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RESUMO 
 

O câncer de esôfago é o oitavo câncer mais comum no mundo. O 

prognóstico para esse tipo de câncer é ruim, geralmente, a taxa de sobrevivência 

global é de 10-15% com cerca de cinco anos de sobrevida. A adenosina está 

presente em diferentes tecidos de vários organismos e tem um papel 

extremamente importante no sistema purinérgico. Ela é produzida direta ou 

indiretamente através do ATP e tem como alvo receptores purinérgicos P1 que 

são acoplados à proteína G (A1, A2A, A2B e A3). A cafeína é um antagonista não 

seletivo de adenosina e tem baixa afinidade pelos receptores A3 e grande afinidade 

pelos receptores A1, A2A e A2B. O objetivo deste trabalho foi investigar o papel dos 

receptores purinérgicos P1 e a ação da cafeína e da adenosina na proliferação de 

carcinoma de células escamosas de esôfago, utilizando a linhagem humana de 

carcinoma de células escamosas de esôfago OE21. Primeiro demonstramos que 

os receptores P1 estão expressos na linhagem celular através de qRT-PCR, e que 

a expressão do receptor A2A foi significativamente reduzida (p<0,05) quando essas 

células foram tratadas com cafeína (100 µM). Em adição o tratamento com a 

cafeína também diminui  significativamente a viabilidade (1, 5 e 10 mM) das 

células e este efeito foi provavelmente um tipo de morte celular não-apoptótica. De 

modo semelhante, a adenosina diminui a viabilidade celular (1, 5 e 10 mM) e a 

proliferação (5 mM) através de apoptose, e o dipiridamol (10 µM) afetou a 

viabilidade celular e não alterou o tipo de morte causada. Estes resultados 

demonstram, através de investigação in vitro, a ação dos receptores P1 adenosina 

e da cafeína no câncer de esôfago e este é um primeiro passo para entender de 

sinalização purinérgica no câncer de esôfago. 

 

Palavras-chave: Cafeína, Câncer de esôfago, Adenosina, Receptores P1 
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ABSTRACT 
 

Esophageal cancer is the eighth most common cancer worldwide. The 

prognosis for this cancer is poor, generally, the overall survival rate is 10-15% with 

about five years of survival. Adenosine is present in different tissues of various 

organisms and plays an extremely important role in the purinergic system. 

Adenosine is produced directly or indirectly by ATP and its target P1 receptors 

which are G-protein coupled (A1, A2A, A2B and A3). Caffeine is a non-selective 

adenosine antagonist and has low affinity for A3 great affinity for A1, A2A and A2B. 

The objective of this study was to investigate the role of P1 purinergic receptors 

and the action of caffeine on the proliferation of squamous cell carcinoma of the 

esophagus, using the human lineage of squamous cell esophageal OE21. First we 

demonstrated that P1 receptors are expressed in the cell line by means of qRT-

PCR and still A2A receptor expression was significantly reduced when these cells 

were treated with caffeine (100 µM). In addition to the caffeine treatment also 

decreases cell proliferation (1, 5 e 10 mM) and this effect was most likely a type of 

non-apoptotic cell death. Similarly, adenosine decreases cell viability (1, 5 and 10 

mM) and proliferation (5 mM) via apoptosis and dipyridamole (10 µM) affect cell 

viability and did not alter the type of death caused. These results demonstrate the 

in vitro investigation of adenosine and caffeine in esophageal cancer receptors and 

this is a first step to understanding of purinergic signaling in esophageal cancer. 

 
Key-words: Caffeine, Esophageal Cancer, Adenosine, P1 receptors. 
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INTRODUÇÃO 
 

 
1.1 Câncer de esôfago 

Estudos epidemiológicos têm mostrado que o câncer é responsável por 

cerca de 13 % de todas as causas de morte no mundo. Mais de 7 milhões de 

pessoas morrem dessa doença por ano e com o passar das décadas, o câncer 

começou a ser considerado um problema de saúde pública e, assim, a 

Organização Mundial da Saúde (OMS) estimou que até 2030 serão cerca de 21,4 

milhões de novos casos de câncer, 13 milhões de mortes por câncer e 75 milhões 

de pessoas por ano viverão com câncer (INCA, 2014). 

O câncer de esôfago é o oitavo câncer mais comum no mundo. O 

prognóstico para esse tipo de câncer é ruim, geralmente, a taxa de sobrevivência 

global é de 10-15% com cerca de cinco anos de sobrevida, principalmente em 

casos em que a doença é detectada nos estágios finais e de forma geral as taxas 

de mortalidade e incidência são parecidas, em função de sua alta letalidade 

(Parkin, Bray et al. 2005).  

Para o câncer de esôfago no Brasil, são esperados 8.010 casos novos em 

homens e 2.770 em mulheres ao longo do ano de 2014. Isso é o equivalente a um 

risco de 8,18 casos novos a cada 100 mil homens e 2,70 a cada 100 mil mulheres. 

O câncer de esôfago na região sul do Brasil tem uma taxa de incidência 15,97 em 

100 mil para homens e para mulheres 5,27 a cada 100 mil e afeta cerca de 450 mil 

pessoas por ano em todo o mundo (Figura 1) (INCA, 2014). 
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Figura 1. Incidência do câncer de esôfago no Brasil para o ano de 2014 (INCA, 

2014) 

Os sintomas mais comuns desse tipo de câncer são a disfagia, odinofagia, 

náuseas e vômitos. O diagnóstico de tumores de esôfago é realizado através de 

biopsia e análise histológica do tecido, além de prévia endoscopia. Geralmente, os 

tumores mais localizados são tratados cirurgicamente e nos maiores são aplicados 

tratamento paliativo, através de quimioterapia, radioterapia ou a combinação entre 

as duas (Enzinger and Mayer 2003).  

Os fatores de risco apresentam grande heterogeneidade principalmente em 

função de distribuição geográfica, e de maneira geral, pela idade, histórico familiar, 

consumo de álcool, fumo, infecções orais por fungos, agentes infecciosos, 

deficiência de riboflavina e vitamina A, ingestão excessiva em alta temperatura de 

erva-mate – um hábito comum no sul do Brasil, Argentina e Uruguai – são 

considerados fatores de risco relacionados ao câncer de esôfago  (Ajani, Barthel 

et al. 2011). Já o uso de aspirina e anti-inflamatórios não esteroidais, alta ingestão 

de antioxidantes, frutas frescas e vegetais, principalmente crus, são considerados 

fatores de proteção por estarem associados à diminuição do risco desse câncer 

(INCA, 2014). 

