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Resumo

Bento, C. A. A influéncia de diferentes polarizacdes de macrofagos e do receptor
P2X7 na invasividade e resisténcia de neuroblastoma. 2020, 72p. Dissertacdo de Mestrado —
Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo.

O neuroblastoma é um tumor solido muito comum em criangas. O estagio mais
avancado da doenca é altamente agressivo e invasivo, além de pouco responsivo a terapia,
que é limitada por mecanismos de resisténcia e reincidéncia relacionados a metéstase.
Muitos estudos tem sido feitos para identificar mecanismos de invasdo e
quimioresisténcia de células tumorais, afim de aumentar a sobrevida dos pacientes com
cancer. Nesse trabalho, nds estudamos o efeito dos macrofagos, as células imunes mais
abundantes no microambiente tumoral, os TAMs (do inglés tumor-associated
macrophage) e do receptor P2X7, um purinoreceptor acionado por ATP, nesses
processos. Os TAMs respondem e atuam de acordo com a miriade de fatores que
encontram, podendo gerar populacdes heterogéneas e com funcdes distintas, tanto anti-
tumorais, como pro-tumorais. Altos niveis de ATP extracelular sdo encontrados no
microambiente tumoral, podendo entdo ativar o receptor P2X7. Este receptor tem sido
relacionado tanto a fun¢des inflamatoérias como fung@es na resolucdo da inflamacéo de
macrofagos. Além disso, o receptor P2X7 esta envolvido em uma variedade de eventos
celulares, incluindo a secrecdo de mediadores pré-inflamatdrios, a proliferacdo celular e
a apoptose de células tumorais. Primeiramente, foi avaliado o papel do receptor P2X7 na
polarizagdo de macrdfagos da derivados medula 6ssea de camundongos wild-type e
nocaute para o P2X7 na presenca e auséncia de fatores secretados por células de
neuroblastoma, e entdo foi estudada a influéncia desses diferentes macréfagos
polarizados em eventos celulares de grande relevancia clinica para o neuroblastoma: a
invasividade e quimiorresisténcia. Os resultados demonstraram que, apesar do
reconhecido envolvimento do receptor P2X7 na inflamacdo, a auséncia deste receptor nao
atenua a expressdo de marcadores caracteristicos do fenotipo inflamatério, M1. O
aumento da expressdo do receptor P2Y2, também envolvido na inflamagdo, nessas
células, sugere um mecanismo genético de compensacdo para ndo atenuacdo da
inflamacdo em macrdfagos que ndo expressam o receptor P2X7. Contudo, a auséncia do
receptor P2X7 levou a alteracfes no fenétipo alternativo, M2, de modo que a expressdo
de Tnf, marcador de M2, ndo foi reprimido. TAMs noucates para P2X7 tiveram a
expressdo de argl, marcador de M2, suprimida, reforcando a importancia do receptor
P2X7 no estabelecimento de fenotipos ativados alternativamente. Nossos dados também
sugerem que auséncia do receptor P2X7 em TAMs permite a aquisi¢do de um fendtipo
capaz de tornar as células de neuroblastoma que expressam P2X7 mais invasivas e mais
quimioresistentes a vincristina. Por outro lado, TAMSs, independentemente da presenca
ou auséncia do receptor P2X7, induziram a proliferacdo e quimioresisténcia das células
de neuroblastoma silenciadas para o receptor P2X7, o que nos leva a concluir que o
receptor P2X7 em TAMs é desfavoravel a progressdo de tumores expressando P2X7.

Palavras-chave: Neuroblastoma, macréfagos M1, macréfagos M2, TAM,
receptor P2X7



Abstract

Bento, C. A. The influence of different macrophages’ phenotypes, and of the P2X7
receptor, on the invasiveness and chemoresistance of neuroblastoma. 2020, 75p. Dissertation
(Master’s Degree) — Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo.

Neuroblastoma is a highly common childhood solid tumor. The most advanced
stage of the disease is highly aggressive and invasive, besides from being poorly
responsive to therapies, which are limited by resistance and recurrence mechanisms
related to metastasis. Several studies attempt to identify invasion and resistance
mechanisms of the tumor cells in order to increase overall survival of the patients. On the
present work, we investigated the effect of macrophages, the most abundant immune cells
on the tumor microenvironment, called TAMs (tumor-associated macrophages), and of
the P2X7 receptor, an ATP-gated purinoceptor, on these processes. TAMs and cancer
cells crosstalk, and behave accordingly to a miriad of factors present at the TME,
generating heterogeneous populations with distinct functionalities, either pro- or anti-
tumor. High extracellular levels of ATP are found in the TME, being able to activate the
P2X7 receptor. This receptor mediates both pro- and anti-inflammatory functions in
macrophages. In addition, it is involved in several cellular events, including the secretion
of pro-inflammatory mediators, cell proliferation and tumor cell apoptosis. At first, we
evaluated the role of the P2X7 receptor on the polarization of bone marrow-derived
macrophages (BMDM), either wild-type or knockout for the P2X7 receptor, in presence
or absence or factors secreted by neuroblastoma cells. Next, we investigated the influence
of the polarized macrophages in highly relevant cellular events for neuroblastoma, such
as invasiveness and chemoresistance. Our results showed that, despite the known
involvement of P2X7 receptor on inflammation, its absence did not decrease the
expression if inflammatory markers of M1 macrophage populations. An increase in the
expression of the P2Y2 receptor, also involved in inflammation, on these cells suggest a
genetic compensation mechanism for preventing attenuation of inflammation when P2X7
is lacking. However, P2X7 receptor absence did compromise the M2 phenotype, driving
the expression of Tnf. TAMs knockout for the P2X7 receptor were not able to express
argl, also an M2 marker, reinforcing a role of the P2X7 receptor on establishing
alternative macrophage phenotypes. Our data also suggest that TAMSs lacking the P2X7
receptor acquire a phenotype capable of turning P2X7R-expressing neuroblastoma cells
more invasive and chemoresistant to vincristine. On the other hand, TAMs, independently
on the presence of the P2X7 receptor, induced proliferation and resistance of
neuroblastoma cells silenced for P2X7 receptor expression, leading us to the conclusion
that the P2X7 receptor in TAMs is unfavorable for the progression of P2X7R-expressing
tumors.

Keywords: Neuroblastoma, M1 macrophages, M2 macrophages, TAM, P2X7
receptor
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1.Introducéo

1.1 Neuroblastoma

O céncer ¢ a segunda causa principal causa de morte no mundo, sendo entdo um
problema de saude pablica mundial (MURRAY et al., 2016; MURRAY; LOPEZ, 1997).
Em 2018, apresentou cerca de 18 milhdes de novos casos e, com relacdo aos novos casos
de tumores infantis (0-14 anos), foram 200 mil criangas em um ano (BRAY et al., 2018).

O neuroblastoma é o segundo tumor sélido mais comum entre bebés e criangas,
representando de 6% a até 10% de todos os tumores infantis, ficando atras apenas dos
tumores cerebrais(COLON; CHUNG, 2011). Neuroblastoma € responsavel por
aproximadamente 15% de todas as mortes relacionadas aos canceres pediatricos, sendo
entdo o tumor extracraniano mais mortal da infancia(JOHNSEN; DYBERG;
WICKSTROM, 2019; PARK; EGGERT; CARON, 2010). A idade média de diagndstico
¢ de 17 a 18 meses, ou seja, bebés de até 1 ano e meio. Aproximadamente 40% dos
pacientes ttm menos de 1 ano, enquanto menos de 5% dos pacientes tém mais de 10 anos,
no momento do diagnostico (JOHNSEN; DYBERG; WICKSTROM, 2019; MATTHAY
et al., 2016).

A maior parte dos casos apresenta sitios primarios localizados no abdémen,
associados geralmente a glandula adrenal ou aos ganglios simpaticos. Essas localizacdes
comuns, e outras caracteristicas celulares e neuroquimicas do neuroblastoma, sdo
consequéncias da origem desse tumor, a linhagem simpatico-adrenal da crista
neural( MATTHAY et al., 2016)(Figura 1).

A crista neural € uma populacdo de células embrionarias transitorias, que surge
durante a gastrulagdo e a neurulacdo. Através de modificagdes via transicdo epitélio-
mesénquima (processo pelo qual as células perdem a polaridade e tém suas propriedades
adesivas reduzidas), essas células sdo capazes de migrar extensivamente por todo o
embrido em desenvolvimento, e de se diferenciar em diversos tecidos, incluindo a maior
parte do esqueleto craniofacial, o sistema nervoso simpatico e periférico, as células
cromafins da medula adrenal e também os melandcitos(ACHILLEOS; TRAINOR, 2012;
LALLIER, 1991).

Tal migracdo e diferenciacdo sdo reguladas por varios programas epigenéticos e
transcricionais, envolvendo a modificacdo de histonas, a expressdo de proteinas
morfogenéticas Osseas e de fatores de transcricdo, e a metilagdo do DNA(HU; STROBL-
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MAZZULLA; BRONNER, 2014). Parte da populagéo de células da crista neural migram
para a aorta dorsal, onde se diferenciam em células progenitoras simpético-adrenais, que
entdo dao origem a células do sistema nervoso periférico, incluindo os ganglios
simpaticos e a glandula adrenal - os principais locais em que o neuroblastoma surge
(MATTHAY etal., 2016; NAKAGAWARA et al., 2018).

Crista Neural

Tubo Neural

Migracao das
células da crista
neural

- Modificagdo de
Histonas
- Metilagao do DNA
- Fatores de transcrigdo
- Proteinas
morfogenéticas dsseas

\ A\

Migragdo e
diferenciagio

Notocorda

simpatico-adrenal

s
Células O
Cromafins

Figura 1. Desenvolvimento do neuroblastoma (adaptado): o neuroblastoma se
desenvolve a partir de uma populacdo de células embrionarias transitorias, da crista
neural, que surge durante a gastrulacéo e neurulacdo (CHEN et al., 2019)

Precursores Q@g
@

Ganglios
Simpaticos

O neuroblastoma pode apresentar diferentes quadros clinicos, sendo uma doenca
extremamente heterogénea. Os tumores podem regredir espontaneamente, mesmo sem
terapia (nos estagios iniciais da doenga), ou exibir um fenotipo maligno muito agressivo
e invasivo, além de pouco responsivo a terapia intensiva multimodal (estagio final da
doenga) (HAMNER; DAVIDOFF; SHOCHAT, 2008). Mais de 70% dos casos, no
momento do diagndstico, ja apresentam metastase (ZHI et al., 2014).

Ja o neuroblastoma de alto risco (estagio 1V, que geralmente se desenvolve em
criancas mais velhas) apresenta metastase e estima-se que 50-60% dos desses tenham
recidiva. Tal caracteristica afeta as taxas de sobrevida dos pacientes, que sdo, de
aproximadamente,20%em 5 anos, mesmo com terapias mais agressivas, cCoOmo
radioterapia e quimioterapia, a eficacia dos tratamentos € limitada por mecanismos de

resisténcia e reincidéncia relacionados a metastase(COLON; CHUNG, 2011).
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Metéastase é a expansao do cancer de um local primario, onde o cancer se originou,
para um local secundario, e esta é responsavel pela maior parte da mortalidade
relacionada a tumores. Em um estudo realizado com os dados populacionais da Noruega
entre 2005 e 2015, foi observado que 66,7% das mortes consequentes de tumores solidos
foram causadas por metéastases (DILLEKAS; ROGERS; STRAUME, 2019). O processo
metastatico é uma cascata de eventos sequenciais e interrelacionados, e todas as etapas
sdo limitantes, o que torna esse processo extremamente ineficiente: apenas 0,01% das
células que deixam o tumor primario sdo capazes de desenvolverem tumores secundarios
(BIELENBERG; ZETTER, 2015).

A cascata invasdo-metastase pode ser dividida em 5 etapas: (i) Angiogénese,
primeiramente as células tumorais precisam desenvolver uma rede vascular, o que, além
de suprir as demandas de oxigénio e nutrientes, também fornece uma rota de escape para
essas células a circulacdo; (ii) Intravasacdo, as células tumorais devem se separar da
matriz extracelular e de células vizinhas, invadindo a membrana basal e migrando até a
circulacéo; (iii) Sobrevivéncia, as células tumorais tem que sobreviver na circulagdo onde
a maioria morre nas primeiras 24h, um ambiente adverso devido ao atrito da tensdo
tangencial exercida pelo fluxo de sangue e a alta concentragdo de soro ou devido a
imunovigilancia exercida por células NK; (iv) Extravasamento, as células transmigram
da circulacéo para o tecido, uma etapa similar, mas em sentido oposto, a intravasacao.
Essa etapa ainda ndo resulta em uma metastase bem sucedida, e a maioria das células
tumorais que passam pela etapa de extravasagdo, entram em apoptose, séo eliminadas
pelo sistema imunoldgico ou se mantém dormente; (v) Desenvolvimento do tumor
secundario, para desenvolver macrometastases, as células tumorais precisam ter
capacidade proliferativa e angiogénica para sustentar o crescimento do tumor secundario
(BIELENBERG; ZETTER, 2015).

O estadiamento da doenca é a primeira avaliagdo a ser feita, pois é necessaria para
a escolha da melhor terapia. Assim como outros tumores, o diagnostico do neuroblastoma
é feito através de exames laboratoriais, imagens radiograficas e patologia. Dessa forma
0s pacientes sdo estratificados em: muito baixo risco, baixo risco, risco intermediario, e
alto risco ou ultra alto risco (DAVIDOFF, 2012). O estadiamento de alto risco,
compreende tumores invasivos, que ja formaram sitios metastaticos e tumores resistentes

ao tratamento, e que possibilita entdo a reincidéncia da doenca (DAVIDOFF, 2012).
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1.2 Microambiente tumoral

Tumores ndo consistem apenas de células neoplasicas (Figura 2), apresentando
também matriz extracelular (MEC), rede vascular e estroma circundantes, que
compreende diversos tipos celulares e componentes extracelulares (citocinas, fatores de
crescimento, hormdnios e etc.). Esse conjunto complexo de fatores € denominado de
microambiente tumoral (MT) (HUI; CHEN, 2015).

A matriz extracelular (MEC) é um importante componente no MT. Composta por
uma gama de componentes, incluindo proteinas, glicoproteinas, proteoglicanos e
polissacarideos com diferentes propriedades fisicas e bioquimicas, fornece suporte fisico
e também os principais fatores de crescimento necessarios para as células (LU et al.,
2011). Tais componentes sdo fornecidos pelas diferentes células encontradas no
microambiente. A MEC desempenha entdo um papel critico no decorrer do
desenvolvimento tumoral, e este geralmente é desregulado e desorganizado. A MEC
anormal também pode desregular o comportamento de células estromais no MT, o que
pode auxiliar no processo de angiogénese e na inflamacdo (BRASSART-PASCO et al.,
2020; HUI; CHEN, 2015).

