugdo e a progressio da doenga
relacionam-se diretamente a determinantes do virus e do individuo infectado,
assim como pela interagdo entre fatores virais e do hospedeiro (Barré-Sinoussi;
Ross; Delfraissy, 2013). O organismo desenvolve respostas inatas e adaptativas
para defesa frente ao virus, porém, o hospedeiro, em decorréncia dos iniime-
ros mecanismos de evasao viral, apenas consegue reduzir a replicacao (Deeks
etal., 2015).

A evolugio classica da infecgdo consiste em uma fase inicial aguda e ines-
pecifica seguida de uma fase assintomatica com replicagao e morte viral cons-
tantes, ocorrendo forte interacdo entre as células de defesa e constantes e rapi-
das mutagdes do virus. Posteriormente, ocorre uma fase sintomatica inicial e
a AIDS, que se caracteriza por contagens de linfocitos T CD4+ abaixo de 200
células/mm3 e o desenvolvimento da sintomatologia da doenga (Brasil, 2013;
Moss, 2013; Naif, 2013).

O tratamento da infec¢do ocasionada pelo HIV e da AIDS consiste na te-
rapéutica denominada HAART (do inglés highly activity antiretroviral therapy),
que inclui a administragdo combinada de trés classes de agentes antirretrovi-
rais — inibidores da transcriptase reversa, inibidores de protease e inibidores
da integrase — que visam as moléculas virais. Em individuos com infec¢oes
associadas utiliza-se profilaxia adequada complementar a HAART. A utiliza-
¢do da terapia antirretroviral possibilitou a progressao mais lenta da doenga
e diminui¢ao da incidéncia de infec¢des oportunistas, cancer e degeneragao
do sistema nervoso central (SNC) ( Montagnier, 2009; Barré-Sinoussi, 2010).

Como a infecg¢éo causada pelo HIV nédo apresenta um tratamento curativo
e tem grande impacto na saude publica mundial, torna-se relevante conhecer
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os mecanismos imunoldgicos e bioquimicos que podem estar associados a essa
infec¢do, a fim de encontrar possiveis terapéuticas complementares e melhorar
a qualidade de vida dos individuos infectados.

Sistema purinérgico e o sistema imunoldgico

Devido a infec¢do pelo HIV ocasionar uma ativagdo cronica do sistema
imunolégico, indica-se que, possivelmente, mecanismos sinalizadores - sis-
tema purinérgico, por exemplo - apresentam correlagdo com a progressao e
progndstico da infecgao.

O sistema purinérgico compreende uma rede de sinalizagao celular, repre-
sentando uma importante via moduladora de iniimeros processos fisioldgicos,
como modulagdo da resposta inflamatdria e imunologica, atuando também
na neurotransmissao e neuroprote¢do, no mecanismo da dor, na agregagdo
plaquetaria e tromborregulagio, na vasodilatagdo mediada pelo endotélio, na
proliferagdo e morte celular (Burnstock, 1972, 2006; Martins et al., 2016).

O sistema de sinalizagdo purinérgica tem suas moléculas sinalizadoras
liberadas para o espago extracelular em resposta a situagdes de dano, injiria e
disturbios metabdlicos, nas quais essas moléculas vao atuar como sinais sen-
soriais moduladores da resposta imune. No sistema imunoloégico, a sinaliza-
¢do purinérgica atua como padrdes moleculares associados a danos (DAMPs)
frente as lesdes inflamatorias e apresenta-se associada a: interagdo entre células;
secregdo de citocinas; quimiotaxia; ativagdo, modelagem e direcionamento de
células imunes; remocédo de patoégenos intracelulares e geracao de espécies re-
ativas de oxigénio (ERO) (Antonioli et al., 2013; Pacheco et al., 2014).

A realizagdo das fungdes purinérgicas ocorre em decorréncia da expres-
sao dos purinoreceptores (P1 e P2) e das ectoenzimas na superficie das células
imunes, sendo que a ativa¢do dos receptores desencadeia o efeito imunomo-
dulador das purinas, o qual é finalizado pela degradacao sequencial das ec-
toenzimas. Receptores do tipo P2 sdo expressos em diferentes células, sendo
que os metabotropicos acoplados a proteinas G — P2Y foram caracterizados
em neutrdfilos, eosinéfilos, mondocitos, macrofagos, células dendriticas (CD),
células natural killer (NK), linfocitos T e B. Subtipos de receptores ionotropi-
cos — P2X sao expressos em fagdcitos, neutrofilos, eosinofilos, linfocitos T e
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mastdcitos. Os receptores do tipo P1 sao amplamente expressos na superficie
de todas as células imunes da linhagem mieloide e linfoide (Antonioli et al.,
2013; Di Virgilio; Vuerich, 2015; Passos et al., 2018).

As ectoenzimas purinérgicas, particularmente a ecto-nucleosideo trifos-
fato difosfoidrolase do tipo 1 (E-NTPDasel ou CD39) e a ecto-5"-nucleotidase
(CD73), atuam na metaboliza¢ao dos nucleotideos de adenina, regulando a
duragao e composi¢do do “halo purinérgico” que circunda as células imunes.
Elas sdo consideradas interruptores imunoldgicos, estando associadas com
respostas frente a condigdes fisiopatoldgicas, como a AIDS (Bours et al., 2006;
Antonioli et al., 2013; Di Virgilio; Vuerich, 2015). As ectoenzimas sdo expres-
sas em praticamente todas as células do sistema imunoloégico. As E-NTPDases
sao expressas em células NK, subconjuntos de células T como os linfécitos T
regulatdrios (Treg), macrofagos e CDs (Schachter et al., 2015).

O nucleotideo ATP tem sua atividade imune correlacionada as suas con-
centragdes, podendo atuar como molécula imunoestimulante ou imunode-
pressora, sendo que seus sinais extracelulares sio detectados e transduzidos
por receptores do tipo P2 (Di Virgilio; Vuerich, 2015).

O ATP modula a diferenciagao, atua na sinalizagdo de migra¢ao, quimio-
taxia celular e sinalizagdo para morte celular. Essa molécula, quando ligada ao
receptor P2X7, relaciona-se a estimulacao mitogénica de linfécitos T, promo-
vendo a modulagédo das células Treg no fenétipo pro-inflamatorio Th17, secre-
tando citocinas IL-1P e IL-18 e ativando o inflamossoma, estimulando a morte
bacteriana e apoptose dos macrofagos (Pacheco et al., 2014; Di Virgilio; Vuerich,
2015). A ligagdo do ATP ao receptor P2Y2 promove um sinal de atragdo para
monécitos/macr(')fagos; quanto aos receptores P2Y12 e P2X4, tem-se extensao
e migragdo das microglias; e o subtipo P2Y6 foi descrito como desencadea-
dor da fagocitose microglial (Bours et al., 2006; Burnstock; Boeynaems, 2014).

A molécula do ATP também exerce diversas atividades nas CDs, ao ligar-
-se com o receptor P2Y2 promove quimiotaxia; o acoplamento ao P2Y11 asso-
ciado a uma resposta Th2 promove semimaturagio e expressio de moléculas
co-estimuladoras; ao ligar-se com o P2X7, tém-se a indu¢ao do inflamassoma,
secrecao de IL-1p e efeito pro-inflamatdrio; e o acoplamento ao receptor P2Y12
promove a endocitose do antigeno (Burnstock; Boeynaems, 2014).

Concentracdes baixas do nucleosideo ADO sdo encontradas extracelular-
mente em condigdes fisioldgicas, promovendo protecao e regeneragao tecidual
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imunoldgica, o acimulo dessa molécula decorre principalmente da via de hi-
droélise dos nucleotideos pelas ectoenzimas, porém, a ADO em quantidades
elevadas representa um aumento exacerbado da imunossupressdo, ocasionando
dificuldades de eliminagéo de virus e do controle da replicagdo viral (Passos
etal., 2018).

A ADO é reconhecida como potente molécula imunossupressora, e seus
sinais sdo detectados e transduzidos por receptores P1. A funcionalidade imu-
nossupressora esta associada ao fato de seu acoplamento aos subtipos de recep-
tores A2A e A2B, que exercem efeitos inibitdrios e promovem o aumento das
concentra¢des de AMP ciclico (AMPc) nos linfocitos e timécitos (Antonioli
et al., 2013; Di Virgilio; Vuerich, 2015). O AMPc modula inimeros proces-
sos imunossupressores, atuando na funcgéo, proliferagdo e ativacio de células
imunes, porém, em niveis elevados é considerado toxico (Passos et al., 2018).

A ADO também ¢é reconhecida como potente inibidor da agregacao pla-
quetaria e modulador do tonus vascular. Ela atua inibindo a proliferacdo de
linfocitos T e a secrec¢do de citocinas pré-inflamatdrias, como IL-2, TNF-a e
IFN-y, e promove a secre¢do das citocinas anti-inflamatdrias (Nikolova et al.,
2011; Pacheco et al., 2014; Rezer et al., 2007, 2018).

Esse nucleosideo modula a diferencia¢ao das células imunes, promovendo
expansio das células envolvidas na imunossupressio e ocasionando a inibi¢éo
da mobilidade celular, da migragdo para os ganglios linfaticos e da adesdo ao
endotélio. A atuagdo da ADO nas células dendriticas ocorre pela liga¢ao aos
subtipos de receptores A2A e A2B, favorecendo a polarizagdo ao fenétipo ce-
lular do tipo Th2 (Burnstock; Boeynaems, 2014; Di Virgilio; Vuerich, 2015).

Sistema purinérgico e o HIV

O sistema purinérgico apresenta inimeras funcionalidades relacionadas
as células do sistema imunoldgico. Atua diretamente em sinalizag¢des de dano,
recrutamento e polarizagdo das células imunes, apresentando efeitos imunos-
supressores e imunoestimuladores. Dessa forma, ele pode influenciar na se-
quéncia de eventos fisiopatoldgicos, resposta imune inata e adaptativa frente
ao agente infeccioso, na progressdo e no prognoéstico da infecgdo ocasionada
pelo HIV (Antonioli et al., 2013).
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Os receptores do sistema purinérgico podem favorecer a entrada do virus
no organismo, enquanto as ectoezimas purinérgicas podem atuar bloqueando a
progressao da doenga e melhorando a resposta imune contra o virus (Leal et al.,
2005). O conhecimento do padrio de atividade e expressdo de componentes do
sistema purinérgio em individuos infectados pelo virus HIV é muito importan-
te para o entendimento dos mecanismos da doenga e possibilitard a inclusdo de
antagonistas desses sinalizadores como uma possivel terapéutica complementar
para o virus.

Ectoenzimas purinérgicas e o HIV

Segundo Antonioli e colaboradores (2013), a via de hidrélise promovida
pelas ectoenzimas CD39 e CD73 atua de forma dinamica com o contexto fisio-
patoldgico no qual esta inserida, como no caso da infecgdo ocasionada pelo HIV,
sugerindo que essas ectoenzimas também podem atuar como futuros alvos te-
rapéuticos. Outros autores verificaram que os efeitos inibitdrios das células Treg
sao minimizados por regulagdo negativa da CD39, além de um polimorfismo
no gene que codifica essa ectoenzima indicar uma progressao mais lenta para a
AIDS (Nikolova et al., 2011; Burnstock; Boeynaems, 2014; Schachter et al., 2015;
Passos et al., 2018).

Nikolova e colaboradores (2009; 2011) verificaram uma expressao aumen-
tada de CD39 associada as células Treg em individuos HIV soropositivos, pro-
movendo ativagdo imune exagerada, menor contagem de linfocitos T CD4+ e
inibigdo da proliferacdo dos linfécitos T CD8+, indicando um envolvimento da
expressao desta ectoenzima com a progressao da infec¢ao cronica pelo HIV. O
efeito inibitorio das células Treg foi diminuido utilizando agonistas de adenosina.
Jenabian et al. (2013) também correlacionaram a expressdo aumentada de CD39
em células Treg com a progressao da infecgdo ocasionada pelo HIV, os autores
indicaram que células T de individuos com HIV tém uma expressao mais ele-
vada do receptor A2A, bem como uma maior geragdio de AMPc e uma menor
produgdo de IL-2, contribuindo para imunossupressao.

Leal e colaboradores (2005) mostraram um aumento da atividade da NTPDa-
se e da expressdo de CD39 em linfocitos de pacientes HIV-soropositivos, suge-
rindo um importante desempenho da ectoenzima no controle da fung¢éo dos
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linfécitos. Wiesch et al. (2011) verificaram um aumento da expressao de CD39
em individuos HIV-soropositivos e uma correla¢io com o menor nimero ab-
soluto de células Treg.

Biomoléculas purinérgicas, purinoreceptores e HIV:
o nucleotideo ATP, seus receptores e 0 HIV

As biomoléculas purinérgicas ligam-se a seus receptores e desencadeiam
sua fun¢do de sinalizacdo celular, atuando diretamente na infec¢do ocasiona-
da pelo HIV.

Barat e colaboradores (2008) postularam que concentragdes micromola-
res de ATP extracelular poderiam reduzir a transferéncia do virus HIV de CDs
imaturas para células T CD4+. A diminuic¢do da atividade da NTPDase em ma-
créfagos e a alta concentragao de ATP também se relacionou a diminuigdo da
replicagdo. Wagner (2011) indicou que o ATP extracelular esta associado com
a secrecdo de citocinas IL-1 e IL-12, atuando na modula¢ao e diferenciagdo
celular no HIV, induzindo o perfil fenotipico Th1, o autor também associou o
ATP asinalizac¢do de apoptose indicando que essa molécula pode ser utilizada
para promover a morte celular programada, eliminando células que apresen-
tam reservatorios de particulas infecciosas. Porém, outros autores indicaram
que o ATP atua facilitando a entrada do virus na célula do hospedeiro (Séror
et al., 2011; Hazleton; Berman; Eugenin, 2012; Schachter et al., 2015).

Séror e colaboradores (2011) determinaram que receptores purinérgicos
modulam a infec¢do ocasionada pelo HIV-1. As glicoproteinas do envelope
viral estimulam a liberagao de ATP pelos canais da panexina-1(Panx-1), pro-
movendo interagdo entre a proteina do envelope viral e os receptores especifi-
cos da célula-alvo. A atuagdo do ATP ocorre principalmente no receptor P2Y2,
ativando a tirosina cinase 2 (Pyk2), a qual promove a despolarizagao da mem-
brana plasmatica e estimula a fusdo entre a membrana viral e do hospedeiro.
Os autores indicaram que esta via sinalizadora pode representar importante
alvo terapéutico para o bloqueio da fusao viral.

Swartz e colaboradores (2014) correlacionaram a sinalizagdo purinérgica
com a infecgdo ocasionada pelo HIV, indicando que receptores do tipo P2X
atuam diretamente na fusio entre as membranas, e a utiliza¢ao de antagonistas
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desses receptores inibiu efetivamente a infec¢ao célula-célula, sugerindo que
esses receptores sdo potentes alvos terapéuticos (Swartz et al., 2014; Swartz;
Dubyak; Chen, 2015).

Passos e colaboradores (2015) indicaram que o HIV promove a liberagao
de ATP, consequentemente os canais de Panx-1 sdo abertos e tétm-se a ativacao
dos receptores purinérgicos, particularmente o P2X1, que permite a entrada
viral; o receptor P2Y2 apresenta-se associado com despolarizagao e facilita a
fusdo das membranas, e os receptores P2X7 e P2Y1 estdo envolvidos nas fases
posteriores de replicagdo viral. A Figura 1 representa a correlagao do ATP e
receptores purinérgicos na infec¢ao ocasionada pelo HIV.

Figura 1: Representacdo do envolvimento dos purinoreceptores na infec¢ao ocasionada
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Fonte: Passos, Schetinger e Leal (2015) - adaptada.

*  Os canais de panexina-1 (Panx-1) permanecem abertos em resposta
a liberagdo de ATP. O receptor do subtipo P2X1 tem sido relaciona-
do a entrada viral, P2Y2 ao estimulo de despolarizac¢io e fusao viral,
P2X7 e P2Y1 estdo associados a fases posteriores da infec¢do, como
na replicagéo viral.
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O receptor P2X7 relaciona-se ao influxo de potassio e ativagdo do inflamas-
soma NLRP3, que conduz a ativacio da via da caspase-1 levando a morte celular,
sendo que esse receptor pode se associar diretamente a deplecdo celular em in-
dividuos HIV soropositivos (Passos; Schetinger; Leal, 2015; Passos et al., 2018).

Os macroéfagos constituem um dos tipos celulares infectados pelo HIV e
atuam de forma significativa para a progressao da infecgdo. As células infecta-
das constituem reservatorios virais dos virions de HIV e podem migrar para o
SNC, ocasionando neurotoxicidade e degeneragdo. Hazleton e colaboradores
(2012) demonstraram que o receptor purinérgico P2X1 atua na entrada do HIV
nos macrofagos, facilitando a ligagao da proteina gp120 aos macrofagos devido
a um mecanismo de regulagao associado ao aumento de calcio intracelular, es-
timulando a liberagdo de ATP e permitindo a entrada e replicagédo viral. Esses
dados corroboram a correlagdo da inibigdo de CD39 como alvo terapéutico.

