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RESUMO

O cancer de mama (CM) é o mais incidente em mulheres no mundo e a causa mais frequente
de morte por cancer nessa populacdo. No Brasil, estima-se que para 2023 sejam diagnosticados
73.610 casos novos. A regido sul é a quarta do pais em risco para o desenvolvimento de CM. O
CM ¢é uma doenca de multiplos fatores e possui capacidade de invasdo de outros tecidos. O
sistema purinérgico pode estar relacionado ao desenvolvimento e progressdo tumoral, bem
como as disfuncdes na agregacdo plaquetaria. O objetivo foi avaliar a atividade das
ectonucleotidases em plaquetas de mulheres com céncer de mama (CM) em comparagdo com
mulheres saudaveis. Trata-se de estudo transversal, de anélise quantitativa, com grupos de caso
e controle. Os pacientes foram selecionados juntamente com o médico cirurgido diretamente no
servigo publico de referéncia para tratamento oncologico da regido oeste de Santa Catarina,
Associacdo Hospitalar Lenoir Vargas Ferreira — Hospital Regional do Oeste, antes do
procedimento cirdrgico para retirada do tumor. Foi realizada uma abordagem pessoalmente
com 0s pacientes, para assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Os
individuos saudaveis (controles) foram selecionados através de uma busca ativa com base nos
critérios de inclusdo e exclusdo e pareamento por idade. Foram avaliadas a atividade enzimatica
das ectonucleotidases do sistema purinérgico (CD39, CD73, adenosina deaminase - ADA).
Conforme os resultados apontam, foi observado diferenca significativa da hidrélise de
Adenosina Trifosfato (ATP) e Adenosina Difosfato (ADP) entre pacientes e controles, que esta
diminuida nos pacientes. A hidrélise de Adenosina Monofosfato (AMP) demonstrou resultado
ndo significativo estatisticamente quando comparado pacientes e individuos controle. Em
relagdo a atividade da ADA, os achados ndo foram significativos. Em concluséo, os resultados
revelaram que as atividades de ENTPDase e E-ADA estdo alteradas nas plaquetas de pacientes
com CM, sugerindo que a sinalizagdo purinérgica pode estar envolvida na tromborregulagdo do
CM. A diminuicdo da atividade da E-NTPDase pode ser indicio de reducdo da reatividade
plaquetaria nesses pacientes. Alem disso, a menor capacidade de ativacdo e agregacao

plaquetéria pode estar relacionada ao aumento da concentragdo de adenosina.

Palavras-chave: Sistema purinérgico. Plaquetas. Cancer de mama. Ectonucleotidases.



ABSTRACT

Breast cancer (BC) is the most common type of cancer in women worldwide and the most
frequent cause of death from cancer in this population. In Brazil, it is estimated that for 2023
73,610 new cases will be diagnosed. The southern region is the fourth in the country at risk for
the development of BC. BC is a multifactorial disease and has the ability to invade other tissues.
The purinergic system may be related to tumor development and progression, as well as
dysfunctions in platelet aggregation. The objective was to evaluate the activity of
ectonucleotidases in platelets of women with breast cancer (BC) in comparison with healthy
women. This is a cross-sectional study, with quantitative analysis, with case and control groups.
The patients were selected together with the surgeon directly at the public reference service for
oncological treatment in the western region of Santa Catarina, Associacdo Hospitalar Lenoir
Vargas Ferreira — Hospital Regional do Oeste, before the surgical procedure to remove the
tumor. A personal approach was carried out with the patients, for the signing of the Free and
Informed Consent Form. Healthy subjects (controls) were selected through an active search
based on inclusion and exclusion criteria and age matching. The enzymatic activity of the
purinergic system ectonucleotidases (CD39, CD73, adenosine deaminase - ADA) was
evaluated. As the results point out, a significant difference in the hydrolysis of Adenosine
Triphosphate (ATP) and Adenosine Diphosphate (ADP) was observed between patients and
controls, which is reduced in patients. The hydrolysis of Adenosine Monophosphate (AMP)
showed a statistically non-significant result when comparing patients and control individuals.
Regarding ADA activity, the findings were not significant. In conclusion, the results revealed
that ENTPDase and E-ADA activities are altered in platelets from patients with CM, suggesting
that purinergic signaling may be involved in CM thromboregulation. Decreased E-NTPDase
activity may be an indication of reduced platelet reactivity in these patients. In addition, the
lower capacity for platelet activation and aggregation may be related to the increase in

adenosine concentration..

Keywords: Purinergic system. Platelets. Breast cancer. Ectonucleotidases.
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1 INTRODUCAO

O cancer de mama (CM) é o mais incidente em mulheres no mundo e a causa mais
frequente de morte por cancer nessa populacdo (WHO, 2020). De acordo com estimativa da
International Agency for Research on Cancer (IARC), em 2040 serdo computados mais de trés
milhdes de novos casos e cerca de 900.000 mortes por cancer de mama.

No Brasil, segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima-se que para 2023
sejam diagnosticados 73.610 casos novos, 0 que representa uma taxa ajustada de incidéncia de
41,89 casos por 100 mil mulheres. A regido sul é a quarta do pais em risco para 0
desenvolvimento de CM com uma taxa de 41,06 casos para cada 100 mil mulheres. (INCA,
2022).

O CM é uma doenga de multiplos fatores, que podem ser ambientais e genéticos. Tem
por caracteristica a multiplicacdo anormal de células nos diferentes tecidos da mama. Possui
capacidade de invasdo de outros tecidos, denominada metastase, esse fendmeno geralmente
inicia pela via linfatica e encontra outros tecidos do corpo (SCULLY et al., 2012).

O sistema purinérgico (SP), por sua vez, € conceituado como uma via de regulacéo da
homeostase imunoldgica através de diversas moléculas e receptores, com destaque a producdo
de quimiocinas, citocinas e Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) (ANTONIOLI et al., 2019).
O sistema descoberto na década de 70 possui relacdo com diversas neoplasias, inclusive o CM.

A adenosina trifosfato (ATP) é uma das moléculas sinalizadoras mais importantes do
SP, pois atua como um sinal de alerta, ativando as células imunes para combater
microorganismos, iniciar respostas de reparo tecidual e encontrar e fagocitar células apoptéticas
(GHELER et al., 2021). Além disso, o SP atua convertendo o ATP extracelular em adenosina
(Ado), por meio de um processo de degradacéo realizado pelas ectoenzimas ectonucleosideo
difosfohidrolase (NTPDase, sendo que a NTPDase 1 é conhecida também pela sigla CD39) e
ecto-5'-nucleotidase (CD73) (ARAUJO et al., 2021).

A CD39 converte ATP em difosfato de adenosina (ADP), e este em monofosfato de
adenosina (AMP), enquanto que a CD73 converte AMP em Ado. A Ado extracelular é um
metabolito com efeito imunossupressor, antiinflamatorio e anti agregante plaquetario. No
microambiente tumoral, a Ado suprime a imunidade antitumoral, essencialmente através dos
receptores de Ado, A2A e A2B (BUISSERET et al., 2017). Nesse Vviés, estudos buscam modular

essa sinalizagcdo como tentativa de tratamento para a doenca.
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Ademais, o sistema estudado é composto por diversos receptores subdivididos em duas
familias P1 e P2. Destaca-se para este estudo os receptores P2Y1, P2Y12 e P2X1, que séo 0s
mais expressos em plaquetas e mediam a agregacao plaquetaria (BURNSTOCK, 2017).