A vasculatura do tumor é anormal em quase todos 0s aspectos, estruturais e
funcionais, ndo atendendo a demanda tumoral. 1sso resulta em regifes de hipdxia e com
baixo pH no MT. Os sinais angiogénicos derivados da hipdxia estimula a formacdo de
NOVOS vasos, e esses também serdo anormais. Além disso, 0s vasos sanguineos tumorais
exibem um lumen desigual e geralmente vazado, o que faz com que a pressdo do fluido
intersticial aumente, resultando na irregularidade do fluxo sanguineo. Essa irregularidade
afeta a distribuicéo de nutrientes e também de medicamentos no MT, além de contribuir
para a hipéxia (HUI; CHEN, 2015; WU; DAI, 2017).

Tal conjunto de caracteristicas Unicas do MT, os diferenciam dos microambientes
de tecidos saudaveis, o que é essencial na modulagdo da iniciacdo, progressao e metastase
tumoral, como também na eficécia de terapias. A resisténcia a medicamentos, mediada
pelo MT, é resultado da dindmica continua entre as células tumorais e o estroma
circundante alterado (LI et al., 2019b; POH; ERNST, 2018).

Os diferentes tipos celulares observados no MT incluem células estromais, como
fibroblastos, pericitos e adipocitos; e células imunes (linfécitos T, linfdcitos B, células
NK (do inglés, natural killer) e macréfagos). Células estromais secretam moléculas como

o fator de crescimento do hepatécito (HGF), fator de crescimento de fibroblastos (FGF)
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e a quimiocina CXCL12, que sdo capazes de induzir o crescimento e a sobrevivéncia das
células tumorais além de poderem atuar como quimioatratores, estimulando a migracéo
de células imunes para o MT(HUI; CHEN, 2015).

Dentre as células imunes encontradas no MT, os macrofagos sdo as mais
abundantes na maioria dos tumores humanos e murinos, e suas atividades podem ser anti
ou pré-tumorigénicas (HUI; CHEN, 2015). Tais células podem constituir até 50% da
massa tumoral (SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018).

Figura 2. A diversidade do microambiente tumoral: Tumores consistem ndo apenas de
células tumorais, mas também compreende diversos tipos celulares, componentes
extracelulares, além da MEC e da rede vascular circundante (MENZIES et al., 2017)

1.3 Macrofagos

1.3.1 Origem

Os macrofagos sdo células imunes mieloides, que possuem duas origens
diferentes. A primeira, que abrange a maioria dos macrofagos, é estabelecida antes do
nascimento, durante o desenvolvimento embrionario, a partir de células do saco vitelino.
As populacBes de macrofagos resultantes dessas celulas sdo residentes de diferentes
tecidos no individuo adulto, e possuem capacidade de autorrenovacdo, se mantendo
localmente, independentemente de outros tecidos (VAROL; MILDNER; JUNG, 2015).
Jaasegunda origem, se desenvolve apds o nascimento, a partir de mondcitos que circulam

constantemente no organismo, e se infiltram nos tecidos onde entéo se diferenciam em
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macrofagos. Tal via é associada a contextos inflamatorios (VAN FURTH; COHN, 1968).
Dessa forma cada tecido exibe uma combinacdo propria de macr6fagos embrionarios e
de macrofagos derivados de mondcitos, e sua respectiva abundancia provavelmente
reflete a historia e natureza do tecido de residéncia (VAROL; MILDNER; JUNG, 2015).

Os mondcitos se formam na medula déssea e sdo continuamente enviados a
circulacdo, onde constituem cerca de 4% da populacéo total de leucdcitos no sangue de
camundongos, e por volta de 10% no sangue de humanos (SPRANGERS; VRIES;
EVERTS, 2016; VAN FURTH; SLUITER, 1986) . Em situacdes fisiologicas, ndo ha
necessidade de influxo de mondcitos para manutencdo da populacdo de macrofagos
residentes de tecidos. Contudo, em situacdo patolégica de dano tecidual e/ou infeccao, é
necessario o recrutamento dessas células para tal microambiente, para o desenvolvimento
da resposta inflamatéria. Seu continuo transporte pela circulacdo e sua excepcional
plasticidade funcional tornam os mondcitos capazes de serem rapidamente recrutados
para desempenhar uma série de funcdes efetoras no desenvolvimento de uma resposta
inflamatoria e sua posterior resolucdo. Dessa forma, a maturacdo e consequentes funcbes
dos mondcitos sdo contexto dependente, e variam de acordo com o microambiente
encontrado apds o extravasamento (VAROL; MILDNER; JUNG, 2015).

Os macrofagos encontrados em microambientes tumorais promovem a iniciacao
e o desenvolvimento de tumores, incluindo a formacdo de metastases. Tais macrofagos
sdo chamados de macrofagos associados a tumores, ou TAMs (do inglés, tumor-
associated macrophages). Devido aos proeminentes infiltrados de mondcitos, em
diferentes tumores, é provavel que a maioria dos TAMs seja derivada de mondcitos. A
diferenciacdo dos monadcitos para macréfagos, e suas posteriores respostas, também véo
depender dos estimulos recebidos nesse microambiente tumoral (RHEE, 2016). Tais

respostas serdo melhor detalhadas nas proximas segdes.

1.3.2 Funcdes, heterogeneidade e polarizacdo

Os macrofagos exibem varias fungdes na resposta imune inata, sendo a primeira
linha de defesa do organismo contra danos e patdégenos. Além das funcdes na resposta
imunes inata, € provavel que os macréfagos induzam a resposta adaptativa, da mesma
forma que as células dendriticas (HIRAYAMA; IIDA; NAKASE, 2018). Tais respostas
se baseiam no reconhecimento de estruturas microbianas conservadas, chamadas de

padrdes moleculares associados a patdégenos (PAMPs). Os PAMPs sdo reconhecidos
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pelos receptores de reconhecimento de padrées APC (PRR) (MOGENSEN, 2009;
TAYLOR et al., 2005).

Além dos PRRs, os macrofagos apresentam uma ampla variedade de receptores
de membrana que quando acionados por seus ligantes irdo desencadear diferentes
respostas. Entre esses receptores estdo: a superfamilia da imunoglobulina (Ig - Fc,
TREMZ2, SIRPa, M-CSFR, Siglec, receptores CD200R), receptores “scavenger” (SR-A,
MARCO, CD163, CD36, CD14), receptores de complemento (CR3, CR4), receptores do
tipo Toll (TLRs), receptores de citocinas e quimiocinas, e lectinas do tipo C (receptor de
manose, DC-SIGN, CD69). Os receptores ‘“scavenger” ¢ lectinas do tipo C estdo
envolvidas no reconhecimento de bactérias, na adesdo, fagocitose e endocitose. A
superfamilia da imunoglobulina assim como os receptores de complemento atuam na
fagocitose e endocitose de particulas opsonizadas. J& 0os TLRs detectam e amplificam a
cascata de sinalizacdo contra bactérias, além de reconhecerem uma ampla gama de
ligantes enddgenos e exdgenos fundamentais na manutencéo da homeostase, na defesa e
na inflamacdo (LEY etal., 2016; TAYLOR et al., 2005).

Devido entdo ao papel exercido por essas células no organismo, e sua capacidade
de reconhecer diferentes ligantes faz com que os macréfagos respondam a estimulos
endogenos apds uma lesdo ou infecgdo, e a sinais liberados por outras células e liberados
pelos proprios macrofagos. Essa alta plasticidade leva a formagdo de populagdes
heterogéneas, com respostas efetoras diferentes, de acordo com os estimulos do
microambiente em que se encontram. Foi proposto um sistema de classificagdo dessas
diferentes polarizagdes (ou ativacdes), que é formado por dois fendtipos extremos: um
fenotipo proé-inflamatorio ou classico, chamado de M1, e um anti-inflamatorio ou
alternativo, chamado de M2(MILLS, 2015; MILLS; LEY, 2014).

1.3.3 Macroéfagos M1 e macrofagos M2

Relacionada a fungdes inflamatdrias e imunoestimulatdrias, assim como a respota
antimicrobiana e antitumoral, a polarizacdo para M1 ocorre, geralmente, em resposta a
lesbes ou infeccdes, sinalizadas por padrdes moleculares associados a patdgenos
(PAMPS) e ao dano (DAMPS) (Figura 3). Essa polarizacdo também é induzida por LPS,
IFN-y, TNF-o. ¢ GM-CSF e é induzida por altos niveis de citocinas pro-inflamatorias
(como, TNF-q, IL-1a, IL-1pB, IL-6, COX-2, IL-23 e etc), alta producdo de 6xido nitrico
(NO) e de intermediarios reativos de nitrogénio (RNS) e oxigénio (ROS), contribuindo

no direcionamento de uma resposta inflamatorias. Além disso, macréfagos M1 expressam
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altos niveis de MHC I1, moléculas coestimuladoras como CD80 e CD86 (HUANG etal.,
2018; RHEE, 2016).

Uma rede de fatores de transcricdo e reguladores pos-traducionais estdo
envolvidos na polarizacdo do M1. As vias canonicas de sinalizacdo IRF/STAT que sdo
ativadas por IFNs e TLRs, via STATL, induzem a polarizagdo M1 (WANG; LIANG;
ZEN, 2014). Os macréfagos M1 regulam positivamente IRF5, o que induz a sintese de
IL-12, IL-23 e TNF-a (WEISS et al., 2013). Ja a via LPS/ TLR4 desempenha um papel
nessa polarizagdo, atraves de STAT1-a/p independente de MyD88 (TOSHCHAKOQV et
al., 2002).

Os macrdfagos M1 participam da eliminacdo de patdgenos, atraves da ativacao do
sistema NADPH oxidase e consequente geracdo de ROS. ROS causa danos teciduais, o
que prejudica a regeneracao tecidual e a cicatrizagcdo. Para proteger contra esse dano
tecidual, a resposta inflamatéria deve ser inibida por mecanismos de regulacdo negativa
de sinalizagdes inflamatdrias e a regulacdo positiva de sinalizagBes envolvidas em
respostas imunorregulatérias, de controle da inflamagdo conduzidas pelos macréfagos
M2 (RHEE, 2016; SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018).

A polarizagdo para M2 esté associada a resolucéo da inflamacéo, na remodelacéo
da matriz extracelular e reparo tecidual, na imunorregulacdo, angiogénese e na promogao
tumoral (Figura 3). Estas podem ser induzidas por IL-4, IL-10, IL-13 e IL-33, citocinas
Th2, além de TGF-B e outros sinais. M2 secreta citocinas que contra balancam a
inflamacdo como TGF-p, IL-10, CCL18 e a quimiocina CCL22 (HUANG et al., 2018).

IL-4 e IL-13 atuam via STATG6 através da ativacdo do IL-4Ra. Ja IL-10 leva a
ativacdo de STAT3 através da ligacdo em seu receptor IL-10R. A IL-33 é uma citocina
da familia IL-1 e amplifica a polarizacdo de M2 induzida por IL-13, caracterizada pela
regulacdo positiva de Arg-1, CCL17 e CCL24. QOutras proteinas também sdo expressas
nesse fendtipo como MMP-9, Fizz-1, Ym-1, PD-L1, MRC1/CD206, CD163, dectina-1 e
CD209 (SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018). Os altos niveis de Arg-1 influenciam
no aumento da sintese de poliaminas, o que estimula o crescimento celular, formacao de
colageno e reparo tecidual. Esses macrofagos estdo envolvidos na imunossupressao e
reestabelecimento da homeostase(ARLAUCKAS et al., 2018).

Os macrdfagos M2 tém alta capacidade fagocitica, necessaria para eliminacao de
detritos e células apoptoéticas. Esta populacdo também promove o reparo tecidual e a

cicatrizagdo, devido suas propriedades pro-angiogénicas e pro-fibréticas. Assim, tal
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polarizagdo atua atenuando a inflamacé&o e impedindo uma resposta inflamatoria crénica,

além de também orquestrar a remodelacao tecidual (FU et al., 2020).
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Figura 3. Os fen6tipos M1 e M2 de macrofagos (adaptado): Enquanto o
fendtipo M1 esta envolvido em fungdes pré-inflamatorias, o fenétipo M2 esta relacionado
a funcbes de resolucdo da inflamacdo, evitando uma desregulacdo da resposta
inflamatdria (VAN DALEN et al., 2019).

1.3.4 Macrofagos associados a tumores

Os macrdéfagos encontrados no MT sdo conhecidos como macréfagos associados
a tumores (TAMSs), que desempenham papéis importantes e opostos, durante a evolucéo
do tumor. TAMs contribuem para a resposta antitumoral, através da fagocitose e priming
de células T (apresentacdo de antigeno ou sinais coestimulatorios), induzindo assim a
resposta imune adaptativa (LECOULTRE; DUTOIT; WALKER, 2020).

Contudo, TAMs também podem contribuir na evasdo tumoral do sistema
imunolégico. Essa evasdo se da através de moléculas imunossupressoras, como Arginase-
1, TGF-B e IL-10. Portanto, o equilibrio entre a atividade antitumoral e pro-tumoral dos
macrofagos, influenciam diferentes caracteristicas tumorais, como o crescimento, a
resposta a terapia e a sobrevida dos pacientes (YANG et al., 2020b).

Muitos trabalhos demonstraram que uma maior densidade de TAMs esta

relacionada a malignidade tumoral, ao aumento da proliferacdo, a maior densidade de
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vasos sanguineos e maior nimero de células T regulatérias (Treg), que possuem funcéao
imunossupressora, inibindo a imunidade antitumoral (FACCIABENE; MOTZ;
COUKAOQS, 2012). Portanto, quanto maior a presenca de TAMs, pior o prognostico clinico
(L1U; JOSHI, 2020). Nos ultimos anos, estudos vém mostrando diferentes mecanismos

de desenvolvimento tumoral, promovido por TAMs (Figura 4).
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Figura 4. A importancia de TAM no desenvolvimento tumoral: O
desenvolvimento tumoral depende também da regulacdo promovida pelo MT e do cross-
talk do tumor com outras células. Dentre essas, 0s macréfagos participam de uma série
de fungdes pro-tumorais: crescimento tumoral, angiogénese, inducdo de imunossupressao
(através da inducdo de Treg, e inativacdo de células T), remodelamento tecidual, EMT,
migracdo, invasdo e metéstase. Todas essas essenciais para a promoc¢do tumoral
(MENZIES et al., 2017).

Tal variedade de mecanismos € possibilitada tanto pela heterogeneidade intrinseca
dos macrofagos, como também pelas particularidades de cada MT, que por sua vez, vdo
depender do tipo tumoral. Assim TAMs possuem diferentes subpopulaces dentro do
MT, e suas caracteristicas e respostas vdo depender do contexto em que se encontram. E
importante ressaltar que a classificacdo M1/M2, apesar de ser importante didaticamente
é uma simplificacao, e dependendo dos sinais do microambiente tumoral, os macrdéfagos
podem facilmente transitar entre diferentes estados de polarizacdo, variando entre

fendtipo M1 e M2(FU et al., 2020).
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No entanto, os mecanismos de como os TAMs participam da tumorigénese,
angiogénese, da resposta e resisténcia aos tratamentos, da migracdo, invasdo, metastase
e, também a imunossupressdo, ainda ndo foram completamente elucidados. Neste
trabalho o papel de TAMs na invasdo e resisténcia a quimioterapia, dois aspectos
importantes na metastase, foram estudados.