Graziano e colegas (2015) verificaram que o ATP extracelular promove
uma rapida liberagao das particulas infecciosas contidos nos macréfagos atra-
vés da interagdo com o receptor P2X7, promovendo progressdo da infecgao.
Os autores também demonstraram que o fairmaco Imipramina (agente antide-
pressivo) bloqueia essa liberagao.

Segundo os estudos de Giroud e colaboradores (2015), demonstraram
que o agonista do receptor P2X1 - NF279 - inibe a fusao do HIV-1 e bloqueia
a interagao do virus com coreceptores em linhagens primarias de macréfagos,
sugerindo que receptores do tipo P2X estdo envolvidos na sinalizacdo de en-
trada do HIV-1.

O nucleosideo ADO, seus receptores e 0 HIV

O HIV prejudica a ativagdo, funcionalidade e sobrevivéncia das células do
sistema imunoldgico, principalmente em decorréncia da ligagao aos receptores
A2A e A2B conduzindo a uma exacerbada produgdo de AMPc, ADO e con-
sequente imunossupressdo, com alto prejuizo em individuos que apresentam
deficiéncia da ectoenzima adenosina desaminase (ADA) (Passos et al., 2018).

Em individuos infectados pelo HIV, a ADA estimula as CDs, aumentando
sua estimulagdo e polarizagao em fenétipo Th1, assim como promove secregdo de
IL-12, TNF-a e IL-6. Nos linfocitos T CD8+, essa ectoenzima aumenta a atividade
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da telomerase, permitindo a neutralizagdo dos efeitos da ADO na promogao de
senescéncia replicativa (Passos; Schetinger; Leal, 2015; Passos et al., 2018).

A glicoproteina viral gp120, que inicia a ligagao viral a célula do hospe-
deiro, atua no organismo impedindo a intera¢cdo da ADA com o receptor de
superficie CD26; consequentemente, ha um efeito inibitério nas células T, que
diminui sua proliferagao, reduz as fungdes imunomoduladoras das células Treg
e gera ADO. O aumento das concentragdes de ADA in vitro associou-se menor
carga viral do HIV e maior contagem de células T CD4+ (Martinez-Navio et
al., 2011; Passos et al., 2018).

Assim, as informagdes sobre o sistema purinérgico e o HIV nos permi-
tem identificar a atuagdo dessa sinalizacdo frente a infec¢do, porém ressalta-

-se a importincia da continua pesquisa na area, para melhor compreensao da
interacao entre estes eventos.

CONSIDERACOES FINAIS

A sinalizagdo purinérgica, em especial a intera¢ao das moléculas sinalizado-
ras ATP e ADO com determinados receptores purinérgicos (P2X1, P2X7, P2Y1,
P2Y2, A2A e A2B), relaciona-se diretamente com a ativacio cronica do sistema
imunolégico: entrada, fusio e replicagao viral do HIV e resposta imune deficiente
frente a infec¢io ocasionada pelo virus, indicando que essa via sinalizadora repre-
senta um importante mecanismo na elucida¢io da infec¢do ocasionada pelo HIV.

Como a infecgdo pelo HIV e a AIDS se constituem uma doenga cronica
incuravel associada a inumeras sequelas e comorbidades nos individuos infec-
tados, além de representar grave preocupacio para a saude publica, torna-se de
fundamental relevancia conhecer as vias metabolicas associadas para melhorar
a saude das pessoas infectadas pelo virus, em longo prazo.

Assim, a correlagdo encontrada entre os componentes do sistema purinér-
gico e as vias inflamatoérias e infecciosas do HIV pode permitir a elaboragao de
estratégias terapéuticas que tenham como alvo esses componentes. Assim, dire-
ciona uma melhor resposta imunolégica do organismo infectado e, consequen-
temente, um aumento de sobrevida e melhora na qualidade de vida dos indivi-
duos HIV-soropositivos.



318

REFERENCIAS

ABBAS, A. K LICHTMAN,
ANDREW H. PILLAI, S. Imunologia
Celular e Molecular. 6. ed. Rio de Janeiro:
Elsevier, 2008.

ABBAS, A. K; LICHTMAN, A. H.
Imunologia Basica: Fungdes e distirbios
do sistema imunolégico. 3. ed. Rio de
Janeiro: Elsevier, 2009.

ANTONIOLI, L. et al. CD39 and
CD73 in immunity and inflammation.
Trends. Mol. Med., v. 16, n. 6, p. 355-367,
2013.

BARAT, C. et al. Extracellular ATP
reduces HIV-1 transfer from immature
dendritic cells to CD4 + T lymphocytes.
Retrovirology, v. 5, n. 30, p. 1-15, 2008.

BARRE-SINOUSSI, E HIV: A
discovery opening the road to novel
scientific knowledge and global health
improvement. Virology, v. 397, p. 255-259,
2010.

BARRE-SINOUSSI, E; ROSS, A. L;
DELFRAISSY, J.-E Past, present and
future: 30 years of HIV research. Nature
Reviews Microbiology, v. 11, p. 877-883,
2013.

BARRE-SINOUSSI E, et al. Isolation
of a T-lymphotropic retrovirus from
a patient at risk for acquired immune
deficiency syndrome (AIDS). Science, v.
220, p. 868-871., 1983.

BOURS, M. J. et al Adenosine
5-triphosphate and  adenosine as
endogenous signaling molecules
in immunity and inflammation.

Pharmacology & Therapeutics 112, v. 112,
p- 358-404, 2006.

BRASIL, M. DA S. Manual técnico
para o diagnostico da infecgdo pelo HIV.
Secretaria de Vigilincia em Satde, v. 1, p.
1-56, 2013. Disponivel em: http://bvsms.
saude.gov.br/bvs/publicacoes/manual
tecnico_diagnostico_infeccao_hiv.pdf.
Acesso em: 11 fev. 2019.

BRASIL.  Ministério da Saude.
Boletim Epidemiol6gico HIV/AIDS 2018.
Secretaria de Vigilancia em Saude, v. 1, p.
1-131, 2018. Disponivel em: http://www.
aids.gov.br/pt-br/pub/2018/boletim-
epidemiologico-hivaids-2018. Acesso em:
11 de fev. 2019.

BURNSTOCK, G. Purinergic nerves.
Pharmacolo, v. 24, p. 509-581, 1972.

BURNSTOCK, G. Purinergic
signalling. Journal of Pharmacology, v.
147,n. 1, p. 172-181, 2006.

BURNSTOCK, G.,; BOEYNAEMS,
J. M. Purinergic signalling and immune
cells. Purinergic Signalling, v. 10, n. 4, p.
529-564, 2014.

CDC, Center for Desease Control.
Kaposis Sarcoma and Pneumocystis
pneumonia among homosexual men.
New York. MMWR Morb Mortal Wkly
Rep, v. 30, p. 305-308, 1981.

DEEKS, S. G. et al. HIV infection.
Nature Reviews Disease Primers, v. 1, p.
01-22,2015.

DI VIRGILIO, E; VUERICH, M.
Purinergic signaling in the immune
system. Autonomic Neuroscience: Basic
and Clinical, v. 191, p. 117-123, 2015.

GIROUD, C. et al. P2X1 Receptor
Antagonists Inhibit HIV-1 Fusion by



319

Blocking Virus- Coreceptor Interactions.
Journal of Virology, v. 89, n. 18, p. 9368-
9382, 2015.

GRAZIANO, F. et al. Extracellular ATP
induces the rapid release of HIV-1 from
virus containing compartments of human
macrophages. PNAS Plus — Microbiology,
v. 8, p. E3265-E3273, 2015.

HAZLETON, J. E; BERMAN, ]. W,
EUGENIN, E. A. Purinergic Receptors are
Required for HIV-1 Infection of Primary
Human Macrophages. ] Immunol, v. 188,
n. 9, p. 4488-4495, 2012.

JENABIAN, M. et al. Regulatory T
Cells Negatively Affect IL-2 Production
of Effector T Cells through CD39 /
Adenosine Pathway in HIV Infection.
PLoS Pathogens, v. 9, n. 4, p. 1-11, 2013.

LASHLEY, E. R. Transmission and
Epidemiology of HIV/AIDS: a Global
View. Nursing Clinics of North America,
v. 41, n. 3, p. 339-354, 2006.

LEAL, D. B.R. et al. Characterization
of NTPDase (NTPDasel; Ecto-apyrase;
ecto- diphosphohydrolase; CD39; EC
3.6.1.5) activity in human lymphocytes.
Biochimica et Biophysica Acta, v. 1721,
n. 1-3, p. 9-15, 2005.

MAARTENS, G, CELUM,
C; LEWIN, S. R. HIV infection:
epidemiology, pathogenesis, treatment,
and prevention. Lancet., v. 384, n. 9939,
p. 258-271, 2014.

MARTINEZ-NAVIO, J. M. et al
Adenosine deaminase potentiates the
generation of effector , memory , and
regulatory CD4+ T cells. Journal of
Leukocyte Biology, v. 89, n. 1, p. 127-
136, 2011.

MARTINS, C. C. et al. Regular
exercise training reverses
ectonucleotidase  alterations  and
reduces hyperaggregation of platelets
in metabolic syndrome patients. Clinica
Chimica Acta, v. 454, p. 66-71, 2016.

MONTAGNIER, L. 25 Years after
HIV discovery: Prospects for cure and
vaccine. Virology, v. 48, n. 32, p. 5815-
5826, 2009.

MOSS, J. A. HIV/AIDS Review.
Radiologic Technology, v. 84, n. 3, p.
247-267, 2013.

NAIF, H. M. Pathogenesis of HIV
infection. Infectious Disease Reports, v.
5,n.1, p. 26-30, 2013.

NANJUL, G. O. Human
immunodeficiency virus transmission
and hemophilia. Global View of HIV
Infection, v. 149, n. 6, p. 1379-1380,
2011.

NIKOLOVA, M. et al. Regulatory
T cells inhibit CD8 T cell proliferation
in HIV-1 infection through CD39/
adenosine pathway. Retrovirology, v. 6,
n. Suppl 3, p. 0-20, 2009.

NIKOLOVA, M. et al. CD39/
adenosine pathway is involved in AIDS
progression. PLoS Pathogens, v. 7, n. 7,
2011.

PACHECO, P. A. E. et al. Putative
roles of purinergic signaling in human
immunodeficiency virus-1 infection.
Biology Direct, v. 9, n. 21, p. 1-12, 2014.

PASSOS, D. E et al. Adenosine
signaling and adenosine deaminase
regulation of immune responses:
impact on the immunopathogenesis of



320

HIV infection. Purinergic Signalling, v.
14, p. 309-320, 2018.

PASSOS, D. E; SCHETINGER, M. R.
C.; LEAL, D. B. R. Purinergic signaling
and human immunodeficiency virus/
acquired immune deficiency syndrome:
From viral entry to therapy. World
Journal of Virology, v. 4, n. 3, p. 285-294,
2015.

REZER, J. E. P. et al. Condi¢oes ideais
de pH e temperatura para a atividade
da NTPDase em linfécitos de pacientes
imunodeprimidos pela infec¢io causada
pelo HIV-1. Disc. Scientia, v. 8, n. 1, p.
1-9, 2007.

REZER, J. E P. et al. Microbial
Pathogenesis Changes in inflammatory/
cardiac markers of HIV positive
patients. Microbial Pthogenesis, v. 114,
n. November 2017, p. 264-268, 2018.

SCHACHTER, J. et al. Inhibition
of ecto-ATPase activities impairs
HIV-1 infection of macrophages.
Immunobiology, v. 220, n. 5, p. 589-596,
2015.

SEROR, C. et al. Extracellular ATP
acts on P2Y2 purinergic receptors to
facilitate HIV-1 infection. The Journal
of Experimental Medicine, v. 208, n. 9,
p- 1823-1834, 2011.

SWARTZ, T. H. et al. P2X-Selective
Purinergic Antagonists Are Strong
Inhibitors of HIV-1 Fusion during both

Cell-to-Cell and Cell-Free Infection.
Journal of Virology, v. 88, n. 19, p.
11504-11515, 2014.

SWARTZ, T. H; DUBYAK, G. R;
CHEN, B. K. Purinergic Receptors:
Key Mediators of Hiv-1 infection and
inflammation. Frontiers in Immunology,
v. 6, n. 585, p. 1-9, 2015.

UNAIDS. Estatisticas AIDS. 2018.
Disponivel em: https://unaids.org.br/
estatisticas/. Acesso em: 30 jan. de 2019.

WAGNER, M. C. E. The Therapeutic
Potential of Adenosine Triphosphate as
an Immune Modulator in the Treatment
of HIV / AIDS: A Combination
Approach with HAART. Current HIV
Research, v. 9, n. 4, p. 209-222, 2011.

WHO. UNAIDS Data, 2017. World
Health Organization, 2018. Disponivel
em: http://www.unaids.org/sites/
default/files/media_asset/20170720_
Data_book_2017_en.pdf. Acesso em:
30 jan. 2019.

WIESCH, J. S. ZUR et al
Comprehensive Analysis of Frequency
and Phenotype of T Regulatory Cells
in HIV Infection: CD39 Expression of
FoxP3+ T Regulatory Cells Correlates
with Progressive Disease. Journal of
Virology, v. 85, n. 3, p. 1287-1297, 2011.



DOENCAS CAUSADAS POR FUNGOS
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INTRODUCAO

Fungos sdo organismos eucariotas, classificados em seu proprio reino, o

reino Fungi. De forma geral, apresentam uma parede celular rigida composta
de quitina, glicana e uma membrana plasmatica em que o ergosterol (esterol)
¢ o principal componente que substitui o colesterol, como se observa na Figura

1. (Murray; Rosenthal; Pfaller, 2014).

Figura 1: Estrutura da parede celular comum a fungos patogénicos
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*  Componentes estruturais presentes em diversos fungos patogénicos.

A Micologia Médica é o ramo da Microbiologia que estuda os fungos, ge-
ralmente microscépicos, agentes de infec¢des conhecidas como micoses, ex-
pressao utilizada pela primeira vez, em 1856, por Rudolf Virchow (1821-1902)
(Lacaz; Porto; Martins, 1991).

Fungos sdo organismos ubiquos, os quais degradam matéria organica e
podem existir como saprofitos, simbiontes, comensais ou parasitas. O interesse
em seu estudo emergiu nas ultimas décadas devido ao grande contingente de
individuos imunossuprimidos ou hospitalizados com doengas de bases graves
(Lacaz; Porto; Martins, 1991).

Os fungos e seus metabdlitos interessam a Medicina sob varios aspectos,
por exemplo: a) como agentes relacionados a micoses, com quadros clinicos que
variam de assintomaticos a graves; b) como agentes de hipersensibilidade ime-
diata ou tardia; ¢) como agentes de micetismo (intoxicagdo provocada pela in-
gestdo de fungos macroscdpicos); e d) como agentes de micotoxicoses, ou seja, a
ingestdo continua e prolongada de alimentos que contenham micotoxinas como
as aflatoxinas, cujas agdes carcinogénicas e nefrotdxicas tém sido descritas na
literatura (Lacaz; Porto; Martins, 1991).

A classificagao taxondmica de fungos é baseada em sua morfologia e for-
magio de esporos, além de outras caracteristicas estruturais, bioquimicas e
moleculares, cada vez mais compreendidas e consideradas. Fungos podem ser
uni ou multicelulares e de forma mais simplificada, em termos de identificacdo
morfolodgica, se apresentam como leveduras e fungos filamentosos. Sua forma
de reproducdo pode ser sexuada ou assexuada. Leveduras reproduzem-se por
brotamento ou fissdo, caracterizadas por formato redondo/oval ou estruturas
alongadas - pseudohifas. Elas sdo unicelulares e produzem colonias redondas e
mucoides em meios de cultura. Fungos filamentosos sdo organismos multicelu-
lares, caracterizados por formas de hifas, as quais podem ser septadas, apresentar
poucos septos ou ser asseptadas. A reunido de diversas hifas constitui o micélio, e
suas coldnias sao descritas como filamentosas, aveludadas ou algodonosas. Hifas
podem produzir estruturas conhecidas como conidios (estrutura de reprodugio
assexuada), os quais sdo facilmente dispersos pelo ar, funcionando inclusive como
forma infectante (Murray; Rosenthal; Pfaller, 2014).
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Uma caracteristica importante tanto do ponto de vista de patogenicidade
como de identificagdo é a presenca do dimorfismo que alguns fungos apresen-
tam, podendo ser inclusive ligado a altera¢des de temperatura (Murray; Rosen-
thal; Pfaller, 2014).

Os fungos podem apresentar respiragao aerdbia, anaerobiose facultativa
ou serem estritamente anaerobios. Seu metabolismo é heterotrdfico e os mes-
mos sdo bioquimicamente versateis na produgdo de varios compostos, como
por exemplo: dcido citrico, etanol e glicerol (metabdlitos primarios) e metabd-
litos secunddrios, como: antibioticos amanitenos e aflatoxinas. Seu crescimento
pode ser lento e dentre milhares de espécies, poucas centenas podem efetiva-
mente causar doen¢a em humanos, como se apresenta na Tabela 1 (Murray;
Rosenthal; Pfaller, 2014).



