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RESUMO

As mudancas do perfil de morbimortalidade do céncer de prostata (CP) nas ultimas décadas,
tém tornado essa patologia um problema de saude publica em varios paises, inclusive no Brasil.
Os processos inflamatorios e a sinalizagdo purinérgica podem influenciar diretamente a
carcinogénese da préstata, assim como a progressdo tumoral. A agdo enzimatica das
ectonucleotidases e a resposta dos tecidos aos nucleotideos e nucleosideo de adenina assumem
um papel de fundamental importancia, e devem ser cada vez mais exploradas. Considerando
essa inter-relagdo com o CP, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade da E-NTPDase
e da Adenosina deaminase (ADA) em pacientes com CP e sua associagdo com 0s niveis séricos
de PSA (Antigeno prostatico especifico), o escore de Gleason, o estadiamento tumoral e a
escala da ISUP (Sociedade Internacional de Patologia Uroldgica) desses pacientes. Trata-se de
um estudo quantitativo observacional transversal associado a uma abordagem qualitativa. Para
as analises estatisticas, primeiramente, os dados foram testados quanto a sua normalidade
aplicando-se o teste de Shapiro-Wilk. Apos, foi utilizado o Teste t de Student e ANOVA One-
way. O nivel de significancia utilizado foi de 0,05 e o programa estatistico utilizado foi o
GraphPad Prism 8.0.1. As amostras de linfocitos foram coletadas por puncao venosa (30 mL)
de 39 pacientes com diagndéstico de CP, anteriormente ao tratamento cirdrgico do tumor, e de
37 individuos controle, de faixa etaria semelhante. Apds o convite e 0 aceite na participacédo do
estudo, os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para a
participacdo na mesma. A partir das analises dos resultados, foi possivel observar que em
relagdo a idade, a média foi de 66 + 6,72 anos nos pacientes, e de 65,81+10,30 nos controles
(p=0,8503). Do grupo de pacientes, 21 (54%) apresentaram niveis séricos de PSA >4 a <10
ng/mL antes da intervencéo terapéutica. Em relacéo ao escore de Gleason, 27 (69,2%) pacientes
apresentaram escore 7. Em relacdo ao estadiamento clinico, 17 (43,6%) pacientes apresentaram
classificacdo T2, e 14 (35,9%) apresentaram classificacdo T3. Em relacdo ao escore da ISUP,
19 (48,8%) pacientes apresentaram classificacdo ISUP 2. A atividade da E-NTPDase, para a
hidrélise do ATP em linfdcitos, esta significativamente aumentada no grupo de pacientes com
CP quando comparado com o grupo controle (p=0,0001). Ja a atividade da E-NTPDase, para a
hidrélise do ADP em linfécitos, esta significativamente diminuida no grupo de pacientes com
CP quando comparado com o grupo controle (p=0,0001). A atividade da ADA em linfécitos
esta diminuida em pacientes com CP quando comparado ao grupo controle (p=0,0003). Em
relacdo aos niveis séricos de PSA, a hidrolise de ATP foi estatisticamente maior em pacientes
com CP em relacdo ao grupo controle, em ambas as analises, niveis séricos de PSA < 10
(p=0,0037) e PSA > 10 (p=0,0001). A hidrolise de ADP foi estatisticamente menor em
pacientes com CP em relacdo ao grupo controle quando o PSA > 10 e PSA< 10, ambos valor
de p=0,0001. A atividade da ADA diminuiu significativamente com o aumento dos niveis
séricos de PSA em relacdo ao grupo controle tanto PSA < 10 (p=0,0104), quanto PSA > 10
(p=0,0086). Em relacdo ao escore de Gleason, a hidrolise de ATP foi maior no grupo de
pacientes quando comparado ao grupo controle em ambas as analises, Gleason <7 (p=0,5664),
Gleason 7 (p=0,0001) e Gleason > 7 (0,0056). A hidrolise de ADP foi menor no grupo de
pacientes quando comparado ao grupo controle em ambas as analises, Gleason <7 (p=0,0034),
Gleason 7 (p=0,0001) e Gleason > 7 (0,0012). A atividade da ADA foi menor no grupo de
pacientes quando comparado ao grupo controle em ambas as analises, Gleason <7 (p=0,3647),
Gleason 7 (p=0,0171) e Gleason > 7 (0,3955). Em relacéo ao estadiamento clinico, a hidrolise
de ATP esteve aumentada no grupo de pacientes quando comparada ao grupo controle em
ambas analises, T1 (p=0,1601), T2 (p=0,0004), T3 (p=0,0003). A hidrolise de ADP esteve
diminuida no grupo de pacientes quando comparada ao grupo controle em ambas as analises,
T1 (p=03557), T2 e T3 (p=0,0001). A atividade da ADA esteve diminuida no grupo de
pacientes quando comparada ao grupo controle em ambas as analises, T1 (p=0,1877), T2