Os cânceres resultantes da mucosa esofágica em sua maioria podem ser 

classificados em dois principais tipos: adenocarcinoma e carcinoma de células 

escamosas (ESCC) (Ruschoff 2012). Tem sido relatado na literatura também a 

presença de sarcomas e carcinomas de células pequenas em menos de 1-2% de 

todos os casos de câncer de esôfago, e raramente carcinomas do tipo 

melanomas, leiomiossarcoma, carcinóides, e linfomas têm demonstrado 

capacidade de se desenvolver no esôfago  (Zhang 2013). 

 O adenocarcinoma é o mais comumente encontrado na América do Norte, 

Reino Unido, Irlanda e Austrália e está associado a uma melhora prognóstica 

maior do que o carcinoma de células escamosas  (Hongo, Nagasaki et al. 2009). 

Está frequentemente relacionado com a doença do refluxo gastroesofágico. Neste 
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tipo, o câncer surge a partir de células glandulares que estão presentes na junção 

do esôfago e do estômago  (Verschuur and Siersema 2010).  

O carcinoma de células escamosas é o tipo histológico predominante de 

câncer de esôfago em todo o mundo (Zhang 2013). Este tipo de câncer surge a 

partir de células que revestem a parte superior do esôfago e está freqüentemente 

relacionado com o esôfago de Barret  (Enestvedt and Ginsberg 2013). O esôfago 

de Barret é uma lesão pré-cancerígena caracterizada por uma mudança na 

mucosa esofágica em função de uma exposição crônica e prolongada ao ácido do 

refluxo gastroesofágico  (Haidry, Dunn et al. 2013).  

Esta patologia é considerada uma neoplasia maligna incomum e com 

grande potencial letal. A incidência de ESCC aumenta com idade e é três vezes 

maior em negros do que em brancos, enquanto adenocarcinomas são mais 

comuns em homens brancos (Zhang 2013). Geralmente acomete mais homens do 

que mulheres e ocorre com maior incidência após os 65 anos de idade. 

Ultimamente, este tipo de câncer de esôfago tem sido relatado como associado a 

níveis sócio-econômicos mais baixos (Baba, Watanabe et al., 2014).  

 

1.2 Sistema Purinérgico 

 

 Purinas (ATP, ADP e ADO) e pirimidinas (UTP e UDP) extracelulares 

podem atuar como moléculas sinalizadoras participando de vários efeitos e 

processos biológicos, tais como, neurotransmissão, secreção, resposta 

imunológica, inflamação, agregação plaquetária, dor, entre outros (Burnstock 

2006a).  

Existem duas principais famílias de receptores purinérgicos: os receptores 

de adenosina ou P1 e os receptores P2. Os receptores P2 se dividem em P2X 

(ionotrópicos) e P2Y (metabotrópicos). Os P2Y por sua vez, dividem-se em P2Y1, 

P2Y2, P2Y3, P2Y4, P2Y5, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13, P2Y14, que podem ativar a 

fosfolipase C e consequentemente liberar cálcio intracelular ou, afetar a adenilil 

ciclase e alterar os níveis de  AMPc   (Burnstock 2004). Já os receptores P2X são 
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classificados em P2X1, P2X2, P2X3, P2X4, P2X5, P2X6 e P2X7 e induzem o influxo 

de sódio e cálcio, ativando cascatas de sinalização intracelulares dependentes de 

cálcio, e o efluxo de potássio  (Stagg and Smyth 2010).  

A adenosina (ADO) está presente em diferentes tecidos de vários 

organismos e tem um papel extremamente importante no sistema purinérgico. A 

adenosina é produzida direta ou indiretamente através do ATP e tem grande 

importância na modulação de diferentes processos fisiológicos como angiogênese, 

proliferação, apoptose, entre outros  (Latini and Pedata 2001). Além disso, a 

adenosina desempenha um importante papel tanto no controle de resposta imune 

inata quanto adaptativa, e está comprovado que a desregulação de concentração 

de adenosina está envolvido em patologias, tais como, epilepsia 

neurodegenerativa e distúrbios psiquiátricos (Abbracchio, Burnstock et al. 2009). 

A adenosina é produzida tanto intra como extracelularmente. Quando 

produzida intracelularmente a cascata se inicia a partir do seu precursor imediato, 

5'-monofosfato de adenosina (5' - AMP), através da enzima 5' - nucleotidase . 

Além disso, ela pode seguir mais de uma via metabólica. ADO pode ser 

metabolizada a inosina pela enzima adenosina deaminase (ADA) e posteriormente 

à hipoxantina, além de poder também ser convertida à ácido úrico pela xantina 

oxidase. A adenosina também pode ser re-convertida à 5' - AMP por ação da 

enzima adenosina quinase e em seguida ao ADP e ATP (Sheth, Brito et al. 2014). 

As enzimas denominadas ectonucleotidases são as enzimas que têm a 

capacidade de hidrolisar os nucleotídeos extracelulares, que em sua maioria se 

encontram na superfície celular, mas em alguns casos podem ser encontradas no 

meio intersticial ou nos fluídos corporais  (Zimmermann 2006). Em condições 

patológicas, como a inflamação, a adenosina é derivada da conversão enzimática 

de ATP e ADP em AMP através das ectonucleodidases, e após é convertido em 

adenosina através de outra ectoenzima, a 5’ ectonucleotidase (CD73)  (Eltzschig, 

Sitkovsky et al. 2012). 

A adenosina pode também ser transportada através de transportadores 

específicos do tipo equilibrativos (ENT) e concentrativos (CNT) para o espaço 
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extracelular. Esses transportadores são bidirecionais passivos que atravessam a 

adenosina pela membrana plasmática por diferença nos gradientes de 

concentração (Sheth, Brito et al. 2014). 

Os receptores P1 são membros da família de receptores acoplados à 

proteína G (Figura 2), são metabotrópicos e se dividem em 4 subtipos: A1, A2A, A2B 

e A3, de acordo com a estrutura molecular, bioquímica e caracterização 

farmacológica (Burnstock 2004); (Burnstock 2006b); (Zimmermann 2006); 

(Verkhratsky and Burnstock 2014). Estes receptores diferem na sua afinidade para 

adenosina, no tipo de proteína G que eles recrutam (Tabela 1) e nas vias de 

sinalização que são ativadas na célula alvo (Ciruela, Albergaria et al. 2010). 

Geralmente, os receptores A1 e A3 quando ativados são inibidores da produção de 

AMP cíclico e também regulam fosfolipases e consequentemente a síntese de 

inositol trifosfato (Fredholm, Irenius et al. 2001). 