A quimioterapia é um dos tratamentos mais conhecidos e utilizados para canceres
solidos. No entanto, parte das células tumorais sdo geneticamente resistentes aos
quimioterapicos e/ou adquirem resisténcia ao longo tratamento(MANSOORI et al., 2017;
MARINE; DAWSON; DAWSON, 2020). Estudos tem demonstrado que TAMs atuam
ativamente no desenvolvimento da quimiorresisténcia, e sua inibicdo ou diminuicdo é
suficiente para atenuar tal resisténcia in vivo e in vitro (CHEN et al., 2019).

Algumas das citocinas secretadas por TAM podem induzir programas anti-
apoptoticos em células tumorais, como por exemplo a IL-6 (KONG et al., 2016), a IL-10
(RUFFELL et al., 2014) e a IL-34 (BAGHDADI et al., 2016) . Tais citocinas ja foram
relatadas como mediadoras da resisténcia a quimioterapia em muitos tumores solidos.
Além desses, outros fatores secretados por TAM ja foram observados na mediacdo de
resisténcia, como HGF, catepsinas B e S e TNF-a. A deposi¢cdo de matriz extracelular
por TAMs também promove a resisténcia tumoral a quimioterapia e radioterapia,
remodelando e direcionando as interacdes entre células cancerosas e 0s macrofagos
(CHEN et al., 2019).

Apesar dos avancos realizados na busca por melhores terapias, a op¢cdo mais
utilizada para o tratamento do céncer é a quimioterapia. Assim, a quimiorresisténcia
constitui um fator limitante no tratamento, visto que além de promover a metastase, pode
promover recidiva da doenca, impactando ainda mais a sobrevivéncia dos pacientes. A
quimiorresisténcia desafia entdo a clinica e continua sendo o principal obstaculo para a
terapia do cancer (ALFAROUK et al., 2015; BORST, 2012; HOUSMAN et al., 2014).

Portanto, elucidar os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na aquisi¢ao
de resisténcia é fundamental para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas.
Atualmente, 90% das falhas na quimioterapia sdo consequéncia da invasao e metastase
tumoral relacionada a resisténcia aos tratamentos (CONDEELIS; POLLARD, 2006; LIN;
XU; LAN, 2019).

TAMs desempenham um papel crucial em todas as etapas do processo metastatico
(LIN; XU; LAN, 2019). A MEC serve como um arcabouco e como uma barreira para a
migracdo de células. Assim sua degradacdo é necessaria para que as células tumorais
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atinjam a circulagdo. Nos estdgios iniciais da tumorigénese, os macréfagos sdo
encontrados em pontos de ruptura da membrana basal, 0 que sugere que as células
tumorais exploram as capacidades de remodelacéo da matriz dos macréfagos, permitindo
assim que essas saiam do sitio primario e migrem através do estroma circundante (LIN;
XU; LAN, 2019) Os TAMs podem facilitar esse processo através da secre¢do de MMPs,
serina proteases e catepsinas, que possibilitam a disrup¢do da membrana basal através da
modificacdo de juncdes célula-célula. Contudo outras moléculas secretadas por TAMs ja
foram relacionadas a invasdao, como TGF-p, MIP-1p, CCL18, S100A8 ¢ SI00A9. Um
outro mecanismo de promogéo da invasdo é o loop de sinaliza¢do paracrina EGF/CSF-1,
onde a liberacdo de EGF pelos macr6fagos, um potente quimioatrator, é resultante da
sinalizacdo via CSF-1 sintetizado pelas células tumorais (LIN; XU; LAN, 2019; YANG
et al., 2020a).

A transicdo epitelial-mesenquimal (EMT) das células tumorais € um processo
também promovido pelos macréfagos que esta associado tanto a quimiorresisténcia como
a invasdo (ARNAUD-SAMPAIO et al., 2020). A EMT é um processo onde as células
adquirem um fenotipo mesenquimal, apds a regulacdo negativa de suas propriedades
epiteliais. O fenotipo epitelial é caracterizado pela polaridade apical-basal, e pelas
juncdes celulares integras e as interages com a membrana basal. Durante a EMT, as
células sofrem alteracbes na expressdo génica e nos mecanismos de regulacdo pos-
traducional que levam a reducdo das caracteristicas epiteliais e a conjunta aquisicdo das
caracteristicas mesenquimais (LI et al., 2019a). Assim as células exibem morfologia
semelhante a fibroblastos, e tém sua capacidade migratéria aumentada, o que
frequentemente leva a aquisicao de propriedades invasivas. A sintese de IL-10, TGF-f e
CCL18 ja foi associado a mecanismos de promogédo de EMT, via TAMs (CAl et al., 2019;
CHEN; TAN; WANG, 2018; SU et al., 2014)

1.4 Sinalizacé@o Purinérgica

A sinalizagdo purinérgica, utiliza o ATP, nucleotideos pirimidinicos e purinicos
relacionados — mono, di e trifosfatados - e a adenosina como moléculas transmissoras e,
semelhante a outros sistemas de sinalizacdo que utilizam mensageiros extracelulares, tem
componentes responsaveis pela liberacdo, recepcdo e inativacdo do mensageiro quimico
(Figura 5). O sistema purinérgico surgiu muito cedo na evolugdo: 0 mecanismo de

liberacdo e de degradacdo de ATP operam em bactérias, € 0s primeiros receptores
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especificos sdo encontrados em protozoarios e algas (BURNSTOCK, 2018;
VERKHRATSKY; BURNSTOCK, 2014).
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Figura 5. A sinalizacdo purinérgica: O ATP extracelular é reconhecido pelos
receptores P2, e ADP, UTP, e UDP sdo reconhecidos pelos receptores P2Y. J& a
adenosina é reconhecida pelos receptores P1. As ectonucleotidases localizadas na
membrana plasmatica catalisam a hidrolise sequencial de ATP extracelular em ADP,
AMP e adenosina. P2X sdo canais cationicos triméricos, ndo seletivos, que podem formar
estruturas homo ou heteroméricas. Ja o0s receptores P1 e P2Y sdo receptores
transmembrana acoplados a proteina G(MENZIES et al., 2017).

A evolucdo subsequente desse sistema, resultou em uma diversificacdo
substancial das cascatas de sinalizacdo purinérgica. Novas classes de purinoreceptores e
novas vias de liberacdo e de conversdo dos mensageiros possibilitaram um controle mais
refinado dos niveis extracelulares de transmissores purinérgicos (DI VIRGILIO;
VUERICH, 2015).

Moléculas do sistema purinérgico sdo expressas em praticamente todos 0s tipos
de células e tecidos, onde medeiam uma gama surpreendentemente ampla de respostas
fisiologicas e fisiopatologicas. Diversos mecanismos ndo neuronais e neuronais,
incluindo respostas imunes, inflamacdo, vasodilatagédo, secrecdo exocrina e endocrina,

envolvem sinalizacdo purinérgica. A sinalizacdo purinérgica de longo prazo esta
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associada aos processos de proliferacdo, diferenciacdo, motilidade e morte celular, como
também aos processos de desenvolvimento, de regeneracdo, cicatrizagdo, reestenose,
renovacdo de células epiteliais, cancer e envelhecimento(VERKHRATSKY;
BURNSTOCK, 2014) . A onipresenca da sinalizacdo purinérgica a diferencia de outros
sistemas que utilizam transmissores quimicos na comunicagdo intercelular, ja que este
ndo tem segregacdo anatémica, nem funcional (DI VIRGILIO; VUERICH, 2015;
VIRGILIO; SARTI; COUTINHO-SILVA, 2020).

1.4.1 O ATP extracelular como DAMP

Organismos vivos sdo caracterizados por um sistema homeostatico. Para a
manutencdo da homeostase no organismo, é necessaria uma rede refinada de sensores que
irdo monitorar constantemente o ambiente interno, detectando qualquer alteracdo, como
lesBes e infeccdes. Dessa forma, o sistema homeostatico precisa ser capaz de liberar uma
série de mensageiros intracelulares, que irdo sinalizar tais alteragdes (DI VIRGILIO;
VUERICH, 2015).

Uma maneira desenvolvida pela evolugédo de sinalizar danos, € um sistema onde
um receptor de membrana especifico, ira detectar uma molécula, normalmente encontrada
intracelularmente, no microambiente em que se encontra. Um desses sinais, chamados de
DAMP (padrdo molecular associado ao dano) € o ATP. Em um microambiente saudavel,
0 ATP é encontrado principalmente intracelularmente, onde alcanca uma concentragédo
de varios mM. Extracelularmente, a concentracdo de ATP é baixa, na faixa de nM (DI
VIRGILIO; VUERICH, 2015) .

A liberacdo condutiva de ATP do citosol para o meio extracelular, é possivel
através de, resumidamente, trés mecanismos. Um desses é através da necrose, uma forma
inflamatdria de morte celular, onde ocorre o rompimento da membrana celular, o que por
sua vez leva a liberacdo de grandes quantidades de ATP, jA que no citosol este é
encontrado em grandes concentracdes (IYER et al., 2009; JUNGER, 2011). O ATP
liberado, serve entdo como um sinal “me encontre” que atrai células fagociticas como os
macrofagos, que medeiam entdo a remocéo dos corpos necroéticos (RAVICHANDRAN,
2011).

O segundo mecanismo € através da liberacdo vesicular de ATP. Granulos
especializados armazenam ATP e o liberam rapidamente por meio de fusdo com a
membrana plasmética (DOSCH et al., 2018). Tanto o armazenamento como a exocitose
dependem de um transportador secundario ativo, VNUT (transportador vesicular de
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nucleotideos). VNUT garante o acdmulo de ATP no interior das vesicular através de
gradiente eletroquimico de protons (positivo no interior dos granulos) gerado pela forca
motriz de V-ATPase (MIYAJl et al., 2011; SAWADA et al., 2008).

O dltimo mecanismo de liberacdo de ATP € via canais permeaveis a este, presentes
na membrana celular. Assim, em resposta a abertura das vias condutivas, e favorecidos
pelo enorme gradiente de concentracdo intra/extracelular, ocorre a liberacdo de ATP.
Atualmente sdo conhecidos cinco grupos de canais: hemicanais de conexina, panexina 1,
modulador de homeostase de calcio 1 (CALHML), canais de anions regulados por volume
(VRACS) e canais maxi-anions (MACs). Todos esses canais possuem permeabilidade
anidnica e um grande poro condutor (DESAI; LEITINGER, 2014). O ATP é altamente
solavel em agua e, portanto, rapidamente difusivel no ambiente extracelular, onde €
também rapidamente degradado (DI VIRGILIO; VUERICH, 2015; VIRGILIO; SARTI,
COUTINHO-SILVA, 2020).

Como mensageiro extracelular, o ATP é reconhecido pelos receptores P2, que por
sua vez, sdo encontrados em todas as células. Assim, como DAMP, o ATP e seus
receptores sdo Otimos sinalizadores de danos. A adenosina, produto da degradacéo de
ATP, possui uma atividade imunossupressora, atuando entdo como um mediador de
feedback negativo na sinalizacdo (VIRGILIO; SARTI; COUTINHO-SILVA, 2020).

Nos macrofagos, e outras células da linhagem mieloide, o ATP extracelular, ja foi
associado a trés respostas distintas: a primeira € com o ATP atuando como um fator
quimiotatico, atraindo tais células para esse microambiente; a segunda é com o ATP
atuando como um sinal “me encontre” de células mortas e em apoptose, esse sinal auxilia
na resposta fagocitica dos macrofagos; e a dltima é com relacdo a intensificacdo da
resposta inflamatoria pelos macrofagos, tanto na secrecdo de citocinas, como em
diferentes respostas dentro da resposta imunoldgica (DI VIRGILIO; VUERICH, 2015)

1.4.2 Receptores purinérgicos

Os receptores purinérgicos podem responder tanto ao ATP, como a nucleotideos
pirimidinicos relacionados (UTP, UDP) e a adenosina (Figura 5). Assim, esses foram
divididos em duas familias, com base em sua estrutura e propriedades farmacoldgicas.

A familia de receptores P2 é composta pelas subfamilias P2XR e P2YR. Os sete
receptores P2X sdo canais i6nicos seletivos, homo- ou heterotriméricos, dependentes de
ATP (ionotropicos) e facilitam o efluxo de cations extracelulares, incluindo o potassio.

Embora todas as subunidades (P2X1 a P2X7) respondam a ATP, estes o fazem com
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diferentes afinidades pelo ligante e diferentes cinéticas de ativacdo e dessensibilizagéo.
Dentre os P2X, é dada uma maior atencdo ao subtipo P2X7, que sera detalhado mais a
frente. Ja a subfamilia P2Y, séo receptores acoplados a diferentes proteinas G (sdo,
portanto, metabotropicos), e respondem a ATP, ADP, UTP, UDP ou UDP-glicose. Os
oito receptores dessa familia, também possuem seletividades diferentes por seus ligantes
(RALEVIC; BURNSTOCK, 1998).

A segunda familia de receptores é a familia P1, que compreende 4 receptores
acoplados a proteina G. Tais receptores reconhecem a adenosina, e sao classificados de
acordo com seu acoplamento a adenilil ciclase, que por sua vez, age Como um mecanismo
de regulagdo dos niveis de AMP ciclico (CAMP)(RALEVIC; BURNSTOCK, 1998). Os
receptores Al e A3 estdo acoplados a subunidade G inibitoria, e sua ativacdo leva,
portanto, a diminuicad no nivel de cAMP. Ja os receptores A2A e A2B estdo acoplados
a subunidade G estimuladora e sua ativacao resulta em um aumento no nivel de cCAMP.
O receptor A2B também esta acoplado as proteinas Gq, que auxiliam na atividade da
fosfolipase C e na mobilizacdo de célcio intracelular. A afinidade desse receptor pela
adenosina é menor, quando em comparag¢do com 0s outros receptores P1, e por isso, A2B
é ativado geralmente em estados patoldgicos, onde a concentracdo de adenosina é alta.
Em geral, a ativacdo dos receptores P1, pela adenosina, se opde as respostas celulares
causadas pela ativacdo dos receptores P2(DWYER; KISHORE; ROBSON, 2020;
RALEVIC; BURNSTOCK, 1998).

Basicamente, todos os subtipos de receptores P1 e P2 sdo expressos por células
do sistema imune, de um modo dependente do tipo celular e dos diferentes estados de
diferenciacdo que essas células possuem na resposta imunologica (RAYAH;
KANELLOPOULOS; DI VIRGILIO, 2012). O papel dos receptores P2X na regulacao
imunoldgica é amplamente reconhecido. Evidéncias ja demonstraram a expressao dos
receptores P2X1, P2X4 e P2X7 em fagocitos mononucleares, como macréfagos,
microglia, neutrdfilos e eosinofilos. Linfocitos T e B, e células NK também expressam
esses trés receptores (DI VIRGILIO; VUERICH, 2015). No entanto, o receptor P2X,
predominantemente associado a inflamacéo, é o receptor P2X7 (BURNSTOCK, 2016;
DI VIRGILIO et al., 2001).