As plaquetas sdo particularmente avaliadas na presenca de neoplasias: 30% dos
pacientes apresentam aumentos na plaquetometria e 11% apresentam diminuicdo (SUN et
al.,1979). Os émbolos tumorais geralmente sédo envoltos em uma rede de fibrina e plaquetas,
que possibilitam a adesdo endotelial, que resulta na perda do controle da agregacédo plaquetéria,
anticoagulacdo e vasodilatacdo local (RENNI, 2017). O processo hemostatico se da a partir de
reacdes bioquimicas e regulatérias que culminam no impedimento do sangramento dos vasos
sanguineos, os quais foram quimicamente ou fisicamente traumatizados. As plaquetas séo
fundamentais para a manutencédo da integridade vascular e prevencao de hemorragias (SALLES
et al., 2008).

A ativacdo plaquetaria €, em geral, iniciada pela exposicdo a um agonista plaquetario
que se liga aos receptores de superficie e engatilha uma cascata de eventos bioquimicos. A
trombina, o coldgeno, o ADP, a epinefrina e o tromboxano A2 (TXA2) sdo estimulos
fisioldgicos para a ativacdo plaquetaria (MESA; ALFONSO, 2000). O ADP tem papel
fundamental no processo de ativacdo, agindo sobre os receptores purinérgicos P2X1, P2Y1 e
P2Y2, localizados na superficie das plaquetas, que age sinergicamente na mudanca da
conformacao, prolongando a ativacdo e tornando-a irreversivel (GACHET, 2008).

A sinalizacdo purinérgica envolve trés componentes essenciais: uma fonte de
nucleotideos de adenina (ATP, ADP e AMP), receptores especificos, através dos quais 0s
nucleotideos exercem seus efeitos, e as enzimas ectonucleotidases, responsaveis pelo controle
dos niveis dessa emissdo no meio extracelular (ROBSON, et al., 206). O metabolismo
extracelular destes nucleotideos, que geram nucleosideos, possuem funcdo regulatéria
importante no controle da homeostase, principalmente por regularem a agregacédo plaquetaria,
atraves dos receptores purinérgicos P2 (ZIMMERMANN, 1999; ATKINSON et al., 2006).

Apbs a hidrolise do ATP e ADP em AMP pela E-NTPDasel, tem-se a acdo da E-5'-NT
(EC 3.1.3.5; CD73), que hidroliza o AMP em adenosina, que atua como modulador do tdénus
vascular e um inibidor da agregacdo plaquetéria. Tanto a ENTPDasel quanto E-5'-NT estdo
localizados na membrana plaquetaria e possuem papel importante regulacéo do fluxo sanguineo
e trombogénese (MARCUS et al., 2005; KAWASHIMA et al., 2000).

Diante do exposto, 0 objetivo do presente estudo € verificar a hidrolise de ATP, ADP,

AMP e ADA em plaquetas de individuos saudaveis em compara¢do com individuos com CM.
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A questdo norteadora desta pesquisa, considerando o0 exposto acima, é:"Existe diferenca
na hidrolise de marcadores do sistema purinérgico em plaquetas de mulheres com cancer de
mama em relag@o a individuos saudaveis?” De forma a esclarecer as implicagfes do sistema
purinérgico no CM.

Essa pesquisa € um recorte do projeto guarda-chuva intitulado “Banco de bidpsias para
avaliacdo da expressao génica e protéica dos receptores e enzimas do sistema purinérgico com
énfase em tumores de mama, prostata e colorretal” aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos da Universidade Federal da Fronteira Sul (CEP-UFFS) sob CAAE n°
09306919.5.0000.5564 em 27 de junho de 2019.Texto.

1.1 TEMA

O delineamento tematico deste estudo é evidenciar, a partir de métodos quantitativos, a
relacdo do sistema purinérgico em plaquetas de mulheres com diagnéstico de Cancer de Mama

(CM) em comparacao com mulheres saudaveis.

1.2 PROBLEMA

O sistema purinérgico surge como uma nova perspectiva de desvendar a fisiopatologia
de processos bioldgicos normais e de diversas doencas, incluindo o cancer. Entretanto, pouco
se conhece sobre a atividade e expressdo dos componentes bioldgicos deste sistema no cancer

de mama.

1.3 HIPOTESE

Pacientes que apresentam neoplasias, como 0 CM, podem apresentar maior atividade
das ectoenzimas em plaquetas ocasionada pelo dano tecidual provocado pelo tumor e sua acéo

no organismo humano.
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1.4 JUSTIFICATIVA

Considerando que: a) o CM é um problema de saude pablica no Brasil e no mundo, com
destaque a regido sul, com altas taxas de incidéncia e mortalidade associadas; b) os nucleotideos
e nucleosideo de adenina possuem relagdo importante com desenvolvimento do céancer; c) a
sinalizacdo purinérgica possui relacdo com inflamacéo e o cancer, devido ao acimulo do ATP
extracelular no intersticio do tumor; d) a fisiopatologia do CM relaciona-se com 0s
componentes da sinalizacdo purinérgica, principalmente pela atividade do ATP quando
presente no meio extracelular; torna-se fundamental aprofundar o conhecimento a respeito do
envolvimento das enzimas que degradam nucleotideos e nucleosideo de adenina no
desenvolvimento e progressdo do cancer, de forma a esclarecer os mecanismo de progressao

tumoral e indicar potenciais abordagens terapéuticas.

1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade das ectonucleotidases em plaquetas de mulheres com cancer de

mama (CM) em comparagdo com mulheres saudaveis.

1.5.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar a amostra;

e Avaliar a hidrdlise de ATP em plaquetas das pacientes em relagcdo ao grupo controle;
e Avaliar a hidrolise de ADP em plaquetas das pacientes em relagdo ao grupo controle;
e Avaliar a hidrolise de AMP em plaquetas das pacientes em relagdo ao grupo controle;

e Avaliar a quantificacdo de ADA em plaquetas das pacientes em relacdo ao grupo

controle;
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O CANCER DE MAMA

O Cancer de Mama (CM) é uma neoplasia caracterizada pelo crescimento irregular de
células, causado por inumeras alteragBes no material genético e na expressdo génica. Além
disso, o tecido mamario é sensivel ao desenvolvimento de cancer por varias razoes, dentre estas,
destaca-se 0 horménio feminino estrogénio, o qual estimula a divisdo das células mamarias
(FORCADOS et al., 2017).

Nesse contexto, 0 CM é o mais comumente diagnosticado entre as mulheres, e a
principal causa de morte. Em 2020, mais de duas milhdes de pessoas foram diagnosticadas com
CM em todo 0 mundo e mais de 680 mil perderam a vida (GLOBOCAN, 2020).

Essa neoplasia caracteriza-se como uma doenga multifatorial, contudo, a idade acima
dos 50 anos, além de fatores genéticos, menopausa tardia, obesidade, sedentarismo e exposicoes
frequentes a radiagOes ionizantes, destacam-se como fatores mais relevantes no surgimento da
doenca (INCA, 2020).

O CM ocorre quando ha crescimento celular desregulado dentro de qualquer um dos
componentes da mama (l6bulos, ductos, tecido adiposo e tecido linfatico). Entretanto, cerca de
80% dos casos comegam no epitélio do ducto mamario. Esse crescimento desregulado comeca
com modificacBes no ciclo celular, devido a alteracBes na informacdo genética, resultando
inicialmente em um nédulo mamario indolor (ARAUJO et al., 2021).

Com o avanco dos estudos, ha diversos métodos de tratamento para a doenca, sendo
estes locais ou sistémicos. Atualmente, a abordagem terapéutica advem do estadiamento do
tumor, nesse sentido, variam desde cirurgias de resseccdo até terapias de atuagdo ampla no
organismo como, por exemplo, a quimioterapia (BRASIL, 2022).