 

Tabela 1: Principais agonistas, antagonistas, distribuição tecidual e mecanismos 

de transdução dos receptores de adenosina. (Adaptado de (Burnstock 2007) 

Receptor 

 

Principal 

distribuição 

tecidual 

 

Agonistas 

 

Antagonistas 

 

Mecanismos de 

Transdução 

A1 Cérebro, Medula 

espinhal, Testículos, 

Coração, Terminais 

nervosos 

autonômicos 

CCPA, CPA, 

S-ENBA, 

CVT-510 

DPCPX, N-

0840, 

MRS1754, N-

0840, WRC-

0571 

GI/o             cAMP 

A2A Cérebro, Coração, 

Pulmões, Baço 

CGS 21680, 

HE-NECA, 

CVT-3146 

KF17837, 

SCH58261, 

ZM241385, 

KW 6002 

Gs            cAMP 

A2B Intestino Grosso, NECA (não- Emprofylline, Gs           cAMP 
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Receptores A2A e A2B são estimuladores da produção de AMP cíclico. 

Dependendo do tipo celular, outras combinações de proteína G têm sido reveladas 

e todos receptores de adenosina tem mostrado capacidade de ativar famílias de 

proteína-quinases ativadas por mitógenos MAPK (mitogen-activated protein 

kinase) (Fredholm, Irenius et al. 2001). 

As MAPKs são proteínas quinases ativadas por mitógenos,  membros da 

subfamília de proteínas serina/treonina extremamente importantes na regulação 

da proliferação e diferenciação celular, apoptose, inflamação, além de  respostas a 

estresse ambiental (Raman, Chen et al. 2007). A p38 MAPK é uma proteína 

quinase que vem sendo estudada  em células de câncer, e a ativação dessas vias 

de sinalização produz efeitos anti-apoptóticos e/ou proliferativos (Koul, Pal et al. 

2013). 

Por outro lado, a sinalização celular através da via PI3K/AKT está 

intimamente envolvida no controle da apoptose e da proliferação celular através 

da inibição (fosforilação) da proteína BAD e ativação de inúmeros substratos 

apoptóticos e estes são fatores diretamente relacionados ao câncer (Datta, Brunet 

et al. 1999). 

 

Bexiga seletivo) MRE2029-F20, 

MRS17541, 

MRS 1706 

A3 Pulmão, Fígado, 

Cérebro, Testículos e 

Coração 

IB-MECA, 2-

Cl-IB-MECA, 

DBXRM, 

VT160 

MRS 1220, L-

268605, 

MRS1191, 

MRS1523, 

VUF8504 

GI/o  Gq/11     cAMP    

IP3 
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Figura 2. Receptores purinérgicos e cascata de conversão de ATP à Adenosina 

(Fields and Burnstock 2006) 
 

1.3 Cafeína 

 

A cafeína é amplamente conhecida por atuar no sistema nervoso central 

causando efeitos estimulantes como o aumento do estado de alerta e diminuição 

da fadiga. Além disso, é uma das substâncias psicoativas mais consumidas do 

mundo. Foi primeiramente isolada em 1920, mas sua estrutura foi completamente 

estabelecida na última década do século XIX. A cafeína é um alcalóide e faz parte 

do grupo de metilxantinas. Ela está presente em mais de 60 espécies de plantas, 

geralmente pertencentes à família Rubiaceae, principalmente nas espécies Coffea 

arabica  e Coffea canephora  (Sawynok  2011a). 

A cafeína é um agente estimulante mundialmente consumido em bebidas 

como chá, café, refrigerantes e energéticos e também está presente no chocolate. 

A quantidade de cafeína presente nessas bebidas ou alimentos depende de vários 

fatores, tais como a espécie e a maneira pela qual a planta foi extraída, o tipo de 

grão de café, cacau ou folha de chá, a localização geográfica, o clima no qual ela 

foi cultivada, entre outros (Sawynok 2011a). Pesquisas de base populacional nos 

EUA demonstram que um adulto consome em média aproximadamente 193 mg 

por dia de cafeína (Sawynok 2011b).   
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A cafeína possui propriedades antioxidantes e é muito utilizada na 

formulação de vários medicamentos analgésicos e anti-inflamatórios. (Elmenhorst, 

Meyer et al. 2012). Quando administrada por via oral, a concentração plasmática 

máxima ocorre de 30 minutos a 2 horas. É absorvida pelo trato gastrointestinal de 

forma rápida e completa, com biodisponibilidade de 100% e alta solubilidade tanto 

em água quanto em solventes orgânicos não polares. Por isso atravessa 

rapidamente as membranas celulares, assim como a barreira hematoencefálica e 

placentária, atingindo grandes concentrações em todo o corpo, inclusive no 

encéfalo. Sua ligação a proteínas plasmáticas, principalmente à albumina, é de 10 

a 35 % e possui uma constante de inibição (Ki) de 44 e 40 μmol.L-1 (Carrillo and 

Benitez 2000). 

Ela é metabolizada por enzimas do complexo P450 como CYP1A2  e é 

metabolizada em 3 principais compostos: a paraxantina (84 %), a teobromina (12 

%) e a teofilina (4 %). Entretanto, na literatura já foram descritos cerca de 25 

metabólitos da cafeína. Cabe ressaltar que existem grandes diferenças na 

concentração plasmática da cafeína em cada indivíduo devido a variabilidade 

genética presente nos genes que são responsáveis por essa metabolização 

(Tavares and Sakata 2012).    

Devido à semelhança estrutural entre a cafeína e a adenosina, a cafeína 

tem a capacidade de se ligar e antagonizar não seletivamente os receptores 

purinérgicos P1 (Tavares and Sakata 2012). A cafeína tem baixa afinidade pelos 

receptores A3 tanto em roedores como em humanos e tem grande afinidade pelos 

receptores A1, A2A e A2B (Sawynok 2011)Também pode atuar no sistema nervoso 

central, interagindo com receptores GABAA, desempenhando papel como 

antagonista ou agonista reverso nos locais de ação dos benzodiazepínicos  (Daly 

2007). 

 

1.4 Câncer, Receptores P1 e Cafeína 
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Desde 2006, a literatura vem demonstrando estudos em que a adenosina é 

utilizada clinicamente. O dipiridamol e o metotrexato são exemplos de fármacos 

que exercem efeitos através da alteração de concentração extracelular e de 

sinalização de adenosina. Além disso, já estão atualmente em uso medicamentos 

para o tratamento de taquicardia supraventricular (Adenocard® e Adenoscan®). O 

Lexiscan (Regadenoson®) é um medicamento usado na clínica que atua como 

agonista do receptor A2A aprovado pelo FDA e é utilizado para perfusão 

miocárdica em pacientes com suspeita de doença arterial coronariana. Além disso, 

vários ensaios clínicos com agonistas de receptores P1 estão sendo conduzidos 

atualmente (Chen, Eltzschig et al. 2013) 

Sabe-se que a adenosina promove a cicatrização de feridas e medeia a 

angiogênese via receptores A2A (Merighi, Mirandola et al. 2002) e A2B (Feoktistov, 

Goldstein et al. 2002), e que a angiogênese é um processo fundamental para o 

crescimento do tumor e metástases (Montesinos, Desai et al. 2002). Também tem 

sido demonstrada sua participação na redução do crescimento de tumores via 

apoptose através dos receptores A1, A2A e A3 (Gessi, Merighi et al. 2011).  