Os receptores P2Y acoplados a Gg e Gi e estdo associados a quimiotaxia de
macrofagos em resposta a gradientes de concentracdo de ATP (DESAI; LEITINGER,
2014). O subtipo P2Y2, desempenha um papel crucial nos macréfagos e outras células

imunes no reconhecimento da localizacéo de células mortas e em apoptose, que liberam
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ATP (LEMKE, 2019; ZITVOGEL; KEPP; KROEMER, 2010). Esse receptor também ja
foi associado a resposta inflamatodria, induzindo a sintese de IL-1p (DE LA ROSA et al.,
2020) e mediando a inflamagdo aguda (ADAMSON et al., 2018)

Receptores P1 sdo amplamente expressos em células imunes mieloides e linfoides
(DI VIRGILIO; VUERICH, 2015). Tais receptores transmitem um sinal de “se acalme”,
que orquestra a resolucéo da inflamagéo, um processo conceitualmente diferente de uma
sinalizacdo anti-inflamatoria, que limita a iniciacdo do processo inflamatério, prevenindo
a atracdo e migracao de células imunes (DESAI; LEITINGER, 2014).

A sinalizagdo de receptores Pl regula a diferenciacdo de mondcitos para
macrofagos e pode inibir a atividade fagocitica dessas células (EPPELL; NEWELL;
BROWN, 1989). Além disso a adenosina extracelular, ligante desses receptores, foi
associada a um aumento da polarizacdo ao fendtipo M2, e tem mudltiplos efeitos
imunossupressivos no fendtipo M1 (CSOKA et al., 2012). A adenosina ja foi associada a
diminuigcdo de varios mediadores inflamatorios como IL-12 (HASKO, 2000), MIP-1
(SZABO et al., 1998), INFy (BARNHOLT et al., 2009), NO, superdxido e, 0 mais bem
elucidado, TNF-a. A diminuicdo da sintese de TNF- a € mediada pelos receptores A2A e
A2B (BELIKOFF et al., 2011; KRECKLER et al., 2006)

Além do bloqueio da sintese de mediadores pro-inflamatérios, a adenosina pode
estimular a sintese da citocina anti-inflamatoria IL-10, protegendo a homeostase do tecido
normal ao evitar uma resposta inflamatoria crénica. Esse aumento pode ser mediado via
receptor A2A e A2B (CSOKA et al., 2007; NEMETH et al., 2005).

1.4.2.1 O receptor P2X7

Entre as sete subunidades de canais idnicos P2X, destaca-se 0 P2X7, um canal ibnico
trimérico, capaz de apresentar dois estados de permeabilidade acoplados e que, quando
ativado, pode gerar uma variedade de eventos celulares, incluindo secrecdo de
mediadores pro-inflamatdrios, proliferacdo celular e apoptose. Esse receptor € ativado em
concentracOes na faixa de centenas de micromolar, e concentragdes na faixa de milimolar,
induzem a formacao de poros de condutancia, associados a apoptose (LI1U et al., 2017).

O papel do receptor P2X7 em macrdéfagos M1 e M2 vém sendo estudado, mas
ainda ndo esta elucidado. Varios artigos relacionam o receptor P2X7 a ativacao de vias
envolvidas na sintese e liberacao de citocinas inflamatérias. Uma delas € a clivagem, via

caspase-1 e inflamassomo NLRP3, de pro-1L-1p em IL-1p para sua posterior secregdo. O
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inflamassomo NLRP3 também ativa NF- kB, o que leva a transcri¢do de genes pro-
inflamatorios, incluindo os que sintetizam citocinas e quimiocinas (DI VIRGILIO et al.,
2016; JACOB et al., 2013; PETRILLI et al., 2007; ZHANG et al., 2017b).

A ativacdo do receptor P2X7 pode levar a liberacdo de catepsinas, PGE2,
fosfatidilserina e MMP-9, todas as quais estdo implicadas em processos inflamatérios,
angiogénicos e de extra/intravasamento de células. O aumento do ATP extracelular
também pode desencadear, via P2X7, a ativacdo da enzima TACE e consequente
liberagdo de TNF-a(GENIN et al.,, 2015). A degradacdo de ATP extracelular em
adenosina constitui um potente sinal anti-inflamatério, e a ativacdo de receptores P1
resulta num aumento da polarizacdo de macro6fagos M2 o que, consequentemente, atenua
a inflamacdo promovida pelo fenétipo M1 (BARBERA-CREMADES; BAROJA-
MAZO; PELEGRIN, 2016). A adenosina também afeta a secrecio de TNF- a ¢ aumenta
a producdo de IL-10 em macrofagos (DE TORRE-MINGUELA et al., 2016).

A sinalizacdo do receptor P2X7, promovida por ATP, também vém sendo
associada na resolucdo da inflamacdo, em macréfagos M2. Tal sinalizacdo leva a
liberacdo do receptor do complexo principal de histocompatibilidade (MHC), de CD14 e
das anexinas A1, A2 e A4. Quando o receptor P2X7 é expresso em outras células imunes,
como por exemplo as células supressoras derivadas da linhagem miel6ide (MDSCs) e
células tumorais, 0 receptor P2X7 também pode exercer fun¢des imunomoduladoras
(GENIN et al., 2015).

Genin e colaboradores demonstraram atraves da quantificacdo de marcadores
celulares de M1 e M2 que o ATP e a adenosina extracelulares resultam na maturagéo de
macrofagos predispostos a polarizacdo M2. Macrofagos expostos ao meio condicionado
de glioma (cuja analise por HPLC mostrou a presenca de grandes quantidades de ATP e
seus metabolitos) apresentavam ativacdo de receptores P2X7 e A2A, e secretavam IL-10
e MCP-1. Essas, por sua vez, induziam a polarizagcdo dos macrofagos ao fendtipo M2.
Estes estudos estabeleceram uma relagdo entre o fenotipo M2, a ativagdo de receptores
purinérgicos e a liberacdo de citocinas anti-inflamatérias(JUNGER, 2011; VIRGILIO;
SARTI; COUTINHO-SILVA, 2020).

1.4.3 A metabolizacdo de ATP em adenosina

Mensageiros extracelulares devem ser facilmente concluidos, evitando uma

superestimulacéo ou dessensibilizacdo de seus receptores. Na sinalizacdo purinérgica, o
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ATP extracelular é catabolizado por poderosas ectonucleotidases, convertendo
rapidamente ATP em ADP, AMP e adenosina, removendo os fosfatos (Figura 5). Este
processo termina a ativacdo dos receptores P2, evitando a dessensibilizagdo dos
receptores (HAMIDZADEH; MOSSER, 2016). Quatro familias de ectonucleotidases
foram identificadas em células de mamiferos: (i) a familia ectonucleosideo trifosfato
difosfohidrolase (ENTPD), (ii) a familia ectonucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase
(ENPP), (iii) fosfatase alcalina (APs) e, (iv) ecto-5-nucleotidase (5'-NT, também
conhecida como CD73). Um dos metabolitos gerados pela desfosforilacdo do ATP é a
adenosina, um imunossupressor potente, que cumpre um requisito chave dos sistemas
homeostaticos, ou seja, a producédo de sinal de feedback negativo para atenuar e reverter
a ativacao exacerbada dos receptores P2(HAMIDZADEH; MOSSER, 2016).

Em macrofagos, o ATP é catabolizado em um duas etapas. Primeiro, o ATP é
hidrolisado a AMP, pela E-NTPDasel, ou CD39, na superficie do macr6fago, de maneira
dependente de cétions. Na segunda etapa, AMP é convertido em adenosina pela ecto-5'-
nucleotidase, ou CD73. A expressao dessas duas enzimas varia ja que o estado de ativacdo
dos macrofagos também varia, conforme o microambiente em que se encontra (ZANIN
et al., 2012). Além disso, os niveis de expressdao de ambas enzimas determina a
concentracdo de adenosina encontrada no microambiente. Por exemplo, em condicGes de
hipdxia, a funcionalidade de CD39 e CD73 aumenta aproximadamente 6 vezes em relacao
ao controle; j& o cultivo prolongado de macrofagos ndo submetidos a hipdxia, diminuiu a
expressao de CD73 (HAMIDZADEH; MOSSER, 2016; SYNNESTVEDT et al., 2002).

Macréfagos M1 apresentam uma leve diminuicdo na expressdo de ambas
ectonucleotidases (CD39 e CD73) quando comparados a macréfagos méo tratados. Ja os
macrofagos M2 apresentam maiores niveis das mesmas enzimas. Assim 0s macrofagos
conseguem regular o catabolismo de ATP, a0 mesmo tempo em que modulam seu perfil
de resposta (ZANIN et al., 2012).

Estudos ja demonstraram que o tratamento de macréfagos com ATP ou adenosina,
induz a um fendtipo alternativamente ativado, M2, que apresenta baixos niveis de
citocinas inflamatorias, e um aumento nos niveis de expressado de fatores relacionados a
angiogénese e a resolucéo da inflamagio (BARBERA-CREMADES; BAROJA-MAZO;
PELEGRIN, 2016; FERRANTE et al., 2013; HASKO; PACHER, 2012).

Tambeém ja foi relatado, que a hidrdlise de ATP via a ectonucleotidase CD39, esta
associada a transi¢do de polarizacdo de macrdfagos: de um fendtipo inflamatdrio para um

imunorregulatério (ZANIN et al.,, 2012). Os macrofagos derivados de animais
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nocauteados para CD39, ndo conseguem catabolizar ATP, o que promovia a sintese de
citocinas inflamatdrias por até 24h apds a estimulacdo. Os animais wild-type no entanto
ndo eram capazes de sintetizar tais citocinas por apenas algumas horas (COHEN et al.,
2013). Com relacdo a enzima CD73, um estudo mostrou que a inibi¢cdo dessa enzima nao
tinha um papel importante na polarizacdo de macrofagos. Assim, parece que das duas
enzimas envolvidas na hidrélise do ATP, o CD39 possui um efeito mais enfatico, que o
CD73, na polarizacdo de macrofagos. (EICHIN et al., 2015).

1.4.4 Influéncia na invasao e quimiorresisténcia

A invasdo é a primeira etapa da cascata invasdo-metéstase e consiste tanto na
disrupcdo da membrana basal, através da modificacdo de junc@es célula-célula, como na
transformacéo das células tumorais, via EMT, para aquisicdo de motilidade. Até agora,
muito pouco se sabe sobre o envolvimento da sinalizagdo purinérgica na invasao de
células tumorais, mediada por TAMs. Dos trabalhos realizados até agora, dois receptores
foram relacionados a invasdo tumoral promovida por macrofagos: P2X7 e P2Y2.

O receptor P2X7 ja foi associado a remodelacdo da MEC e na promocao da
invasividade tumoral, através da sintese e ativacdo de catepsinas e MMPs (LOPEZ-
CASTEJON et al., 2010; XIA et al., 2015; YOUNG et al., 2018). A sinalizacdo Wnt/p-
catenina também € importante para a proliferacdo tumoral, a invasdo, metastase, e
também, na aquisicdo de caracteristicas de células-tronco (YUAN et al., 2020; ZHANG,;
WANG, 2020).

Os TAMs ativados por celulas tumorais (cancer de colon) sdo capazes de secretar
IL-1B, uma citocina inflamatéria, de forma dependente do receptor P2X7. A ativacéao
desse receptor bloqueia a fosforilagdo de f-catenina, o que leva ao seu acimulo. Tal
acumulo leva entdo a transcricdo de genes relacionados a Wnt (KALER; AUGENLICHT;
KLAMPFER, 2009). O ATP extracelular também auxilia a invasdo tumoral através da
via P2Y?2/B-catenina que eleva os niveis de B-catenina, e consequentemente, de CD44, c-
Myc e Ciclina D1 (ZHANG et al., 2017a).

Uma pequena parte das células que iniciam o tumor possui capacidade de auto-
renovacéo, as chamadas células-tronco cancerosas (CSCs). A quimiorresisténcia tumoral
é frequentemente associada as CSCs. Tais células podem evitar a apoptose, causada pelos
quimioterapicos, sendo resistentes. Essa resisténcia pode levar a recidiva metastatica,
permitindo que o tumor progrida mesmo apés a terapia (ABDULLAH; CHOW, 2013).
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Existem diferentes mecanismos moleculares que permitem que as células evadam
os efeitos citotoxicos da terapia, como a EMT, processos que regulam a disponibilidade
de droga, e vias de sinalizacdo oncogénica. Tais mecanismos Sdo responsaveis pela
manutencdo de um fendtipo altamente quimiorresistente(ARNAUD-SAMPAIO et al.,
2020).

A inflamacéo é um potente indutor da EMT em tumores, e vérias correlagdes ja
foram observadas entre a ativacdo de macrofagos e a inducdo de EMT. O papel dos
receptores P1 e P2 na EMT, também ja foi observado (ARNAUD-SAMPAIO et al.,
2020). A ativagdo do receptor P2X7 induziu aumento nos niveis de expressdo de VEGF,
um indutor de EMT (ADINOLFI et al., 2012) e o aumento na liberagdo de MMPs,
promovido pelo receptor P2X7 como ja mencionado, também contribui para a EMT,
através do processamento de pro-TGF-p e da protedlise de E-caderina (ZUCCARINI et
al., 2017). TGF-B, € um classico indutor da EMT, e é capaz de aumentar a expressao de
CD73, favorecendo a degradacdo de AMP e a geracdo de adenosina (REGATEIRO;
COBBOLD; WALDMANN, 2013).

Entdo ja foi sugerido que os macrofagos tém capacidade de modular o fenétipo de
células tumorais através do sistema purinérgico, através da indugdo da EMT. Contudo,
como exatamente o sistema purinérgico influencia na inducéo de EMT, via macrofagos,

ainda ndo esta muito claro.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia do receptor P2X7 nos fendtipos de macrofagos M1, M2 e
TAM para invasividade e quimiorresisténcia de neuroblastoma.

2.2 Objetivos Especificos

e Obtencdo de diferentes polarizacdes de macréfagos de camundongos wild
type (C57BL/6J) e de camundongos nocauteados para o receptor P2X7
(C57BL/6 P2rx77).

e Determinacdo da influéncia do receptor P2X7 na polarizacdo de
macrofagos.

e Determinacdo da influéncia do receptor P2X7 na expressdo génica de
componentes do sistema purinérgico.

e Determinacdo da influéncia do receptor P2X7 na polarizacdo de
macrofagos polarizados para invasividade de células tumorais.

e Determinacao do efeito do secretoma de diferentes perfis de macrofagos

na quimioresisténcia de células tumorais.
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3. Materiais e Métodos
3.1 Cultura de células

3.1.1 Cultivo de células L-929 e producédo de meio condicionado

A diferenciacdo de macrofagos a partir de seus precursores da medula dssea ocorre
através do estimulo com M-CSF (do inglés, macrophage colony-stimulating factor). Tal
citocina é secretada por células L-929(ATCC® CCL-1™, tecido conjuntivo subcutaneo),
uma linhagem de fibroblasto murino (CHO et al., 2014).

