33

DSICUSP

Contribuicao dos receptores purinérgicos P2X7 e P2Y2 na aquisi¢cao
fenotipica GABAérgica e na progressao metastatica cerebral do cancer
de mama triplo negativo

Ana Carolina Galdino Picolli

Orientadora: Claudiana Lameu

Instituto de Quimica — Universidade de S&o Paulo

ana.gpicolli@usp.br

Objetivos

1. Padronizar um protocolo de indugdo de
tumoresferas para obtengao de
células-tronco tumorais (CSCs) nao
diferenciadas.

2. Avaliar, por RT-gPCR, a expresséo de
marcadores de pluripoténcia (ALDH1A1 e
CD44) e mesenquimais (vimentin e
N-cadherin), para definicdo do melhor
protocolo de geragdo de células néao
diferenciadas

3. Induzir a diferenciagdo GABAérgica nas
linhagens MDA-MB-231 parental e BR
(com tropismo cerebral), com e sem
bloqueio dos receptores P2X7 e P2Y2.

4. Avaliar, por RT-gPCR, a expressdo do
marcador neural (Nestina) e dos
marcadores  GABAérgicos (DLX2 e
GAD1/67) nas células parental e BR,
tratadas com e sem bloqueio dos
receptores P2X7 e P2Y2.

Métodos e Procedimentos

As linhagens MDA-MB-231 parental e
BR foram descongeladas e cultivadas em

frascos T25, em meio DMEM suplementado
com 5% de soro fetal bovino (SFB) e
antibidticos, a 37 °C e 5% de CO..

Para indugdo de tumoresferas, as
células foram transferidas para frascos tratados
com acido plurbnico (2%), visando a nao
aderéncia, e cultivadas em meio DMEM sem
SFB, suplementado com bFGF-2, EGF e B27
(meio A), além de adicionados a insulina (meio
B) ou ITS (meio C. As culturas foram incubadas
por sete dias, com registro microscopico a cada
trés dias, e amostras foram coletadas para
extracdo de RNA e analise de marcadores de
por RT-gPCR.

O grupo que apresentou expressao
mais elevada de marcadores de pluripoténcia
(ALDH1A1, CD44) e mesenquimais (vimentina,
N-caderina foi reservado para o protocolo de
diferenciagdo GABAérgica.

As tumoresferas selecionadas foram
transferidas para placas revestidas com
poli-D-lisina (50 pg/mL) e laminina (5 pg/mL) e
cultivadas por 24h em DMEM com 5% SFB
antes da substituicdo por meio neurobasal
suplementado com B27 e BDNF (50 ng/mL),
para diferenciacdo neural. O acido retinoico (5
pMM), também para diferenciagdo neural, foi
adicionado por quatro dias, com ou sem
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antagonistas dos receptores P2X7 e P2Y2. A
morfologia foi monitorada em microscopio (dias
2, 4 e 6), e amostras foram armazenadas em
TRIzoI® para andlise da expressdo do
marcador neural Nestina, e GABAérgicos DLX2
e GAD1/67 por RT-qPCR.

Resultados

Insulina

Insulina

Basico Insulina

As culturas mantidas em meio A
(basico) e meio B (basico + insulina)
apresentaram maior agregacédo celular e
formagdo de tumoresferas maiores em
comparagdo ao meio C (basico + ITS). Como
os resultados de A e B foram semelhantes,
ambos foram selecionados para continuidade
do protocolo de diferenciagdo GABAérgica. O
crescimento das tumoresferas foi mais
pronunciado até o 5° dia de cultivo, apds o qual
houve redugdo progressiva em tamanho e
quantidade.
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Figura 1. Expressdo relativa de marcadores

GABAérgicos A) GAD1/67 e B) DLX2 em células
MDA-MB-231  parentais, BR, cultivadas em
tumoresferas e cultivadas em tumoresferas tratadas
com acido retindico (RA) + BDNF

Os marcadores GABAérgicos GAD1/67
e DLX2 apresentaram maior expressao nas
células MDA-MB-231 BR, de tropismo cerebral,
e nas tumoresferas submetidas ao protocolo de
inducdo, sugerindo a transicdo para um
fenotipo  GABAérgico e aquisicdo de
caracteristicas que podem favorecer migragao
e colonizagdo cerebral, contribuindo para o
potencial metastatico.
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Figura 2. Expressdo relativa do marcador neural
Nestina células MDA-MB-231 parentais, BR,
cultivadas em tumoresferas e cultivadas em
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tumoresferas tratadas com acido retindico (RA) +
BDNF

Em relagdo ao marcador de diferenciacédo
neural Nestina, observou-se maior expressao
nas ceélulas MDA-MB-231 BR e nas
tumoresferas tratadas com &cido retinoico (AR)
isoladamente ou em combinagdo com BDNF
(Figura 2).

MDA-MB231
Neuronal differentiation

50000
45000 - /R

40000 &
350004 . =3 AR+BDNF

300004
20000+
10000 =

300

2004

1004
0-

Figura 3. Expressado relativa do marcador neural
Nestina células MDA-MB-231 parentais, BR,
cultivadas em tumoresferas e cultivadas em
tumoresferas tratadas com acido retindico (RA) +
BDNF, com e sem a presenga de antagonistas do
receptor P2Y2 e P2X7
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Ja as tumoresferas submetidas a diferenciacao
na presenga de antagonistas dos receptores
purinérgicos  apresentaram redugdo da
expressao de Nestina (Figura 3) mais evidente
com o bloqueio de P2Y2. Esse resultado
sugere que o receptor P2Y2 exerce papel
relevante na modulagcdo da diferenciacédo
neural, enquanto o impacto do antagonista de
P2X7 foi menos pronunciado.

Conclusoes

O estudo permitiu a padronizacdo de um
protocolo eficiente de indugao de tumoresferas
a partir das linhagens MDA-MB-231,
estabelecendo condi¢des adequadas. A analise

da expressdao de marcadores por RT-qPCR
demonstrou que o protocolo foi capaz de
induzir a ativacdo de marcadores neurais e
GABAérgicos, indicando a aquisicdo de um
fendtipo GABAérgico associado ao potencial
metastatico cerebral. Além disso, a inibicdo do
receptor P2Y2 reduziu significativamente a
expressdo de Nestina, sugerindo sua
participagdo na regulagdao da diferenciacédo
neural, enquanto o bloqueio do receptor P2X7
teve efeito menos expressivo. Esses achados
reforcam o papel dos receptores purinérgicos
na plasticidade fenotipica tumoral e apontam
para potenciais alvos terapéuticos na
metastase cerebral do cancer de mama.

A autora declara ndo haver conflto de
interesses.
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