 Diversos efeitos dos receptores P1 foram descritos em vários tipos de 

câncer, tais como adenocarcinoma de cólon e tecidos peritoniais (Khoo, Ho et al. 

1996), leucemias e linfomas (Gessi, Varani et al. 2001; Merighi, Varani et al. 

2001), tumores de mama (Mirza, Basso et al. 2005), gliomas (Bauer, Langen et al. 

2005), entre outros, entretanto, não há relatos em carcinoma de células 

escamosas de esôfago. 

Não é de hoje que a relação entre a cafeína e o câncer tem apresentado 

grande interesse. Muitas pessoas em todo o mundo consomem cafeína em doses 

que são capazes de antagonizar receptores de adenosina. Este interesse está 

centrado principalmente na variedade de compostos encontrados no café – a 

forma mais consumida da cafeína. O café possui dois diterpenos, o cafestol e o 

kahweol, que podem produzir efeitos biológicos compatíveis com atividades 

anticâncer. Além disso, contém polifenóis, flavonóides e ácido clorogênico que 

contribuem para o efeito antioxidante (Nkondjock 2009). 
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Estudos epidemiológicos recentes sugerem que o consumo de café diminui 

o risco de alguns tipos de cânceres, como câncer de cólon, fígado, mama, 

endométrio e hepatocelular (Gallus, Bertuzzi et al. 2002); (Larsson and Wolk 

2007); (Bravi, Bosetti et al. 2007); (Je, Liu et al. 2009); (Tang, Zhou et al. 2009). 

Além disso, existem estudos que sugerem que a cafeína melhora as respostas 

anti-tumorais através da inibição da angiogênese, mediada por adenosina (Ohta, 

Gorelik et al. 2006). 

Atualmente, várias tentativas têm sido realizadas para desenvolver um 

tratamento para o câncer baseando-se em alvos mais específicos, ou seja, alvos 

que sejam principalmente expressos no tumor, e não em células normais. A 

adenosina é encontrada no fluído intersticial do tumor em concentrações que são 

capazes de modular o crescimento do mesmo interagindo com os receptores 

purinérgicos P1. Deste modo, já que os receptores P1 estão expressos 

diferentemente em células normais e em células tumorais, torna-se de grande 

interesse investigar a ação da adenosina e do antagonista não seletivo, cafeína, 

em células de câncer de esôfago. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Investigar o papel dos receptores purinérgicos P1 e a ação da cafeína na 

proliferação de carcinoma de células escamosas de esôfago, utilizando a linhagem 

humana OE21. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

a. Avaliar a expressão dos receptores P1 na linhagem humana de 

carcinoma de células escamosas de esôfago OE21, utilizando a técnica de PCR 

quantitativo em tempo real (q-RT-PCR); 

 

b. Comparar a ação da adenosina, da cafeína (antagonista não-seletivo de 

receptores P1), e dos antagonistas seletivos dos receptores purinérgicos P1 na 

viabilidade e proliferação da linhagem de carcinoma de células de esôfago (OE21) 

através do ensaio MTT e do teste de exclusão pelo azul de tripan; 

 

c. Avaliar a ação do dipiridamol (inibidor de transporte de adenosina) na 

viabilidade da linhagem de carcinoma de células de esôfago (OE21) através do 

ensaio MTT; 

 

d. Avaliar o tipo de morte celular causada pelo agonista, antagonistas dos 

receptores P1 e pelo dipiridamol na linhagem OE21, utilizando citometria de fluxo; 

 

e. Investigar as vias de sinalização intracelular (Akt e p38), por citometria de 

fluxo, nas linhagens de câncer de esôfago humano estimuladas pela cafeína, pela 

adenosina e pelo dipiridamol. 
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Abstract: Esophageal cancer is the eighth most common cancer worldwide. The prognosis 

for this cancer is poor; generally, the overall survival rate is 10-15% about five. Adenosine 

is present in different tissues of various organisms and it plays an important role in the 

purinergic system. Adenosine is produced directly or indirectly by ATP hydrolysis, and its 

target P1 receptors are G-protein coupled (A1, A2A, A2B and A3). Caffeine is a non-selective 

P1 antagonist that has low affinity for A3 and great affinity for A1, A2A and A2B. The aim of 

this study was to investigate the role of P1 purinergic receptors and the action of caffeine 

on the proliferation of esophageal squamous cells carcinoma, using the human cell line 

OE21. First, we have shown that the mRNA of  P1 receptors are expressed in this cell line 

by means of RT-qPCR, and that A2A mRNA expression was significantly reduced when 

these cells were treated with caffeine. In addition, caffeine treatment also decreases cell 

viability, and this effect was most likely a non-apoptotic cell death. Furthermore, Ado can 

inhibit OE-21 cell proliferation and reduce viability. These results show the effect of P1 

receptors and caffeine in esophageal cancer and propose a first step to understanding of 

purinergic signaling in esophageal cancer. 

 

Keywords: Caffeine, Esophageal Cancer, Adenosine, P1 receptors. 
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1. Introduction 

 

Esophageal cancer is the eighth more common cancer in the world and the sixth 

most deathly cancer (Zhang, Pan et al. 2014). In southern Brazil it has an incidence rate of 

15.97 per 100 thousand for men and 5.27 per 100 thousand for women, and affects about 

450,000 people a year worldwide (INCA, 2014). Tumors originated in the esophageal 

mucosa are classified into two major types: adenocarcinoma and squamous cell carcinoma. 

This classification is based on the type of cells which originate the tumor, where 

adenocarcinoma refers to glandular cells and squamous cell carcinoma is originated from 

epithelial cells (Ruschoff 2012). The esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) 

comprehends more than 90% of esophageal cancers and the prognosis for this cancer is 

poor (Wu, Herman et al. 2014; Xue, Yang et al. 2014).  

Adenosine (Ado) is produced directly or indirectly by ATP hydrolysis, and it is an 

important signaling molecule that activates specific transmembrane receptors in most cell 

types and can generate diverse biological effects. Ado receptors are called P1 and four 

subtypes have been identified, A1, A2A, A2B, A3, all G protein coupled receptors, with 

distinct tissue distribution and pharmacological properties (Schiedel, Lacher et al. 2013). 

These receptors differ in their affinity to adenosine: A1, A2A and A3 exhibit high affinity, 

while A2B displays low affinity for adenosine (Jarvis 2013).  