Ademais, existem terapias com o objetivo de prevencao, essas sao restritas a individuos
com propensdo para o desenvolvimento da doencga. O uso de antiestrogénios, como raloxifeno
e tamoxifeno para essa finalidade sdo amplamente utilizados. Além disso, a cirurgia de ambas
as mamas, chamada de mastectomia radical, € uma medida preventiva adicional para mulheres
cuja probabilidade de desenvolver 0 CM é aumentada (AKRAM et al., 2017).
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2.1.1 Classificacdo do Cancer de Mama

O céancer de mama se trata de uma neoplasia epitelial, heterogénea clinica e
morfologicamente, de comportamento e prognéstico variado. Por possuir uma ampla variedade
de subtipos, 20 na atualidade, sdo distintas as manifestagcdes e por consequéncia, cada paciente
apresenta diferente resposta terapéutica (FREITAS, 2019).

Dentre e as alteracGes morfologicas anormais do tecido mamario pode-se encontrar as
hiperplasias e carcinomas, sendo que 0s carcinomas sdo, ainda, divididos entre in situ e
invasivo. O carcinoma in situ se caracteriza lesGes pré-invasivas em que as células neoplasicas
estdo confinadas as estruturas mamarias (ductos ou l6bulos), sem penetracdo da membrana
basal, ao contrario dos carcinomas invasivos (AKRAM et al., 2017).

Em relacdo ao tipo histoldgico, o adenocarcinoma é o cancer mamario mais comum, 0
tipo histolégico mais comum é o carcinoma ductal infiltrante, seguido pelo carcinoma lobular
infiltrante, ambos possuem a mesma origem no segmento da unidade de ducto lobular terminal,
sendo que os carcinomas ductais tem origem nos ductos, enquanto que os lobulares se originam
dos lI6bulos. Os carcinomas lobulares invasivos bem diferenciados ou moderadamente
diferenciados geralmente apresentam Receptor de Estrogénio (RE-) positivos e sdo associados
ao Carcinoma Lobular in situ (CLIS), raramente apresentando superexpressio HER2.
(FREITAS, 2019).

Quanto ao grau histoldgico, que compara a semelhanca entre as células cancerigenas
com as células normais, tem sua classificacdo realizada com base em trés parametros: o grau de
diferenciacdo arquitetonica (formacdo de tubulos), pleomorfismo nuclear (grau nuclear) e
proliferacdo (indice mitdtico). Cada um desses parametros recebe uma pontuacdo de 1 a 3 e, ao
final, todos sdo somados para classificar em Grau I, Il ou Ill. O Grau | (pontuacdo de 3 a5) é
considerado um carcinoma bem diferenciado (baixo grau), ou seja, suas células apresentam
maior semelhanca em relagdo as células normais da mama. Ja o Grau Il (pontuagédo 19 6 ou 7)
caracteriza a neoplasia mamaria como moderadamente diferenciada ou de grau intermediério,
enquanto um carcinoma Grau Il (pontuacéo 8 e 9) é pouco diferenciado ou de alto grau, com
celulas muito diferentes das normais (HORTOBAGY!I et al., 2018).

Através da imuno-histoquimica pode-se identificar a presenca de marcadores como 0s
receptores de estrogeno (RE) e de progesterona (RP) e HER2. A partir disso, sugere se
acontecerdo respostas as terapias especificas, como a anti-estrogénica e a anti-HER2.

Informacdes como essa sdo de valor imprescindivel no tratamento do cancer de mama, pois
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alguns tumores (15%) ndo apresentam nenhum desses trés receptores (chamados de triplo
negativos) e, dessa forma, ndo apresentam resposta ao tratamento com anti-estrogénico ou
antiHER2 (BRITT et al., 2020).

O Ki-67 é uma proteina nuclear presente universalmente em momentos de replicacédo
celular, e esta ausente nas celulas em repouso. Devido a isso, se tornou um marcador importante
de proliferacdo celular, e o seu percentual presente no tumor auxiliar na identificacdo de a
pacientes com progndéstico bom ou ruim. Baseado nos receptores hormonais (RE e RP), no
HER-2 e no Ki-67 pode-se dividir o cancer de mama em quatro grupos moleculares: o Luminal
A, Luminal B, o triplo-negativo (basal-like ou basal-simile) e 0 HER-2-like (BUITRAGO et
al., 2011).

2.2 O SISTEMA PURINERGICO

O sistema purinérgico € um sistema enzimatico envolvido na regulacdo da homeostase
imunoldgica. Sua acdo ocorre através da secrecdo de citocinas, quimiocinas, remocdo de
patdgenos intracelulares, liberagcdo de antigenos e geracdo de eEROs. Quando ocorre algum
tipo de lesdo celular, os mediadores purinérgicos sdo liberados (ARAUJO et al., 2021).

Esse sistema é composto por diversas enzimas que atuam na hidrélise do ATP. Séo elas
enzimas moduladoras como a NTPDase (CD39) que hidrolisa ATP a ADP e ADP a AMP, a
ecto-5’-nucleotidase capaz de gerar adenosina, as ENPPs que hidrolisam o ATP diretamente a
AMP, e a adenosina desaminase (ADA) que hidrolisa adenosina em inosina e hipoxantina. A
enzima Adenosina Deaminase (ADA) atua como conversora das moléculas derivadas da ADO
que sdo as sinalizadoras do sistema. A ADA funciona como catalisadora das reacdes de
desaminacdo da adenosina, ou seja, € capaz de acelerar a degradacdo dos derivados de
adenosina (BOISON, 2012).

Ainda, € necessario entender que o sistema purinérgico possui uma gama de receptores
que sdo capazes de modular a sinalizacéo extracelular, através da ligacdo dos nucleotideos ou
nucleosideo de ADO aos seus receptores especificos. Nesse sentido, dividem-se os receptores
em duas familias: familia P1 de receptores que respondem a Ado, e familia P2 de receptores
que respondem a nucleotideos. A familia P1 é composta por quatro subtipos de receptores: Al,
A2A, A2B e A3; a familia P2 subdividida em receptores ionotropicos (classe P2X) e
metabotropicos (classe P2Y) (ARAUJO et al., 2021).
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Em relacdo a familia P1, sabe-se que 0s subtipos mais expressos nas células tumorais
sdo A3 e A2B, e que no CM eles atuam no aumento da motilidade das células tumorais e
induzem migracao e metéstase, respectivamente. Os receptores da familia P2 tém o ATP como
principal molécula estimuladora. Os receptores P2X sdo subdivididos em sete grupos, P2X1 até
P2X7, eles sdo canais idnicos permeaveis para sodio (Na+), potassio (K+) e calcio (Ca2+),
sendo o ATP o Unico ligante que os ativa. Em tumores, o0 receptor P2X7 é 0 mais expresso e
auxilia na disseminacdo de metastases e invasao de células cancerosas. Os receptores P2Y, em
geral, tendem a promover a migracdo e contribuir para a formagéo de nichos metastaticos, esse
grupo é composto por oito subtipos de receptores: P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y12, P2Y13,
P2Y1 e P2Y11. Esses receptores tém preferéncia de ativacdo por Adenosina Difosfato (ADP),
Uridina Difosfato (UDP) e Uridina Trifosfato (UTP), com exce¢do do P2Y11 em que o ATP é
o ligante principal. Dessa forma, o sistema purinérgico atua convertendo o ATP extracelular
Ado, por meio de um processo de degradacdo realizado pelas ectoenzimas NTPDase,
principalmente a CD39 e ecto-5'-nucleotidase, principalmente aCD73. Enquanto a CD39
converte ATP e ADP em AMP, a CD73 converte transforma AMP em Ado; finalizando com a
ADA, que transforma a Ado formada em inosina e hipoxantina (ARAUJO et al., 2021).