324

Tabela 1: Géneros de fungos mais prevalentes e de importancia clinica

Taxonomia

Géneros

Doengas em humanos

Classe: Zigomicetos

Ordem: Mucorales,
Entomophtorales

Rhizopus, Mucor, Absidia,
Saksenaea, Basidiobolus,
Conidiobolus

Mucormicose: oportunista
em pacientes imunossupri-
midos inclusive por desnutri-
¢do. Infecgbes subcutineas e
gastrointestinais

Classe: Basidiomicetos

Teleomorfos de Cryptococ-
cus, Malassezia e espécies de
Trichosporon

Criptococose e numerosas
micoses

Classe: Arquiascomicetos

Pneumocystis jirovecci

Pneumonia/
imunossuprimidos

Classe: Hemiascomicetos

Teleomorfos espécies de Can-
dida; Saccharomyces

Numerosas micoses

Classe: Euascomicetos

Ordem: Onygenales

Arthroderma (teleomorfos de
Trichophyton e Microsporum);
Ajellomyces (teleomorfos de
espécies de Blastomyces e
Histoplasma)

Dermatofitoses; micoses
sistémicas

Ordem: Eurotiales

Teleomorfos de espécies de
Arpergillus

Aspergilose

Ordem: Hypocrealues

Teleomorfos de espécies de
Fusarium

Ceratite e outras micoses
invasivas

Ordem: Microascales

Pseudallescheria (teleomorfo
de espécies de Scedosporium,)

Pneumonia, micetoma e mi-
coses invasivas

Outra forma didatica de classificagao para o estudo de micoses é sua divi-
sao em locais anatdmicos afetados, como micoses superficiais, micoses cutaneas,
micoses sistémicas e micoses oportunistas (Murray; Rosenthal; Pfaller, 2014).

A resposta imune contra fungos envolve neutrofilos e macrofagos, os
principais mediadores da imunidade inata. Pacientes com imunodeficiéncia
inata sdo suscetiveis a infeccdes por fungos oportunistas. O reconhecimento
fangico pelas células imunes ocorre por meio de receptores TLRs (Toll like) e
do tipo lectina. Os fagocitos produzem inumeros peptideos fungicidas além
da liberacdo classica de enzimas lisossomais e morte por meio de espécies re-
ativas de oxigénio e nitrogénio. Mais recentemente, tem-se compreendido o
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papel do ATP na modulagéo da resposta inflamatdria como uma alarmina em
diversas doengas infecciosas e nio infecciosas. (Abbas; Lichtman; Pillai, 2015).

A imunidade celular é o principal mecanismo de imunidade adaptativa
contra infecgdes fungicas. Muitos fungos extracelulares provocam fortes reagoes
T, 17, impulsionadas em parte pela ativagdo de células dendriticas, pela ligagao
de glucanas fungicas a dectina-1, um receptor para este polissacarideo fingico.
As células dendriticas ativadas produzem citocinas indutoras de T, 17, como IL-6
e IL-23. As células T, 17 estimulam a inflamagao e recrutamento de fagdcitos. Os
individuos imunodeficientes, com respostas T, 17 defeituosas, siao suscetiveis a
infec¢des, como candidiase mucocutanea cronica. As respostas T, 1 sdo protetoras
em infec¢des fungicas intracelulares, como a histoplasmose, mas essas respostas
podem provocar a inflamagdo granulomatosa, que é uma importante causa de
lesao tecidual no hospedeiro. Fungos também induzem respostas especificas de
anticorpos que podem ser protetoras (Abbas; Lichtman; Pillai, 2015).

Mesmo fungos superficiais, os quais sdo pouco patogénicos, podem ini-
bir a ativa¢do do sistema imune por meio de indugédo de liberacdo da citocina
IL-10, como é o caso das propriedades imunossupressoras de mananas como
responsaveis pela cronicidade da dermatofitose por Trichophyton rubrum
(Criado et al., 2011). Ja cepas mais patogénicas de Cryptococcus neoformans
inibem a produgéao de citocinas, tais como o TNF e a IL-12 por macrdéfagos,
estimulam a produgao de IL-10, inibindo a ativagao dos macréfagos (Abbas;
Lichtman; Pillai, 2015).

Pessoas com o sistema imune em bom funcionamento apresentam re-
sisténcia e resposta imune inata e adaptativa as infec¢des fingicas, mesmo
ao serem constantemente expostos as formas infecciosas de diversos fungos
presentes como parte da microbiota normal ou no ambiente externo (Murray;
Rosenthal; Pfaller, 2014).

Algumas infecgdes fungicas podem causar doenga mesmo em hospedeiros
sauddveis, como a micose sistémica paracoccidioidomicose, mas, mesmo nes-
tes casos, existem polos de apresentagdes clinicas, as quais variam em fungdo
do padrao de resposta imune celular, representada por linfécitos TCD4" T, 1,
T2, T,9eT,17 (Shikanai-Yakuda et al., 2017).

Também existe interesse no estudo dos fungos em relagao a agricultura,

aquicultura entre outros. Economicamente, podem existir perdas significativas
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em alimentos contaminados com teores altos de micotoxinas. A Agéncia Na-
cional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por meio da RDC 07, de 2011, regu-
lamenta, baseado em padrdes internacionais, os niveis maximos dessas toxinas,
sobretudo, em graos e em uma grande variedade de alimentos destinados ao
consumo humano e animal, como aflatoxina M1, aflatoxina B1, B2, G1, G2,
Ocratoxina A, Desoxinivalenol, Fumonisinas (B1 + B2), Zearalenona e Patu-
lina (ANVISA, 2011).

Como observado, a importancia da intera¢ao fungo-hospedeiro ¢ significa-
tiva e justifica que novas pesquisas clareiem os mecanismos de patogenicidade,
evasao, diagn(’)stico, cultivo entre outros. Com este intuito, apresentam-se, nes-
te capitulo, algumas informagdes acerca da sinalizagdo purinérgica em fungos.

Fungos e sistema purinérgico: sinaliza¢iao purinérgica
em infec¢des fungicas

O ATP apresenta um importante papel na transferéncia de energia qui-
mica, o qual direciona inimeros processos bioldgicos. Além disso, funciona
como molécula de sinalizagdo extracelular em muitos processos presentes em
células eucaridticas de maneira conservada, conhecido com sinalizagdo puri-
nérgica (Lee; Yilmaz, 2018).

Em diversas infec¢des microbianas, tem sido demonstrado o que também
¢ valido para infecgdes fungicas: a liberacao do ATP extracelular, que também
pode ser considerado uma alarmina, ou DAMP (padriao molecular associa-
do ao dano), sofre hidrélise por enzimas de superficie do hospedeiro, como
a ENTPDL1 (ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase-1), ou CD39 e da
CD73 (ecto-50-nucleotidase; NT5E) em adenosina monofosfato e adenosina
respectivamente, a qual pode ser transportada por familias de transportado-
res entre o meio intracelular e extracelular, e que sofre modulagdo em eventos
inflamatdrios e por isquemia por exemplo. A adenosina ativa receptores, como
A1, A2A, A2B e A3, e a resposta resultante dependera da concentragdo extra-
celular destes receptores, e a modulagao inclusive por patégenos envolvidos
em processos de doencas (Lee; Yilmaz, 2018).
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Apds a ativagdo da adenilato ciclase, a adenosina é capturada para o meio
intracelular, processo orquestrado por ENT1 e 2 (equilibrative nucleoside trans-

porter), como mostra a Figura 2 (Lee; Yilmaz, 2018).

Figura 2: Relagdo do ATP como DAMP e resposta do hospedeiro perante infec¢des microbianas,
incluindo as fuingicas
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A inibi¢ao de ENT por dipiridamol demonstrou uma reduzida produgao de
ROS por neutrdfilos, o que pode constituir um alvo para minimizacio de danos
em alguns tipos de doengas inflamatérias nao infecciosas (Lee; Yilmaz, 2018).

A descrigao do sistema purinérgico em leveduras e fungos em geral vem
ocorrendo ha décadas, a exemplo da levedura ndo patogénica Saccharomyces
cerevisiae, a qual apresenta NTPDases ligadas a membrana e todos os ACRs
(apyrase conserved regions) que sao capazes de hidrolisar NTPs e NDPs (nu-
cleosideos trifosfatados e difosfatados respectivamente). Essas enzimas estdo
envolvidas nos processos de glicosilagao associados ao sistema de Golgi. Evo-
lucionariamente sdo mais relacionadas as NTPDases 4, 5, 6 e 7 dos mamiferos,
as quais estdo localizadas no citoplasma. A atividade NTPDase de superficie
foi mais recentemente descrita para leveduras patogénicas de Cryptococcus ne-
oformans. A atividade de NTPDase foi estimulada pelo Mg2+ e mostrou altas
taxas de hidrdlise de ATP, ITP, GTP, CTP e UTP, mas niao de ADP. Contudo,
mais estudos sao necessarios para predizer a localizagdo exata dos complexos
enzimaticos, como a familia CD39/NTPDase 1. A atividade ectoATPase tam-
bém foi demonstrada recentemente para o patdégeno Fosecaea pedrosoi, o qual
causa cromoblastomicose cronica, uma micose subcutanea (Sansom; Robson;
Hartland, 2008).

Para elucidar os mecanismos de efluxo de ATP, modelos experimentais
utilizam fungos como Saccharomyces cerevisiae, pela conveniéncia e facilidade
de manipulagdo. Um estudo com S. cerevisiae e seus mutantes ou cepas mani-
puladas geneticamente identificou diversos processos que regulam os niveis de
ATP extracelular, incluindo translagdo mitocondrial e formagio de endossomos.
O trabalho relacionou vias de sinalizagao as quais incluem o complexo TOR
(TORCI1), aminoacidos entre outros necessarios para a regulacao do efluxo de
ATP, o que pode abrir perspectivas no entendimento do mesmo mecanismo
em células eucariotas superiores (Junior et al., 2008; Peters et al., 2016).

Resposta purinérgica em infec¢des oportunistas

A elucidag¢ao de mecanismos moleculares referentes a resposta imune ¢é
extremamente importante, sobretudo, quando se trata do manejo de infecgoes
por micoses oportunistas, como o caso da candidiase por Candida glabrata,
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agente de alta prevaléncia em infec¢des hospitalares, e, em conjunto com ou-
tras espécies de Candida spp., representa indices de mortalidade préximos a
50% em pacientes com sepse (Murray; Rosenthal; Pfaller, 2014). Linhagens de
macrofagos J774 infectados com patdgenos comuns, tais como Staphylococcus
aureus e Escherichia coli e Candida glabrata, foram analisados em relagao a ati-
vacdo de receptores P2X7 e sua relacdo com o fluxo de calcio e ATP. Os resul-
tados demonstraram que o receptor P2X7 atua como scavenger na fagocitose
das bactérias, mas nao de Candida glabrata, mediado por calcio. A fagocitose
do fungo é mediada pelas adesinas Epal, Epa6 e Epa7. Sob o ponto de vista
terapéutico, é fundamental o conhecimento da ativagao de tais receptores para
o desenvolvimento de futuros firmacos (Perez-Flores et al., 2016).

Candida albicans, apesar de fazer parte da microbiota normal do ser
humano, pode causar doenga e é um importante problema de satide publica,
principalmente, em pacientes imunossuprimidos e submetidos a procedimen-
tos invasivos. No caso da invasio deste micro-organismo, sabe-se que o ATP
é liberado para o meio extracelular, atuando como uma alarmina, enquanto a
adenosina tem um efeito contrario, funcionando como um sinal regulador do
sistema imune. Cardoso (2013), com o objetivo de avaliar a dindmica da in-
fecgao por C. albicans e por meio da linhagem de macroéfagos de ratos (RAW
264.7), procedeu a infecgdo experimental e observou que o ATP néo interfere
no processo de internalizagio fungica, pois esta ¢ igual tanto na presenga como
na auséncia de ATP extracelular (adi¢do de apirase). Foi demonstrado que
existe um aumento de ATP extracelular em resposta a presencga de C. albicans,
podendo iniciar uma resposta inflamatdria pelos macrofagos, no entanto estes
nao dependem do ATP para iniciar a defesa contra C. albicans, o que pode ser
ativada por outras vias.

A criptococose é causada pelo fungo encapsulado, Cryptococcus neoformans.
A sintomatologia clinica varia desde infecgdo assintomatica, broncopneumonia
leve até infecgdo do sistema nervoso central. A forma mais grave e comum ¢
a criptococose pulmonar. Caso os macrofagos alveolares nao consigam conter
a infecgdo, esta pode evoluir para meningite ou encefalite. O espectro clinico
da doenga, o qual implica resisténcia ou suscetibilidade, depende também do
envolvimento do sistema purinérgico. A infec¢do experimental de ratos com
C. neoformans demonstrou uma resposta caracteristica do sistema purinérgico
frente a infeccdo, com aumento de niveis de ATP extracelular, caracterizando



uma resposta pro inflamatéria, seguido de episdédios de modulagao anti-infla-
matoria com altera¢des dos niveis de adenosina, redugio de acido trico e au-
mentos dos niveis de inosina e xantina (Azevedo et al., 2016).

Mecanismo de morte celular via modula¢io de ATP

Um mecanismo de lise microbiana envolvendo o sistema purinérgico
associado a imunidade inata bem-estabelecida ocorre por meio de moléculas
chamadas histatinas. Esses peptideos catidnicos se ligam a sitios especificos
na membrana de patégenos o que resulta em perda seletiva de ions e pequenas
moléculas, principalmente o ATP. Um exemplo é o peptideo salivar histatina
5 (Hst 5). Ele se liga as proteinas da parede celular de Candida albicans, iden-
tificadas como Ssal/2, as quais sdo da familia das proteinas de choque térmi-
co 70 (Hsp70). Esta ligagdo promove um rapido efluxo de ATP, NAD+, AMP,
ADP e fons, promovendo a morte desse fungo (Vylkova; Sun; Edgerton, 2007).

Envolvimento do sistema purinérgico em respostas mediadas
por alérgenos

A resposta alérgica a alérgenos respiratdrios é um tipo de resposta com-
plexa. Os modelos de hipersensibilidade I e II perpassam esse processo, além
de descobertas sempre atuais de novas células e moléculas descritas desde a
classificagdo inicial por Coombs e Gell (Abbas; Lichtman; Pillai, 2015).

A IL-33, membro da familia de citocinas IL-1, foi descrita recentemente
como participante das respostas TH2, as quais estdo envolvidas na asma. Ex-
perimento em camundongos, com utiliza¢do de antigenos ambientais comuns,
como o fungo Alternaria alternata, demonstrou aumento da liberagao de IL-33
no limen das vias aéreas seguida por resposta de linfocitos inatos polarizados
para a resposta TH2. A exposicdo a alérgenos também induz a liberagao de
ATP, o que sustenta o aumento intracelular de célcio e liberacdo de IL-33 por
meio da ativagdo de receptores purinérgicos P2 (P2Y2 e P2X7). A inibi¢ado
farmacoldgica dos receptores P2 ou a deficiéncia do gene P2Y2 suspendeu a
liberagao de IL-33 neste modelo experimental, demonstrando a importancia



da sinaliza¢do purinérgica no trato respiratorio e a criagao de possiveis farma-
cos no sentido de minimizar as respostas TH2 na asma (Kouzaki et al., 2011).

Posteriormente, O’Grady e colaboradores (2013) realizaram experimen-
tos semelhantes com células epiteliais bronquicas de doadores humanos. Neste
trabalho, as células foram tratadas previamente com um composto quelante
de calcio, o qual significativamente inibiu a libera¢ao de ATP, demonstrando
dependéncia. Comparativamente, a exposi¢ao das células ao fungo Alternaria,
provocou uma liberagdo maior de ATP em pacientes asmaticos e a utilizagdo
de bloqueadores como BAPTA-AM e bafilomicina reduziram nao somente o
aumento de ATP, mas também sua exocitose.

Inibi¢do de transportadores de purinas como alvo farmacolégico

O entendimento do mecanismo de transporte de purinas pode ser ttil no
planejamento racional de novos alvos farmacoldgicos contra fungos patogénicos.
Gavriil e colaboradores (2018), a partir de estudos genéticos e bioquimicos a
respeito da presenca de transportadores altamente especificos de nucleotide-
os, descrevem a presenca de quatro tipos: NAT (Nucleobase cation symporters
2), UapA/C - transportadores especificos de acido urico e xantina, em que
AzgA sido especificos para adenina-hipoxantina-guanina e o NSC1 (Nucleobase
cation symporters), contendo subtipos como Fcy ou especifico para adenina-
-hipoxantina-guanina-citosina e o Fur-like, especifico para uracila, alantoina.
A aspergilose é causada por membros do género Aspergillus, os quais podem
causar reagoes alérgicas em hospedeiros hipersensiveis, doen¢a pulmonar in-
vasiva e formas disseminadas em individuos com imunossupressdo. A maioria
das infecgdes em humanos é causada por: A. fumigatus, A. flavus, A. niger e A.
terréus externo (Murray; Rosenthal; Pfaller, 2014).