Adenosine promotes wound healing and mediates angiogenesis via A2A (Merighi, 

Mirandola et al. 2002) and A2B (Feoktistov, Goldstein et al. 2002) receptors, and it is 

known that angiogenesis is a critical process for tumor growth and metastasis (Montesinos, 

Desai et al. 2002). It has also been demonstrated its involved in the reduction of tumor 

growth via apoptosis through A1, A2A and A3 receptors (Gessi, Merighi et al. 2011). 

Moreover, A2B receptor has been reported to exhibit inhibitory activity on phosphorylation 

of ERK, cell migration, and capillary tube formation (Grant, Davis et al. 2001). Numerous 

effects of P1 receptors have been described in several cancer types, such as colon 

adenocarcinoma, peritoneal tissues (Khoo, Ho et al. 1996), leukemias and lymphomas 

(Gessi, Varani et al. 2001; Merighi, Varani et al. 2001), breast tumors (Mirza, Basso et al. 

2005), gliomas (Bauer, Langen et al. 2005), among others. 
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Caffeine is an alkaloid present in more than 60 plant species and belongs to the 

group of methylxanthines (Sawynok 2011). It is a non-selective P1 antagonist (Elmenhorst, 

Garibotto et al. 2011), and it is a stimulant agent widely consumed in beverages like tea and 

coffee. Furthermore, it has been used in the formulation of various analgesic and anti-

inflammatory drugs.   A recent meta-analysis demonstrated that the consumption of coffee 

decreases the risk of certain cancers such as bladder, breast, buccal, colorectal, 

endometrium, esophagus, hepatocellular, leukemia, pancreas and prostate (Yu, Bao et al. 

2011). 

Therefore, this study aimed to investigate the role of P1 receptors and its antagonist, 

caffeine, on the proliferation of esophageal carcinoma cells, in order to provide a better 

understanding of the purinergic signaling in this type of cancer. 

 

2. Materials and Methods 

 

2.1 Materials 

Adenosine, caffeine and dipyridamole were obtained from Sigma Aldrich (EUA). 

Antagonists for A1 (DPCPX - Cat: 0439), A2A (ZM241385 - Cat. No. 1036) and A3 

(MRS1220 - Cat: 1217) receptors were obtained from TOCRIS (UK) and antagonist of A2B 

(MRS1754 - SC-301174) from Santa Cruz Biotechnology (USA). 

 

  2.2 Cell culture 

OE-21 cell line is an esophageal squamous cell carcinoma THAT was obtained 

from donation FROM INCA (National Institute of Cancer - Brazil) and the cells were 

grown in RPMI (GIBCO) medium supplemented with 10% fetal bovine serum, 1% 

penicillin-streptomycin and amphotericin, in a humidified atmosphere of 5% CO2 and 95% 

air at 37˚C. Cells were detached by 0.25% trypsin/0.02% EDTA.  

 

2.3 RT-qPCR assay 

To verify the expression of adenosine receptors in OE-21 cell lines, RT-qPCR was 

performed. Therefore, 2 x 10
5
 cells/well were seeded in a 6-well plates and then were 
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treated. After treatment, total RNA was isolated with Trizol LS (Invitrogen). cDNA was 

synthesized by ImProm-II Reverse Transcription System (Promega). Quantification was 

done by SYBR Green I (Invitrogen). Expression level was were determined with 7500 and 

7500 Fast Real-Time PCR Systems Software v.2.0.6 (Applied Biosystems) and each 

sample efficiency were calculated by LinRegPCR Software. To determine relative 

expression of RNA, 2
-ΔΔCT 

method was used. Through GeNorm 3.5 Software we analyzed 

the stability of reference genes 18S and GAPDH. The primers sequences are show in Table 

1. 

 

2.4 Cell Proliferation  

Cells treated with adenosine or caffeine were evaluated through Trypan Blue 

exclusion test. Accordingly 2 x 10
4
 cells/well were seeded in a 24 well plates and remained 

proliferating for 24 hours. Thereafter, cells were treated with Caffeine or Adenosine (100 

µM, 1 mM, 5 mM) and after 24 hours cells were counted by  Neubauer´s chamber with 

Trypan Blue.  

 

2.5 Cell Viability  

OE-21 cells were seeded at a density of 5 x 10³ cells/well in a 96-well plate with 

100 μl of culture medium. After, the cells were treated with different concentrations of 

adenosine (100 µM, 1 mM, 5 mM and 10 mM) or caffeine (100 µM, 1 mM, 5 mM and 10 

mM), in 24, 48 and 72 hours. Thereafter, the cells were then incubated at 37˚C with 10 μl 

of MTT (5 mg/ml) for 3 h in a 5% of CO2 incubator. The medium was removed and 100 μl 

of DMSO was added to each well. The optical density of each well was read at 595 nm 

using a microplate reader (Spectra MaxM2, Soft Max Pro 5 - Molecular Devices). To 

assess cell viability, the percentage of independent basal levels (MTT intensities from cells 

untreated) were calculated and used as control. 

 

2.6 Cell Death Quantification 

For cell death quantification, 2 x 10
5 

cells/well were seeded in a 6-well plates and 

grown for 24 hours. Cells were treated with Adenosine (5 mM), caffeine (5 mM), 
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dipyridamole (10 µM) or a combination of them. Dead cells were quantified by propidium 

iodite (PI) - Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (BD Biosciences) 24 h after 

treatment, according to the manufacturer's instructions. Experiments were performed on 

FACSCanto II Flow Cytometer (BD Biosciences) and the results were analyzed using Flow 

Jo Software (Tree Star). 

 

2.7 Cell Signaling  

To determinate the capacity of caffeine in activate intracelular of signaling 

pathways, Akt and p38 MAPK, 2 x 10
5
 cells/well were seeded in a 6-well plates and 

allowed to grow for 24 hours. To stop cell cycle, the cells were incubated for more 24 hours 

with RPMI with 0.5% of FBS and then were treated with Caffeine 100 µM. After 0, 15 and 

30 minutes of incubation, the cells were detached with trypsin solution incubated with 

Phosflow Fix Buffer (BD) for 10 min, and permeabilized with Phosflow Perm Buffer III 

(BD). The cells were incubated during 30 minutes with antibodies for Akt and p38 MAPK. 

Analysis was performed on flow cytometer (FACSCanto II) and the results analyzed using 

Flow Jo Software (Tree Star). 

 

2.8 Statistical analyses  

The statistical test used was t-test for PCR assay and one-way or two-way analysis 

of variance (ANOVA) for other experiments, followed by Tukey or Bonferroni post hoc. 

Results are presented as mean and standard error of the mean. P values less than 0.05 (* P 

<0.05) for significance were considered. GraphPad Prism 5.0® program was used to 

generate graphs. 