O ATP atua como um sinal de alerta no ambiente extracelular, ativando as células
imunes para combater microorganismos, iniciar respostas e eliminar invasores. Os nucleotideos
(ATP, ADP, UTP e UDP) e nucleosideo (Ado) sdo caracterizados como mensageiros
extracelulares, salienta-se que eles estdo presentes no organismo em situacdes de homeostase,
contudo em situacdes estressoras a liberacdo é aumentada (GHELER et al., 2021).

A enzima CD73 e os receptores de Ado a jusante estdo emergindo como alvos
terapéuticos atraentes para promover respostas imunes antitumorais. O CD73 é expresso na
superficie de células tumorais, células estromais e células imunes. A Ado extracelular é um
metabolito imunossupressor que protege os tecidos contra a inflamacdo excessiva. No
microambiente tumoral, a Ado suprime a imunidade antitumoral, essencialmente através dos
receptores A2A e A2B (BUISSERET et al., 2017).

2.2.1 O Sistema Purinérgico no cancer de mama

O ATP e seus produtos tém atuacdo bifasica conhecida no CM. Pesquisas recentes
identificaram um dos papéis dos receptores P2X7 e A2A no CM, frente ao ATP extracelular
vindo de ostedcitos (JIANG, 2015). Segundo o estudo de Zhou, o ATP liberado por células ndo-
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tumorais de ostedcitos se liga a receptores P2X7 das células tumorais, inibindo o crescimento
do CM, migracdo e metéstase dssea (ZHOU, 2015). Assim, essa molécula pode também
configurar como alvo terapéutico.

Devido a instabilidade, o ATP € hidrolisado em ADP e AMP pela CD39, e em Ado pela
CD73, expressas em células tumorais da mama. A Ado se liga ao receptor A2A, 0 que repercute
no crescimento do cancer e sua metastizagdo. Em baixas concentragfes, o ATP tem efeito
inibitorio sobre a migracdo de células de CM, porém quando em maior quantidade possui um
efeito estimulatério (ZHOU, 2015).

Altas concentracfes de ATP em tecido mamario tém responsabilidade pela morte celular
P2X7-dependente, enquanto que pequenas concentracbes de P2X7 foram responsaveis por
mudancas morfoldgicas que levam a aquisicdo de um fenotipo pré-migratorio (JELASSI,
2011). Avanzato et al. (2016) apresentaram o receptor P2Y11 como contribuinte na regulacdo
da migracdo de células de CM. Nesse sentido, as proteinas-G acopladas a estes receptores
liberam o ion Ca2+ dos compartimentos intracelulares, assim como 0s receptores P2X7
aumentam a entrada de ions de Ca2+ extracelulares, o que, segundo o estudo, € um mecanismo

que favorece a migracdo de células cancerosas.

2.2.2 O sistema purinérgico em plaquetas no cancer de mama

As plaquetas sdo particularmente avaliadas na presenca de neoplasias: 30% dos
pacientes apresentam aumentos na plaquetometria e 11% apresentam diminuicdo (SUN et
al.,1979). Os émbolos tumorais geralmente sdo envoltos em uma rede de fibrina e plaquetas,
que possibilitam a adesdo endotelial. A adesdo desse trombo tumoral ao endolétio, leva a leséo
e, consequentemente, & liberagdo do fator de permeabilidade vascular, além da perda do
controle da agregacéo plaquetaria, anticoagulacéo e vasodilatacédo local (RENNI, 2017).

O processo hemostatico se da a partir de reagGes bioguimicas e regulatdrias que
culminam no impedimento do sangramento dos vasos sanguineos, 0s quais foram
quimicamente ou fisicamente traumatizados. Para que isso ocorra, existe a interacdo de trés
sistemas bioldgicos: (1) componentes da vasculatura, incluindo células endoteliais; (2)
plaquetas sanguineas; (3) proteinas plasmaticas das vias de coagulacéo intrinseca e extrinseca
(MARCUS, 1999). As plaquetas sdo fundamentais para a manutengéo da integridade vascular

e prevencao de hemorragias (SALLES et al., 2008).
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A ativacdo plaquetaria €, em geral, iniciada pela exposicdo a um agonista plaquetario
que se liga aos receptores de superficie e engatilha uma cascata de eventos bioquimicos. A
trombina, o coldgeno, o ADP, a epinefrina e o tromboxano A2 (TXA2) sdo estimulos
fisiologicos para a ativacdo plaquetaria (MESA; ALFONSO, 2000). O ADP tem papel
fundamental no processo de ativacéo, agindo sobre os receptores purinérgicos P2X1, P2Y1 e
P2Y2, localizados na superficie das plaquetas, que age sinergicamente na mudanca da
conformacdo, prolongando a ativagdo e tornando-a irreversivel (GACHET, 2008). O ADP e 0
ATP contidos nos granulos densos das plaquetas estdo envolvidos primariamente no processo
hemostatico (CLEN et al., 2000). A ativacdo plaquetaria € um fator critico para que facilite a
agregacao das plaquetas, pois ADP, TXAZ2e fibras coldgenas sao mediadores potentes nesse
processo (ARMSTRONG; GOLAN, 2007). A liberacdo do ADP, ATP (em concentracdes
baixas) e do TXAZ2, causa agregacédo adicional de plaquetas no local da leséo vascular. O ADP
provoca ingurgitamento das plaquetas e estimula a adesdo entre as membranas das plaquetas
adjacentes, ocorrendo ainda mais liberacdo de ADP e TXAZ2. Essa retroalimentacdo positiva
proporciona a formacgdo de massa de plaquetas de tamanho suficiente para ocluir a regido da
leséo vascular (LEON et al., 2004).

A sinalizagdo purinérgica envolve trés componentes essenciais: uma fonte de
nucleotideos de adenina (ATP, ADP e AMP), receptores especificos, através dos quais 0s
nucleotideos exercem seus efeitos, e as enzimas ectonucleotidases, responsaveis pelo controle
dos niveis dessa emissdo no meio extracelular (ROBSON, et al., 2006). O metabolismo
extracelular destes nucleotideos, que geram nucleosideos, possuem funcdo regulatéria
importante no controle da homeostase, principalmente por regularem a agregacgdo plaquetaria,
atraves dos receptores purinérgicos P2 (ZIMMERMANN, 1999; ATKINSON et al., 2006).

O ADP atua como principal promotor da agregacdo plaquetaria, ja a adenosina ¢ um
potente inibidor. O ATP quando secretado para o meio extracelular de plaquetas é capaz de
mediar a reatividade plaquetaria (BIRK et al., 2002). A concentragdo desses nucleotideos
extracelulares, bem como as respostas celulares, sdo reguladas apds executarem seus efeitos,
para que os niveis fisioldgicos sejam mantidos. Esse processo de regulacdo é realizado por um
complexo multienzimatico chamado de “ectonucleotidases”. Essas enzimas incluem: as ecto-
nucleosideo-trifosfo-difosfoidrolases (E-NTPDases, CD39), as ecto-
nucleotideopirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPPs), as ecto-fosfatases alcalinas e a ecto-5'-
nucleotidase (E-5 '-NT, CD73) (ROBSON et al.,2006). (ZIMMERMANN, 2001).
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Figura 1: Enzimas envolvidas na degradacdo extracelular de nucleotideos e nucleosideo de

adenina.
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Fonte: autoras, 2023.