(p=0,0303), T3 (p=0,0397). Em relacdo a escala da ISUP, a hidrélise de ATP esteve aumentada
no grupo de pacientes quando comparado ao grupo controle em todas as analises, ISUP 1
(p=0,2200), ISUP 2 (p=0,0024), ISUP 3 (p=0,0192), ISUP 4 e 5 (p=0,0108). A hidrdlise de
ADP esteve diminuida no grupo de pacientes quando comparado ao grupo controle em todas
as andlises, ISUP 1 (p=0,0005), ISUP 2 e ISUP 3 ambas (p=0,0001), ISUP 4 e 5 (p=0,0007). A
atividade da ADA esteve diminuida no grupo de pacientes quando comparado ao grupo controle
em todas as analises, ISUP 1 (p=0,0832), ISUP 2 (p=0,0068), ISUP 3 (p=0,2625), ISUP 4 e 5
(p=0,2530). Pela primeira vez foi possivel relacionar a atividade da E-NTPDase e da ADA com
0s niveis séricos de PSA, o escore de Gleason, o estadiamento tumoral e os valores de ISUP
em pacientes com CP. Em tempo, experimentos adicionais sobre a expressao de receptores e
analises no tecido tumoral sdo necessarios para corroborar com os resultados encontrados no
presente estudo, a fim de que a modulagéo da sinaliza¢do purinérgica possa integrar a base de
novos farmacos e protocolos terapéuticos eficientes no controle do desenvolvimento e da
progresséao do CP.

Palavras-chave: Cancer de Prostata; Ectonucleotidases; PSA; Progressdo Tumoral.



ABSTRACT

Changes in the morbidity and mortality profile of prostate cancer (PC) in recent decades have
made this pathology a public health problem in several countries, including Brazil.
Inflammatory processes and purinergic signaling can directly influence prostate carcinogenesis,
as well as tumor progression. The enzymatic action of ectonucleotidases and the response of
tissues to nucleotides and adenine nucleoside play a fundamentally important role, and should
be increasingly explored. Considering this interrelation with PC, the objective of the present
study was to evaluate the activity of E-NTPDase and Adenosine deaminase (ADA) in patients
with PC and its association with serum levels of PSA (Prostate Specific Antigen), the score of
Gleason, tumor staging and ISUP scale (International Society of Urological Pathology) of these
patients. This is a cross-sectional observational quantitative study associated with a qualitative
approach. For the statistical analyses, firstly, the data were tested for normality by applying the
Shapiro-Wilk test. Afterwards, Student's t test and One-way ANOVA were used. The
significance level used was 0.05 and the statistical program used was GraphPad Prism 8.0.1.
Lymphocyte samples were collected by venipuncture (30 mL) from 39 patients diagnosed with
PC, prior to surgical treatment of the tumor, and from 37 control individuals, of similar age
range. After the invitation and acceptance to participate in the study, the participants signed the
Term of Free and Informed Consent to participate in it. From the analysis of the results, it was
possible to observe that in relation to age, the mean was 66 + 6.72 years in patients, and 65.81
+ 10.30 in controls (p=0.8503). Of the group of patients, 21 (54%) had serum PSA levels >4 to
<10 ng/mL before the therapeutic intervention. Regarding the Gleason score, 27 (69.2%)
patients had a score of 7. Regarding clinical staging, 17 (43.6%) patients had a T2 classification,
and 14 (35.9%) had a T3 classification. Regarding the ISUP score, 19 (48.8%) patients had
ISUP classification 2. E-NTPDase activity, for the hydrolysis of ATP in lymphocytes, is
significantly increased in the group of patients with CP when compared to the control group
(p=0.0001). The activity of E-NTPDase, for the hydrolysis of ADP in lymphocytes, is
significantly reduced in the group of patients with CP when compared to the control group
(p=0.0001). ADA activity in lymphocytes is reduced in patients with CP when compared to the
control group (p=0.0003). Regarding serum PSA levels, ATP hydrolysis was statistically higher
in patients with CP compared to the control group, in both analyses, serum PSA levels < 10
(p=0.0037) and PSA > 10 (p=0.0001). ADP hydrolysis was statistically lower in patients with
CP compared to the control group when PSA > 10 and PSA < 10, both p-value=0.0001. ADA
activity significantly decreased with increasing serum PSA levels compared to the control
group, both PSA <10 (p=0.0104) and PSA > 10 (p=0.0086). Regarding the Gleason score, ATP
hydrolysis was higher in the patient group when compared to the control group in both analyses,
Gleason <7 (p=0.5664), Gleason 7 (p=0.0001) and Gleason > 7 (0.0056). ADP hydrolysis was
lower in the patient group when compared to the control group in both analyses, Gleason <7
(p=0.0034), Gleason 7 (p=0.0001) and Gleason > 7 (0.0012). ADA activity was lower in the
patient group when compared to the control group in both analyses, Gleason <7 (p=0.3647),
Gleason 7 (p=0.0171) and Gleason > 7 (0.3955). Regarding clinical staging, ATP hydrolysis
was increased in the patient group when compared to the control group in both analyses, T1
(p=0.1601), T2 (p=0.0004), T3 (p=0.0003). ADP hydrolysis was reduced in the patient group
when compared to the control group in both analyses, T1 (p=03557), T2 and T3 (p=0.0001).
ADA activity was reduced in the patient group when compared to the control group in both
analyses, T1 (p=0.1877), T2 (p=0.0303), T3 (p=0.0397). Regarding the ISUP scale, ATP
hydrolysis was increased in the patient group when compared to the control group in all
analyses, ISUP 1 (p=0.2200), ISUP 2 (p=0.0024), ISUP 3 (p=0.0192), ISUP 4 and 5
(p=0.0108). ADP hydrolysis was decreased in the patient group when compared to the control
group in all analyses, ISUP 1 (p=0.0005), ISUP 2 and ISUP 3 both (p=0.0001), ISUP 4 and 5