A linhagem L-929 foi cedida gentilmente pela Prof® Dr2 Denise Morais da
Fonseca, do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo. As células
foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino (GE
Healthcare Life Science) e 1% de antibidticos (penicilina e estreptomicina; 10,000 U/mL,
Gibco™). Foram mantidas a 37° C e 5% de CO.. Apos atingirem a confluéncia, o meio
foi trocado por RPMI 1640 ndo suplementado, e esse foi mantido por 7 dias. Depois, 0
meio condicionado foi coletado, centrifugado, filtrado e mantido a -80°C até sua

utilizacéo.

3.1.2 Isolamento, diferenciacdo, polarizacdo e producdo de meio
condicionado de macrofagos derivados de medula 6ssea

Para a obtencdo da cultura primaria, camundongos isogénicos C57BL/6J e
C57BL/6 P2rx77de 6 a 12 semanas, foram utilizados. Tais animais foram provenientes
de biotérios diferentes: os animais wild-type do Biotério de Producéo e Experimentacédo
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da Universidade de
Sao Paulo e os nocauteados para o gene p2rx7 do Biotério de matrizes de camundongos
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo (P2rx77). Todos os
procedimentos estdo de acordo com a Comissdo de Etica em Uso de Animais do Instituto
de Quimica, sob o nimero 118/2018 (Anexo 1).

Os animais foram primeiramente anestesiados por via inalatéria com isoflurano.
Ap0s, estes foram eutanasiados através de deslocamento cervical. Em seguida, os fémures
dos camundongos foram coletados. Apds lavagem com PBS 1X gelado, a medula 6ssea
foi separada e centrifugada a 1400 rpm por 10 min, a 4°C. Em seguida, as células foram
suspensas e semeadas em placas de petri (90 mm) a densidades de 1x107 células/placa,

em meio RPMI suplementado com 5% SFB (GE Healthcare Life Science), 1% piruvato
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de sodio (100 uM, Gibco™), 1% aminodcidos ndo essenciais (100X, Gibco™), 1%
antibidticos (10,000 U/mL, Gibco™), 1% L-glutamina (200 mM, Gibco™), 0,1% 2-
mercaptoetanol (55 mM, Gibco™) e 20% de MC L929, por 7 dias. O meio de cultura foi
completado no quarto dia de diferenciacdo. No sétimo dia, os macrofagos derivados de
medula éssea (MDMO) foram coletados em PBS 1Xgelado, centrifugados e semeados
conforme descrito posteriormente(CORRALIZA et al., 1995; EL KASMI et al., 2008;
SONOKI et al., 1997; ZHANG et al., 2009).

Apds ressemeados, 0s macrofagos receberam entdo os tratamentos para as
polarizagdes: para MO, RPMI 1640; para M1, LPS 100 ng/mL + IFN-y 30 ng/mL; para
M2, IL-4 20 ng/mL; e para TAM, 70% de meio condicionado (MC) celula de
neuroblastoma ACN humano. Os tratamentos foram mantidos por 24 h(ADINOLFI et al.,
2012).

Para obtencdo de meio condicionado, ap6s as 24h de tratamentos para
polarizagdo, os meios de diferenciacdo foram substituidos por RPMI 1640 e mantidos por

mais 24h, antes de sua coleta e armazenamento.

3.1.3 Cultivo de células ACN e producéo de meio condicionado

Como modelo in vitro de neuroblastoma metastatico humano, células ACN,
derivadas de metéstase de medula dssea de neuroblastoma humano, foram empregadas.
Duas sublinhagens foram cultivadas: células silenciadas e ndo silenciadas para o receptor
P2X7. As células ndo silenciadas foram transfectadas com uma miscelanea de small
hairpin RNAs e identificadas como células ACN scrambled (controle). As células
silenciadas receberam o small hairpin RNA direcionado ao receptor P2X7 (ShRNA1). Os
procedimentos de silenciamento foram realizados na Universidade de Ferrara, Italia, por
nossa colaboradora, Dra. Elena Adinolfi, conforme especificado na referéncia indexada
(ARNAUD-SAMPAIO et al., 2020).

As ACNs foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% SFB
(GE Healthcare Life Science),1% aminoacidos ndo essenciais (100X, Gibco™), 1%
antibidticos (10,000 U/mL, Gibco™) e 500nM de puromicina. Os meios foram trocados
a cada 48h, e as células mantidas a 37° C e 5% de CO-.

Para a obtencdo de meio condicionado, células ACN scrambled foram cultivadas

em garrafas de 175 mm?. Apds atingirem a confluéncia, o meio de cultura foi trocado por
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RPMI 1640 ndo suplementado e mantido por 24h. Ap6s, o meio foi coletado, centrifugado

(10 min, 1200 rpm), e armazenado em -80° C.

3.2 Ensaios de viabilidade celular

3.2.1 De macrdéfagos

Dois experimentos diferentes, em triplicata experimental, foram conduzidos para
avaliar a sobrevivéncia celular dos macréfagos utilizados: um avaliando a viabilidade
celular dos macréfagos ap0s suas respectivas polarizagdes, e outro avaliando a viabilidade
celular apos as polarizacdes e os tratamentos com ATP e cafeina, utilizados nos ensaios
de co-cultura indireta e invasdo tumoral.

Para avaliar a viabilidade celular apds as polarizacbes, MDMO wild-type e
nocauteados para o receptor P2X7 foram semeados em placas pretas de fundo
transparente, de 96 pogos, com densidade de 6,25x10* por pogo. Apés 24h, 0s meios
foram trocados por RPMI 1640 ndo suplementado, no qual permaneceram na auséncia de
soro fetal bovino por 2h. Os tratamentos especificados no item 3.1.2 foram aplicados
pelas 24h subsequentes. Seguidamente, os macréfagos foram incubados com uma solugédo
1:10 do reagente de viabilidade celular, Alamar Blue ™ (Thermo Fisher Scientific), em
RPMI 1640. As células foram entdo mantidas a 37° C e 5% de COzpor 4h, e entdo a
intensidade de fluorescéncia do reagente foi medida (comprimentos de onda de
excitacdo/emisséo 560/590 nm) no equipamento FlexStation® I11 (Molecular Devices).

No ensaio para avaliar o efeito de ATP e cafeina apds as polarizagdes, 0s
tratamentos, (i) meio RPMI 1640 (controle), (ii) ATP (LmM), e (iii) ATP (1mM) + cafeina
(100 uM) foram adicionados, e mantidos por 48h. Em seguida, as células foram incubadas

com Alamar Blue ™ g, ap0s, os dados de intensidade de fluorescéncia foram adquiridos.

3.2.2 De células tumorais

Células ACN scrambled e ACN shRNAL, expressando diferencialmente o
receptor P2X7, foram usadas em dois ensaios diferentes de viabilidade celular. Em
ambos, as células foram semeadas em placas pretas de fundo transparente, de 96 pocos,
com densidade de 1x10* por pogo. Apds 24h, os meios foram trocados por RPMI 1640
ndo suplementado, no qual as células permaneceram mais duas horas na auséncia de soro

fetal bovino.
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Em um dos ensaios, os tratamentos foram: (i) meio RPMI 1640 (controle), (ii)
ATP (ImM), e (iii) ATP (ImM) + cafeina (100 M), as mesmas drogas utilizadas nos
ensaios de co-cultura indireta e invasdo tumoral. Estes foram mantidos por 48h antes da
incubacdo das células com a solucdo de Alamar Blue ™ para mensuracao da intensidade
de fluorescéncia.

Os dados de fluorescéncia obtidos foram entdo analisados através do software
GraphPad Prism 5. Primeiramente foi avaliado se os dados estavam distribuidos de
maneira gaussiana. Apés a constatacdo de distribuicdo normal, optou-se pela analise de
variancia bidirecional (Two-way analysis of variance) ou a analise de variancia simples

(One-way analysis of variance), seguidas do teste de Bonferroni.

3.3 RT-gPCR

Para a caracterizacdo dos macréfagos obtidos, de duas distintas linhagens, um
painel de marcadores moleculares foi selecionado, tanto de genes relacionados aos
fenotipos M1 e M2, como genes relacionados a sinalizacdo purinérgica. Na Tabela 1 estéo
listados os primers usados e suas sequéncias forward e reverse. A analise da expressdo
relativa desses genes foi feita através da RT-qPCR.

Precursores mieldides foram semeados (1x10’ por placa) em placas de petri (10
mm?). Estes foram diferenciados e polarizados conforme se¢do 3.1.2. Apés a polarizagéo,
as amostras foram coletadas em TRIzol™ (Thermo Fisher Scientific), e 0 RNA foi
extraido conforme protocolo do fabricante. Apos a purificacdo das amostras e eliminacédo
do DNA gendmico persistente na amostra com DNAse, o0 DNA complementar foi
sintetizado por transcri¢do reversa usando RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
(ThermoFischer Scientific), também seguindo as recomendacdes do fabricante.

A reacéo de real-time foi preparada com Power SYBR™Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems), primers forward e reverse (100 nM), &gua ultrapura e as amostras
de cDNA. O termociclador usado é do modelo Applied Biosystems Step One Plus. A
reacdo consiste em 10 minutos a 95°C para ativacdo da DNA polimerase e 35 ciclos de
15 segundos a 95°C para desnaturacdo e 1 minuto a 60°C para anelamento, seguidos de
curva de melting com leituras a cada 0,3°C. Ao todo, de 5 a 6 ensaios diferentes foram

realizados, todos em triplicata experimental.



Tabela 1. Primers utilizados para analise da expressao génica por RT-gPCR

Genes

Forward primer (5’-3”) Reverse primer (3’-5°)
Nos2 CAGGAACCTACCAGCTCACTCT | ATGTGCTGAAACATTTCCTGTG
Tnf ACCTGGCCTCTCTACCTTGT GACCCGTAGGGCGATTACAG
Argl GAACCCAACTCTTGGGAAGAC GGAGAAGGCGTTTGCTTAGTT
Mrcl TTTGCAAGCTTGTAGGAAGGA CCAATCCACAGCTCATCATTT
P2rx7 GCACGAATTATGGCACCGTC CCCCACCCTCTGTGACATTCT
P2rx4 CCCTTTGCCTGCCCAGATAT CCGTACGCCTTGGTGAGTGT
P2ry2 CTGATCAGGTCCAGGGCAAT GTATCCCAGTTCGTCCCCCT
Adora2a TCCTCACGCAGAGTTCCATC TACCCGTCACCAAGCCATTG
Adora2b GGAACCGAGACTTCCGCTAC GACTGAGAGTAGACTGCGCC
Entpdl CACAGGGGTGGTGCAGCAGT TCGGCCAGGTACGCACCGAT
Nt5e ANGGTGTGGACATCGTGGTGGGA GGGTACTTCCCCGCACGCAC
Gapdh AGGTCGGTGTGAACGGATTTTG |TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

3.3.1 Analise dos dados de RT-gPCR

Para a comparacdo relativa da expressdo dos genes estudados entre o grupo
controle e os grupos tratados foi utilizado o método 244,

Para obtencdo do primeiro valor de AC:, subtraiu-se o Cida amostra do gene
utilizado como controle endogeno (GAPDH) do valor de Ctda amostra de cada gene
analisado. O segundo AC: foi obtido através da comparagdo do AC: de cada amostra com
o valor de AC: da amostra de referéncia (controle), que é a amostra com que todas as
outras serdo comparadas. O segundo valor obtido foi entdo inserido como expoente
negativo no fator 2, como na formula (222<Y). Os valores finais estdo expressos nos
graficos como A. U. (arbitrary units, unidades arbitrarias). A amostra de referéncia
sempre terd o valor de A.U =1 e as demais amostras, valores de A.U. relativos a amostra
referéncia.

Os resultados dessa andlise entdo foram analisados de forma binéria. Assim,
valores iguais ou acima de 0,5 A.U., serdo considerados como genes expressos, e valores
abaixo de 0,5 A. U. ndo serdo considerados (limite esta apresentado em forma de linha
nos graficos). Para avaliar a diferenca entre as linhagens (WT x P2rx77), foi feito pré-

teste de normalizacéo, seguido de teste t., no software GraphPad Prism 5.

3.4 Ensaios de invasdo tumoral em co-cultura indireta com macrofagos
MDMOs foram obtidos conforme secdo 3.1.2 e semeados (1x10° por poco) em

placas de 24 pogos. Apos as polarizagdes, o meio foi trocado eATP (1mM) foi adicionado.
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Simultaneamente, inser¢des (Corning® Transwell®) foram revestidas com 0,6% de
gelatina, e as células ACN foram semeadas (5x10* células/insercdo). Portanto, a placa
continha macrofagos no poco inferior e células tumorais nas inser¢ées. Todos 0s
experimentos foram conduzidos em duplicata (Figura 6). No grupo controle, ndo havia
macrofagos no pogo inferior, consistindo apenas em células ACN na insercao.

As placas permaneceram incubadas a 37° C e 5% de COzpor 48h. Ao final, as
células que invadiram a membrana foram fixadas por 30 minutos com PFA 4%, lavadas
com PBS 1X e coradas com DAPI (1:10.000) por 15 minutos. O imageamento foi feito
em microscopio de fluorescéncia acoplado ao sistema automatizado de aquisicao
TissueFAXS Plus®.

Ap0s o imageamento, foi conduzida, através do software de analise StrataQuest
(TissueGnostics), a contagem das células invasivas na membrana dos insertos. Os dados
obtidos foram entéo plotados e as porcentagens de invaséo em relacdo ao controle foram
calculadas, seguida de uma nova porcentagem, em relagdo ao nimero de células tumorais
semeadas, por inserto. Em seguida, conduziu-se pré-teste de normalizacdo, seguido da
analise de variancia simples ou bidirecional, e teste de Bonferroni, no software GraphPad

Prism 5.

Sem tratamento

+ ATP TmM

+ ATP TmM
+ cafeina 10uM

MDMO WT e P2rx7-/-
- Mo
- M1, M2, TAM

Figura 6. Esquema do ensaio de invasio tumoral em co-cultura indireta com
macrdfagos wild-type e P2rx7--.0s macréfagos foram cultivados no poco inferior e as
células de neuroblastoma nas insercdes. Todos os experimentos foram conduzidos em
duplicata. No grupo controle, ndo havia macréfagos no poco inferior.