 

3. Results  

 

 Firstly, we used qRT-PCR to evaluate the expression of P1 receptors in the 

esophageal cancer cells treated or not with caffeine. Real-time PCR measurements 

confirmed the presence of all four P1 receptors subtypes in the investigated cells, although 

at different expression levels. As shown in Figure 1, OE-21 cells expressed A1, A2A, A2B, 
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A3 receptors, and when the cells were treated with caffeine (100 µM), A2A receptor had its 

expression levels decreased in comparison with non-treated cells. 

Thereafter, we aimed to assess the role of P1 receptors and caffeine on the 

proliferation of esophageal tumor cells. Caffeine and Ado (100 µM and 1 mM) were not 

capable to alter cell proliferation capacity. However, only Ado at the highest concentration 

(5 mM) was able to significantly inhibit cell proliferation (Fig. 2). Next, we investigated the 

effect of P1 receptors antagonists on the esophageal cancer cell viability by MTT assay. As 

seen in Figure 3, reduction of cell viability was observed when cells were exposed to Ado 

and caffeine at different concentrations. The treatment with Ado (1, 5 and 10 mM) for 

either 24 h or 48 h was able to reduce the viability of OE-21 cells, while the cells treated for 

72 h showed a reduced viability only with the two highest concentrations used. 

Interestingly, Ado at 100 µM increased cell growth after 48 h of treatment, but did not 

affect the cells after 72 h of treatment (Fig. 3A). Similarly, caffeine (1, 5 and 10 mM) 

decrease cell viability after 24 h and 48 h, while at 72h Caf  only had effect at 5 and 10 mM 

(Fig 3B). However, treatment with caffeine 100 µM was able to increase cell growth after 

24 h, but did not affect the cells after 48 h and 72 h. 

We also evaluated the effect of a pre-treatment with selective antagonists of P1 

receptors, A1-AR (DPCPX), A2A-AR (ZM 241385), A2B-AR (MRS 1754), A3-AR (MRS 

1220),  dipyridamole, and caffeine in 10 min before Ado (5 mM) treatment (Fig. 3). Our 

results demonstrated no difference in the viability when the cells were treated with the 

selective and non-selective antagonists of P1 receptors. However, after 24, 48 and 72 h of 

treatment with dipyridamole, the effect caused by Ado 5 mM on OE21 cells was prevented 

(Figure 3C).  

Further, we analyzed the type of cell death caused by adenosine, caffeine, and 

adenosine plus the transporter inhibitor dipyridamole, through flow cytometry using PI and 

annexin V-FITC. Our results showed that when OE21 cells were treated with Ado 5 mM, 

47.1% of cell population was annexin V-positive (Fig. 4B), indicating apoptosis. We also 

evaluated the cells pretreated with dipyridamole 10 µM plus Ado 5 mM, and 41.2% of the 

treated cells were positivity for annexin V (Fig. 4C). Moreover, only 7.4% of cells were 

stained with PI and annexin V-FITC after caffeine (5 mM) treatment. 
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Finally, we investigated the effect of caffeine 100 µM on activation of p38 MAPK 

and Akt signaling pathways. Our data demonstrated that p38 was not activated by caffeine 

(Fig. 5A), and Akt was activated after 0, 15 and 30 minutes in OE-21 cell line (Fig. 5B).  

 

4. Discussion 

 The understanding of purinergic signaling in esophageal squamous cells carcinoma 

is important to set up opportunities for treating this kind of cancer. In this study, we 

demonstrated that adenosine receptors P1 were expressed in OE-21 cells, a established 

lineage of esophageal squamous cells carcinoma and caffeine is capable of negatively 

modulate the expression of A2A receptor in OE-21 cell.    

The classical signaling mechanism of A2A receptors relies on the stimulation of ade-

nylyl cyclase by Gs or Golf, resulting in the activation of protein kinase A (PKA) and 

phosphorylation of cyclic AMP. The activation of A2A can also phosphorylate protein 

kinase C (PKC) in a cyclic AMP-dependent manner (Sheth, Brito et al. 2014). A2A was 

found to be over-expressed in several cancer cell lines such as MCF-7 human breast cancer 

cells, Jurkat T-cell leukemia, A375 melanoma cells, U87MG human glioblastoma cells, 

HT29 and DLD-1 colon carcinoma cells, SH-SY5Y neuroblastoma cells, and non-small 

cell lung cancer cells (Sheth, Brito et al. 2014). Interestingly, in our study caffeine was able 

to decrease A2A receptor expression, indicating a possible role of this compound in the 

growth of esophageal squamous cells carcinoma tested. 

Further, we showed that Ado significantly reduced cell viability and proliferation. 

Our data are in agreement with previous reports showing that Ado can decrease cell 

proliferation  on Hela, A549, MCF7 cell lines (Li, Li et al. 2013). Similar data was found in 

human hepatoma 7404 cell viability in a dose and time dependent manner (Ma, Zhang et al. 

2014). Moreover, in lymphatic endothelial cells (LEC) the cell viability was not affected by 

Ado for low concentrations (Lenoir, Wagner et al. 2014). In other study with human 

esophageal carcinoma TE-13 cells, it showed that cells proliferation was significantly 

inhibited in a dose and time dependent manner for adenosine (Wang, Ren et al. 2005). The 

same authors showed that Ado reduces proliferation of human gastric carcinoma cell line 

(HGC-27) and induces apoptosis (Wang and Ren 2006). Likewise, in esophageal carcinoma 
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EC109 cell line, cell proliferation was inhibited when cells were exposed to Ado for 

different times and concentrations  (Wu, Wei et al. 2012). Maaser, Hopfner et al. (2002) 

showed no effects of Ado  treatment on cellular proliferation of esophageal cell lines 

KYSE-140 in low concentrations, but at a high adenosine concentration (500 μM), it was 

seen a growth inhibitory effect (Maaser, Hopfner et al. 2002). 

The data available in literature demonstrate that Ado acts in the cells mainly through 

specific activation of P1 receptors or it can be uptaked by transmembrane transporter 

proteins (Wu, Li et al. 2006). Our data indicate that the cytotoxic effects of Ado observed 

in OE-21 cell line could be mediated by increasing the intracellular adenosine 

concentration, since this effect was inhibited by dipyridamole, an inhibitor of adenosine 

reuptake. 

In this study, we found that the predominant cause of cell death induced by Ado was 

by apoptosis. In agreement with this, Maaser, Hopfner et al. (2002) demonstrated that the 

apoptosis in human esophageal squamous carcinoma cell line KYSE-140 is due by caspase-

3 activation. Similarly,  Ma, Zhang et al. (2014) found that extracellular Ado suppresses the 

cell growth by induction of apoptosis in BEL-7404 liver cancer cells. This effect of cell 

growth suppression induced by adenosine was also observed in human gastric cell line 

HGC-27 (Wang and Ren 2006), in SBC-3 human lung cancer cells (Kanno, Nakano et al. 