(p =0.0007). ADA activity was reduced in the patient group when compared to the control
group in all analyses, ISUP 1 (p=0.0832), ISUP 2 (p=0.0068), ISUP 3 (p=0.2625), ISUP 4 and
5 (p=0.2530). For the first time, it was possible to relate E-NTPDase and ADA activity to serum
PSA levels, Gleason score, tumor staging, and ISUP values in patients with CP. In time,
additional experiments on the expression of receptors and analyzes in tumor tissue are necessary
to corroborate the results found in the present study, so that the modulation of purinergic
signaling can form the basis of new drugs and efficient therapeutic protocols in controlling the
development and progression of CP.

Keywords: Prostate cancer; Ectonucleotidases; PSA; Tumor Progression.
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1 INTRODUCAO

O cancer de prostata (CP) é reconhecido como um dos mais importantes problemas de salde
enfrentados pela populacdo masculina, sendo um dos canceres mais prevalentes em todo o0 mundo e a
causa da morte de milhares de homens todos os anos (IARC, 2023). Embora a prostatectomia radical
(o tratamento mais comum para o CP) atinja bons resultados gerais, a sua realizagéo desenvolve alguns
efeitos colaterais desagradaveis, tais como incontinéncia urinéria e disfuncdo erétil, contribuindo para
a morbidade associada a essa neoplasia (COSTELLO, 2020).

A classificagdo tumoral e o grau de diferenciagdo celular séo definidos através da realizagdo de
bidpsia prostéatica, que permite ao patologista distinguir os tumores. Atualmente, o sistema de Gleason,
que enfatiza a arquitetura glandular, € o mais utilizado para prever a evolucdo e predizer o estagio
patoldgico do CP. Por meio desse sistema, lesdes com escore de Gleason 2 a 4 (bem diferenciados)
tém um comportamento mais brando, enquanto tumores com escores de 7 a 10 (indiferenciados) séo
mais agressivos, respondendo mal as diferentes opcdes de tratamento. O local mais comum de
disseminacdo do CP é o tecido 6sseo, sendo que a presenca ou ndo de metastase dssea € um dado
fundamental que direciona o protocolo terapéutico (SHARMA; MIYAMOTO, 2018).