Todos os fungos filamentosos incluindo a maioria dos patégenos, como
Aspergillus fumigatus e Aspergillus flavus, possuem todos os quatro subgrupos,
além de varios tipos de leveduras. Foram identificados sete novos compostos
com alta afinidade para o sitio de ligagdo FcyB. De forma significativa, trés
destes também demonstraram inibir o transportador AzgA. Este trabalho de-
monstrou que a inibi¢do farmacoldgica especifica de alvos de purinas pode ser
interessante do ponto de vista terapéutico (Gavriil et al. 2018).
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Relagao entre a a¢do das micotoxinas e o sistema purinérgico

A industria da aquicultura envolve grandes gastos com a alimentagéao de
peixes, o que pode chegar a 40-50% do custo total de producao. Durante este
processo, os peixes podem ser expostos a aflatoxina B1, metabdlito secundério
de Aspergillus flavus e A. parasiticus, o que pode exercer grande impacto na
saide animal e humana. Realizou-se um estudo com peixes de agua doce, da
espécie Rhamdia quelen, ou mais conhecido como Jundia de agua doce, com
o objetivo de avaliar a agdo do sistema purinérgico mediante dieta contami-
nada com AFBI. Verificou-se um decréscimo na atividade das NTPDases e
aumento da atividade da adenosina deaminase em linfdcitos esplénicos dos
animais expostos. Logo, a participagdo do sistema purinérgico no processo de
imunotoxicidade foi verificado e deve ser levado em conta quando se pensa
em avaliacdo de toxicidade (Baldissera et al., 2018).

Utilizacao de produtos a base de fungos e sinaliza¢io purinérgica

A utilizag¢ao de produtos naturais é amplamente difundida. Extratos me-
dicinais do fungo Antrodia cinnamomea tém sido utilizados como tonicos por
tribos e populacdo de Taiwan e outras localidades na Asia. O extrato alcéolico
demonstra propriedades anti-hipertensivas, antioxidativas, anti-inflamatdrias,
imunomodulatdrias e anticancerigenas em culturas de células de mamiferos.
Estudos in vitro com macréfagos humanos estimulados com LPS e extrato al-
coolico do fungo demonstraram inibi¢do da secre¢do de IL1-f3 induzida por
ATP; inibigao de IL-18, TNF-a, transcri¢do de genes para ativagdo de caspase-1,
NLRP3 e do receptor purinérgico P2X7R, além de inibir também a producao
de ROS mediada por caspase-1. Outras vias investigadas foram a MAPK e
NE-Kb. Os estudos sugeriram que este fungo representa um grande potencial
como medicamento anti-inflamatdrio (Huang et al. 2014).
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CONSIDERACOES FINAIS

Estudos acerca da presenca de receptores do sistema purinérgico e ec-
tonucleotidases em fungos vém sendo realizado ha cerca de trés décadas. No
entanto, a compreensao da ativagdo deste sistema e a complexa relagdo fungo-
-hospedeiro, seja em animais ou homens, ainda esta no inicio de sua trajetoria.
O envolvimento do sistema purinérgico na resposta imune tem sido elucidado
aos poucos e hoje se sabe que o delicado balango entre resisténcia e suscetibili-
dade as infecgdes por fungos oportunistas, por exemplo, depende da ativagdo e
modulagio do sistema purinérgico por ambos os atores deste processo. A im-
portancia do estudo do sistema purinérgico nao se restringe apenas a proces-
sos patogénicos e criagao de novos farmacos com potencial terapéutico, mas
também tem sua relevancia econémica para alimentagdo humana e animal e
potencial nutracéutico a ser melhor explorado.
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INTRODUCAO

A dengue consiste em uma doenga infecciosa causada por um virus per-
tencente ao género Flavivirus, familia Flaviviridae, que possui quatro soroti-
pos diferentes - DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 - (Brasil, 2015) e que
pode manifestar-se de forma assintomatica ou sintomatica.

Para eliminagdo de patoégenos intracelulares, como o virus da dengue
(DENV), os nucleotideos extracelulares, como o ATP e os seus produtos de
hidroélise, podem agir como sinais de alerta para o reconhecimento e combate
da infecgéo, constituindo um componente importante da resposta imune inata.
Além disso, o ATP extracelular ao ativar o receptor purinérgico P2X7 (P2X7R)
provoca a diminui¢do da proteina viral NS1, necessaria para a replicagédo do
virus (Coutinho-Silva; Ojcius, 2012; Corréa et al., 2016).

Dengue

A dengue, que é uma doenca infecciosa causada por um virus da familia
Flaviviridae, possui genoma codificado na forma de RNA.



338

Durante o processo de replicagdo viral, ocorre a produgdo de uma poli-
proteina precursora, que é processada dando origem a proteinas estruturais
formadoras do virion, como o envelope (E), a membrana (prM/M) e o nucle-
ocapsideo (NC), constituido por um complexo de uma copia do RNA de fita
simples com multiplas copias da proteina do capsideo (BYK) (Gamarnik, 2016).

O virus é formado também por sete proteinas ndo estruturais identificadas
como NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5. Dentre as proteinas virais,
as que mais influenciam na infec¢ao e na viruléncia do DENV sao: a proteina
E, por ser responsavel por facilitar a endocitose nas células do hospedeiro; a
proteina NS1, devido a sua capacidade de inibir ou contornar a via classica do
sistema complemento; e as ndo estruturais. A NS2B, por existir indicios de que
atua como cofator ativador da NS3, a qual, por sua vez, atua como protease, hi-
drolisando as jungdes NS2A-NS2B, NS2B-NS3, NS3-NS4A e NS4B-NS5, para
que a replica¢do e a maturagao do virus possam ocorrer, fazendo com que esta
enzima seja um potencial alvo para drogas antivirais (Byk; Gamarnik, 2016; Xie
et. al., 2017). A proteina NS2A atua na montagem do virus, auxiliando na pro-
dugdo de particulas virais que constituem sua membrana (Leung et. al., 2008).
A proteina viral NS4A induz o rearranjo da membrana da célula infectada e
participa como um dos componentes do complexo de replicagdo (Lee et al.,
2015). Ja a proteina NS4B apresenta uma estrutura N-terminal (peptideo 2k),
que guia a proteina localizada no reticulo endoplasmatico. Quando a NS4B estd
ligada ao reticulo endoplasmatico, o peptideo 2k se desprende, funcionando
como um sinal para que o complexo NS2B/NS3 seja ativado (Xie et al., 2017).
Por fim, a NS5 apresenta atividade de polimerase de RNA dependente de RNA
(RdRp), influencia diretamente a replica¢do, a amplificagdo e, e a carga viral.
A atuagdo dessas proteinas influencia na viruléncia do DENV e nos sintomas
que a doenca pode manifestar (Xie et. al., 2017).

Dessa forma, a dengue pode se manifestar de forma assintomatica ou
sintomatica. Na sua forma sintomadtica, provoca uma doenga sistémica com
espectro clinico amplo, que possui trés fases clinicas: febril, critica e de recu-
peragdo (Figura 1). Na fase febril, o individuo apresenta aumento na viremia
entre o 1° e 2° dia de infeccéo, e febre geralmente alta (39°C a 40°C) de inicio
abrupto, com duragdo de dois a sete dias, podendo ser acompanhada por ce-
faleia, mialgias, artralgias, dor retro orbitaria, exantema, vomitos e diarreia. A
fase critica pode ocorrer ap6s a diminuigao da febre, com a crescente produgédo
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de imunoglobulinas como IgG e IgM pelo organismo e o surgimento dos sinais
de alarme: dor abdominal intensa; vomitos persistentes; acimulo de liquidos;
hipotensao postural; hepatomegalia; sangramento de mucosa; letargia; aumento
progressivo do hematocrito; e plaquetopenia. Ja na fase de recuperagéo, ocor-
re a reabsor¢ao gradual do plasma extravasado com melhora progressiva do
quadro (OMS, 2009; Brasil, 2016a).

Figura 1: Fases clinicas da dengue
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Fonte: OMS (2009) - adaptada.
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Importancia epidemiologica

O Brasil enfrenta epidemias de dengue desde 1986 (Valle; Pimenta; Aguiar,
2016), sendo que atualmente os quatro sorotipos do virus circulam no pais.

O vetor da doenga é o mosquito Aedes aegypti (Brasil, 2016b), que também
transmite outras duas arboviroses - zika e chikungunya -, que possuem extre-
ma importancia para a saide publica, pois apresentam sintomas semelhantes
e levam a uma situagdo preocupante pelo crescente nimero de casos graves e
Obitos nos ultimos dez anos (Brasil, 2016a).

Além disso, tem-se verificado um aumento da incidéncia das formas mais
graves e atipicas destas doengas, como registros de manifestagdes neurologi-
cas e microcefalias. Destaca-se, entdo, a importancia dessas doengas como um
caso de emergéncia na saude publica nacional e internacional (Brasil, 2016b).

No Brasil, o padrao epidemiolégico tem se diversificado com o passar
do tempo, sendo que inicialmente a sua forma cldssica atingia principalmente
adultos jovens, porém a partir de 2007 foi verificado o aumento da incidéncia
das formas graves, principalmente em criangas. Acredita-se que fatores como
a circulagéo simultanea dos quatro sorotipos virais e a dificuldade no controle
da proliferacao do vetor sejam cruciais para o cendrio de transmissdo endémica
e epidémica instalado em grande parte do pais. Além disso, a dengue ocorre
principalmente entre os meses de outubro a maio, demonstrando comporta-
mento sazonal (Brasil, 2015).

Fisiopatologia

A mortalidade da dengue esta relacionada com as alteragdes celulares ob-
servadas na doenga, o que demonstra a necessidade de intervencao terapéutica
com o objetivo de reduzir a mortalidade (Oliveira et al., 2009).

As manifestagdes hemorragicas, por exemplo, ocorrem devido a alteragdes
vasculares e a plaquetopenia. Essas hemorragias estao associadas a coagulopatia
de consumo (coagulagdo intravascular disseminada) e a uma possivel hipovo-
lemia prolongada (Brasil, 2016a). Outras alteragdes hematoldgicas observadas
sao a leucopenia e a presenga de linfdcitos atipicos. Pode-se observar também a
reducio da contagem absoluta de linfocitos T CD8 e CD4, tanto durante a fase
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aguda da doenga quanto em periodo de recuperagdo, sendo que os linfécitos
atipicos compreendem formas intermediarias de ativagdo devido a estimulos
antigénicos virais (Oliveira et al., 2009).

A plaquetopenia que ocorre na dengue pode relacionar-se com a interagao
indireta com o virus, visto que as plaquetas tém a sua funcionalidade alterada
devido a exposicdo aos mediadores secretados em resposta a infeccio, como
inteleucina 1 (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF) (Oliveira, 2012).

Os pacientes infectados pelo DENV geralmente apresentam leucopenia e
plaquetopenia associadas a hemorragia. Contudo, alguns pacientes apresentam
hemorragia mesmo na auséncia de plaquetopenia (Oliveira et al., 2009), o que
sugere que outros fatores podem estar relacionados a manifestagao hemorra-
gica da dengue, como o comprometimento vascular, a disfun¢ao plaquetaria e
os disturbios da coagulagdo sanguinea.

Para o DENV ser internalizado na plaqueta, ele se liga a DC-SIGN (Den-
dritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing nonintegrin) e ao
proteoglicano de heparan sulfato (HSP). Em seguida, seu genoma (+) ssRNA ¢
liberado para o citosol e traduzido pelos ribossomos do reticulo endoplasmatico
rugoso através da sintese de uma poliproteina precursora, que sofre proteélise
e gera as proteinas que constituirdo novos virus (Figura 2). O antigeno NS1,
uma destas proteinas, que se encontra na superficie viral, é reconhecido pelo
sistema imune e induz a produg¢ao de anticorpos que apresentam reatividade
cruzada com plaquetas, o que pode contribuir com o processo de plaqueto-
penia. A poliproteina também pode agir como um modelo de replicagdo para
NS5. As mitocondrias facilitam a replicagdo e a tradugdo, juntamente com os
remanescentes do complexo de Golgi, tornando possivel a montagem dos vi-
rions (Simon; Sutherland; Pryzdial, 2015).
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Figura 2: Replicagdo e tradugdo do RNA do dengue virus em plaquetas
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Fonte: Simon, Sutherland e Pryzdial (2015) - adaptada.

*  HSP, proteoglicano de heparan sulfato; DC-SIGN, receptor de lecitina
de células dendriticas; ssSRNA, RNA viral de fita simples.

Existem alguns parametros que sdo utilizados como marcadores precoces
da gravidade da infec¢ao pelo DENV, como a atividade aumentada da enzima
lactato desidrogenase (LDH) e da enzima creatina quinase (CK), e os niveis
elevados de proteina C-reativa (PCR) e redu¢ao na albumina sérica. O aumen-
to da atividade enzimatica dos marcadores pode indicar um aumento na lise
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celular, e a PCR pode sinalizar uma infec¢ao ou processo inflamatério agudo.
Ja a hipoalbuminemia é decorrente do extravasamento de plasma, que ocorre
devido ao aumento da permeabilidade vascular com a liberagdo de mediadores
vasoativos pelos mondcitos infectados (Villar-Centeno et al., 2013).

O endotélio forma a barreira primaria do sistema circulatério; assim, a
disfun¢ao em suas células durante uma doenga aguda pode afetar a permeabi-
lidade vascular e causar extravasamento plasmatico. No caso da dengue, vérios
fatores podem ocasionar esse quadro, como a apoptose de células endoteliais,
e a expressdo exacerbada de quimiocinas, como a proteina quimiotatica de
mondcitos 1 (MCP-1) por mondcitos (Lee et al., 2006).

Durante a fase aguda da dengue, os pacientes apresentam um aumento
nos niveis plasmaticos de TNE, de interferon gama (IFN-y) e do fator de ini-
bicdo de migracdo de macréfagos (MIF). Em criangas infectadas pelo virus e
com manifestagdes hepaticas, ocorre um aumento nos niveis plasmaticos de
IL-10, previamente relacionado a manifestagdes hemorragicas em adultos, e
também de interferon gama induzido por proteina 10 (CXCL10/IP-10) (Fer-
reira et al., 2015).

No decorrer da infecgdo pelo DENV, a elevacao do TNF pode estar asso

ciada a gravidade da doenga, o IFN-y e a interleucina 1 (IL-1) contribuem para
o aumento da permeabilidade capilar, e a interleucina 6 (IL-6) se eleva em casos
de dengue hemorragica e choque (Corréa et al., 2016), como mostra a Figura 3.

Na fase aguda da dengue, os linfdcitos T ativados produzem citocinas
que possuem como fungio a eliminac¢io do virus, sendo que, ap6s a infecgio,
grande parte desses linfocitos sofre apoptose (Torrentes-Carvalho et al., 2014).

Durante a infec¢do de mondcitos pelo DENV, ocorrem interagdes comple-
xas com a célula hospedeira, desencadeando a ativacio de fatores de transcri-
¢do, que induzem a expressio de citocinas pro-inflamatérias como TNF. Essas
interagdes induzem nao apenas a resposta pro-inflamatoria, que influencia a
progressao e a gravidade da doenga, mas também a ativagdo de caspases e o
aumento na expressdo do receptor Fas desencadeando a cascata de sinaliza¢do
da apoptose. A infeccdo pelo DENV poderia também ativar o fator de trans-
cri¢do IRF-3, relacionado ao aumento de citocinas, como interferon tipo I, que
atuaria inibindo a replica¢ao viral (Torrentes-Carvalho et al., 2009).
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Figura 3: Fluxograma do envolvimento de citocinas na fisiopatologia da dengue
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IFN-y: interferon gama; IL-1: interleucina 1; IL-6: interleucina 6;
IL-10: interleucina 10; MCP-1: proteina quimiotatica de mondcitos
1; MIF: fator de inibigdo de migracdo de macréfagos; TNF: fator de
necrose tumoral.

Quando comparada a outras patologias infecciosas virais com quadro cli-
nico semelhante, a dengue apresenta como um bom indicador para o diagnds-
tico diferencial a presenga de no minimo 10% de linfdcitos atipicos no sangue
periférico (Oliveira et al., 2009).