2012), in OVCAR-3 human ovarian cancer cell line (Shirali, Aghaei et al. 2013) and in 

human hepatocellular carcinoma line HepG2 (Wu, Li et al. 2006).  

The signaling pathways that mediate the inhibitory effects of caffeine on cancer 

cells remain obscure. In our study, caffeine 100 µM did not activate the p38 MAPK 

pathway. There are few studies correlating the action of caffeine with the blockage or 

activation of p38 pathway. In a study using rat hepatic stellate cells HSC-T6, caffeine 

inhibited p38 pathway (Wang, Guan et al. 2014). Ravi, Muniyappa (2008) 

demonstrated inhibitory activity of p38 MAPK activation by caffeine in A2058 melanoma 

cells. Previous study has shown that when p38 is blocked, apoptosis is also blocked (Tudor, 

Marchese et al. 2009). This confirms the results presented here that the death caused by 

caffeine observed in esophageal cancer cells was not via apoptosis. 
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Indeed, in a study with human breast cancer cell line (MCF-7) related that caffeine 

was capable of activating two different forms of cell death, apoptosis and non-apoptosis, 

even though apoptosis was the predominant cause of death (Niknafs 2011). 

According to previous data, when Akt signaling pathway is activated, it 

phosphorylates and inactivates BAD, a very important apoptosis suppressor protein (Song, 

Ouyang et al. 2005). Moreover, in SH-SY5Y cells, treatment with 10 mM of caffeine 

inhibits the Akt signalling pathway (Saiki, Sasazawa et al. 2011). On the other hand, 

caffeine has a cytoprotective effect by activation of the PI3K/Akt pathways in the same 

type of cells at 100 µM concentration (Nakaso, Ito et al. 2008). In our study we also used 

100 µM of caffeine to evaluate Akt pathway, and we have found that caffeine activated this 

pathway. In contrast, other study using hepatocellular carcinoma (HCC), pancreatic cancer 

adenocarcinoma (PDAC) (Edling, Selvaggi et al. 2014), caffeine at higher concentrations 

inhibited cell proliferation by inhibiting Akt pathway.  

 In summary, the present study shows that Ado at high concentrations can inhibit 

OE-21 cell proliferation and reduce viability. Despite our data demonstrating that mRNA of 

P1 receptors genes are expressed in OE-21 cells, Ado mechanism of action does not seem 

to be via activation of P1 receptors. In addition, the expression of A2A receptor was 

significantly diminished when the cells were treated with caffeine. On the other hand, cell 

viability was increased after caffeine (100 µM) treatment, by the activation of Akt pathway. 

The results reported herein showed, the involvement of P1 adenosine receptors and caffeine 

in esophageal squamous cancer cells proliferation and this is a first step to understand the 

role of purinergic signaling in esophageal cancer. 
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Table 1: Human primer sequences 
 

ADORA1
a
 

 

F 5′-CCT CCA TCT CAG CTT TCC AG-3′  

R 5′-AGT AGG TCT GTG GCC CAA TG-3′ 

ADORA2A
a
 

 

F 5′-CCT TCA TCT ACG CCT ACC G-3′  

R 5′-TGG GAC TCT TGG GCA CTC-3′ 

ADORA2B
a
 

 

F 5′-CTC CAT CTT CAG CCT TCT GG-3′ 

R 5′-ACA AGG CAG CAG CTT TCA TT-3′ 

ADORA3
a
 

 

F 5′-GAC ACA GGG AAC CAG CTC AT-3′  

R 5′-TGC AGC TTC TGG TTT TGT TG-3′ 

18S
b
 

 

F 5′-GTA ACC CGT TGA ACC CCA TT -3′ 

R 5′-CCA TCC AAT CGG TAG TAG CG-3′ 

GAPDH
b
 F 5′-TGC ACC ACC AAC TGC TTA -3′ 

R 5′-GGA TGC AGG GAT GAT GTT C-3′ 

F: Forward; R: Reverse; 
a
 (Wan, Cui et al. 2011) 

b 
(Rho, Lee et al. 2010)
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Figure Legends: 

 

Figure 1. Relative gene expression profile of P1 receptors on esophageal cancer cell lines 

treated and no treated to caffeine 100 µM. A) A1 receptor B) A2A receptor C) A2B receptor 

D) A3 receptor. Overall results from 4 independent experiments. Each column represents 

the mean ± SEM. *p<0.05 for comparison versus control, as determined by Student's t test. 

 

Figure 2. Effect of treatment with Ado (100 µM, 1 mM and 5 mM) (A) and Caffeine (100 

µM, 1 mM and 5 mM) (B) on cell proliferation (count cell) of human esophageal 

carcinoma cell lines after 24 h treatment. The experiments were carried out at least three 

times in triplicate. Each column represents the mean ± SEM. *p<0.05; **p<0.01 for 

comparison versus control, as determined by ANOVA/Tukey test. 

 

Figure 3. Effect of P1 receptors antagonists on the esophageal cancer cell viability by MTT 

assay. OE21 cells cultured for 24, 48 and 72 h in the presence of Adenosine (A), Caffeine 

(B) and specifics antagonists A1-AR (DPCPX), A2A-AR (ZM241385), A2B-AR (MRS 

1754), A3-AR (MRS 1220) and Dipyridamole (C). The experiments were carried out at 

least three times in triplicate. Each column represents the mean ± SEM. ***p<0.001 for 

comparison versus control, and # p<0.05; ##p<0.001 for comparison of Ado versus Dip + 

Ado as determined by ANOVA Two way/Bonferroni test.  

 

Figure 4. Dot plot with percentage of Annexin V/PI positive OE21 cells — 24 h after 

treatment. Each sample has 50,000 cells. Data shown is representative of at least two 

independent experiments. A) Control. B) Ado 5 mM. C) Dipyridamole 10 µM plus Ado 5 

mM. D) Caffeine 5 mM. E) Dipyridamole 10 µM. 

 

Figure 5. Effects of Caffeine on p38 MAPK (A) and Akt (B) activation, following addition 

of cell culture medium supplemented with 5% FBS. Cells were treated with Caffeine (100 

µM) during 15 and 30 min. The gray line represents the negative control, and the solid 

black line indicates the positive control with 5% FBS plus DMSO 0.01%.  

 

A) B) 

C) 
D) 

B) A) 
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4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 O câncer de esôfago do tipo carcinoma de células escamosas acomete um 

grande número de pessoas em todo o mundo e é extremamente maligno (Zhang 

2013). Além disso, é um câncer associado a níveis sócio-econômicos mais baixos 

e ainda não possui um tratamento específico. Portanto se torna imprescindível a 

avaliação de novas técnicas para se tentar criar uma terapia eficaz contra esse 

tipo de câncer (Baba, Watanabe et al.). 

