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INTRODUCAO

Os cénceres de origem hematolégica ocorrem por alteragcdo dos mecanismos de
proliferacdo e diferenciacdo das células; entre eles encontram-se as leucemias. Este grupo
de doencas, embora hoje em dia haja medicamentos, carecem de uma efetividade mais
certeira. Parte da ineficiéncia dos tratamentos € que 0s quimioterapicos sado principalmente
dirigidos contra as células com alta taxa de proliferacdo. Contudo, foi mostrado que algumas
leucemias possuem células com caracteristicas de célula-tronco chamadas de células-tronco
leucémicas (CTL). Esta pequena populacao de células leucémicas apresenta-se, semelhantes
as células-tronco hematopoéticas possuindo caracteristicas como: imunofenotipagem
primitiva, autorrenovacéo ilimitada, baixa taxa de proliferacdo, encontrando-se a maior parte
em quiescéncia, sendo resistente a quimioterapicos convencionais. Nos Ultimos anos, nosso
grupo mostrou a capacidade de diferenciacdo do ATP, que ativam o0s receptores P2
(ionotropicos e metabotropicos), principalmente na populacdo de células-tronco
hematopoéticas, em modelos in vitro e in vivo, e também mostramos este efeito de
diferenciacéo nas CTL.

OBJETIVO

Avaliar a expressao de receptores purinérgicos e as vias de sinalizacdo ativadas
pelos quando estimulados por ATP na populacao de células-tronco leucémicas das
linhagens celulares KG-1 e K562.

METODOLOGIA

Realizou-se o cultivo celular das linhagens de leucemia mieloide aguda (KG-1) e
mieloide cronica (K562). Para avaliar a modulacdo das células foram realizadas as seguintes
marcacgdes: CD34-APC, coquetel para marcacdo de linhagens maduras (Lin) todos
conjugados com PE (CD38, CD2, CD3, CD4, CD7, CD8, CD14, CD19, CD20 e CD235a,
CD11b), estimulada com concentraces de ATP e tempos distintos, os quais foram testados
e determinados anteriormente (Ribeiro-Filho et al., manuscrito em preparagéo). Logo, as
células foram marcadas com os anticorpos acima por 20 min e analisadas no citdmetro de
fluxo Accuri C6; a expressao dos receptores P2 foi realizada de forma semelhante. E, para
ativagcdo das vias de sinalizacdo em CTL, as células foram estimuladas com 1 mM de ATP e
utilizaram-se os anticorpos contra as vias de sinalizacdo ativadas por receptores acoplados a
proteina G e de vias paralelas relacionadas com a diferenciacdo (fosfo-PLCI1, fosfo-PKC,
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AMPc, fosfo-ERK, fosfo-AKTSer/thr). A seguir as leituras foram realizadas no citdmetro de
fluxo Accuri c6.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Quantificou-se a expressao dos receptores P2 por citometria de fluxo num modelo de
leucemia mieloide aguda (KG-1), observando uma expressao significativa dos receptores
P2X1, 2 e P2Y2, 12 (Figura 1). Segundo Clifford (2018), apdés uma andlise de Northern Blot,
observou-se niveis muito altos de mRNA do receptor P2X1 na fragéo total de leucdcitos de
humanos sangue e 0 mRNA do receptor P2X2 foi encontrado na superficie de linfocitos B. J&
0 P2Y2 é um receptor de ampla distribuicdo no organismo humano e murino (Burnstock e
Knight, 2004).

Figura 1: Expresséo dos receptores P2X e P2Y na linhagem KG-1.
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No modelo de leucemia mieloide crénica K562, por sua vez, verificou-se uma maior
expressao dos receptores purinérgicos P2X4, 5 e P2Y1 nas CTL; enquanto que a
subpopulacédo total expressa os receptores P2X2,4 e 5e P2Y11, 12 e 13 (Figura 2). Segundo
Chong (2010), em resultados de PCR em tempo real e Western blot verificaram que os
receptores P2X4 e P2X5 sdo superxpressos em leucemias e apresentam relacdo com a
hematopoese. E, de acordo com Yoon (2006) pode-se dizer que o ATP extracelular esta
envolvido na proliferacdo e sobrevivéncia celular da leucemia mieloide humana pela
expressao de receptores P2Y, sugerindo que o tratamento com nucleotideos extracelulares
possa ser uma via terapéutica para tal doenca.
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Figura 2: Expressao dos receptores P2X e P2Y na linhagem K562.
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Foi observado que a via do Ca2+ pode modular a diferenciagédo das células
hematopoéticas pelo uso de ATP e analogos (Paredes-Gamero et al., 2008). Além disso,
observou-se que o aumento do Ca2+ pela IL-3 e pelo GM-CSF ocorre por ativacao da
PLCg2 e que inibidores da sinaliza¢éo do Ca2+, como o antagonista do receptor de IP3, da
PKC e da CaMKIl blogueiam parcialmente a ativacdo da MEK1/2 (Paredes-Gamero et al.,
2008). Posteriormente, determinaram-se os mecanismos de integracdo molecular entre a
sinalizagdo do Ca2+ e da via da RAS/RAF/ERK1/2 em CTH humanas e murinas (Leon et al.,
2011). Logo, avaliou-se a ativacao as proteinas fosfo-PLC[1, fosfo-PKC, AMPc, fosfo-ERK,
fosfo-AKTSer/thr nas subpopulacbes de CTL e total apenas da linhagem KG-1 e
observamos que ha uma consideravel ativagédo das proteinas pAKTSer e pERK na fracao
CTL, e das proteinas pERK e pPKC na populagéo total (Figura 3).
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Figura 3: Proteinas de sinalizacdo de diferenciacéo e proliferacdo ativadas com o uso de
ATP extracelular em variados tempos na linhagem leucémica KG-1.
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CONCLUSAO

Estes resultados sugerem que 0s receptores purinérgicos sao expressos nas CTL, e
vias de sinalizacdo séo ativadas pelo ATP, que podem estar relacionadas com a capacidade
de diferenciagéo.
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