Sinalizagao purinérgica

Através da ativagdo de receptores purinérgicos, os nucleotideos extrace-
lulares modulam varias funcoes teciduais como desenvolvimento celular, fluxo
sanguineo, secre¢do, inflamacao e atividade imune. Os efeitos desses nucleoti-
deos parecem se sobressair quando atuam em conjunto com fatores de cresci-
mento vascular, citocinas, moléculas de adesdo e 6xido nitrico (NO) (Robson;
Sévigny; Zimmermann, 2006).
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Durante o processo de elimina¢ao de patégenos intracelulares, os nu-
cleotideos extracelulares, como o ATP e os seus produtos, agem como sinais
de alerta no reconhecimento e controle de patégenos, constituindo um com-
ponente importante da resposta imune inata. O P2X7R de células do sistema
imune, ativado pelo ATP, induz respostas pro-inflamatdrias que envolvem a
producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e NO. Em cultura de células
infectadas pelo DENV2, o ATP extracelular provoca, através da ativacao do
P2X7R, a reducio dos niveis plasmaticos da proteina NS1, que é fundamental
para o processo de replicagao viral, como se verifica na Figura 4. (Coutinho-
-Silva; Ojcius, 2012; Corréa et al., 2016).

Figura 4: Fluxograma da influéncia do ATP extracelular na infecgao por DENV
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* NO: 6xido nitrico; NS1: proteina ndo-estrutural 1; P2X7R: receptor
P2X7; ROS: espécies reativas de oxigénio.
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Os receptores purinérgicos sdo expressos em varios terminais nervosos
(centrais e periféricos) e células sanguineas (Burnstock; Brown, 1981). Nos
vasos sanguineos em condigdes fisioldgicas, o ATP liberado de nervos sim-
paticos perivasculares excita o musculo liso por meio de receptores P2X, pro-
vocando vasoconstri¢do, enquanto que o ATP liberado das células endoteliais
age nos receptores P2Y e em alguns receptores P2X, induzindo a liberagao de
NO que promove a vasodilatagdo, como mostra a Figura 5. (Burnstock, 2006;
Yegutkin, 2008).

Figura 5: Fluxograma dos efeitos da sinalizagdo purinérgica sobre o tdnus vascular
e a agregacdo plaquetaria
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Fonte: autores (2019).

O nucleotideo ADP, liberado devido a lise e ativagao plaquetdria, é um dos
mediadores do processo de agregacao das plaquetas, pois promove através da
ligagdo com receptores P2Y12 causa a ativagdo da integrina alIbp3 e do fator
de Von Willebrand. (Figura 5) (Falcao et al., 2013). Além de ser consideradas
os principais mediadores da hemostasia e da geragdo de trombina, as plaque-
tas também possuem fun¢des associadas a imunidade inata e adaptativa, como
a produgio e liberagdo de moléculas pré-inflamatérias (Semple; Italiano Jr.;
Freedman, 2011). Em situagdes de injuria celular, como a infecgdo pelo DENYV,
essas fungdes plaquetdrias promovem a ativacao de células da resposta imune
e o desequilibrio da hemostasia.
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Durante a infecgdo pelo DENV2, as vias de sinaliza¢do celular podem
estar envolvidas na modulagao da barreira endotelial através de alteragdes na
expressdo da enzima ecto-5"-nucleotidase (E-5’-NT; CD73). Experimentalmen-
te, em células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) infectadas pelo
DENV?2 ocorre um aumento da expressao de E-5-NT até 72 h, mediado por
interferon do tipo I. Ap6s 72h, a redugéo da expressao da enzima estd relacio-
nada com a reducdo da funcdo da barreira endotelial. Todas essas evidéncias
sao corroboradas pela fun¢do da enzima E-5-NT, que catalisa a hidrélise do
nucleotideo AMP e gera como produto o nucleosideo adenosina, que através
de receptores purinérgicos do tipo P1, mantém a fun¢ao de barreira das célu-
las endoteliais. Portanto, a reducdo da expressao da E-5’-NT e, consequente-
mente, a redu¢ao dos niveis de adenosina, pode contribuir para a progressao
da infecgdo pelo virus, o que torna possivel o prolongamento da hipersensibi-
lidade, além de favorecer o desenvolvimento de dengue hemorragica (Patkar;
Giaya; Libraty, 2013).

CONSIDERACOES FINAIS

O conhecimento acerca dos efeitos que os patégenos exercem sobre o
sistema purinérgico do hospedeiro e a compreensdo de seus mecanismos de
defesa, que dependem da sinalizac¢do iniciada através da ativacdo de recep-
tores purinérgicos durante o combate a infe¢do, é de grande valor para o de-
senvolvimento de intervencdes terapéuticas dirigidas ao sistema purinérgico
(Coutinho-Silva; Ojcius, 2012).

Alguns estudos trazem informagdes valiosas acerca das alteragdes que
ocorrem durante a infec¢do pelo DENV, como a redugdo dos niveis de proteinas
virais importantes para a viruléncia através da ativacao do P2X7R pelo ATP;
e as alteragdes que ocorrem, durante a infec¢do pelo DENV2, na expressao da
enzima E-5’-NT e, consequentemente, dos niveis de adenosina, importante
para a regulagdo da func¢do endotelial. Contudo, embora algumas caracteristi-
cas tenham sido desvendadas, ainda existe uma grande caréncia de estudos que
investiguem o perfil do sistema purinérgico em infec¢des causadas pelo DENV.
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Existe uma lacuna ainda maior com relagdo as outras arboviroses veiculadas
pelo Aedes aegypti, como a zika e a chikungunya. Apesar de nao serem doengas
novas, todas se encontram no quadro das doengas negligenciadas.

Estudos investigativos da atividade e expressdao das enzimas que regulam
os niveis plasmaticos de nucleotideos e nucleosideos de adenina, os quais, atra-
vés de receptores purinérgicos, regulam o tonus vascular, a resposta imune e
outras fun¢des importantes alteradas durante infec¢ao pelo virus da dengue,
certamente, contribuirdo para montar mais pecas deste quebra-cabeca.

Portanto, ainda existe um horizonte a ser desbravado para compreender
de forma mais completa a influéncia do sistema purinérgico durante a infec-
¢do pelo virus da dengue.
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SINALIZACAO PURINERGICA NA SEPSE

Vanessa Valéria Miron
Maria Rosa Chitolina Schetinger
Andréia Machado Cardoso

INTRODUCAO

A sepse representa uma condi¢do inflamatdria amplamente estudada de-
vido a sua gravidade e abrangéncia. Nao é de hoje que seu tratamento e sua
prevencao estabelecem conexdes com pesquisas no mundo inteiro na busca
por mecanismos para melhor compreender a inflamagao.

Esta é uma condigao fisiopatoldgica que envolve a sindrome da respos-
ta inflamatoéria sistémica, sindrome de disfun¢ao de multiplos 6rgaos e dano
tecidual (Cinar ef al. 2019). As infec¢des mais comumente associadas a sepse
sao a pneumonia (50% dos casos), a infec¢do intra-abdominal e a infecgdo uri-
naria. Além destas, também h4 as infeccoes relacionadas a cateteres, abcessos
de partes moles, meningites e endocardites (ILAS, 2017).

Muitos mecanismos sdo investigados nesta condigdo, e o sistema purinér-
gico parece ter um papel importante nas alteragdes causadas pela sepse. Todas
as modificagdes citadas nesta pesquisa, tanto em nivel enzimatico, quanto de
receptor e substrato, parecem estar envolvidas na disfun¢ao de 6rgaos prove-
niente da sepse (Miron et al., 2018).

Atualmente, a sepse ainda é um dos alvos principais de pesquisas, as quais
parecem estar focadas no mecanismo de a¢éo da condicio e em métodos para
serem utilizados na prevengdo ou nos estagios iniciais (Miron et al., 2018;
Water et al., 2019), pois uma vez instalada, é muito dificil reverter o quadro
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que a sepse proporciona. Este capitulo se propde a apresentar as disfungdes
celulares causadas pela sepse, bem como os mecanismos envolvendo o sistema
purinérgico e essa condigdo.

Sepse

A sepse é definida, atualmente, como disfun¢ao de drgaos com risco de
vida, causada por uma resposta desregulada do hospedeiro a infecgao, ou seja,
¢ uma condi¢do que surge quando a resposta do organismo a uma infecgdo
prejudica seus proprios tecidos e drgaos. Por vezes, essa infeccao se localiza
em apenas um Orgao, mas gera uma resposta em todo o organismo tentando
combater este agente infecioso e, assim, pode ocorrer o comprometimento de
varios orgaos. Os tecidos mais atingidos sao pulmades, cérebro, coragio e figa-
do (Salles et al., 1999; Singer et al., 2016).

Essa resposta desregulada pode ocasionar morte do paciente por faléncia
de multiplos 6rgaos. No Brasil, a sepse ocupa 25% dos leitos nas UTI, consti-
tuindo-se a principal causa de morte nestas unidades. Além disso, a sepse é a
principal causa de morte hospitalar tardia, superando o infarto do miocardio
e até o cancer. Segundo o Instituto Latino Americano de Sepse (ILAS), a sepse
pode chegar a mortalidade de 65% dos pacientes acometidos no Brasil, sendo
que a média mundial estd em torno de 30-40%. Em 2003, de acordo com o
ILAS, ocorreram 398.000 casos e 227.000 mortes por choque séptico no Brasil,
gerando um custo de R$ 17,34 bilhdes em seu tratamento. Os pacientes que
sobrevivem ficam, muitas vezes, com sequelas fisicas, psicoldgicas e até mes-
mo cognitivas por longos periodos de tempo, necessitando ainda de cuidados
especiais (ILAS, 2017; Singer et al., 2016).

Com ajuda de softwares de banco de dados, o Instituto vem conseguindo
agregar informagoes sobre a sepse no Brasil desde 2005 e conta com 130 ins-
tituicdes que enviam informagdes e dados para enriquecer sua base. Ao todo,
mais de 60 mil pacientes acometidos de sepse e choque séptico foram inclui-
dos nesse banco de dados desde o ano de inicio até 2017. A Figura 1 mostra a
quantidade de pacientes incluidos por ano nestes registros.
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Figura 1: Numero de pacientes incluidos com sepse e choque séptico no software ILAS
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Fonte: ILAS - Relatério Nacional (2017).

A manifesta¢ao da sepse ocorre por interagdo entre o micro-organismo
infectante e as respostas imunes, inflamatérias e de coagulagido do hospedeiro,
pois a sepse ¢ causada pela infiltracao de bactérias gram-negativas e gram-po-
sitivas (Peppler et al., 2016). Ap6s a entrada no organismo humano, uma das
toxinas liberadas pelas bactérias gram-negativas é o LPS (lipopolissacarideo),
principal endotoxina e componente lipidico da membrana externa dessas bac-
térias. Apds as moléculas de LPS serem liberadas pela parede bacteriana, sua
por¢ao toxica, o lipidio A, é exposta as células do sistema imunoldgico, gerando
a resposta inflamatdria (Peppler et al., 2016; Salles et al., 1999). A inflamagao
faz parte da resposta imune néo especifica e ocorre em resposta a qualquer tipo
de lesao corporal (Ferrero-Miliani et al., 2006).

Essa exposi¢ao ao LPS desencadeia uma cascata inflamatoria, que é ativada
tanto em tecido especifico, quanto em nivel sistémico. Esse processo caracte-
riza-se pelo aumento de marcadores pré-inflamatérios, tais como as citocinas
interleucina 1§ (IL-1p) e interleucina 6 (IL-6), e pelo aumento da produgao de
espécies reativas (ER) (Peppler et al. 2016; Ferrero-Miliani et al., 2006).
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A IL-1 B é um membro da familia da interleucina 1 (IL-1) e é produzida
por quase todas as células nucleadas. A interleucina esta entre os marcadores
mais importantes de indugdo de resposta inflamatéria, podendo desencadear
febre, hipotenséao e produgéo de citocinas, como a IL-6, que, por sua vez, além
de também induzir febre, induz a sintese de proteinas hepaticas de fase aguda
e estimula a sintese de moléculas de adesdao em células endoteliais e leucdcitos
(Ferrero-Miliani et al., 2006).

Por mais necessdrias que sejam essas citocinas para induzir a resposta in-
flamatoria, sua produgdo excessiva pode causar uma instabilidade hemodina-
mica, caracteristica em pacientes com sepse. Além disso, essa produgio elevada
também esta associada a gravidade da resposta inflamatéria, que, juntamente
com a produ¢ao aumentada de espécies reativas de oxigénio, pode levar a fa-
léncia de multiplos 6rgaos (Lin et al., 2000; Heitrich et al., 2016).

Existem outros mecanismos que desencadeiam a sepse em modelo expe-
rimental. Além da administracdo do LPS, outro mecanismo muito utilizado
e considerado o mais fidedigno ¢ o método de puncgéo e ligadura cecal (CLP).
As infecgdes intra-abdominais sdo responsaveis por 20% dos casos de sepse,
com mortalidade de até 60%. O ceco contém intimeras bactérias, e sua puncio
resulta em peritonite polimicrobiana, translocagdo de bactérias para o sangue
(bacteremia), choque séptico, disfun¢do de multiplos 6rgaos e, por fim, morte
(Siempos et al., 2014).

O sistema imune é um dos primeiros a serem atingidos pela sepse. No
primeiro estagio, quando ocorre a desordem do sistema, os linfécitos e outras
células sdo atingidos, e a apoptose é induzida. Isto também colabora com a
disfung¢do de multiplos 6rgaos. No segundo estagio, devido a diminuigdo no
numero de linfdcitos, ocorre a imunossupressao, que é maior causa de morte
na sepse (Lin et al., 2000; Heitrich et al., 2016).

Devido a essas complicagdes no sistema imune, algumas pesquisas tém
focado no sistema purinérgico, visto que esses sistemas estdo interligados por
uma série de mecanismos regulatérios, tais como inducao de secregdo de cito-
cinas e sinaliza¢do de células imunes (Miron et al., 2018). Inimeras pesquisas
foram e estdo sendo desenvolvidas com os componentes deste sistema (enzi-
mas, nucleotideos, receptores) na tentativa de desvendar os mecanismos da
condi¢do da sepse. Apresentam-se aqui algumas destas pesquisas que possuem
resultados promissores na tentativa de combater a sepse.
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O sistema purinérgico e a sepse

O sistema purinérgico modula a inflamagao, a coagulagéo e as respostas
imunes e, devido a isso, esse sistema tem sido investigado na sepse (Vuaden et
al. 2007; Savio et al., 2017; Miron et al,. 2018). As pesquisas sdo desenvolvidas
com alvos em receptores, enzimas, nucleotideos e nucleosideos deste sistema,
buscando uma melhor compreensio do mecanismo desta condi¢ao e na busca
constante de amenizar os efeitos lesivos da sepse.

Em trabalho recente, Savio et al. (2019) verificaram que a maior ativagao
do receptor P2X7 (P2X7R) em macroéfagos pode contribuir para a produgao
de Oxido Nitrico (ON), citocinas inflamatérias e exacerbar a resposta inflama-
toria na sepse. Sendo assim, a inibi¢do desse receptor com o uso de BBG (de
antagonista brilliant blue G), diminui a produgdo de citocinas inflamatérias
(IL1-B, IL-6 e IL-10), a produgao de ON e o recrutamento de neutroéfilos para
a cavidade peritoneal 3 horas ap6s a inducdo da sepse. Dessa maneira, esses
dados reforcam a ideia de que o ATP, atuando através do P2X7R em macrd-
fagos, contribui para a resposta inflamatdria nas fases iniciais da sepse (Savio
et al., 2017). Essa mesma constatacdo foi vista por Wu et al. (2017), quando
camundongos tratados com antagonista do P2X7R (A740003) tiveram uma re-
gressdo da sepse, reduziram as respostas inflamatdrias e atenuaram a disfuncao
da barreira intestinal com base na evidéncia de que os camundongos tratados
exibiram uma sintese de citocinas pro-inflamatorias atenuadas e taxas de apop-
tose epitelial menores do que os ndo tratados. Assim, os autores sugerem que o
bloqueio do P2X7R pode ser um potencial alvo terapéutico no tratamento da
disfunc¢ao da barreira intestinal induzida pela sepse (Wu et al., 2017).

Outro receptor que esta envolvido na condi¢éo da sepse é o P2X4 (P2X4R).
Em estudo envolvendo camundongos nocaute para este receptor, Csoka et al.
(2018), além de confirmarem que os niveis de ATP extracelular aumentam
durante a sepse, verificaram que esta molécula pode atuar sobre o P2X4R, eli-
minando bactérias e protegendo contra lesdo de érgaos e morte, uma vez que
estes camundongos apresentaram carga bacteriana aumentada e diminuigdo da
sobrevida em comparag¢do com os controles. O estudo também utilizou Inver-
mectina (ativador alostérico do P2X4R) como abordagem farmacoldgica para
estudar o papel do P2X4R na sepse. Verificou-se que a Invermectina aumen-
tou a morte bacteriana em macréfagos e melhorou o controle bacteriano e a
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sobrevivéncia dos animais apos a sepse. Uma das suposigoes é de que o P2X4R
aumenta a liberagdo de mediadores inflamatdrios, como a prostaglandina E2,
responsavel pela dor e inflamagdo (Csoka et al., 2018).