3.5 Ensaios de quimiorresisténcia tumoral
Células ACN scramblede ACN shRNA1 (P2X7* e P2X7", respectivamente),

foram semeadas em placas de 96 pocos pretas de fundo transparente, a uma densidade de

1x10* por pogo. Apoés 24h, os meios foram trocados por RPMI 1640, no qual
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permaneceram na auséncia de soro fetal bovino por 2 h. As células foram tratadas com os
meios condicionados de macréfagos na presencga ou na auséncia de vincristina (300nM)
conforme mostrado na Figura 7. Em seguida, as células foram incubadas comAlamar Blue
™ (Thermo Fisher Scientific) na proporcdo 1:10 em meio RPMI 1640, a 37° C e 5% de
COgzpor 4h. A intensidade de fluorescéncia foi medida (comprimentos de onda de
excitacdo/emissdo 560/590 nm) no equipamento FlexStation® I11 (Molecular Devices).
Os dados de fluorescéncia obtidos foram analisados atraves do software GraphPad
Prism 5. Primeiramente, foi avaliado se os dados estavam distribuidos de maneira
gaussiana. Apos a constatacdo de distribuicdo normal, optou-se pela anélise de variancia
bidirecional (Two-way analysis of variance) ou a analise de variancia simples (One-way

analysis of variance), seguido do teste de Bonferroni.
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Figura 7. Esquema com tratamentos utilizados nos ensaios de
quimiorresisténcia tumoral com células ACN P2X7* e ACN P2X7. As células ACN
foram cultivadas e tratadas conforme o esquema para 0s ensaios de quimiorresisténcia
tumoral.

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. Para comparar mais de
dois diferentes grupos experimentais, originados de uma mesma linhagem celular, foi

utilizado a analise de variancia com um fator ou com dois fatores (ANOVA de uma via e
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ANOVA de duas vias) e como poés-teste a corre¢cdo de Bonferroni. Para a comparagao
entre dois grupos experimentais, oriundos de diferentes linhagens, foi utilizado o teste t
de Student. O software utilizado para as analises e construcao dos graficos foi o GraphPad
Prism 5.
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4. Resultados

4.1.1 Tratamentos para polarizagdo ndo alteram viabilidade de

macrofagos

Para avaliar a sobrevivéncia de macréfagos frente aos tratamentos para polarizacéo,
foram realizados experimentos de viabilidade celular. Assim, apds as 24h de tratamento
para as polarizagdes (M0, RPMI 1640; M1, LPS 100 ng/mL + IFN-y 30 ng/mL; M2, IL-
4 20 ng/mL; e TAM, 70% de meio condicionado das células de neuroblastoma humano,
ACN) foi avaliada a porcentagem de viabilidade celular das células.

Os resultados demonstraram que os diferentes tratamentos empregados para as
polarizagdes M1, M2 e TAM néo levaram a uma diminuigdo da viabilidade celular
comparado ao controle MO (Figura 8). A auséncia do receptor P2X7 ndo influenciou na
viabilidade de MDMO P2rx7”, apresentando valores préximos ao obtidos com o0s
MDMO wild-type (Figura 8).

MDMO
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Figura 8. Analise da viabilidade de macrofagos derivados de medula 6ssea de
camundongos wild-type e P2rx7-. A intensidade de fluorescéncia apés incubagdo com
alamarBlue™ foi quantificada e os valores plotados sao relativos a macrofagos wild-type
(barras ndo preenchidas com padrdo) e macréfagos P2rx77 (barras preenchidas com
padrdo), polarizados para M1, M2 ou TAM (polarizados com MC de células ACN de
neuroblastoma humano) comparados ao controle, M0. Os dados representam a média *
desvio padrdo de 4 experimentos independentes realizados em triplicata.
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4.1.2 ATP induz morte de macréfagos via receptor P2X7, enquanto
células de neuroblastoma sdo resistentes

A viabilidade dos MDMOs também foi avaliada na presenca de ATP, agonista
dos receptores purinérgicos P2, e de cafeina, um antagonista dos receptores
adenosinérgicos P1, ambos tratamentos empregados nos ensaios de invasdo tumoral em
co-cultura indireta com macréfagos. Os dados mostram que o tratamento com 1mM de
ATP reduziu em cerca de 50% a viabilidade dos MDMO wild-type quando comparado ao
controle de cada grupo tratado (Figura 9A). A cafeina ndo reverteu esse efeito,
demonstrando que parece ndo haver relagdo com a sinaliza¢do adenosinérgica. Contudo,
a viabilidade de MDMOs derivados de animais P2rx7”- ndo foi alterada com a mesma
concentracdo de ATP, e a cafeina também nédo produziu alteragdes (Figura 9B). Esses
resultados demonstram o importante papel do P2X7 na morte dos macréfagos, ja que a

auséncia deste receptor preveniu a morte de MDMO induzida por ATP.
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Figura 9. Andlise da viabilidade de macrdfagos tratados com ATP e cafeina.
A intensidade de fluorescéncia apds incubacdo com alamarBlue™ foi quantificada e os
valores plotados séo relativos aos macrofagos A) wild-type e B) P2rx7”polarizados para
M1, M2 ou TAM (polarizados com MC de células ACN de neuroblastoma humano)
tratados com ATP (ImM) ou ATP (ImM) + cafeina (10uM) comparados ao controle,
MO. Os dados representam a média *+ desvio padrdo de 3 experimentos independentes
para wild-type e 2 experimentos independentes para P2rx77, todos realizados em
triplicata. Para a analise estatistica dos dados foi utilizado a analise de variancia com dois
fatores (***p<0,001).
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A influéncia do ATP e da cafeina na viabilidade de células ACN de neuroblastoma
humano também foi avaliada. Diferentemente dos MDMO, a viabilidade das células
tumorais nédo foi reduzida com o tratamento com 1mM de ATP, assim como a cafeina,
indicando um mecanismo de resisténcia a morte celular induzida por ATP em

neuroblastoma (Figura 10).
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Figura 10. Andlise da viabilidade de células de neuroblastoma (ACN)na
presenca dos tratamentos, ATP e/ou cafeina. A intensidade de fluorescéncia do
alamarBlue® emitida pelas células foi quantificada e os valores plotados séo relativas a
células de neuroblastoma, comparados ao controle. Os dados representam a méedia + SD
de 4 experimentos independentes realizados em triplicata.

4.2 P2X7 influencia na polarizagdo de macrofagos M2 e TAM, mas
ndo de M1

Para confirmar se os tratamentos de polarizacdo empregados estavam induzindo os
fenotipos de macréfagos inflamatérios ou anti-inflamatorios, marcadores foram
selecionados para analise de expressdo génica via RT-gPCR. Assim, Nos2 e Tnf foram
usados como marcadores do fenotipo inflamatorio M1, e para o fenétipo anti-inflamatorio
M2, foram usados Argl e Mrc1(AZAMBUJA et al., 2019; HASKO; PACHER, 2012).
Como critério de expressao dos marcadores, definimos os niveis de mMRNA considerados
positivos aqueles iguais ou maiores a 50% dos niveis das amostras de referéncia, ou seja,
05A.U.

Primeiramente, os niveis de mRNA desses marcadores foram quantificados em
MDMOs M0 e MDMOs polarizados para os fen6tipos M1, M2 e TAM de camundongos
wild-type. Conforme podemos observar na Figura 11 (A e B), MO expressa Tnf e Mrcl,
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um marcador de M1 e um marcador de M2; M1 expressa ambos marcadores de M1 (Nos2
e Tnf), e também Argl, um marcador de M2; M2 expressa ambos marcadores para esse
fenotipo (Argl e Mrcl); jA TAM expressa apenas Argl, marcador de M2. Dessa forma,
podemos constatar que o protocolo e tratamento utilizados estdo gerando diferentes
fendtipos de macrofagos. Além disso, confirmamos que o tratamento para polarizagdo
para M1 levou a um feno6tipo M1-like, enquanto o tratamento para M2 levou a um
fenotipo M2-like.
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Figura 11. Avaliacdo da expressdo de marcadores de polarizagdo em macrofagos
derivados de medula 6ssea de camundongos wild-type e de camundongos P2rx7-".
Os niveis de MRNA dos A) marcadores de M1 (Nos2 e Tnf) e B) marcadores de M2
(Argl e Mrcl) em macréfagos MO e induzidos as polarizacdes M1, M2 ou tratados com
MC de células ACN de neuroblastoma humano (TAM) foram quantificados por gPCR.
Os dados foram analisados de forma binéria (expressam ou ndo expressam). Valores
iguais ou acima de 0,5 A.U. foram considerados como genes expressos (limite esta
apresentado em forma de linha nos graficos). Para avaliar a diferenca significativa entre
linhagens (wild-type x P2rx77) foram realizados testes t entre os pares. *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001
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Os marcadores de polarizacdo também foram avaliados em MDMO M0 e MDMO
polarizados para M1, M2 e TAM de camundongos P2rx7”- e comparados a expressio
com seu correspondente MDMO wild-type (Figura 11 A e B). Enquanto MO e M1 néo
apresentaram mudancas nos marcadores expressos, o fenotipo M2, além dos marcadores
de M2, apresentou também expressao de Tnf; e TAM, que em wild-type expressa Argl,

em P2rx7-- ndo o expressa.

4.2.1 Sinalizacdo purinérgica na polarizacdo de MDMO, além do
receptor P2X7

Cada vez mais evidéncias apontam que a inflamacdo cronica pode levar ao cancer,
por isso defeitos na vigilancia imunoldgica desempenham um papel central na biologia
do céancer. O sistema purinérgico tem importante funcdo na regulacdo da inflamacéo
(ARNAUD-SAMPAIOQ et al., 2020), de modo que a auséncia de um gene pode levar ao
aumento da expressdo de genes relacionados para compensar a funcdo da proteina
codificada pelo gene mutado ou deletado. O ATP extracelular recruta células imunes,
assim como macréfagos e fagocitos, neutrofilos e células dendriticas, para o sitio
infamatdrio através da ativacdo dos receptores purinérgicos, P2X7 e também P2X4 e
P2Y2 (MURPHY et al., 2017). Por outro lado, a metabolizacdo do ATP pelas enzimas
CD39 e CD73 favorece a geracdo de adenosina e consequente estimulo anti-inflamatorio
atuando atraves dos receptores P1(DI VIRGILIO et al., 2018; TAKENOUCHI et al.,
2014). Enquanto a sinalizacdo de adenosina mediada pelo receptor A2A tem um amplo
efeito revertendo a ativagdo M1, o receptor A2B aumenta a polarizagdo para M2(HUI;
CHEN, 2015).

Visto que nos observamos que a auséncia de P2X7 ndo influenciou no fenotipo
inflamatério de MDMOs, mas influenciou na polarizacdo para fenotipos anti-
inflamatdrios, a expressao génica dos receptores P1 (Adora2a e Adora2b); P2 (P2rx4 e
P2ry?2); e das ectonucleotidases Entpd1 (CD39) e Nt5e (CD73) foi analisada em MDMOs
wild-type e P2rx77 para ajudar na compreenséo dessas diferencas observadas.
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Figura 12. Avaliacdo da expressdo dos receptores adenosinérgicos Adora2a e Adora2b
em macroéfagos derivados de medula 6ssea de camundongos wild-type e P2rx77. (A) Os
niveis de mRNA de Adora2a em macréfagos MO e de macréfagos polarizados M1, M2 e
TAM de camundongos wild-type e P2rx7-, foram quantificados por gPCR. (B) Os niveis de
MRNA de Adora2b em macr6fagos MO e polarizados M1, M2 e TAM de camundongos wild-
type e P2rx7-- foram comparados ao fenétipo corresponde de MDMOs wild-type. Os dados
foram analisados de maneira binaria (expressam ou ndo expressam): valores iguais ou acima
de 0,5 A.U. foram considerados como expressos (limite esta apresentado em forma de linha
tracejada nos graficos). Para avaliar a diferenca significativa entre linhagens (WT x P2rx7--
), foram realizados testes t entre os pares. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
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Figura 13. Avaliacdo da expressdo dos receptores P2rx4 e P2ry2 em macrofagos
derivados de medula 6ssea de camundongos wild-type e P2rx7--. (A) Os niveis de
MRNA de P2rx4 em macrofagos MO e de macrofagos polarizados, M1, M2 e TAM de
camundongos wild-type e de camundongos P2rx7-, foram analisados por gPCR. (B) Os
niveis de mMRNA de P2ry2 em macréfagos MO e de macrofagos polarizados, M1, M2 e
TAM de camundongos wild-type e de camundongos P2rx7-, foram analisados por gPCR.
Os dados foram analisados de maneira binaria (expressam ou ndo expressam): valores
iguais ou acima de 0,5 A.U. foram considerados como genes expressos (limite esta
apresentado em forma de linha tracejada nos gréficos). Para avaliar a diferenca
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significativa entre linhagens (WT x P2rx77), foram realizados testes t entre os pares.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

Com relacdo aos receptores P1, observamos a expressdo de Adora2a em todos 0s
fendtipos, exceto em TAM wild-type (Figura 13A). J& as polarizagBes provenientes dos
animais nocauteados para o receptor P2X7, todas apresentaram expressao, inclusive TAM
(Figura 13A). Para Adora2b, todos os grupos apresentaram expressao em wild-type, com
expressao significativa cinco vezes maior em M1, em relacdo ao controle (Figura 13B).
Enquanto que na auséncia de P2X7, houve uma diminuigdo significativa, de
aproximadamente 50%, na expressdo em M1, e de aproximadamente 60% em M2, quando
comparados a mesma polarizacgdo em MDMO wild-type. Nos demais fenétipos a
expressdo néo foi alterada (Figura 13B).

Considerando os receptores P2, observamos que o receptor P2X4 (P2rx4) é expresso
em todos os fenoétipos, sendo significativamente maior em M2 de MDMO wild-type
(Figura 14A). No entanto, na auséncia do receptor P2X7 houve uma significativa
diminuicao da expressao em MO, M1 e M2, mas ndo em TAM (Figura 14A). Com relacdo
a P2ry2, observamos sua expressao em M0, M1 e M2 de MDMO wild-type (Figura 14B).
Contudo, em MDMO P2rx7” a expresso de tal receptor aumenta significativamente em
todos os grupos, cerca de 185% para M1, 220% para M2 e 282% para TAM (Figura 14B).
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Figura 14. Avaliacdo da expressdo das ectonucleotidases Entpdl (CD39) e Nt5e
(CD73) em macrdfagos derivados de medula déssea de camundongos wild-type e
P2rx77-. (A) Os niveis de mRNA de Entpdl em macréfagos MO e de macréfagos
polarizados, M1, M2 e TAM de camundongos wild-type e de camundongos P2rx7-",
foram analisados por qPCR. (B) Os niveis de mRNA de Nt5e em macrofagos MO e de
macroéfagos polarizados, M1, M2 e TAM de camundongos wild-type e de camundongos
P2rx7--, foram analisados por qPCR. Os dados foram analisados de maneira binaria
(expressam ou ndo expressam): valores iguais ou acima de 0,5 A.U. foram considerados
como genes expressos (limite esta apresentado em forma de linha tracejada nos graficos).
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Para avaliar a diferenca significativa entre linhagens (WT x P2rx7-), foram realizados
testes t entre os pares. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

Analisando as ectonucleotidases, verificamos que expressdo da Entpdl (CD39) foi
uniforme entre os fendtipos de MDMO wild-type (Figura 15A), enquanto que a auséncia
do receptor P2X7 levou a um aumento de 188% na expressao dessa enzima no fenétipo
M2 (Figura 15A). J& a ectonucleotidase CD73 (Nt5e) foi expressa no fendtipo M2 em
MDMO wild-type (Figura 15B), mas foi significativamente inibida em MDMO P2rx77"
(Figura 15B).