A E-NTPDase (nucleosideo trifostato 5'-difosfo hidrolase ou apirase; CD39) hidrolisa
0 ATP e ADP, liberado pelas plaquetas habilitadas. No processo de hidrolise do ATP, ADP e
AMP, a adenosina é liberada. A adenosina inibe a agregacdo plaquetaria, expressdo do fator
tecidual ou lista de adesédo (KAWASHINA et al., 2000; ARMSTRONG et al., 2006).

Apbs a hidrolise do ATP e ADP em AMP pela E-NTPDasel, tem-se a a¢do da E-5'-NT
(EC 3.1.3.5; CD73), que hidroliza o AMP em adenosina, que atua como modulador do ténus
vascular e um inibidor da agregacdo plaquetaria. Tanto a ENTPDasel quanto E-5'-NT estdo
localizados na membrana plaquetaria e possuem papel importante regulacéo do fluxo sanguineo
e trombogénese (MARCUS et al., 2005; KAWASHIMA et al., 2000).

A adenosina desaminase (E-ADA, ADA; EC 3.5.4.4) é uma importante enzima
desaminante, pertencente ao metabolismo purinérgico, que converte de forma irreversivel
adenosina em inosina, sendo responsavel pela regulacdo da concentracdo da adenosina
extracelular (CRISTALLI et al., 2001). Em humanos existe na forma de duas isoenzimas
classificadas como: ADAL e ADA2, cada uma com suas propriedades bioquimicas particulares
(SHAROYAN et al.,2006)

A ADA1 esta localizada principalmente no citosol, sendo encontrada em todas as células
e tecidos humanos e quase toda a atividade da ADA humana é atribuida a esta isoenzima
(ZAVIALOV e ENGSTROM, 2005). A ADAZ2 é encontrada predominantemente em soro de
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individuos normais e representa a menor parte da atividade da ADA total em tecidos, sendo que
a maioria das células humanas contém pequena quantidade de ADA2 (UNGERER et al., 1992;
GAKIS, 1996).

O céancer e seus diversos tratamentos sdo reconhecidos como fatores de risco
independentes para o desenvolvimento de tromboembolismo venoso (TEV). A associacao
clinica entre neoplasias e disturbios de coagulagéo é conhecida, e os eventos tromboembdlicos
sdo mais frequentes em pacientes oncoldgicos. As proteinas de coagulacdo do sangue
desempenham papéis importantes na biologia tumoral: o papel pré-coagulante intravascular e
extravascular; e o aprimoramento das células tumorais na angiogénese, crescimento e metastase
(RENNI, 2017). O CM ainda é uma patologia com alta incidéncia e mortalidade. Entendendo
0 impacto da tromborregulacdo no cancer, bem como a relagdo direta do sistema purinérgico
nesses mecanismos de regulacdo, faz-se necessario investigar a relacdo entre sistema
purinérgico, plaquetas e cancer de mama, além dos possiveis impactos destes na progressao

e/ou tratamento da doenga.
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3 METODOLOGIA

3.1 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo transversal, de analise quantitativa, do tipo caso-controle. Foram
avaliados a hidrolise de ATP, ADP, AMP e quantificacdo da ADA em plaquetas de

pacientes com cancer de mama e de individuos controle.

3.2 LOCAL DE ESTUDO

O estudo foi realizado no municipio de Chapecd, Santa Catarina (SC), e teve como ponto
de coleta de dados e amostras biolégicas o servico publico de referéncia para tratamento
oncolégico da regido, a Associagcdo Hospitalar Lenoir Vargas Ferreira - Hospital Regional do
Oeste (HRO). As mulheres saudaveis (controles) foram selecionados no proprio HRO
(acompanhantes dos pacientes), com base no pareamento por idade e sexo em relacdo as

pacientes, a coleta de sangue ocorreu nas dependéncias do hospital.

3.3 AMOSTRA

A amostra foi composta por um grupo de 17 mulheres com CM, que n&o iniciaram o
tratamento cirargico e/ou farmacoldgico, e outro por 19 mulheres saudaveis, sem histérico de
cancer em qualquer sitio, que foram selecionadas por amostragem nao probabilistica, do tipo
por conveniéncia (OLIVEIRA, 2001).

3.3.1 Critérios de inclusdo e exclusdo

Foram incluidas no estudo pacientes do sexo feminino procedentes do oeste de SC,
diagnosticadas por médico especialista, com carcinoma mamario, maiores de 18 anos de idade,

que seriam submetidas a procedimentos cirargicos para retirada do tumor, e que nédo tinham
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sido submetidas a nenhum tipo de terapia neoadjuvante (quimioterapia, radioterapia,
hormonioterapia, imunoterapia, terapia de preciséo).

Os individuos controles foram incluidos com base no pareamento por idade (mais ou
menos 3 anos) e sexo em relacdo as pacientes, estes ndo poderiam apresentar diagnostico
passado ou atual de cancer de qualquer tipo, ou de doencas inflamatdrias cronicas. As
informacdes sobre doencgas inflamatdrias cronicas das pacientes e controles foram obtidas por

analise dos prontuarios médicos e a partir de conversa com 0s participantes, respectivamente.

3.4 COLETA DE DADOS

3.4.1 Coleta do material bioldgico

No momento da vendclise, realizada pelo médico anestesiologista, foram coletadas
amostras de tecido sanguineo. A amostra sanguinea conteve no minimo 30 ml de sangue total

em tubos vaccutainer.

3.4.2 Processamento do material bioldgico

O transporte das amostras sanguineas do HRO para o laboratério de pesquisa da UFFS
campus Chapec6 foi realizado pelos pesquisadores responsaveis, em recipiente adequado
(caixas de isopor). As amostras ficaram armazenadas em geladeira até o momento do
processamento, com 0s respectivos registros de monitoramento e controle, observando
preferencialmente o tempo maximo de 8 (oito) horas, ndo excedendo 24 (vinte e quatro) horas,

contadas a partir do fim da coleta.

3.4.3 Separacdo das plaquetas

Para a separacdo de plaquetas foi utilizado tubo com citrato (tampa azul). A amostra do
sangue total com citrato foi centrifugada 10 minutos a 1200 rpm, retirado o sobrenadante e
colocado em um tubo de ensaio. O tubo de ensaio com o sobrenadante foi centrifugado por 30

minutos a 5000 rpm, apos esse processo as plaquetas ficaram no fundo do tubo de ensaio, foi
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retirado o sobrenadante e realizado lavagem das plaquetas com 2 ml do tampdo HEPES,
homogeneizando com a pipeta até a completa dissolucdo. Esse homogeneizado foi para a
centrifuga por mais 10 minutos a 5000 rpm. Apos esse processo foi adicionado 300ul do tampéo
HEPES e guardado.

3.4.4 Analises do material biologico

3.4.4.1 Dosagem das proteinas em plaguetas por BRADFORD:

Em um tubo de ensaio foi retirado 10uL das amostras, ja homogeneizadas, e pipetado
as amostras em tubos com 2,5mL de comassie. Apds, foi inserido o contetido do tubo de ensaio
em uma cubeta de leitura. Para o branco da amostra foi utilizado somente os 2,5mL de comassie.
Feita a leitura das amostras, foi anotado a absorbancia de cada leitura (amostra) e utilizado o
seguinte calculo para cada amostra: 4bs da amostra X FCC/0.01 (10 uL). Para plaquetas, as
proteinas foram ajustadas em uma faixa de 0,4 a 0,6 mg/mL.