A sepse aguda ainda foi investigada em camundongos deficientes dos
receptores P2X1, P2X4 e P2X7. Verificou-se que os animais sem o P2X4R e
o P2X7R estavam significativamente mais suscetiveis a sepse, morrendo mais
rapidamente e tendo niveis plasmaticos de citocinas (IL-1p) maiores. Dessa
maneira, os autores confirmaram que a ativacido do P2X7R e do P2X4R prote-
ge contra infecgdes graves, seja limitando o numero de bactérias no sangue ou
diminuindo a secre¢do dessas citocinas (Greve et al., 2017).

Em nosso grupo de pesquisa, o sistema purinérgico foi investigado na
sepse em nivel de atividade e densidade enzimatica, conforme Figura 2. Em
linfécitos, a atividade da CD39 encontrou-se diminuida 24h apés a indugédo da
sepse, e a atividade da ADA estava aumentada. Os niveis de ATP foram analisa-
dos em soro e se mostraram aumentados neste mesmo periodo, contribuindo
com os resultados obtidos na atividade. A densidade da CD39 realizada em te-
cido também confirmou esses resultados se mostrando diminuida, enquanto o
P2X7R se encontrou elevado (Miron et al., 2018). Esses resultados confirmam
as suposi¢oes que vém surgindo no estudo da sepse e demonstram a ligagao

do sistema purinérgico neste modelo inflamatdrio.
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Figura 2: Efeitos da sepse sobre componentes do sistema purinérgico
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Fonte: autoras (2019).

De acordo com os dados mostrados até agora, pode-se supor que um au-
mento na atividade da CD39 poderia diminuir os efeitos da sepse, uma vez que
ocorreria maior hidrdlise de ATP. Foi isso que Csdka e colaboradores (2015)
conseguiram verificar em sua pesquisa com esta enzima. Verificaram que os
animais em que se injetou apirase antes da inducéo da sepse apresentaram uma
menor mortalidade em relagdo a animais knockout para CD39. Além disso, a
enzima foi capaz de diminuir os niveis de citocinas e quimiocinas (TNF-a, IL-
6, IL-10, IL-12p40, e MIP-2) e proteger contra inflamagdo e lesio dos 6rgaos
(coragdo e rim) (Csoka et al., 2015). Esses dados confirmam a a¢ao protetora
da CD39 na sepse.

Em 2007, Vuaden e colaboradores realizaram uma pesquisa in vitro e in
vivo a fim de melhor compreender o envolvimento da hidrélise de nucleotide-
os extracelulares em modelo de endotoxemia induzida por LPS. Como mostra
a Figura 3, in vitro, eles observaram um aumento na hidrdlise de nucleotide-
os nos linfdcitos e uma diminui¢ao na atividade enzimatica da NPP no soro
sanguineo. In vivo houve aumento da hidrélise de nucleotideos nos linfécitos
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e uma diminui¢ao na hidrélise de todos os nucleotideos testados no soro san-
guineo. Por fim, sugere-se um aumento do metabolismo de nucleotideos ex-
tracelulares dependentes do tempo de inducio da sepse em linfécitos e soro
sanguineo apos a utiliza¢ao do LPS para indugao de endotoxemia, mostrando,
mais uma vez, a sensibilidade das enzimas nucleotidades em relacdo ao LPS
(Vuaden et al., 2007).

Figura 3: Efeito do LPS em modelo de endotoxemia sobre hidrélise de nucleotideos em
linfécitos e soro de modelos in vitro e in vivo
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Fonte: autoras (2019).

A adenosina, por sua vez, tem papel protetor contra a sepse induzida por
LPS (Riff et al., 2017; Zeng et al., 2019). Riff et al. (2017) avaliaram o papel da
adenosina na linfopenia de camundongos sépticos e verificaram que a interfe-
réncia com a sinalizagdo de adenosina pode ser potencialmente benéfico para
pacientes sépticos com leucopenia, ja que a producdo de IL-15, responsavel por
aumentar a sobrevivéncia em modelo de sepse, é dependente de adenosina (Rift
et al., 2017). Além de comprovar que a adenosina atenua a disfungdo cardiaca
induzida por LPS por inibir a fungdo mitocondrial, Zeng e colaboradores (2019)
confirmaram que a condi¢do da sepse esta ligada ao género. O prognostico é me-
lhor para as fémeas por possuirem mais fatores anti-inflamatérios, como a IL-10,
e substancias com atividade semelhante ao estrogénio reduzindo a ocorréncia
de imunossupressao. A adenosina tem atividade semelhante ao estrogénio e sua
fun¢ao é mediada por receptores de estrogénio (Zeng et al., 2019).
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CONSIDERACOES FINAIS

A sepse é caracterizada como uma condi¢ao letal em todo o mundo. Neste
estudo aqui apresentado, foram mostrados dados epidemiologicos e algumas das
caracteristicas dessa condi¢do. Por mais avancadas que sejam as pesquisas, ain-
da ha certa caréncia na prevencio e no tratamento da sepse, de modo que ainda
se desenvolvem buscas para melhor compreensao dos efeitos dessa disfuncao.

Nesta busca, um dos sistemas que tem intima ligagao com a sepse é o sis-
tema purinérgico. Verificou-se que a enzima CD39, os receptores P2X7 e P2X4,
além do ATP e da adenosina, sofrem alteragdo desde o inicio até o final da con-
di¢do e possuem, em todos os seus niveis, indicios de ser alvo promissor na
busca de uma melhor compreensao da sepse, para encontrar-se um tratamento
mais eficiente. Porém, algumas contradi¢oes ainda sdo encontradas em relacao
a essa ligagdo, como apresentado anteriormente, necessitando, assim, de novas
pesquisas, talvez, com outras estratégias para estabelecer um conceito aceitavel
e utilizavel nas redes de satde.
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DEGENERACAO MACULAR RELACIONADA A
IDADE E AO SISTEMA PURINERGICO

Beatriz da Silva Rosa Bonadiman
Margarete Dulce Bagatini

INTRODUCAO

O envelhecimento humano esta associado a uma série de alteracdes meta
bdlicas que predispoem ao desenvolvimento de doengas cronicas degenerativas.
Entre as doengas que acometem os idosos, destacam-se as que comprometem
a visdo. A mais severa delas é a Degeneragdo Macular Relacionada a Idade
(DMRI), que leva a perda visual severa e ndo possui uma forma de tratamento
eficaz disponivel no mercado. A DMRI, assim como outras morbidades cro-
nicas, estd associada a alteragdes no metabolismo celular, com destaque ao es-
tresse oxidativo e inflamacdo. Soma-se a isso a sinalizagao purinérgica, ainda
pouco estudada nessa doenca, e que esta diretamente associada ao processo
oxidativo e inflamatorio. Assim, este capitulo tem como objetivo esclarecer a
relacdo entre o sistema purinérgico e os principais processos associados ao
desenvolvimento da DMRI.

O envelhecimento bioldgico estd associado a uma série de alteragdes
metabdlicas nos orgaos e sistemas que aumentam as condigdes para o apa-
recimento de disfun¢des e morbidades cronicas ndo transmissiveis, doencas
crénico-degenerativas e doengas neurodegenerativas (Datta et al., 2017; Ar-
nau; Wascher; Kiiper, 2019). Dentre as doengas crénicas que mais afetam os
idosos, destaca-se a Degeneragdo Macular Relacionada a Idade (DMRI), que
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é a causa mais comum de perda visual irreversivel nessa popula¢ao em paises
em desenvolvimento, como o Brasil (Bahadorani; Singer, 2017).

A perda da capacidade visual é um ponto determinante na qualidade de
vida do idoso, interferindo em suas atividades praticas didrias, em sua saude
mental, podendo constituir um significativo fator de risco para comorbidades,
como as decorrentes de quedas (Bellini; Freitas, 2008; Bonadiman et al., 2017).
A perda visual no envelhecimento ocorre devido a uma redu¢ao da capacida-
de do epitélio pigmentar da retina (EPR) e da membrana de Bruch (MB) em
realizarem a “reciclagem” dos fotorreceptores e a fagocitose dos segmentos
externos dos fotorreceptores. Devido a isso acontece um acumulo de agrega-
dos proteicos e lipidicos no interior do EPR e uma maior oxidagdo da células,
gerando moléculas instaveis, os radicais livres (RL) e as espécies reativas ao
oxigénio (EROs), favorecendo o desenvolvimento da doenga (Bellini; Freitas,
2008; Jager; Mieler; Miller, 2008; Bonadiman et al., 2017).

No entanto, em um estado fisioldgico saudavel, esses tecidos possuem
enzimas antioxidantes enddgenas capazes de neutralizar as EROs e os RL, ge-
rados como consequéncia fisiolégica do metabolismo. No decurso da injdria
tecidual, ocorre a superproducdo desses agentes oxidantes, ndo permitindo que
o sistema antioxidante enddgeno consiga neutralizar os efeitos dessas molécu-
las, desencadeando, portanto, uma condigao patoldgica (Bellini; Freitas, 2008;
Bonadiman et al., 2017).

Além disso, as moléculas reativas levam a um aumento de agentes in-
flamatorios no microambiente tecidual. O principal objetivo dessa resposta
inflamatdria é a reparacdo das células/tecidos danificados. No entanto, ela
também contribuiu para um maior agravamento da DMRI (Datta et al., 2017).
Segundo Natoli et al. (2017), nessa etapa, ocorre um acumulo de macréfagos
na retina e no espaco sub-retiniano, bem como a expressdo aumentada de ci-
tocinas inflamatdrias.

Juntamente com o processo inflamatorio, o sistema purinérgico atua através
das suas biomoléculas, como os nucleotideos de adenina (ATP, ADP e AMP)
e seu derivado nucleosidico adenosina (ADQO). Ambos — ATP extracelular e
ADO - sido controlados por ecto-enzimas, em especial pela ecto-nucleosideo
trifosfato difosfohidrolase (E-NTPDase) e a adenosina desaminase (ADA), an-
coradas extracelularmente (Corso et al., 2016).
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De acordo com Corso e colaboradores (2016), na retina, os nucleotide-
os de adenina estdo envolvidos ndo apenas na sinalizagdo entre os diferentes
tipos de células, mas os niveis elevados de ATP extracelular colaboram para a
neurodegeneragao retiniana.

Franklin e Johnson (1992), em um estudo in vitro, sugerem que os puri-
noreceptores contribuem para regular o processo inflamatdrio e as respostas
degenerativas, estimulando a sintese e liberagao de varias citocinas e quimio-
cinas. Além desses estudos citados, trabalhos ja demonstraram que os purino-
receptores (P2X e P2Y) sdo expressos em varios tipos de células da retina, tais
como fotorreceptores, células ganglionares da retina, células bipolares e células
de Muller (Wheeler-Schilling et al., 2001; Corso et al., 2016).

Aspectos anatomicos do olho humano

O globo ocular possui forma esférica, sendo constituido pela cérnea, pelo
cristalino, humor aquoso e humor vitreo. Sua porgédo interna é organizada em
trés camadas semelhantes: a retina, a coroide e a esclera (Parier; Soubrane,
2008; Helene; Helene, 2011).

A retina constitui-se por fotorreceptores (cones e bastonetes), responsaveis
pelo processamento da informagéo visual. Ligado aos fotorreceptores, encon-
tra-se o EPR, que consiste em uma tnica camada de células responsaveis pela
manutencio e pelo funcionamento dos fotorreceptores. O EPR é unido a MB
(membrana permeavel situada entre o EPR e a coroide) (Strauss, 2005; Jager;
Mieler; Miller, 2008; Brito, 2008).

A coroide, uma camada espessa e com muitos vasos sanguineos, localiza-se
imediatamente a seguir da MB e tem como fungédo fornecer oxigénio e nutrien-
tes ao EPR e aos fotorreceptores (Parier; Soubrane, 2008; Helene; Helene, 2011).

O EPR desempenha um papel fundamental na manutengdo da fungao
visual. Ele participa na “reciclagem” dos fotorreceptores e na fagocitose dos
segmentos externos dos fotorreceptores, permitindo a sua constante renovagao
(Strauss, 2005; Rattner; Nathans, 2006). Sua alta capacidade fagocitica ocorre
durante toda a vida. Como consequéncia, tem-se a acumulagdo de agregados
proteicos e lipidicos (lipofuscina) no interior das células do EPR durante o en-
velhecimento. A lipofuscina funciona como fotossensibilizador, gerando EROs
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(Sparrow; Boulton, 2005; Brito, 2008; Bellini; Freitas, 2008) e contribuindo para
a disfuncao do EPR, conforme demonstrado na Figura 1.

Figura 1: Anatomia do olho humano
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Fonte: autoras (2019).

Dessa forma, a cordide, a MB e o EPR formam em conjunto a barreira he-
matorretiniana, que regula as trocas metabdlicas locais (Queiroz et al., 2010).

Sendo assim, com o decorrer do envelhecimento humano, algumas alte-
ragdes morfoldgicas importantes ocorrem no olho. Geralmente, por volta dos
40-50 anos de idade, o primeiro sintoma oftalmoldgico que surge é a dimi-
nuig¢do da capacidade de acomodagao ou de focalizagdo de objetos proximos
(presbiopia). Com o passar dos anos, também ocorre a diminuigdo do campo
visual periférico, da sensibilidade ao contraste, da discriminac¢ao das cores, da
capacidade de recuperagdo apds exposicao a luz, da adaptagdo ao escuro e da
no¢ao de profundidade (Pescosolido et al., 2016).
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Degeneracao macular relacionada a idade (DMRI)

A DMRI foi descrita pela primeira vez, em 1903, por Oeller. Em 1926,
Junius e Kunt apontaram-na como a principal causa de cegueira em pessoas
com mais de 55 anos de idade (Avila, 2003). Essa doenca se manifesta de duas
formas: seca — sem neovascularizacdo — e exsudativa — neovascular -, asso-
ciada a formagéo de cicatriz fibrovascular e ao processo sero-hemorragico da
retina (Miller, 1990; Avila, 2003; Yonekawa; Miller; Kim, 2015). Na Figura 2,
observa-se uma imagem da retina com drusas (A) e uma retina com formagao
de neovasos e exsudato sanguineo.

Figura 2: Degeneragao macular relacionada a idade seca e exsudativa

B

Fonte: National Eye Institute (2017) - adaptada.
*  A: DMRI seca. B: DMRI exsudativa

As reagdes fotoquimicas originadas na retina e no EPR tornam estas es-
truturas extremamente suscetiveis aos danos causados pelo estresse oxidativo.
O processo de oxidagdo gera os radicais livres, que sdo altamente reativos com
os tecidos oculares subjacentes. Dessa forma, sugere-se que esses processos de
oxi-reduc¢ao estao associados diretamente na génese da DMRI (Bellini; Frei-
tas, 2008).
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O dano na visdo causado pela degeneragao ocorre em decorréncia da dis-
fungao dos fotorreceptores, podendo estar associado com as formas seca ou ex-
sudativa da doenga. Na primeira, ocorre atrofia da rede coriocapilar e do EPR a
ela associado. Na segunda, os neovasos da coriocapilar rompem a MB e o EPR,
invadindo a retina, onde podem sangrar e exsudar. Ja nos estagios tardios da
doenga, forma-se um tecido fibroso (cicatriz) na regido macular, com o conse-
quente decréscimo da visao central (Bellini; Freitas, 2008; Canovas et al., 2009).

Os sintomas, no inicio da doenca, ocorrem devido ao comprometimento
macular. O paciente relata: diminui¢do da sensibilidade ao contraste; impressao
de falta de luz para ler ou escrever; ocorréncia de embagamento ou amarela-
mento das imagens; diminui¢do da acuidade visual, percepgdo de linhas retas
como deformadas ou onduladas e mancha sombreada central (Bellini; Freitas,
2008), conforme apresentado na Figura 3.

Figura 03: Visdo do paciente sauddvel e paciente com DMRI

Normal Vision

Fonte: National Eye Institute (2017) - adaptada.

Embora a etiologia da doenga ainda nio esteja totalmente elucidada, es-
tudos tém demostrado que o acumulo de estresse oxidativo e o processo de
inflamacao sao os principais agentes associados a degenera¢ao da retina e a
evolu¢do da DMRI (Bellini; Freitas, 2008).

Em um individuo saudavel, o metabolismo do EPR produz estresse foto-
-oxidativo e fagocitose dos segmentos externos dos fotorreceptores. No entanto,
com o passar dos anos, esses fatores acumulam-se no EPR, causando danos as
células; somam-se a isso os fatores externos que podem agravar essa injuria
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tecidual e contribuir para a aceleragdo e estabelecimento da doenga. Esse é o
caso da radiagdo ionizante, luz ultravioleta, metais pesados, agentes quimicos
e maus hébitos alimentares (Datta et al., 2017).

Devido a isso, o sistema imunoldgico se envolve para tentar proteger o
EPR dos danos oxidativos e estabelecer a homeostasia. Nesse processo, células
imunoldgicas como macroéfagos e linfécitos complementam o sistema, contri-
buindo para a remogao de produtos téxicos (Ermakova, 2018).