Geralmente o CP atinge células glandulares e, nesse contexto, a literatura aponta que entre o0s
principais mecanismos associados ao desenvolvimento deste tipo tumoral, deve-se destacar 0s
processos inflamatérios e a expressao de receptores andrégenos - que potencializam a carcinogénese
devido a intensa producdo de radicais livres (RL) e espécies reativas de oxigénio (EROs). Os processos
oxidativos tém a capacidade para alterar o DNA, promovendo significativas alterac6es celulares - a
exemplo de eventos apoptéticos e mutacles - que se apresentam como a base originaria das doengas
oncolégicas (GANDAGLIA et al., 2021).

Aliado a esses eventos, assim como em outros canceres, a idade é um fator de risco importante
para a ocorréncia de tumores, uma vez gque o desenvolvimento do CP aumenta drasticamente ap6s 0s
50 anos (PERNAR et al., 2018). O estudo dos mecanismos envolvidos no aumento da incidéncia do
CP com a idade ¢é de grande interesse, sendo importante para o entendimento desta doenca. Uma
explicacdo possivel pode estar associada ao desequilibrio entre os agentes oxidantes e 0s mecanismos
de defesa antioxidantes em Vvarios tecidos, incluindo a prostata, que ocorre concomitantemente ao
envelhecimento e leva a um estado oxidativo e a danos ao organismo (SHUKLA et al., 2020).

Apesar de algumas evidéncias ja terem sido tracadas a respeito da fisiopatologia do CP, é
fundamental que outros mecanismos relacionados a patologia sejam mais bem compreendidos, para
que se realize diagnostico precoce e seja possivel expandir as opc¢des de tratamentos menos agressivos
para essa doenca (OCHOA-CORTES et al., 2014).
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Sabe-se que nas células tumorais ocorrem alterac@es significativas na atividade das vias de
sinalizacdo - afetando uma extensa gama de funcgdes celulares, desde crescimento e proliferacdo até
apoptose, invasdo e metastase (VAGHARI-TABARI et al., 2021). Sob esse prisma, destaca-se a acao
que os nucleotideos e nucleosideo extracelulares (ATP, ADP, AMP e seu metabdlito adenosina)
produzem em respostas a diversos processos patoldgicos, tais como apoptose, controle da proliferacéo
e da diferenciacdo celular (BURNSTOCK; DI VIRGILIO, 2013). Nessa linha, diversos estudos tém
sugerido o envolvimento da sinalizacdo purinérgica na fisiopatologia dos tumores, inclusive no CP
(ARAUJO et al., 2005; MALDONADO et al., 2008; ZANINI et al., 2012; DI VIRGILIO; ADINOLFI,
2017; PFAFFENZELLER et al., 2020).

Os linfocitos desempenham um papel importante nas respostas imunes antitumorais, sdo alvos
diretos de algumas terapias antineoplasicas, e a composicao e organizacao espacial das populagdes de
células T intratumorais sdo progndsticos em alguns tipos de cancer (COWELL., 2020). Sabe-se, ainda,
que o microambiente tumoral é rico em nucleosideo e nucleotideos, sendo o0 ATP extracelular uma
importante  molécula pro-inflamatéria e a adenosina um componente chave - altamente
imunossupressor (DI VIRGILIO et al., 2016). Apesar do entendimento de muitas acGes atreladas a
essas moléculas, os seus efeitos na interacao sistémica tumor-hospedeiro ndo estdo completamente
compreendidos (DI VIRGILIO et al., 2016).

Os niveis de nucleotideos de adenina e adenosina circulantes, assim como as suas
concentracdes no microambiente tumoral, estdo diretamente associados com a atividade de enzimas
capazes de hidrolisar essas moléculas. Dentre essas enzimas podemos citar a: i) E-NTPDase (CD39)
(Ecto-Nucleosideo trifosfato difosfohidrolase) que degrada ATP a ADP e ADP a AMP; ii) ecto-5’-
nucleotidase (CD73) que degrada AMP a adenosina; e iii) adenosina desaminase (ADA) que degrada
adenosina em inosina. lgualmente importantes, associados ao complexo sistema enzimatico da
sinalizacdo purinérgica, estdo os receptores purinérgicos - que constituem as familias P1 e P2 (P2X e
P2Y) (DI VIRGILIO; ADINOLFI, 2017).

Nesse cenério, apesar de alguns estudos envolvendo ectoenzimas do sistema purinérgico terem
sido desenvolvidos em pacientes com CP, ainda carecem estudos para elucidar como se processa a
acdo conjunta dos componentes da sinalizacdo purinérgica, atentando-se 0s niveis de PSA, o escore de
Gleason e o estadiamento tumoral nestes pacientes.