3.4.4.2 Determinacdo da atividade de E-NTPDase e E-5'-NT:

O ensaio enzimatico da E-NTPDase em plaquetas foi realizado em meio reacional
contendo 5 mM de CaCl2, NaCl 1200 mM, KCI 5 mM, glicose 600 mM e tampao Tris-HCI
500 mM pH 8.0, em um volume final de 160 pL conforme descrito por Leal et al., 2005. Para
a hidrdlise de AMP, a atividade E-5'-NT foi realizada conforme descrito anteriormente, exceto
que o0 MgCl2 100 mM foi adicionado e o tampdo Tris-HCI 500 mM teve pH ajustado para 7.4.
Vinte microlitros das plaquetas isoladas foram adicionados a mistura reacional e pré-incubados
por 10 min a 37°C. A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 20pL de ATP ou ADP e incubada por
80 min. Ambos 0s ensaios enzimaticos foram interrompidos pela adi¢cdo de 200uL de TCA a
10%. Posteriormente, foi utilizado uma placa nova, pipetado 30uL do contetdo de cada pogo
na nova placa, completado com 300uL de verde de malaquita por poco, aguardados 10 min e
executado a leitura. Os controles foram realizados para corrigir hidrolises ndo enzimaticas de

nucleotideos adicionando a preparagdo de enzima apoés a adicdo de 10% de TCA. Todas as
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amostras foram executadas triplicadas. As atividades especificas da enzima séo relatadas como

nmol Pi liberado/min/mg de proteina.

3.4.4.3 Determinacédo da atividade de E-ADA

A atividade de E-ADA de plaquetas foi determinada de acordo com Giusti e Galanti
(1974), com base na medicdo direta da formacdo de amonia produzida quando a adenosina
desaminase atua em excesso de adenosina. Resumidamente, 30uL de plaquetas reagiram com
90pL de adenosina e foram incubados a 37°C por 60 min. Em seguida, a reacéo foi interrompida
pela adicdo de uma solucdo de fenol e nitropussiato de sédio 80uL e uma solucéo de hipoclorito
80uL. A quantidade de amdnia produzida foi medida a 620 nm e os resultados foram expressos
em U/L.

3.4.5 Analise dos prontuarios

As informac6es obtidas a partir dos prontuarios médicos foram aquelas em relacdo a
idade, subtipo histoldgico do tumor, estadgio tumoral, tamanho do tumor, grau histologico,
receptores imunoistoquimicos tumorais, metastases, histéria familiar de cancer, comorbidades

(hipertensdo, sindrome metabdlica, diabetes, entre outras).

3.4.6 Andlise estatistica

Os dados foram tabulados e analisados primariamente utilizando o aplicativo Microsoft
EXCEL 2010, e ap06s, as andlises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism
9 (Prism 7.03, GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

Os dados obtidos foram primeiramente testados quanto a sua normalidade, e em seguida
analisados pelos métodos estatisticos do Teste T de student. O nivel de significancia utilizado

foi de p < 0,05. Para o estudo foram eliminados os outliers.
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3.4.7 Aspectos éticos

Este projeto faz parte de um projeto guarda-chuva intitulado “Banco de bidpsias para
avaliacdo da expressao génica e protéica dos receptores e enzimas do sistema purinérgico com
énfase em tumores de mama, prostata e colorretal”, que foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da UFFS (CEP-UFFS), sob parecer n° 3.421.380 e CAAE n°
09306919.5.0000.5564, em 27 de junho de 2019. Os individuos participantes terdo que assinar
um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) antes de iniciar sua participacdo na
pesquisa (ANEXO I1I).



4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA
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No estudo participaram 36 mulheres, sendo 17 pacientes e 19 controles. A media de

idade das participantes com cancer de mama foi de 58,62 + 13,58 anos, e dos controles sem

cancer foi de 58,72 + 11,15 anos. A caracterizacdo histoldgica e imunohistoquimica dos

tumores nas pacientes com cancer de mama, bem como a distribuicdo quanto a presenga de

metastase, sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Caracterizacdo geral, histoldgica, imunohistoquimica e metastases da amostra.

| Caracteristicas Clinicas

| Pacientes (n=17)

Caracteristicas gerais:
Idade média * desvio padrdo da idade

58,62 + 13,58 anos

Tipo histologico do tumor [n (%0)]:

Carcinoma ductal invasivo 3(17,64)
Carcinoma invasivo nédo especificado 12 (70,58)
Carcinoma mucinoso 1 (5,88)
Carcinoma lobular invasivo 1 (5,88)
Grau histolégico [n (%)]:

Graul 1(5,88)
Grau 2 12 (70,58)
Grau 3 3(17,64)
Sem informacao no prontuério 1 (5,88)
Metastase nos linfonodos [n (%6)]:

Né&o 10 (58,82)
Sim 4 (23,52)
Sem informacdo no prontuério 3(17,64)
Metastase a distancia [n (%0)]:

Né&o 12 (70,58)
Sim 2 (11,76)
Sem informacao no prontudrio 3(17,64)
Imuno-histoquimica Receptor Hormonal [n (%0)]:

Negativo 1 (5,88)
Positivo 12 (70,58)
Sem informacao no prontudrio 4 (23,52)
HER-2 [n (%0)]:

Negativo 11 (64,70)
Positivo 3(17,64)
Sem informacao no prontudrio 3(17,64)
Tipo de tumor [n (%0)]:

Luminal A 6 (35,29)
Luminal B 9 (52,94)
Sem informagao no prontuério 2 (11,76)

Fonte: autora, 2023.
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Em relacdo aos subtipos histoldgicos dos tumores, trés pacientes apresentavam
Carcinoma Ductal Invasor (17,64%), uma possuia Carcinoma Mucinoso (5,88%), uma
Carcinoma Lobular Invasor (5,88%) e doze (70,58%) ndo tiveram o subtipo histolégico descrito
em prontuario. Doze pacientes (70,58%), tinham tumores classificados como de grau 2; um
(5,88%) como de grau 1; trés (17,64%) como grau 3; e uma (5,88%) nao tinha especificado em
prontudrio o grau tumoral. No que diz respeito a estratificacdo molecular, seis das participantes
do estudo possuiam tumores do subtipo Luminal A (35,29%); nove Luminal B (52,94).
Apresentaram HER2 negativo 11 pacientes (64,70%) e trés HER2 positivo (17,64%). A
positividade para o ER e/ou PR foi descrita no prontuario de trezes pacientes (76,47%),
enquanto quatro (23,52%) ndo possuiam descri¢do de tais receptores hormonais.

Observa-se que apenas duas pacientes (11,76%) apresentavam metastase a distancia.
Trés pacientes (17,64%) ndo foram encontradas informacdes referentes & presenca ou auséncia
de metastase a distancia. No que tange a presenca de metéstase linfonodal, quatro pacientes
(23,52%) possuiam metastases para linfonodos descritas, enquanto em doze (70,58%) tal
quadro nao foi registrado. Informacdes quanto a presenca ou ndo de metastase linfonodal nédo
foram possiveis para trés participantes (17,64%), uma vez que ndo foram encontrados registros

em prontuario.