4.3 Analise da invasividade tumoral em co-cultura indireta

Para avaliar se o receptor P2X7 expresso em macrofagos polarizados interfere na
capacidade invasiva de células de neuroblastoma, foram realizados ensaios de invasao
celular in vitro usando co-cultura indireta. Os experimentos também foram realizados na
presenca dos tratamentos: ATP (ImM) ou ATP (1mM) + cafeina (10uM). A escolha dessa
concentracdo de ATP se deve a alta concentracdo de ATP extracelular (eATP) encontrada
no microambiente tumoral, de até centenas de micromolares (LI et al., 2019b; POH;
ERNST, 2018), além de considerar as altas concentracGes necessarias para ativacdo do
receptor P2X7 in vitro (na faixa de milimolares), visto que a afinidade de ligacdo do
receptor por seu agonista € baixa (HUI; CHEN, 2015). Além disso, como a metabolizagdo
do ATP em adenosina é uma estratégia de regulacdo da sinalizagdo purinérgica, a cafeina
foi utilizada para bloquear os receptores P1 conjuntamente ao tratamento com ATP, para
distingdo entre os efeitos causados por ATP ou por seu metabolito, adenosina, na invasdo

tumoral.
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Figura 15. A invasividade tumoral promovida por macrofagos derivados de
medula 6ssea de camundongos wild-type e P2rx7”. As células invasivas foram
contadas e as respectivas porcentagens, em relagdo ao numero inicial de células, foi
calculado. Os dados foram analisados em relacdo ao controle (na auséncia de macré6fagos)
por analise de variancia de dois fatores, e pos teste Bonferroni. A) valores controles (sem
tratamento), B) ensaio na presenca de ATP (ImM), e C) ensaio na presenca de ATP
(ImM) e cafeina (10uM). Os dados representam a média + SD de 4 experimentos
independentes para os ensaios conduzidos com ATP, 3 experimentos para wild-type
tratados com ATP mais cafeina, e 2 experimentos independentes para P2rx7” nos
tratamentos com ATP mais cafeina. Todos os ensaios foram realizados em duplicata.
Para a andlise estatistica dos dados foi utilizado a analise de variancia com dois fatores
para dados da mesma linhagem de macrdfagos, e para avaliar a diferenca significativa
entre linhagens, foram realizados testes t entre os pares (***p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001).

Os resultados mostram que a co-cultura indireta de células de neuroblastoma com
MDMO wild-type promove a invasdo tumoral e que a ativacdo dos macréfagos, ja é

suficiente na promocéo da invasividade (Figura 16A). Embora a invasividade das células
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de neuroblastoma ACN humano em co-cultura com MDMO P2rx7” tenha sido similar
em MO, M1 e M2, no fenétipo TAM nocauteado houve um aumento de cerca de 3,5 vezes
na capacidade invasiva das células tumorais (de 0,02139 + 0,01997 % em MDMO wild-
type para 0,07751 + 0,07261 % em MDMO P2rx77) (Figura 16A).

O tratamento com 1 mM de ATP ndo alterou a taxa de invasividade das células
tumorais em co-cultura com MDMOs wild-type mantendo os valores préximos a 0,02%
(Figura 17B), mas devemos considerar que tal tratamento reduziu em cerca de 60-70% a
viabilidade dos MDMOs wild-type, enquanto que na auséncia do receptor P2X7, tais
células ndo tiveram a sobrevivéncia afetada com o mesmo tratamento (Figura 9). Sendo
assim, se consideramos que a influéncia na taxa de invasao é diretamente proporcional ao
a quantidade de macrdéfagos, podemos inferir que o estimulo dos MDMOs wild-type com
ATP aumenta em cerca 2 vezes a taxa de invasdo de neuroblastoma, similarmente ao que
ocorre com MDMOs P2rx77-(Figura 16B). ATP aumentou em cerca de duas vezes a
capacidade invasiva das células de neuroblastoma quando em co-cultura com macro6fagos
P2rx7 ativados quando comparado as co-culturas com WT correspondentes (Figura
16B). Esse aumento ndo foi inibido pela cafeina (Figura 16C), indicando a que a
sinalizacdo por ATP é importante para invasao tumoral — ndo a adenosinérgica —, mas nao
deve envolver o receptor P2X7 expresso em macrofagos. Quando as células tumorais
foram co-cultivadas com TAM P2rx77 estimulados com ATP, 0 aumento na taxa de
invasividade ndo foi significativo como o observado para co-culturas ndo estimuladas
com ATP. Isso indica que na auséncia do receptor P2X7, outros receptores P2 devem ser

acionados por ATP para inibir a invas&o tumoral induzida por TAM P2rx7-".

4.4 Analise da quimiorresisténcia tumoral

O tratamento com guimioterapicos leva a morte de células tumorais. Contudo,
uma pequena parte das células desenvolve resisténcia a tais tratamentos, o que pode
resultar em recidiva metastatica, permitindo a progressao tumoral.

Assim, foram conduzidos ensaios de viabilidade celular na presenca e auséncia do
quimioterapico vincristina em duas linhagens de neuroblastoma: uma ndo silenciada para
0 receptor P2X7 (P2X7") e outra silenciada para P2X7 (P2X7"), tratadas MC de MDMOs
wild-type ou P2rx7” polarizados ou n&o para os fenétipos M1, M2 e TAM. A Figura 17
mostra os resultados obtidos com ambas as linhagens comparados aos respectivos

controles (células ndo tratadas com MC, nem com vincristina).
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A primeira observacdo é que os tratamentos com os MC de MDMOs wild-type e
P2rx7” polarizados M1 e M2 reduzem a viabilidade das células de neuroblastoma (Figura
17 A e B), e o tratamento adicional com o quimioterapico foi capaz de ampliar
moderadamente esse efeito.

No entanto, a combinacao dos tratamentos das células ACN com MC de M1, tanto
wild-type como P2rx7”-, mais vincristina, indica que 0 MDMO M1-like aumenta a
sensibilidade de células de neuroblastoma P2X7*ao quimioterapico, ja que o tratamento
apenas com vincristina reduz a viabilidade das células tumorais para 63,1% nas células
ACN P2X7" e 64,5% nas ACN P2X7- (Figura 17 A e B), mas quando tratadas com MC
de M1 wild-type, a viabilidade celular foi reduzida para 46,4% e 59,3%, respectivamente.

Outra observacao foi que a viabilidade das células ACN P2X7" tratadas com meio
condicionado de TAM wild-type ndo foi alterada, apresentando valores similares ao
controle em P2X7* (101,9%), assim como nao alterou a resposta a vincristina (Figura
17A), enquanto que o tratamento com MC de TAM P2rx7”" resultou na diminuicio da
viabilidade de células expressando o receptor P2X7 (55%, Figura 17B). Tal diminuicao
na viabilidade ndo foi alterada na presenca de quimioterapico, indicando assim que TAM
P2rx7", afeta a viabilidade celular a0 mesmo tempo em que promove a resisténcia a
vincristina.

Contudo, na linhagem de neuroblastoma silenciada para o receptor P2X7 (ACN
P2X7°), tanto 0 MC de TAM wild-type como de TAM P2rx7”induziram a proliferacio
das células tumorais, uma vez que taxa de células viaveis aumentou para 178,3% na
auséncia de vincristina e 92,3% quando na presenca do quimioterdpico, uma diferenca de
51,8% na presenca de MC de TAM wild-type (Figura 17A) e para 186,8% na auséncia de
vincristina e com a adi¢do do quimioterapico esse valor foi de 129,4% uma diferenca de
67,7% na presenca de MC de TAM P2rx7”- (Figura 17B).

Tais resultados indicam entdo, que os fendtipos M1 e M2, principalmente M1, de
macrofagos levam a uma diminuicéo da viabilidade tumoral, e a perda do receptor P2X7
ndo afeta tal capacidade. Por outro lado, o fenétipo TAM tanto de MDMO WT como de
MDMO P2rx7”- aumenta a capacidade proliferativa das células tumorais silenciadas para

0 receptor P2X7.
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Figura 16. Quimiorresisténcia de células tumorais P2X7* e P2X7". A
intensidade de fluorescéncia apds incubagdo com alamarBlue™ foi quantificada e os
valores plotados séo relativos ao controle, células ndo tratadas. A) meios condicionados
de camundongos wild-type, e B) meios condicionados de camundongos P2rx7”. Os dados
representam a média £ desvio padrdo de 2 experimentos independentes para 0s meios
condicionados de TAM (ambas linhagens) e 3 experimentos independentes para 0s outros
meios condicionados. Todos 0s experimentos realizados em triplicata. Para a analise
estatistica dos dados foi utilizado a analise de variancia com dois fatores para dados da
mesma linhagem de macréfagos, e para avaliar a diferenca significativa entre linhagens,
foram realizados testes t entre os pares (***p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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5. Discussao

Tumores solidos consistem de células neoplasicas em proliferagdo, MEC, rede
vascular e estroma circundantes, que compreendem diversos tipos celulares e
componentes extracelulares. Esse conjunto complexo de fatores € denominado
microambiente tumoral (MT) (HUI; CHEN, 2015). As caracteristicas Unicas do MT o
diferenciam dos microambientes de tecidos saudaveis, o que é essencial na modulacéo da
iniciacdo, progressdo e metastase tumoral, como também na resisténcia as terapias (LI et
al., 2019b; POH; ERNST, 2018)

Dentre os diferentes tipos celulares observados no MT encontram-se 0s
macrdfagos. Tais células mieloides imunes sdo as mais abundantes na maioria dos
tumores humanos e murinos, e suas atividades podem ser anti ou pro-tumorigénicas
(SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018; VAROL; MILDNER; JUNG, 2015). Estas
células possuem alta plasticidade, respondendo a uma ampla variedade de estimulos. Essa
alta plasticidade leva a formacdo de populacdes heterogéneas, com respostas efetoras
diferentes, de acordo com os estimulos do microambiente em que se encontram. Assim,
foi proposto um sistema de classificacdo para as diferentes polarizagcbes que 0s
macrdfagos podem assumir, que € formado por dois fenotipos extremos: um fenotipo pro-
inflamatorio ou cléssico, chamado de M1, e um anti-inflamatorio ou alternativo, chamado
de M2 (HUANG et al., 2018; SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018).

Os macraéfagos encontrados no MT, os TAMSs, desempenham papéis importantes
e opostos durante a evolucdo do tumor. Os TAMs se originam dos monacitos circulantes,
que por sua vez, sao derivados de células-tronco hematopoéticas da medula 6ssea (RHEE,
2016). Os mondcitos sao recrutados para os tecidos tumorais e, em seguida, diferenciam-
se em TAMs. TAMs podem contribuir para a resposta antitumoral, atraves da fagocitose
e priming de células T, induzindo assim a resposta imune adaptativa, como também
podem contribuir para a evasao tumoral do sistema imunolégico através de moléculas
imunossupressoras (LECOULTRE; DUTOIT; WALKER, 2020; YANG et al., 2020b).
Portanto, o equilibrio entre a atividade antitumoral e pro-tumoral dos macréfagos no MT
influencia diferentes caracteristicas tumorais, como o crescimento, a resposta a terapia e
também a sobrevida dos pacientes (ARNAUD-SAMPAIOQ et al., 2020). Neste trabalho,
o papel de TAMs na invasdo e resisténcia a quimioterapia, dois aspectos importantes na

metastase, foram estudados.
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O papel do receptor P2X7 em macréfagos M1 e M2 ja foi observado e sua
importancia é notavel, mas devido a multiplicidade de mecanismos envolvidos, este papel
ainda n&o esta definitivamente elucidado.

Até agora, muito pouco se sabe sobre o envolvimento da sinaliza¢do purinérgica
na invasdo de células tumorais, mediada por TAMs. Dos trabalhos realizados até agora,
dois receptores foram relacionados a invasdo tumoral promovida por macréfagos: P2X7
e P2Y2. O receptor P2X7 atua na remodelacdo da MEC e pode promover a invasdo
tumoral através da sintese e ativagdo de catepsinas e MMPs, e da sinalizagdo Wnt/p-
catenina, amplamente implicada na proliferagdo tumoral, invasdo e metéstase; e também,
na aquisicdo de caracteristicas semelhantes a células-tronco (ARNAUD-SAMPAIO et al.,
2020; YELDAG; RICE; HERNANDEZ, 2018). O receptor P2X7 induz também o
aumento da expressdo de VEGF, um conhecido indutor de EMT, além de participar de
outras vias de sinalizacdo que convergem para a EMT, como a fosforilagdo de ERK1/2,
a via (PI3K)/Akt, e na liberacdo de MMPs, que aumentam a EMT através do
processamento de pro-TGF-B e protedlise da E-caderina (ARNAUD-SAMPAIO et al.,
2020).

Diante do exposto, a implicacdo dos receptores purinérgicos em respostas
inflamatorias, na progressao tumoral e na polarizacdo de macrofagos é evidente, e o
receptor P2X7 vem surgindo como um alvo em potencial. Porém, os resultados e
descobertas sdo ambiguos, ja que sua ativacao leva tanto a respostas inflamatorias quanto
anti-inflamatorias dependendo do contexto. Os mecanismos moleculares envolvidos na
interacdo entre os tumores e o sistema imune, assim como a influéncia do sistema
purinérgico na polarizacdo de macrofagos associados a diferentes tumores, incluindo o
neuroblastoma, ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. Tais esclarecimentos podem
contribuir para o entendimento da biologia do cancer e para a caracterizagdo de possiveis
alvos terapéuticos.

Anteriormente, foi demonstrado na literatura que o receptor estudado neste
projeto, o receptor P2X7, apresenta importantes funcdes na resposta imune (RAYAH;
KANELLOPOULOS; DI VIRGILIO, 2012) e no crescimento tumoral (ADINOLFI et al.,
2012). Animais nocauteados para o0 receptor P2X7 apresentam acelerado crescimento
tumoral (ADINOLFI, 2014); entretanto, o bloqueio farmacoldgico do receptor inibe o
crescimento tumoral in vivo (ULRICH et al., 2018). Esta diferenca pode ser explicada
pelos papéis diversos que o receptor exerce quando expresso em células tumorais ou em

celulas do sistema imune. Similarmente, o transplante de enxertos tumorais expressando



60

0 receptor P2X7 em animais nocauteados para o receptor ou em animais wild-type que
receberam tratamento farmacoldgico sistémico para inibicdo do receptor P2X7
apresentaram resultados opostos (DE MARCHI, 2019).

Assim, os objetivos deste trabalho consistiram em elucidar o papel do receptor
P2X7 na polarizacdo de macrofagos na presenca e auséncia de fatores secretados por
células de neuroblastoma (meio condicionado), e sua influéncia em respostas celulares de
grande relevancia clinica, como capacidade migratoria e quimiorresisténcia das células
tumorais.

Para o desenvolvimento do presente trabalho, primeiramente foi analisado se 0s
protocolos de obtencdo e polarizacdo dos macréfagos influenciavam na viabilidade
celular dessas células, tanto as provenientes de animais wild-type como as provenientes
de P2rx7". Assim foram conduzidos ensaios de viabilidade celular. Os resultados
demonstraram que os diferentes tratamentos empregados para as polarizagées M1, M2 e
TAM néo levaram a uma diminuicdo da viabilidade celular comparado ao controle. Tais
observagdes propiciaram o prosseguimento do trabalho.