Desta forma, considerando que: 1) o CP é um problema de saude publica mundialmente
relacionado com altas taxas de incidéncia, morbidade e mortalidade; 2) os componentes da sinalizacéo
purinérgica podem desempenhar papel fundamental no desenvolvimento e na progressao do CP; 3) ja
se reconhecem alteracBes na atividade das enzimas do sistema purinérgico em alguns tipos de cancer,

porém poucos trabalhos cientificos foram realizados buscando relacionar a atividade das


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Di+Virgilio+F&cauthor_id=27262778
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Di+Virgilio+F&cauthor_id=27262778
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ectonucleotidases e da ADA com marcadores diagnostico e prognosticos do CP, torna-se de
fundamental importancia aprofundar o conhecimento a respeito do comportamento conjunto desses
fatores em individuos com CP, a fim de promover melhorias no diagnostico e no tratamento dos

pacientes acometidos com essa patologia, promovendo queda nas taxas de morbidade e mortalidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a atividade das enzimas E-NTPDase e ADA, associando-as com diferentes parametros

clinico-patologicos em pacientes com CP.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar a caracterizacao clinico-patologica do grupo amostral,

- Analisar a atividade da E-NTPDase em linfocitos de pacientes com diagndstico de CP e em
individuos controle;

- Avaliar a atividade da ADA em linfdcitos de pacientes com diagnéstico de CP e em individuos
controle;

- Associar a atividade das enzimas E-NTPDase e ADA com 0s niveis séricos de PSA, o escore

de Gleason, o estadiamento tumoral e a escala da ISUP.
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 CANCER DE PROSTATA - BIOMARCADORES E CLASSIFICACOES TUMORAIS

Mundialmente, o CP é tido como o segundo céncer que mais acomete 0s homens. A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) aponta que no ano de 2020 ele correspondia a cerca de 13,5%
dos canceres mais recorrentes no mundo (BRASIL, 2020).

O numero estimado de casos novos de CP no Brasil, para o triénio de 2023 a 2025, é de 71.730,
correspondendo a um risco estimado de 67,86 casos novos a cada 100 mil homens. Regionalmente, os
dados mostram que a populacdo mais afetada sera a regido do Sudeste; seguida do Nordeste, Centro-
oeste, Sul e Norte, respectivamente (BRASIL, 2022).

Diante dos dados epidemioldgicos apresentados, é importante ressaltar a fisiopatologia do CP.
A prostata € uma glandula que faz parte do aparelho geniturindrio masculino e é responsavel por
produzir o fluido que protege e nutre os espermatozoides no sémen, podendo possuir diferentes
tamanhos, de acordo com a estrutura e fisiologia de cada individuo (ACS, 2019). Esta localizada na
frente do reto e embaixo da bexiga urinaria, normalmente de pequeno volume e frequentemente
submetida ao risco de lesdes e acometimentos de tumores. Na Figura 1 é possivel verificar a posicao

anatdmica da prostata e a representacdo de uma massa tumoral na glandula.

Figura 1 - Localizacdo anatdmica da prostata e representacdo de uma massa tumoral na glandula.

Vesicula
seminal

Préstata

Escroto

Fonte: BRASIL (2021).

Os tumores sdo crescimentos anormais celulares que podem estar relacionados a diversos
fatores. O CP ndo tem uma causa exata cientificamente comprovada, entretanto existem fatores

relacionados que podem favorecer o surgimento de tal tumor. A leséo se desenvolve mais comumente
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em individuos acima dos 50 anos, sendo que mais da metade dos casos diagnosticados ocorre na faixa
etaria de 65 anos ou mais (BRASIL, 2020).

Além disso, as mutagdes genéticas hereditarias e/ou adquiridas sdo os fatores preponderantes
para o desenvolvimento do CP. Historico familiar, mutacbes no DNA, ativacdo de oncogenes e a
sindrome metabdlica estdo relacionados ao maior risco de desenvolver o CP. N&o bastasse, diabetes e
exposicdo aos raios ultravioleta estdo associados a maior incidéncia, ja o tabagismo e a obesidade s&o
capazes de aumentar a mortalidade especifica, enquanto a atividade fisica regular pode diminuir a
progressdo da doenca (GANDAGLIA et al., 2021).

O diagnostico do CP geralmente ocorre apds o rastreio, haja vista que a doenca tem curso
assintomatico. Quando sintomatico, pode indicar mau progndstico, ja que em 6% dos casos 0 cancer
ja é metastatico no momento do diagnéstico e um dos principais sintomas apresentados refere-se a dor
0ssea, uma vez gque as metastases 0sseas sdo as mais comuns no CP (COLLIN et al., 2009).