4.2 PARAMETROS DO SISTEMA PURINERGICO

Em plaquetas houve diferenca estatisticamente significativa na hidrdlise de ATP entre
pacientes e controles (p<0,05), conforme evidenciado na figura 2. A atividade de CD39 foi
medida pela hidrolise de ATP e ADP. Analise estatistica: Teste t de Student e a normalidade
foi testada pelo método de Kolmogorov-Smirnov. Valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. A analise estatistica demonstrou uma diminuicdo na atividade da
ENTPdase por hidrolise de ATP no cancer de mama néo tratado (29,43 £+ 15,05 nmol Pi/min/mg
de proteina, n=15), quando comparados ao grupo controle (46,16 + 23,16 nmol Pi/min/mg de

proteina, n=19), demonstrando significancia estatistica p=0,0261*.
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Figura 2. Hidrdlise de ATP em plaquetas de individuos controle e com cancer de mama nao
tratado.

A figura 3 ilustra a hidrélise de ADP em pacientes com cancer de mama. Houve
diferenca estatisticamente significativa quanto a hidrdlise de ADP em plaquetas de pacientes
na comparagcdo com o grupo controle. A hidrolise de ADP apresentou-se diminuida em
plaquetas de pacientes (33,84 + 23,68 nmol Pi/min/mg de proteina, n=15) quando comparado
com os individuos controle (50,30 + 27,80 nmol Pi/min/mg de proteina, n=19). Valor de
p=0,0180.
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Fonte: autora, 2023.
Figura 3. Hidrdlise de ADP em plaquetas de individuos controle e com cancer de mama nao
tratados.
A figura 4 mostra que a hidrélise de AMP apresentou-se aumentada em individuos com
cancer de mama ndo tratado quando comparado ao grupo controle (63,35 + 27,92 nmol
Pi/min/mg de proteina, n=15) e controles (64,55 + 12 nmol Pi/min/mg de proteina, n=19) no

entanto, ndo apresentou diferenca significativa nas plaquetas de pacientes, p=0,5560.
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Figura 4. Hidrdlise de AMP em plaquetas de individuos controle e com cancer de mama nao
tratados.

A atividade da ADA apresentou diferenca, embora nédo estatisticamente significativa,
nas plaquetas de pacientes (6,81 + 13,71 U/L, n=16) quando comparado com os individuos
controle (6,23 £ 1,41 U/L, n= 19). Valor de p=0,2289.
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Figura 5. Atividade da Ada em plaquetas de individuos controle e com cancer de mama néo
tratados.



33

5 DISCUSSOES

A amostra desse estudo foi composta por mulheres com média de idade de 58,62 + 13,58
anos, que coincide com o perfil de mulheres com cancer de mama no Brasil, com incidéncia
predominante na faixa etéria de 50 a 69 anos. Observou-se também carcinomas invasores
localizados somente na mama em detrimento de uma menor taxa dos casos com metastases
linfonodais e a distancia, que corrobora com achados da literatura. Estudos cientificos mostram
que o carcinoma ductal invasor, seguido do lobular invasor sdo os tipos histoldgicos mais
frequentes, contrario aos achados do presente estudo, em que prevaleceu o carcinoma invasivo
ndo especificado, que pode ter relacdo com fragilidade dos registros em prontuario (AZEVEDO
etal., 2017; MARTINS et al., 2009). O perfil imuno-histoquimico do presente estudo foi
definido para mulheres que possuiam dados moleculares disponiveis. O luminal B (RE+ e/ou
RP+, foi o mais frequente, seguido do luminal A (RE+ e/ou RP+), dados estes que estdo
compativeis com os de Peruzzi et al. (2016), que analisou a distribui¢do dos subtipos
moleculares de cancer de mama e correlacionou esses subtipos com o perfil etario e histologico.
Os presentes resultados demonstram que a hidrolise de nucleotideos pelas plaquetas é
alterada em pacientes com cancer de mama. A hidrélise de ATP foi diminuida em pacientes
com CA de mama, refletindo na diminuicéo da hidrolise de ADP. Em contrapartida, a hidrolise
de AMP, e a atividade de ADA demonstraram-se aumentados, embora ndo tenha sido observado
alteracdo significativa. Tomados em conjunto, esses resultados demonstram uma diminuicéo da
expressdo de CD39 e aumento de CD73.

A literatura cientifica indica que nucleotideos de adenina e adenosina possuem papel
importante no crescimento tumoral. Té&o importante quanto, evidéncias mostram que a
adenosina pode funcionar como um estimulante do crescimento tumoral, enquanto o AMP
exerce o efeito oposto (ARAUJO, 2005).

Um estudo de Spychala e Kitajewski (2004) sugeriu que o aumento na geracdo de
adenosina por tumores poderia ter relacdo com o desenvolvimento de resisténcia aos
medicamentos, bem como um curso mais agressivo da doenca. Entende-se que a alteracdo
oncogénica especifica causa aumento da expressdo de 5'-nucleotidase, aumentando assim a
capacidade das células de gerar adenosina durante a tumorigénese.

O céncer esté associado a disfungdes na agregacao plaquetaria, é plausivel sugerir que
mudancas nas atividades que metabolizam os nucleotideos de adenina na superficie das

plaquetas podem estar envolvidas nesse processo. A agregacdo plaquetaria na presenca de
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baixas concentracbes de ADP é um processo reversivel. Os mecanismos enzimaticos que
hidrolisam o ADP na circulacdo sdo muito importantes para limitar a agregacdo plaquetaria, e
as ectonucleotidases sdo fundamentais neste processo. Neste estudo, encontramos uma
diminuicdo na atividade da E-NTPDase para a hidrolise de ATP e ADP em pacientes com
cancer de mama, sendo observada alteracao significativa. Isso indica que a reducdo da atividade
da E-NTPDase para a hidrolise do ATP pode levar a diminuic¢do da concentracdo extracelular
de pico de ADP, que pode estar em um menor potencial de agregacdo plaquetaria em pacientes
com cancer de mama, que vai ao encontro de dados ja demonstrados na literatura (ANDRADE,
2016).

Os resultados também mostraram um aumento na atividade da ADA em pacientes com
cancer de mama, no entanto, ndo foi significativo. Esse aumento pode ser atribuido a uma
resposta fisioldgica ao aumento da concentracéo extracelular de adenosina nesses pacientes. No
entanto, a alteracdo nao significativa de E-5'-NT observada entre os grupos possivelmente pode
ser atribuida ao aumento de adenosina por outras vias que ndo NTPDase-ATP/ADP, mostrando
que pode haver excesso de AMP em pacientes com plaquetas, conforme aponta um estudo de
Andrade, 2016.

A diminuicdo da atividade da E-NTPDase pode estar atrelada a reducéo da reatividade
plaquetaria nesses pacientes. Além disso, o aumento de E-ADA reflete no aumento de
adenosina nesses pacientes, o que pode justificar a capacidade de ativacdo e agregacao

plaquetaria diminuida.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a hidrélise dos nucleotideos ATP e ADP estdo
diminuidas em pacientes com cancer de mama quando comparados a individuos saudaveis,
sendo estatisticamente significativo. Em contrapartida, A hidrolise de AMP e a atividade de
ADA apresentam-se aumentadas, embora ndo exista relagdo estatisticamente significativa.
Esses achados evidenciam o envolvimento do sistema purinérgico no cancer de mama.

Em conclusdo, os resultados revelaram que as atividades de ENTPDase e E-ADA estdo
alteradas nas plaquetas de pacientes com CM, sugerindo que a sinalizacdo purinérgica pode
estar envolvida na tromborregulacdo do CM. A diminuicdo da atividade da E-NTPDase pode
ser indicio de reducdo da reatividade plaquetaria nesses pacientes. Além disso, a menor
capacidade de ativacdo e agregacdo plaquetdria pode estar relacionada ao aumento da
concentragédo de adenosina.