Nesse sentido, em 2008, o pesquisador Medzhidov propos chamar o fe-
ndémeno de para-inflamagao, uma resposta adaptativa do sistema imunoldgico,
que tem como papel fisioldgico manter a homeostase (ou reajustar o limiar ho-
meostatico do tecido) e restaurar a funcionalidade tecidual. Com o envelheci-
mento, essa protecdo pode falhar, especialmente se houver uma predisposicao
genética ou fatores ambientais agravantes, e assim potencializar a perda visual,
piorando a gradativamente a qualidade de vida do paciente (Medzhidov, 2008;
Ermakova, 2018).

Sistema purinérgico e DMRI

A sinalizagdo purinérgica tem relevante a¢ao no processo inflamatério e
oxidativo, ja que os purinoreceptores e os nucleotideos estao diretamente re-
lacionados a sinalizag¢do de injuria tecidual (Corso et al., 2016).

Sendo assim, uma investigagao realizada em 2019 sugere que, na retina,
as purinas estdo envolvidas ndo apenas na sinalizagdo entre os diferentes tipos
de células (Housley; Bringmann; Reichenbach, 2009), mas os altos niveis de
ATP extracelular também estimulam a neurodegeneragao da retina (Shen et
al., 2005; Fletcher, 2010; Corso et al., 2016).

Outras investigacdes também demonstraram que o ATP extracelular contri-
bui para a neurotransmissdo excitatdria rapida, pela ativacdo dos receptores P2X
e P2Y expressos pela maioria das classes de neurdnios da retina (Housley, 2009).

Ja aadenosina é descrita como um importante inibidor da atividade neuro-
nal na retina e suprime a neurotransmissao excitatoria por varios mecanismos,
como a inibigao dos canais de calcio dependentes de voltagem pré-sindpticos,
resultando na reducédo da liberagdo do transmissor (Housley et al., 2009), fa-
vorecendo assim o desenvolvimento da DMRI
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Natomi et al. (2013) estudaram em modelos in vivo e in vitro de DMRI
exudativa e confirmaram que pacientes com DMRI apresentam um aumento
significativo de ATP extracelular e apresentam um processo de neurodegene-
ragdo da retina mais relevante. Além disso, eles sugerem que esse aumento do
ATP extracelular poderia ser um potencial neurotoxico facilitando a apoptose
de células fotorreceptoras via ativagao de P2X7.

Gu et al. (2013) realizaram um estudo de associagdo genética de polimor-
fismos funcionais nos genes P2RX7 e P2RX4 em uma coorte de 744 pacientes
com DMRI e 557 controles caucasianos pareados por idade. A variante P2X4
Tyr315Cys foi duas vezes mais frequente em pacientes com DMRI em compara-
¢d0 aos controles, prevendo a suscetibilidade a doenga. A imuno-histoquimica
indicou que os receptores P2X7 e P2X4 estavam coexpressos na microglia e nos
macro6fagos, mas nenhum dos receptores era visto nas células do EPR. Tais resul-
tados demonstram que um haplétipo, incluindo duas variantes raras em P2RX7
e P2RX4, confere uma interac¢do funcional entre estes dois receptores variantes,
o que prejudica a fungdo normal de elimina¢ao de macroéfagos na microglia. A
falha desta via fagocitica mediada por P2X7 pode prejudicar a remogéo de de-
positos sub-retinianos e predispor a DMRI.

Nesse sentido, Corso et al. (2016) investigaram em diferentes tipos celu-
lares a interacdo entre o acafrdo e os receptores P2X7. Eles verificaram que o
acafrdo protege os fotorreceptores dos danos induzidos pela luz, preservando a
morfologia retiniana. Além disso, eles descobriram que o agafrao influencia po-
sitivamente a viabilidade de células retinianas primarias de ratos e células 661W
derivadas de fotorreceptores expostas ao ATP e reduziu o aumento de célcio
intracelular induzido por ATP em células 661W. Os resultados apontam que a
sinalizagdo de célcio mediada por P2X7 pode ser um alvo terapéutico crucial
no tratamento de doengas neurodegenerativas como a DMRI

A literatura também apresenta que a ativagdo do inflamasoma NLRP3 no
sistema inflamatorio pode induzir a morte das células do EPR e parece ativar o
receptor P2Y7, favorecendo o desenvolvimento da doenga (Martin et al., 2012;
Chen; Xu et al., 2015).

Estudos in vitro mostraram que o inflamassoma NLRP3 em células RPE
pode ser ativado por vérios estimulos extracelulares que podem existir no olho
durante o processo de envelhecimento, como AIuRNA (Tarallo et al., 2012;
Chen; Xu, 2015), amildide-P (Liu et al., 2013), lipofuscina (Brandstetter et al.,
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2015) ou lipoproteinas oxidadas (Kauppinen et al., 2012). Dependendo dos
estimulos, a ativacdo do inflamassoma NLRP3 em células RPE pode resultar
na produgédo de IL-18 (Tarallo et al., 2012) ou IL-1p (Anderson et al., 2012) ou
ambas (Liu et al., 2013; Brandstetter et al., 2015).

A ativagdo descontrolada do NLRP3 pode, ainda, estar associada a au-
tofagia (maquinaria de autolimpeza de uma célula) - um desequilibrio no
sistema de autofagia pode levar ao acimulo intracelular de moléculas toxicas
e na geracdo de mais EROs - o que pode desencadear a ativagdo progressiva
do inflamassoma (Levine et al., 2011; Chen; Xu et al., 2015) e favorecer ainda
mais o processo da doenga.

CONSIDERACOES FINAIS

Estudos da ultima década revelaram algumas liga¢des causais entre a in-
flamagdo, o estresse oxidativo e o sistema purinérgico no desenvolvimento da
DMRI. A medida que envelhecemos, danos oxidativos se acumulam, persistem
e aumentam de acordo com o envelhecimento.

O estresse oxidativo parece ter uma ligacao direta com o acimulo de
substincias altamente reativas no EPR, causando a disfun¢édo do tecido. Junto
a esse processo, a inflamacao é ativada com o objetivo de restaurar o tecido. No
entanto, devido ao envelhecimento, esse sistema nao consegue atacar de forma
efetiva os danos causados pelo estresse, fazendo com que acumule no tecido
células do sistema imune. Além do mais, a resposta inflamatéria pode se tornar
desregulada devido a predisposi¢do genética, a modificagdo epigenética ou a
intervencao ambiental, contribuindo para a doenga macular.

O sistema purinérgico parece estar diretamente ligado ao desenvolvimento
da DMRI, pois nessa doenga ocorre um aumento do acimulo de ATP e uma
maijor ativacio os receptores desse sistema. No entanto, mais estudos precisam
ser realizados para elucidar a real associa¢do entre o estresse oxidativo, a in-
flamagdo e o sistema purinérgico no processo de desenvolvimento da DMRI,
a fim de que pesquisas futuras possam revelar novos mecanismos acerca da
patogénese da DMRI.
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DOENCA DE ALZHEIMER

Fernanda Cardoso Teixeira
Roselia Maria Spanevello

INTRODUCAO

A doenga de Alzheimer (DA) é considerada a causa mais comum de de-
méncia. E uma patologia neurodegenerativa cronica caracterizada pela presenga
de placas senis extracelulares compostas de agregados da proteina beta amiloi-
de (AB), emaranhados neurofibrilares, neuroinflamagdo e morte neuronal em
regides cerebrais envolvidas com aprendizagem e memdria.

Considerando que a sinalizagdo purinérgica pode modular processos re-
lacionados a patogénese e a progressdo da DA, este capitulo tem como foco
demonstrar os principais achados relacionados as altera¢des nas enzimas puri-
nérgicas (NTPDase, 5'-nucleotidase e adenosina desaminase), bem como em
receptores para nucleotideos (P2X e P2Y) e adenosina (A1, A2A, A2B, A3) em
estudos pré-clinicos e clinicos relacionados com a DA.

A partir dos dados descritos na literatura, entende-se que a modulagao
terapéutica de componentes envolvidos com a sinaliza¢ao purinérgica pode
ser uma estratégia promissora capaz de influenciar na progressao desta doen-
¢a neurodegenerativa.
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Doenga de Alzheimer (DA)

Memoria refere-se ao processo de aquisi¢ao, formagio, conservagao e evo-
cacdo de informacoes (Izquierdo et al., 1999; 2006). A memoria pode ser clas-
sificada de acordo com a fungéo, o contetdo e tempo de duragio. Dessa forma,
tem-se a memoria de trabalho, as memorias declarativas e procedurais e, por
fim, a memoria de curta e longa duragio, respectivamente (Izquierdo; Mcgaugh,
2000; Junior; Faria, 2015).

A DA ¢ uma patologia neurodegenerativa caracterizada por um declinio
progressivo na fung¢do cognitiva, que afeta principalmente a memoria de curto
prazo (Chen, 2018). Essa doenga é considerada a principal causa de deméncia
entre a popula¢do no mundo, sendo que sua prevaléncia aumenta significati-
vamente em individuos ap6s os 65 anos de idade (Mayeux; Stern, 2012).

Essa patologia vem sendo considerada uma pandemia em decorréncia do
crescimento acelerado no nimero de casos — aumento de 244% entre 1990 e 2010
(Grill et al., 2015). Estima-se que, em 2030, 67,5 milhdes de pessoas no mundo
apresentarao DA, sendo que este nimero podera atingir 115,4 milhdes até 2050
(Nowrangi et al., 2015). Esses dados sao impactantes, e refletem a repercussao
desta doenga para a saude publica, em fun¢do do grande nimero de acometidos
e ainda em relagdo aos prejuizos acarretados no cotidiano do individuo portador
e nas suas relagdes interpessoais (Qui et al., 2009).

A DA é clinicamente classificada em dois tipos de acordo com o seu tempo
de inicio: a do tipo familiar e a do tipo esporadica. Ambas as formas possuem
as mesmas caracteristicas patologicas, principalmente relacionadas ao decrés-
cimo das fungdes cognitivas as quais incluem a memdria recente, a linguagem,
a capacidade de julgamento e a atengéao, dentre outros. A DA do tipo familiar,
também chamada de DA de inicio precoce pela sua ocorréncia antes dos 60
anos, caracteriza-se por um declinio rapido das fungdes cognitivas (Mayeux;
Stern, 2012). Esse tipo representa 1 a 5% dos casos de DA e apresenta um pa-
drdo de transmissao autossdmica dominante que envolve mutagdes nos genes
da proteina precursora amildide e das presenilinas 1 e 2 (Mayeux; Stern, 2012;
Grimm et al., 2016). A DA do tipo esporadica ou de inicio tardio é mais fre-
quente em individuos apos os 60 anos, compreendendo mais de 95% dos ca-
sos de DA. Esse tipo de DA apresenta componentes genéticos e ndo genéticos,
como idade avangada, sexo feminino, estilo de vida e comorbidades (doenca
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cerebrovascular, traumatismo craniano, diabetes tipo II, obesidade) (Mcdowell,
2001; Bekris et al., 2010; Mayeux; Stern, 2012; Reitz; Mayeux, 2014; Grimm et
al., 2016; Scheltens et al., 2016).

Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento e na progressao da DA
ainda nao foram totalmente esclarecidos, o que demonstra a complexidade do
seu estudo. A DA ¢ uma patologia neurodegenerativa resultante de falha si-
naptica e morte celular em dreas especificas do cérebro, as quais sdo essenciais
para o processamento da memoria (Scheltens et al., 2016).

Ha décadas, a teoria dominante para a sua patogénese é a hipdtese da cas-
cata amildide (Selkoe; Hardy, 2016). De acordo com essa teoria, a deposi¢ao
extracelular de placas formadas pelo peptideo beta amiléide (Ap) e 0 acimulo
intracelular de emaranhados neurofibrilares compostos pela proteina tau hiper-
fosforilada sao responsaveis pela perda de sinapses e morte neuronal (Raskin
et al., 2015). Entretanto, outros mecanismos também tém sido associados a
patogénese da DA, como estresse oxidativo, neuroinﬂamaqéo, resisténcia a in-
sulina no cérebro e altera¢des no sistema colinérgico (Agostinho et al., 2010;
Correia et al., 2013; De la Monte; Tong, 2014; Grimm et al., 2016; Cervellati et
al., 2016). Nos tltimos anos, o papel da sinaliza¢ao purinérgica também tem
sido avaliado nesta condi¢ao patoldgica. Considerando a relevancia das altera-
¢des encontradas nos componentes do sistema purinérgico associado a DA, a
modulagio dos receptores e das enzimas que compdem este sistema tem sido
apontada como uma via promissora para a pesquisa de novas alternativas te-
rapéuticas para essa doenga neurodegenerativa.

Ectoenzimas e a Doenga de Alzheimer

Nucleotideos e nucleosideos extracelulares de adenina, como ATP, ADP
e adenosina, sio moléculas que possuem importantes agdes no sistema ner-
voso central (SNC), tais como neurotransmissdo, neuromodula¢io, extensio
neuritica, proliferagdo, diferenciagdo e morte celular (Rathbone et al., 1999).
Além disso, estudos tém demonstrado que o ATP e a adenosina também podem
modular processos relacionados a memoria (Dister ef al., 2014).

A sinalizagao induzida por esses nucleotideos e nucleosideos e sua con-

centra¢do no meio extracelular sdo reguladas pela agdo de enzimas, como as
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ecto-nucleosideo-trifosfo-difosfoidrolases (E-NTPDases), 5’- nucleotidase e a
adenosina desaminase (ADA) (Robson et al., 2006). Essas enzimas constituem
uma cascata enzimatica altamente organizada que tem inicio com a agdo da
NTPDase, a qual hidrolisa ATP e ADP até AMP. O AMP gerado ¢é hidrolisado
pela enzima 5- nucleotidase formando a adenosina, subsequentemente degra-
dada a inosina pela agdo da ADA (Robson et al., 2006).

Uma diminuic¢do na atividade das enzimas NTPDase, 5" -nucleotidase e
ADA ja foi observada em sinaptossomas de cortex cerebral e hipocampo de
ratos submetidos a um modelo experimental de deméncia esporadica do tipo
Alzheimer (De Oliveira et al., 2019). Resultados similares também foram ob-
servados em um modelo de déficit de memdria induzido por escopolamina. A
administracdo intraperitoneal de escopolamina apds o treino da esquiva ini-
bitdria foi capaz de reduzir a atividade da NTPDase, 5 -nucleotidase e ADA
em hipocampo e cértex cerebral de ratos (Marisco et al., 2013). Por outro
lado, Gutierres e colaboradores (2012), utilizando este protocolo da escopola-
mina, demonstraram um aumento na atividade da NTPDase e da ADA e uma
diminui¢ao na atividade de enzima 5’-nucleotidase bem como nos niveis de
ATP em hipocampo de ratos. Embora o efeito amnésico da escopolamina seja
atribuido a diminui¢ao da transmissdo colinérgica no SNC, esses achados evi-
denciam que alteragdes nas enzimas purinérgicas também podem contribuir
para o déficit de memoria observado nestes estudos (Gutierres et al., 2012;
Marisco et al., 2013).

Considerando o papel do ATP e da adenosina no SNC, uma diminui¢ao
na atividade da NTPDase pode favorecer o aumento nos niveis de ATP extra-
celular, o qual, em altas concentragdes, pode contribuir para danos neuronais
através da ativacdo do receptor P2X7 (Bonan, 2012; Volonte et al., 2015; De
Oliveira et al., 2019). Além disso, alteracdes na atividade das enzimas 5’-nu-
cleotidase e ADA podem levar a diminui¢ao dos niveis de adenosina, uma
molécula que, além de modular processos de memoria, também exerce varias
outras a¢des neuroprotetoras e neuromoduladoras (Bonan, 2012; Stone, 2015;
De Oliveira et al., 2019).

Existem poucos estudos avaliando a atividade de enzimas do sistema
purinérgico em pacientes com DA. Em estudo post mortem, realizado por
Alonso-Andrés e colaboradores (2018), primeiramente, demonstrou-se que
os niveis de adenosina estdo diminuidos em cortex frontal de pacientes com
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DA em relagdo ao grupo controle, ja que esses niveis foram mais baixos no
estagio inicial quando comparados ao estagio intermedidrio e avangado da
doenga. Essa diminui¢do nos niveis de adenosina foi acompanhada por uma
diminui¢do na atividade das enzimas 5’-nucleotidase citosdlica e ADA. Em
relagdo a esse estudo, os dados permitiram concluir que: ocorrem alteragdes
no metabolismo de purinas nos estagios iniciais da doenca independente da
presenca de emaranhados neurofibrilares e placas de peptideo Ap; as alteragdes
purinérgicas encontradas sao diferentes em relagao a regiao do SNC analisada
(cortex frontal, parietal e temporal) e ao estagio da DA; e o metabolismo do
nucleosideo adenosina ¢ um dos mais afetados com alteragdes significativas
nas enzimas relacionadas a sua sintese (5'-nucleotidase) e degradagdo (ADA)
(Alonso-Andrés et al., 2018).