Em seguida, foi avaliado se os diferentes tratamentos empregados para as
polarizacOes, levavam a polarizagdes M1 e M2-like, e se o receptor P2X7 influenciava
nessa polarizacdo. Assim, através do RNAm e da RT-gPCR, foram avaliados a expressao
de Nos2 e Tnf, marcadores do fendtipo M1, e também de Argl e Mrcl, marcadores para
o fenotipo M2. Os resultados mostraram que os tratamentos levaram a fenotipos M1-like
e M2-like nos macrofagos wild-type. Também observamos que as alteragbes nos
fendtipos M2 e TAM, e ndo em MO e M1, de macréfagos nocauteados para o receptor
P2X7, indicam o papel desse receptor na resolucdo da inflamacdo, j& que M2 esta
relacionado a tais funcdes, assim como TAM, que foi mdltiplas vezes na literatura
associado a M2. Ambos fenotipos compartilham a capacidade de conduzir a remodelagéo
tecidual e reduzir as respostas imunologicas, afetando a imunovigilancia (LI et al.,
2019b).

A expressdo de Arginase-1 por macréfagos vem sendo relacionada a respostas
imunossupressoras  (ARLAUCKAS et al., 2018)(ALLARD et al, 2017,
HAMIDZADEH; MOSSER, 2016). Assim, como o fen6tipo TAM foi alterado devido a
auséncia de P2X7, atenuando a expressdo de Arginase-1, sugerimos que o receptor P2X7
possa estar envolvido nas respostas imunossupressoras relacionadas a Argl, e, portanto,

sua perda pode comprometer as fungdes imunossupressoras dessas células. Além disso,
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os dados também mostram que a auséncia desse receptor na linhagem nocaute, ndo parece
interferir na resposta inflamatoria dessas células.

A expressdo de Argl, marcador de M2, em macrofagos M1, apesar de contraditoria,
ja foi relatada nesse fendtipo antes, em varios outros varios estudos que demostraram que
o tratamento com LPS induz a expressao desse gene, atraves da sinaliza¢do dos receptores
Toll-like (TLR), tanto em macrdfagos derivados da medula dssea como em macréfagos
peritoneais (DE LA ROSA et al., 2020). Apesar da expressao da Argl, tal polarizacao
para M1 apresentou as maiores expressdes de ambos genes inflamatorios, portanto,
confirmando o fendtipo M1-like. Avaliando o efeito do receptor P2X7, esperdvamos
obter uma atenuac&o de marcadores de M1 no proprio M1 de MDMOs P2xr7- devido ao
importante papel que P2X7 possui na inflamacdo, mas isso ndo foi observado. Essa
observacao pode ser devido a mecanismos de compensacdo emergidos nesses animais em
resposta a perda de P2X7 (EL-BROLOSY; STAINIER, 2017)

Apesar de ensaios explorando a resposta dessas células sejam necessarios para tal
confirmacéo, avaliamos se outros receptores P2 envolvidos na inflamacéo, assim como
P2rx4 e P2ry2, estariam mais expressos em MDMOs P2xr7”- como um mecanismo de
compensacdo. Apesar da expressao de P2rx4 ndo ter sido aumentada, observamos uma
maior expressdo de P2ry2 no fen6tipo M1 de MDMO P2rx7”. O receptor P2X7 é
amplamente relacionado a ativacdo do inflamassomo NLRP3 e liberacdo de IL-1p.
Contudo, um estudo recente demonstrou que a ativacdo do receptor P2Y2 aumenta a
transcricdo de IL-1p, mas tal aumento nao se deve a ativagdo de NLRP3, e sim a ativacéo
de JNK (DE LA ROSA et al., 2020). Assim sugerimos que o receptor P2X7 possa estar
envolvido em um mecanismo compensatdrio para nao alterar o fenotipo inflamatorio, M1,
de MDMO P2rx77. Como a inflamag&o é um processo complexo e muitos mecanismos
envolvidos ainda precisam ser elucidados, ndo se pode descartar a possibilidade de tais
observagdes serem resultado de outras sinalizagdes.

Verificamos uma diminuicdo na expressdo de CD73 nos MDMOs M2 de P2xr77".
Tais observacdes sugerem o papel do receptor P2X7 na regulacdo de CD39 e CD73 para
regulacdo da metabolizacdo de ATP de modo que a auséncia do P2X7 contribui para a
metabolizacdo de ATP, com acimulo de AMP, porém sem gerar adenosina. A diminuigdo
na expressdo de CD73 indica que M2, antes o unico com o potencial de metabolizagéo de
ATP a adenosina, tem tal capacidade afetada quando na auséncia de P2X7. Esses dados
podem explicar a ndo supressdo de Tnf no fen6tipo M2 de MDMO P2rx7”, uma vez que,
CD73 desempenha esse papel em macréfagos, através da metabolizacdo de ATP e
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consequente ativacdo dos receptores de adenosina, principalmente A2A(MURPHY et al.,
2017)

Além disso, a auséncia do receptor P2X7 resultou em uma reducdo da expressao do
receptor A2B, tanto nos macréfagos M1 quanto M2, novamente apontando para um
desfavorecimento de fendtipos anti-inflamatorios, visto o papel deste receptor na
promocao da polarizacdo alternativa de macrofagos (HASKO & PACHER, 2012). Nos
macrofagos polarizados pelo meio condicionado de neuroblastoma, a expressao de argl,
novamente um mediador anti-inflamatério, também foi suprimida, reforcando a
importancia do receptor P2X7 no estabelecimento dos fendtipos anti-inflamatorios.

A invasdo é a primeira etapa da cascata invasdo-metastase e consiste tanto na
disrupcdo da membrana basal, através da modificacdo de junc@es célula-célula, como na
transformacao das células tumorais, via EMT, para aquisicdo de motilidade. Para avaliar
a influéncia das diferentes polarizacdes de macrofagos, e do receptor P2X7, na invasdo
de neuroblastoma, ensaios de invaséo celular in vitro usando co-cultura indireta, foram
feitos. Tal ensaio também foi conduzido na presenca de ATP — para avaliar a ativacao do
receptor P2X7 — e também na presenca de ATP e cafeina - foi utilizada para bloguear os
receptores P1, os receptores de adenosina, conjuntamente com ATP, para distingéo entre
os efeitos causados por ATP ou por adenosina, na invasdo tumoral.

Observamos uma promocao na invasividade, em todas as polarizacbes de
MDMOs wild-type e P2rx7”, principalmente quando na presenca do fen6tipo TAM
P2rx77 (3,5 vezes mais em relagdo a wild-type), fenétipo ativado pelas proprias células
de neuroblastoma. Objetivamente, este dado parece sugerir que a auséncia do receptor
P2X7 em macrofagos permite a aquisi¢cdo de um fendétipo capaz de tornar as células de
neuroblastoma altamente invasivas. Neste caso, 0 receptor P2X7 expresso em macrofagos
apresentaria uma atividade desfavoravel a invasao tumoral.

A ativagédo do receptor P2X7 com seu agonista ATP nédo levou a mudangas na
invasdo promovida pelos MDMOs wild-type, mas promoveu um aumento de 2 vezes na
taxa de invasdo de neuroblastoma na presenca de macrofagos P2rx7”, o que pode ser
explicado pela morte de macréfagos induzida por ATP através do receptor P2X7. A
atividade citotoxica do receptor P2X7 é conhecida desde as primeiras descri¢des
funcionais deste receptor, inicialmente chamado na literatura de receptor P2Z (DI
VIRGILIO, 1995). Através da abertura de um poro de membrana permeavel a moléculas
de até 900 Da, o receptor P2X7 promove uma alteracdo de permeabilidade celular que
pode resultar em um estimulo letal para as células (DI VIRGILIO, 2018). Além disso,
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atualmente diversas outras func¢des sdo conhecidas para o receptor, incluindo seu papel
na ativacdo do inflamassomo e sua participacdo na proliferacéo celular. Em grande parte,
o0 equilibrio entre estas fun¢des antagdnicas (morte x proliferacdo) depende do padréo de
expressado das diferentes isoformas do receptor (ARNAUD-SAMPAIO, 2019), que serdo
discutidas em maior detalhe mais adiante.

Aqui, ndés observamos que a viabilidade de MDMOs wild-type é afetada de 60-
70% com o tratamento com ATP e confirmamos, como ja descrito na literatura, que a
morte ocorre via receptor P2X7, uma vez que a auséncia do receptor P2X7 nos
macrdfagos suprime a morte celular. O tratamento com ATP ndo levou a morte de
MDMOs P2rx77 mas elevou, em aproximadamente duas vezes, o percentual de invaséo.
Esse efeito ndo foi observado com os MDMOs wild-type, pois uma parte dessas células
morre, em decorréncia da ativacdo do receptor P2X7. Observamos também que os efeitos
gerados pela administracdo de ATP ndo sdo inibidos quando na presenca de cafeina,
demonstrando ndo estarem relacionados ao seu metabolito, adenosina.

Nos sugerimos que a maior invasividade observada na presenca de ATP pode ser
explicada pela expressdo aumentada de P2ry2 em MDMO P2rx77", ja que este é expresso
por todos os fendtipos nocauteados. Tal receptor vem sendo associado a invasdo tumoral
de diferentes tipos de canceres, onde promove a migracdo e invasao tumoral, através de
genes relacionados a EMT (LI etal., 2013; QIU et al., 2018) . Além disso, alguns estudos
demonstraram o papel desse receptor na inibi¢do do crescimento e da apoptose, de células
tumorais e neurdnios (ARTHUR et al., 2006; HOPFNER et al., 2001; LIMAMI et al.,
2012). Assim, sugerimos que o aumento observado na invasdo pode ser devido as
sinalizacdes desencadeadas pela ativacdo do receptor P2ry2 nos macréfagos.

Apesar dos avancos realizados na busca por melhores terapias, a opcdo mais
utilizada para o tratamento do céncer é a quimioterapia. No entanto, parte das células
tumorais sdo geneticamente resistentes aos quimioterapicos e/ou adquirem resisténcia ao
longo tratamento (YELDAG; RICE; HERNANDEZ, 2018; ZHENG, 2017). Assim, a
quimiorresisténcia constitui um fator limitante no tratamento, visto que além de promover
a metastase, pode promover recidiva da doenca, impactando ainda mais a sobrevivéncia
dos pacientes (ABDULLAH; CHOW, 2013).

Esses ensaios demonstraram que os fenotipos M1 e M2 ndo contribuem na
quimiorresisténcia, pelo contrario, ambas polarizacdes, tanto em macrofagos wild-type
como P2rx77, contribuiram para a diminuic&o na viabilidade celular tumoral — tanto as

celulas de neuroblastoma expressando P2X7, como silenciadas para o receptor P2X7 —
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aumentando a sensibilidade das células tumorais ao quimioterapico. O fenétipo M1
apresentou a maior capacidade de reducdo na viabilidade de neuroblastoma,
consistentemente com o que seria esperado de um fendtipo pré-inflamatorio.

No entanto, a polarizacdo TAM mostrou efeitos diferentes na proliferacdo e/ou
quimiorresisténcia de neuroblastoma a depender da expressédo do receptor P2X7 nas
celulas tumorais. Nas células silenciadas para o receptor P2X7, a polarizagdo TAM
independentemente da presenca ou auséncia do receptor P2X7, ndo causou diminuicao
da viabilidade celular, pelo contréario: levou a proliferacdo e quimiorresisténcia das
celulas de neuroblastoma.

Por outro lado, nas células ACN P2X7*, TAM wild-type ndo mudou a taxa de
células tumorais viaveis, nem mesmo a resposta a vincristina, enquanto que TAM P2rx7-
" induziu uma quimiorresisténcia do neuroblastoma, mesmo afetando a viabilidade
tumoral. O receptor P2X7 é um canal heterotrimérico, e suas subunidades podem
apresentar até dez isoformas diferentes (P2X7A-J). A isoforma P2X7A é a mais bem
estudada e caracterizada. Esta apresenta uma por¢do C-terminal capaz de interagir com a
panexina-1 e esta relacionada a morte celular decorrente desse receptor. Ja a isoforma
P2X7B ndo possui a por¢do C-terminal, sendo uma forma truncada do receptor, o que
prejudica a capacidade de inducéo a apoptose (ADINOLFI et al., 2010; GIULIANI et al.,
2014). Apesar de ndo induzir morte celular, P2X7B ja foi demonstrado como capaz de
induzir a proliferacdo celular e resultados recentes de nosso grupo tem mostrado que
P2X7B é a isoforma envolvida na quimiorresisténcia de neuroblastoma (dados nao
publicados da doutoranda Vanessa Arnaud-Sampaio). Diante disso, sugerimos que TAM
wild-type ndo devem interferir na expressao de P2X7A e P2X7B nas células tumorais, de
modo a ndo interferir nem na morte nem na proliferacdo e quimiorresisténcia do
neuroblastoma P2X7*, enquanto que TAM P2rx7” deve favorecer a expressio da
isoforma P2X7B, tornando as células de neuroblastoma resistentes ao quimioterapico.
Futuros experimentos para esclarecer a modulacao da expressao das isoformas em células
tumorais por TAM serdo necessarios.

Dado o papel cada vez mais bem estabelecido dos TAMSs no progresso tumoral,
estratégias terapéuticas vém sendo tracadas na tentativa de prevenir o recrutamento de
monocitos e macrofagos para o tumor ou de alterar suas atividades pro-tumorais. Essa
modulacdo € um componente da estratégia mais atual e que mais vém revolucionando o
tratamento de tumores: a imunoterapia. Simplificadamente, o objetivo da imunoterapia é

reforcar a resposta imune mediada por células T, que é desfavorecida pelo fendtipo
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adquirido pelos macréfagos que se associam aos tumores. Uma estratégia é o bloqueio do
eixo CCL2-CCR2, responsavel pelo recrutamento de mondcitos circulantes; outra
estratégia, complementar, € a reprogramacao de TAMs por um anticorpo anti-CD40, para
restauracdo do fenotipo pro-inflamatério e da resposta imune mediada por células T
(DENARDO; RUFFELL, 2019). Dada a importancia do fenétipo de macrofagos para o
progresso tumoral, e a relevancia do receptor P2X7 para essa plasticidade, esperamos que
essa pesquisa possa contribuir amplamente para a constru¢éo do conhecimento em torno

da imunobiologia do céancer.
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6. Conclusao

O presente trabalho demonstrou o envolvimento de P2X7R na polarizacdo de
macrdfagos com fenotipos alternativamente ativados, como TAMS, que sugerimos poder
atuar na regulacéo da expressdo diferencial das isoformas do receptor P2X7 nas células
tumorais. Além disso, o receptor P2X7 expresso em macrdfagos parece ter um papel na
supressdo da invasdo tumoral e também na quimiorresisténcia de tumores que expressam
o receptor P2X7R.
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