Faz-se necessario a abordagem de outros estudos de investigacdo dessa relacdo entre
cancer de mama, plaquetas e sistema purinérgico, de modo que facilite a compreensdo da
efetividade do papel das ectonucleotidases em relacdo ao cancer de mama, uma vez que a
alteracOes de reatividade plaquetaria geram implica¢des para o tratamento do CM, bem como
na progressao da doenca.
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APENDICE 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE)

Comité de Etica em Pesquisa - CEP/UFFS

Prezado (a) participante,Vocé esta sendo convidado (a) para participar da pesquisa:
Biorrepositério de bidpsias tumorais para avaliacdo da expressdo génica e proteéica dos
receptores e enzimas do sistema purinérgico com énfase em tumores de mama, préstata e
colorretal, desenvolvida por discentes e docentes do curso de Medicina da Universidade Federal
da Fronteira Sul (UFFS), Campus Chapec6 — SC, sob coordenacdo da Professora Dra. Sarah F.
V. O. Maciel.

1. Objetivo Central

Construcéo e manutencdo do Biorrepositorio de amostras tumorais, a fim de pesquisar
marcadores moleculares envolvidos no desenvolvimento do cancer, e com possibilidades de
atuar no tratamento do cancer de mama, cancer de prostata ou cancer colorretal.

2. Critério de Incluséo

Pacientes: ambos o0s sexos, diagnosticados por médico especialista com cancer de mama
(do tipo carcinoma ductal invasor), cancer de prostata (do tipo adenocarcinoma) ou cancer
colorretal (do tipo adenocarcinoma), maiores de 18 anos de idade, que até 0 momento nédo
realizaram cirurgia para retirada do tumor e nenhum tipo de tratamento (quimioterapia,
radioterapia, hormonioterapia, imunoterapia, terapia de precisdo). Serdo excluidos pacientes
com diagndstico anterior de cancer, ou com doencas inflamatdrias cronicas (diabetes,
hipertensdo, doenca de chron, retocolite ulcerativa, hiperplasia prostética benigna, mastite).

Controles: com base no pareamento por idade (mais ou menos 3 anos) e sexo em relacédo
aos pacientes, que ndo apresentem diagnostico passado ou atual de cancer de qualquer tipo, ou
de doencas inflamatérias cronicas. Sua participacdo ndo € obrigatoria e vocé tem plena
autonomia para decidir se deseja ou ndo participar, além de poder desistir da colaboracao neste
estudo no momento em que desejar, sem necessidade de explicacdo. Vocé ndo recebera
remuneracao e nenhum tipo de recompensa nesta pesquisa.

3. Mecanismos para garantir o sigilo e privacidade

Serdo garantidas a confidencialidade e a privacidade das informagdes por vocé
prestadas. As amostras biologicas e os dados clinicopatologicos dos participantes seréo
identificados por numeracdo sequencial, ndo tendo vinculo com a identificacdo do paciente. A

qualquer momento vocé podera solicitar aos pesquisadores informacdes sobre sua participacdo
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e/ou sobre a pesquisa, 0 que podera ser feito através dos meios de contato explicitados neste
Termo. Caso ocorra desisténcia, os materiais bioldgicos e as informagdes clinicopatolégicas
dos participantes serdo descartados.

4. ldentificacdo do participante ao longo do trabalho

Seu nome ndo serd mencionado durante qualquer etapa desta pesquisa, bem como em
quaisquer publicacbes, cursos, relatorios e afins. Apenas o nome da Instituicdo sera
mencionado. Para manter o seu anonimato, sera utilizada uma codificacdo numérica sequencial.
Cada participante terd um namero distinto em todos os materiais e dados relacionados a ele.

5. Tempo de duracédo da coleta/procedimento/experimento

A sua participacdo na pesquisa consiste em: 1. Pacientes - responder aos questionarios
de estilo e qualidade de vida; utilizacdo do material tumoral e sanguineo (30 ml) coletado
durante a cirurgia de remocéao do tumor, materiais que, normalmente, seriam descartados ap6s
andlise patoldgica; disponibilizagdo das informacdes dos prontuarios médicos (idade, sexo,
subtipo histoldgico do tumor, estadiamento, etc). A pesquisa ndo ira gerar nenhum prejuizo no
diagnostico e tratamento da doenca em questdo; 2. Controles - responder aos questionarios de
estilo e qualidade de vida; utilizacdo do material sanguineo (30 ml) coletado durante a entrevista
com o0s pesquisadores. As coletas serdo realizadas pelos pesquisadores responsaveis e/ou
médicos especialistas, em ambiente adequado no préprio HRO. O tempo de duracédo das coletas
sera de no maximo 30 minutos.

6. Guarda dos dados e materiais coletados na pesquisa

Todos os materiais biolégicos serdo guardados em freezer, devidamente identificados
com numeracdo sequencial, nome do projeto e pesquisador responsavel. Os outros materiais
provenientes da pesquisa ficardo guardados em armaério trancado com chave, ao qual somente
0 pesquisador responsavel terd acesso. As tabelas com informacgdes dos participantes da
pesquisa ficardo guardadas nos computadores dos pesquisadores envolvidos, com acesso
somente com senha. Todos os materiais serdo mantidos pelo periodo de duracdo da pesquisa
(5 anos). Apds o téermino da pesquisa, 0s materiais biologicos e dados clinicopatoldgicos serdo
descartados.

7. Beneficios diretos (individuais ou coletivos) aos participantes da pesquisa

Grupos de encontros com 0s participantes da pesquisa e outros pacientes do setor de
Oncologia do HRO, de maneira voluntaria por ambas as partes, em sala reservada no proprio
HRO, onde serédo dadas, por parte dos pesquisadores envolvidos, orientacGes e esclarecimentos
sobre as patologias incluidas na pesquisa e compartilhamento de experiéncias, a fim de
melhorar a qualidade de vida dos participantes. Posteriormente, esses grupos também
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permitirdo o compartilhamento dos resultados obtidos na pesquisa, de maneira adequada para
0 entendimento por parte dos participantes.

8. Previséo de riscos ou desconfortos

A participagdo na pesquisa podera causar riscos. Um risco previsivel é o desconforto no
momento da coleta de sangue, em decorréncia da picada da agulha. Para minimiza-lo, a coleta
sera realizada por profissionais capacitados, visando a seguranca dos participantes. Os
pesquisadores explicardo detalhadamente o conteido da pesquisa e advertirdo os participantes
de que sua participacdo ndo é necessaria caso nao se sintam confortaveis para tal. Caso 0s riscos
previstos ocorram, Vocé recebera tratamento e acompanhamento até que esses desconfortos
desaparecam. Outros danos que podem ser decorrentes da pesquisa sdo os psicoldgicos, visto
que as patologias em questdo podem provocar alteraces psicossociais. Para minimizé-los, sera
explanado para os participantes o objetivo e finalidade da sua contribuicdo na pesquisa.
Entretanto, caso sejam percebidos quaisquer disturbios psicolégicos no participante decorrente
da pesquisa, este sera encaminhado para o servico de apoio psicolégico do Centro de Salde da
Familia (CSF) de referéncia, com a Equipe de Saude da Familia (ESF).

9. Divulgacdo dos resultados da pesquisa

A devolutiva dos resultados obtidos na pesquisa sera realizada por meio de publicagdes
cientificas e participacdo em eventos cientificos da area, com palestras e com o uso de poster e
banner ou informativos online. Os dados pessoais dos participantes ndo serdo divulgados em
nenhum momento. Caso concorde em participar, uma via deste termo ficara em seu poder e a

outra sera entregue ao pesquisador. Desde ja agradecemos sua participacao!

Chapec6 — SC, de de

Assinatura do Pesquisador Responsavel