Embora o estudo das enzimas purinérgicas e a relagdo com a DA ainda
sejam limitados, cabe destacar que modulagado da atividade dessas enzimas tem
sido foco de estudos na busca de estratégias terapéuticas promissoras para pa-
tologias neurodegenerativas (Roszeck; Czarnecka, 2015). Entretanto, é impor-
tante ressaltar que a presenca de varios membros da familia das ectoenzimas
com alto grau de similaridade entre si torna o desenvolvimento de um inibidor/
modulador especifico dificil, sendo essa uma limita¢ao a ser superada (Bonan,
2012). Assim, a maioria dos estudos em relagdo a sinaliza¢ao purinérgica e a
DA tem focado principalmente na busca e/ou efeitos de antagonistas ou ago-
nistas para os receptores purinérgicos (Diaz-Hernandes et al., 2011; Lee et al.,
2012; Delekate et al., 2014; Woods et al., 2016).

Purinoreceptores e a DA

Os nucleotideos e nucleosideos de adenina podem mediar suas agdes atra-
vés de receptores purinérgicos localizados na superficie de células (Yegutkin,
2008; Burnstock et al., 2011). Os receptores aos quais os ATP e o ADP podem
se ligar, dividem-se em dois grupos: P2X e P2Y. Os receptores de adenosina
também sdo transmembrana acoplados a proteina G e sdo denominados Al,
A2A, A2B e A3 (Robson et al., 2006; Yegutkin, 2008).

O receptor P2X7 é um importante membro da familia P2X, uma vez que
sua ativagdo pode levar a abertura de poros na membrana da célula que permite
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a passagem de moléculas de até 1 kDa. A ativacao desse receptor pode levar a
liberag¢ao de mediadores inflamatdrios, como a interleucina 1f (IL-1p) e o fator
de necrose tumoral a (TNF-a), além de estimular a produ¢ao de superoxido e
6xido nitrico de células microgliais (Parvathenani et al., 2003; Takenouchi et
al., 2010). Portanto, o P2X7 tem sido um dos componentes do sistema puri-
nérgico mais investigado dentro do contexto da DA, devido ao fato de desem-
penhar um papel crucial nos processos de neuroinflamagdo e neurodegenera-
¢do (Parvathenani et al., 2003; Diaz-Hernandez et al., 2011; Illes et al., 2019;
Martin et al., 2019).

Em um estudo post mortem, McLarnon e colaboradores (2006) demonstra-
ram um aumento da expressao de receptores P2X7 em microglia de portadores
de DA. Considerando que o P2X7 é ativado na presenca de altas concentracdes
de ATP, o aumento na expressdo desse receptor pode estar associado a meca-
nismos patoldgicos caracteristicos da DA como ativa¢ao glial e morte celular,
0s quais sdo processos que levam a um aumento na concentragdo extracelular
de ATP (McLarnon et al., 2006).

Dados da literatura tém demonstrado também que o P2X7 é capaz de re-
gular a atividade de a-secretases, enzimas envolvidas na formagao do peptideo
beta amildide (AP). Diaz-Hernandez e colaboradores (2011) demonstraram que
a inibi¢ao do receptor P2X7 em um modelo experimental transgénico de DA
foi capaz de reduzir a quantidade de placas amildides no hipocampo, sendo que
os mecanismos envolvidos nestes efeitos foram atribuidos a inibicao da ativi-
dade do glicogénio sintase cinase 3 (GSK3) e aumento da atividade da enzima
a-secretase. Em outro modelo experimental de DA, utilizando a inje¢ao hipo-
campal de peptideo AP, observou-se que o tratamento com um antagonista do
P2X7 foi capaz de reduzir a expressao desse receptor, melhorar a integridade
da barreira hematoencefdlica, aumentar a viabilidade neuronal e diminuir a
ativagao de células gliais nesta condi¢ao experimental (Ryu; Mclarnon, 2008).
Esses dados sugerem que a neuroprote¢do conferida pela modulagdo farma-
colégica do P2X7 pode ter um grande potencial terapéutico para controlar a
neuroinflamacido e morte celular associada a DA.

Outro receptor da classe P2X que tem ganhado destaque dentro do con-
texto da DA ¢ o receptor P2X4. Uma diminui¢do nos niveis desse receptor ja
foi relatada no giro frontal medial e temporal de pacientes com DA (Varma
et al., 2009). Além disso, foi demonstrado que em cultura de neur6nios de
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hipocampo, expostas ao peptideo AP, ocorreu um aumento da expressdo do
P2X4 antes da morte celular (Varma et al., 2009). O peptideo AP é capaz de
induzir uma clivagem mediada pela caspase-3 levando a alteragdes na expres-
s30, diminuindo o tempo de fechamento do canal, além de afetar a cinética e
de impedir a internalizagdo induzida por agonista deste receptor. Assim, es-
ses dados apontam que as altera¢des no P2X4 sdo um importante mecanismo
associado a disfungéo sindptica e morte neuronal induzida pelo peptideo AP
(Varma et al., 2009).

Os receptores do tipo P2Y estdo amplamente expressos no SNC e sdo res-
ponsaveis por regular a atividade neuronal, a fun¢ao do sistema neurovascular
processos neuroinflamatdrios, dentre outros (Idzko et al., 2014). Tem sido de-
monstrado que o P2Y1 exerce um efeito protetor na DA, pois seu bloqueio foi
capaz de reduzir a hiperatividade astrocitica e as alteragdes de célcio presentes
ao redor das placas beta amildides (Delekate et al., 2014). Em portadores de
DA, a expressdo de P2Y2 é significativamente aumentada nos neur6énios no
inicio da doenca, sendo que essa expressdo vai diminuindo conforme o curso
clinico da mesma. De acordo com Kong et al. (2009), a ativagdo de P2Y2 nos
neur6nios causa o aumento da degradacéo proteina precursora amiloide (APP)
pelas a-secretases, o que resulta na formacao de peptideos soluveis ao invés de
peptideos [ neurotdxicos. Além disso, em um estudo com cultura primaria de
microglia também foi observado que a ativagdo do receptor P2Y2 com trifos-
fato de uridina (UTP) levou a uma maior absor¢ao e degradacao do peptideo
AP nessas células, ressaltando que esse receptor pode ser um alvo importante
para prevenir a acumulagdo de placas AB no SNC e evitar a neurodegeneragio
associada a esse mecanismo (Erb et al., 2012).

De acordo com a hipétese de neuroinflamagdo associada a DA, a micro-
glia é atraida pelas placas AP e ao serem ativadas podem levar a liberagdo de
mediadores inflamatérios e radicais livres, os quais podem contribuir para a
morte neuronal. Em um modelo experimental de DA, com depdsito amildi-
de cerebral, foi observado uma perda significante na capacidade fagocitica da
microglia (Whent et al., 2017). Essa disfun¢do microglial tem sido associada
a alteragdes no receptor P2Y6, uma vez que dados da literatura tem demons-
trado que a atividade fagocitica destas células estd associada a ativagao desse
receptor purinérgico (Whent et al., 2017). Além disso, outro estudo também
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relatou que o receptor P2Y4 tem um papel importante em aumentar a eficiéncia
de células microgliais na absor¢ao de peptideo AP (Li et al., 2013).

A adenosina ao interagir com os receptores Al, A2A, A2B e A3 exerce
varias fungdes regulatorias no SNC, afetando diretamente processos cognitivos
como memoria e a aprendizagem (Sebastido; Ribeiro, 2009, Silva et al., 2018).
Em relagdo a DA, os receptores Al e A2A tém sido os mais estudados, entre-
tanto, as suas implicagdes na neuroprote¢io parecem ser diferentes. Enquanto
os agonistas dos receptores A1l vém sendo considerados neuroprotetores, estu-
dos tém relatado que o bloqueio farmacoloégico ou a interrupgao do gene dos
receptores da adenosina A2A estdo associados a neuroprotecio (Rosim et al.,
2010; Silva et al., 2018).

Os receptores de adenosina estdo acoplados a muitas vias de transducao
de sinal. O receptor A1 é acoplado a proteina Gi/o inibitoria e esta principal-
mente distribuido no SNC nas regides do hipocampo, cortex cerebral, cerebelo,
medula espinhal, talamo e no tronco encefalico (Sebastiao; Ribeiro, 2009). Esse
receptor, quando ativado, é responsavel por inibir a adenilil ciclase e reduzir a
producao de AMPc, além de ativar a via da proteina quinase ativada por mitd-
geno (MAPK) bem como quinases reguladoras de sinais extracelulares ERK1,
ERK2 e MEK (Boison et al., 2010). Os receptores do tipo A2A e A2B, quando
ativados, se acoplam a proteina Gs estimulatoria, possuindo como primeiro
alvo a adenilil ciclase, com consequente aumento de AMPc e ativagao da fos-
folipase C (Ralevic et al.,1998). Os receptores A2A distribuem-se regularmente
no sistema nervoso periférico (SNP) e no SNC, enquanto os A2B podem ser
encontrados principalmente no intestino e bexiga, apresentando-se em baixas
densidades no SNC (Stone et al., 2009). O receptor A3 esta acoplado a protei-
na Gi/o inibitéria ou a proteina Gq ativadora de fosfolipase C. Aparentemente
apresenta o mesmo tipo de sinalizagdo que os receptores A , inibindo a adenil
ciclase e reduzindo a produ¢do de AMPc, no entanto, possui uma baixa ex-
pressao em quase todo o encéfalo (Sebastido; Ribeiro, 2009).

Dentre os mecanismos propostos envolvidos na neuroprotecio pelo receptor
A1, podem destacar-se alteragdes no influxo de célcio, o que resulta na inibicdo
daliberagao de glutamato e redugao de seus efeitos excitatorios (Albasanz et al.,
2008). Trabalhos prévios realizados em pacientes com DA demonstraram um
aumento na expressdo do receptor Al em hipocampo, sendo que a imunore-
atividade desse receptor foi mais acentuada em neurdnios com emaranhados
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neurofrilibares e neurites distroficas de placas senis do hipocampo (Angulo
et al., 2003). Além disso, este mesmo estudo demonstrou que a ativagdo do
receptor A, em uma linhagem celular de neuroblastoma humano foi capaz de
influenciar a formacgao de formas soluveis do peptideo AP, o que sugere que
este receptor pode ser um potencial alvo terapéutico para a DA (Angulo et al.,
2003). Outro estudo demonstrou, ainda, um aumento na expressio dos recep-
tores Al e A2A em amostras post mortem de cdrtex cerebral de portadores de
DA tanto nos estagios iniciais quanto mais avan¢ados da doenca (Albasanz et
al., 2008). Por outro lado, tem sido relatada uma diminuigdo da expressao do
receptor Al no hipocampo em amostras post mortem de cérebro de pacientes
com DA (Utas et al., 1993).

Embora o papel do A2A na neuroprote¢do em relagdo a DA nédo é bem
estabelecido, alguns mecanismos tém sido propostos através de estudos com
antagonistas desse receptor. Tem sido documentado na literatura que a cafei-
na ¢ um antagonista dos receptores de adenosina, sendo um dos mecanismos
envolvidos no efeito neuroprotetor associada ao consumo desta xantina com
a DA. Dall'Igna e colaboradores (2009) demonstraram que cafeina foi capaz
de reduzir a neurotoxicidade induzida pelo peptideo AP em cultura de neurd-
nios cerebelares de rato, sendo esse efeito neuroprotetor atribuido ao bloqueio
dos receptores de adenosina A, e ndo dos receptores A . Corroborando esses
achados, Arendash e colaboradores (2006) também demonstram que a admi-
nistragdo de cafeina em um modelo animal transgénico para a DA foi capaz de
melhorar a memoria, diminuir os niveis peptideo A e diminuir a expressao de
presenilina 1 e da enzima beta secretase. Entretanto, embora a densidade dos
receptores A, e A, nio tenha sido alterada em hipocampo e cortex cerebral,
os niveis de adenosina foram restaurados pelo tratamento com cafeina nessa
condi¢ao experimental (Arendask et al., 2006). Resultados similares também
foram descritos por Cao e colaboradores (2009), que relataram que a adminis-
tragao de cafeina melhorou a fungao cognitiva e causou uma redugdo nos niveis
de peptideo AP no cérebro e no plasma, além de uma redugdo na deposicao do
peptideo AP cerebral em um modelo de DA (Cao et al., 2009).

Além da cafeina, outros antagonistas do receptor A2A também tém sido
avaliados em modelos experimentais de DA. Em um modelo triplo transgé-
nico para a DA (3xTg-AD), o qual mimetiza varias caracteristicas patologicas
da doenga, o bloqueio do receptor A,, pelo antagonista SCH58261 foi capaz
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de recuperar os déficits memoria, a perda de proteinas sinapticas e a disfungédo
na plasticidade sinaptica, comprovando, portanto, a hipdtese da participacio
deste receptor de adenosina no desenvolvimento da DA (Silva et al., 2018).

CONSIDERACOES FINAIS

A DA é uma doenga neurodegenerativa que afeta um niimero crescente
de pessoas em todo mundo. A fisiopatologia da DA ¢ complexa e até o presen-
te momento ainda ndo tem cura. Muitos estudos vém sendo exaustivamente
realizados para esclarecer os mecanismos fisiopatogénicos envolvidos na DA.
Nos tltimos anos, foi demonstrado que alteragdes em componentes do sistema
purinérgico se associam ao desenvolvimento e a progressao da DA. A compre-
ensdo desses mecanismos, bem como a contribui¢ao cada receptor purinérgi-
co na patogénese dessa patologia debilitante, torna-se de extrema relevancia
e pode servir de base para o desenvolvimento de novas vias de intervencéio
terapéutica para retardar o inicio e a progressao da DA (Figura 1).

Figura 1: Receptores purinérgicos como alvos terapéuticos para a Doenca de Alzheimer
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POSFACIO

Ha quase 50 anos, acreditava-se que as moléculas de purinas eram apenas
moedas energéticas das células e tinham pouco ou nenhum papel em mediar
vias de sinaliza¢ao nos diferentes territérios do organismo. Esta obra mostra, de
forma clara e ampla, que essa ideia nao é mais pertinente, uma vez que existe um
verdadeiro conjunto de moléculas, enzimas e receptores que perfazem a sinaliza-
¢do purinérgica. O estudo destas vias, em que as purinas ganham um papel cada
vez mais amplo, seja na modulagdo de processos fisioldgicos ou/e patologicos,
faz com que a sinalizagdo purinérgica ganhe destaque no desenvolvimento do
conhecimento cientifico.

Os componentes do sistema purinérgico sdo constituintes de todas as cé-
lulas e tecidos do organismo, podendo atuar nas mais distintas situagoes. Os
nucleotideos de adenina, mais especialmente o ATP e o ADP, bem como seu
respectivo nucleosideo, a adenosina, desempenham diversos papéis no desen-
cadeamento e na progressdo de variadas doengas por meio da sua sinalizagdo
via receptores P1 e P2. Nesse contexto, as enzimas responsaveis pela hidrolise
dos nucleotideos e nucleosideos tém uma atuac¢io fundamental no controle dos
niveis extracelulares dessas moléculas e, consequentemente, no controle da ati-
vagao dos receptores purinérgicos.

Tendo em vista que a sinalizagdo purinérgica estd alterada em muitas condi-
¢Oes patologicas, atualmente o estudo da modulagido de componentes do sistema
purinérgico tem sido amplamente empregado para desvendar novas possibilidades
terapéuticas para algumas doengas, dentre as quais se destacam diferentes tipos
de cancer. Dentre os componentes do sistema purinérgico, atualmente, modula-
¢oes no receptor P2X7 aparecem como bastante promissoras no tratamento de
alguns tipos de tumores malignos.

Os capitulos que constituem este livro evidenciam de forma detalhada que
o sistema purinérgico desempenha papel fundamental: na modulagao do sistema
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imune e no controle da proliferacdo e apoptose celular; no desenvolvimento e
na progressao do diabetes; na regulacdo da funcao tireoidiana; na regulagao da
interagao de patdgenos e hospedeiros; na regulagdo da fungdo cardiovascular
e renal; no entendimento de alteragdes mediadas pelo exercicio fisico e até na
degenera¢do macular. Contudo, observam-se, ainda, muitas lacunas e algumas
contradi¢des na literatura, o que dificulta o estabelecimento de conclusées sobre
determinados papéis de alguns componentes do sistema purinérgico em situagdes
especificas. Além disso, a enorme mirfade de regulacdes que esta via possui e o
fato de as purinas estarem presentes em todas as células do organismo faz com
que o entendimento do contexto fisiopatoldgico seja um processo bem delicado
e de dificil interpretagao.

Dessa forma, torna-se imprescindivel o entendimento do sistema purinérgi-
co ndo somente em células e tecidos especificos, mas bem como a conversa entre
os tecidos por meio desse sistema. Isso s6 sera possivel promovendo o incentivo
as pesquisas desenvolvidas nesse campo de conhecimento no entendimento dos
processos fisiopatologicos. Ademais, como futuro promissor advindo do pro-
gresso destes estudos, a sinalizagdo purinérgica tem o potencial de tornar-se um
alvo efetivo para desenvolvimento de estratégias farmacoldgicas mais eficazes e
seguras para os pacientes.
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