Poucos são os estudos relacionando o carcinoma de células escamosas de 

esôfago com o sistema purinérgico, mais especificamente com os receptores P1 

de adenosina e com a cafeína. Já se sabe que a sinalização purinérgica está 

intimamente relacionada com o desenvolvimento de tumores, tais como 

melanomas, carcinoma epitelial, intestinal e gliomas (Morrone, Jacques-Silva et al. 

2003); (White and Burnstock 2006); (Gehring, Pereira et al. 2012). Sendo assim, 

na primeira parte desse estudo buscamos avaliar em células OE21, se estes 

receptores se encontravam expressos. De fato, através da metodologia de PCR 

em tempo real pudemos comprovar a expressão desses receptores e 

interessantemente, quando tratamos essas células com a cafeína, o nível de 

expressão dos receptores A2A foi significativamente diminuído.  

Não é de hoje que a relação entre a cafeína e o câncer tem apresentado 

grande interesse. Este interesse está centrado principalmente na capacidade da 

cafeína produzir efeitos biológicos compatíveis com atividades anticâncer. 

(Nkondjock 2009). Além disso, existem estudos que sugerem que a cafeína 

melhora as respostas antitumorais através da inibição da angiogênese, mediada 

por adenosina (Ohta, Gorelik et al. 2006). E de fato, a cafeína é um antagonista de 

receptores P1 e a semelhança estrutural entre a cafeína e a adenosina pode 

permitir que ela se associe com os receptores de adenosina (Tavares and Sakata 

2012). 

A próxima etapa foi avaliar através dos ensaios de contagem celular e MTT 

se os tratamentos com a cafeína e com adenosina teriam algum efeito significativo 

sobre viabilidade e proliferação nas células de carcinoma de esôfago. De fato, o 
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tratamento com a adenosina diminuiu significativamente a proliferação na 

concentração de 5 mM. Com relação à proliferação celular, a adenosina foi capaz 

de impedir a viabilidade celular da linhagem OE21 quando tratada com altas 

concentrações (1, 5 e 10 mM) após 24, 48 e 72h. Além disso, esses efeitos não 

foram modificados quando foram aplicados tratamentos com os antagonistas 

seletivos para os receptores P1 e pela cafeína.  

Entretanto, quando realizamos o tratamento com Dipiridamol, um inibidor da 

recaptação de adenosina, um efeito de prevenção foi observado. A cafeína 

demonstrou um comportamento semelhante com relação à proliferação celular e 

não afetou a viabilidade celular. Interessantemente, em um tratamento com baixa 

concentração de cafeína (100 µM) observou-se um aumento de proliferação 

celular. Resultados semelhantes foram encontrados em outros estudos, em 

células de carcinoma esofágico humano TE-13 (Wang, Ren et al. 2005), EC109 

(Wu, Wei et al. 2012), KYSE-140 (Maaser, Hopfner et al. 2002) e em uma 

linhagem celular de carcinoma gástrico humano (HGC-27) (Wang and Ren 2006).  

Em seguida, através de citometria de fluxo, pudemos demonstrar que  o 

tratamento com dipiridamol leva à morte por apoptose, relacionando assim os 

resultados encontrados no ensaio de MTT  em que se observou uma diminuição 

da viabilidade quando  as células foram tratadas com este composto. Já a cafeína, 

apesar de demonstrar diminuição de viabilidade e proliferação celular em altas 

concentrações, mostrou apenas 7% de células foram positivas para os 

marcadores para necrose e apoptose através da citometria de fluxo, o que nos 

leva a pensar que o efeito observado no ensaio de MTT e no ensaio de contagem 

celular pode estar relacionado a algum outro tipo de morte. De modo semelhante, 

em estudo com a linhagem de células de câncer de mama humano (MCF-7), foi 

relatado que a cafeína foi capaz de ativar diferentes tipos de morte celular tanto 

apoptóticas como não apoptóticas (Niknafs 2011). 

Como o tratamento com cafeína em baixa concentração foi o único a 

demonstrar atividade proliferativa aumentada, investigamos se as vias de 

sinalização das MAPK e AKT poderiam estar envolvidas neste processo. De fato, 
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quando as células OE-21 foram tratadas com 100 µM de cafeína, a AKT 

demonstrou-se ativada, ao passo que a via p38 não mostrou ativação. Isso 

confirma que o processo que está ocorrendo nessas células tratadas com a 

cafeína não é apoptotico, uma vez que quando a via da AKT está ativa, 

geralmente ocorre uma inibição de apoptose e quando a via p38 MAPK está 

bloqueada a apoptose também é bloqueada (Tudor, Marchese et al. 2009). 

Há poucos estudos correlacionando a ação da cafeína com bloqueio ou 

ativação da via p38, porém, em um estudo com células estreladas hepáticas de 

ratos (HSC-T6), a cafeína inibiu esta via (Wang, Guan et al. 2014), e (Ravi, 

Muniyappa et al. 2008) também demonstraram atividade inibidora de p38.  

Com relação à via AKT, em células SH-SY5Y o tratamento com cafeína foi 

capaz de inibir a via de sinalização de AKT (Saiki, Sasazawa et al. 2011). No 

entanto, a cafeína tem um efeito citoprotetor por ativação das vias de PI3K/Akt no 

mesmo tipo celular (Nakaso, Ito et al. 2008). Outros estudos em células de 

carcinoma hepatocelular (HCC), adenocarcinoma pancreático (PDAC) (Edling, 

Selvaggi et al. 2014) e osteossarcoma (Miwa, Sugimoto et al. 2012) demonstram 

que a cafeína inibiu a proliferação celular através da inibição da Akt. 

Com base nesses dados, podemos dizer que a adenosina atua nas células 

de carcinoma de células escamosas de esôfago através de apoptose e sua 

atividade não é diretamente mediada pelos receptores P1 de adenosina. A cafeína 

atua aumentando a viabilidade celular em baixas concentrações,diminui a 

viabilidade celular em altas concentrações e não altera a proliferação celular . 

Além disso, pudemos observar que o efeito de bloqueio de proliferação celular não 

se dá através de apoptose. 

Esta dissertação mostra, pela primeira vez, a interação entre adenosina, 

cafeína e os receptores P1 na linhagem celular OE-21. O entendimento destes 

mecanismos trará uma melhor compreensão da biologia do carcinoma de células 

escamosas de esôfago e poderá apresentar novas idéias para o desenvolvimento 

de terapias mais específicas para o tratamento desse tipo de câncer. 
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