Como dito acima, na maioria das vezes o CP possui evolugédo silenciosa, podendo néo
demonstrar sinais e sintomas em sua fase inicial. Todavia, as manifestacdes clinicas mais comuns s&o:
- dificuldade de urinar, - demora em iniciar ou concluir o jato urinério, - reducdo do jato urinario, -
necessidade de urinar diversas vezes durante o dia ou a noite e, -presenca de sangue na urina. Esses
sinais e sintomas sdo inespecificos e é indispensavel avaliagdo médica com objetivo de diagndstico
diferencial (BRASIL, 2021).

Segundo a Sociedade Brasileira de Urologia (SBU), esta indicado o rastreio para o CP através
da dosagem do Antigeno Prostatico Especifico (PSA) e do exame de toque retal para todos os homens,
a partir dos 50 anos, sendo que individuos com maior risco de desenvolvimento da doenga - homens
de raca negra ou com parentes de primeiro grau que tenham histérico de CP - devem iniciar o rastreio
aos 45 anos (SBU, 2020).

O PSA estd entre os marcadores tumorais com maior utilidade clinica conhecidos até o
momento. Trata-se de uma glicoproteina, secretada no limen dos ductos prostaticos através das células
epiteliais da prostata, cuja fungéo € solubilizar o esperma apos a ejaculacéo, bem como liquefazer o
coagulo seminal. O ponto de corte do teste € de 4,0 ng/mL, sendo que valores superiores necessitam
de avaliacdo adicional. O valor preditivo do teste € de 20% em pacientes com niveis plasmaticos
ligeiramente elevados (entre 4,0 ng/mL e 10,0 ng/mL) e chega a até 60% quando 0s niveis plasmaticos
ultrapassam os 10,0 ng/mL. Além disso, o valor preditivo negativo do teste chega a 85% para tumores
invasivos (COLEY et al., 1997; THOMPSON et al., 2004).

O PSA tem sido recomendado como um alvo molecular para a terapia antineoplasica, uma vez
que ele tem fungdo fundamental nas vias de sinalizagdo do CP, incluindo proliferacdo, invasao,

metastase, angiogénese, apoptose, resposta imune, e regulacdo do microambiente tumoral (MORADI
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et al., 2019). Atualmente, o PSA nédo pode ser considerado apenas como um guia para a presenca ou
auséncia de CP. Sua determinagdo também pode ajudar o urologista a decidir sobre o tratamento mais
conveniente para um paciente com hipertrofia prostatica benigna, como critério de progressdo da
doenca (COZAR et al., 2020).

Além disso, o PSA é um fator chave para 0 acompanhamento de pacientes com adenocarcinoma
de préstata em qualquer estagio que receberam tratamento (cirurgia, radioterapia ou terapias focais
e/ou terapia hormonal). Serve, ainda, como guia para a identificacdo de recidivas bioquimicas e
suspeita da existéncia de recidivas locais ou a distancia, assim como pode ser utilizado para propor ou
descartar tratamentos adjuvantes. O papel do PSA, como ferramenta de rastreio, foi recentemente
reforcado pela observacdo de aumento nas taxas de mortalidade e da existéncia de casos mais
agressivos de CP naqueles paises onde o uso dessa ferramenta decaiu (COZAR et al., 2020).

Conjuntamente, para o rastreio do CP, realiza-se o exame de toque retal, no qual o examinador
busca por anormalidades na prostata que possam ser palpadas, tais como nodulos endurecidos. A
utilizacdo do toque retal dobra as chances de detec¢@o de um cancer clinicamente importante (COLEY
et al., 1997; THOMPSON et al., 2004). Infelizmente, muitos homens ainda sdo muito resistentes a
realizacdo desse exame, tanto que Pereira e colaboradores (2021) referem que o toque retal esta ligado
a transgressdo da masculinidade, o que causa medo de fazé-lo.

Outros testes também vém ganhando notoriedade para uso como biomarcadores que auxiliam
no rastreio do CP, no sentido de submeter pacientes com testes inconclusivos a bidpsia ou ndo. Dentre
eles podemos citar o Antigeno Prostatico 3 (PCA3), descoberto em 1999 e que esta super expresso na
maioria das amostras tumorais de CP, porém ndo nos tecidos saudaveis ou apenas hipertrofiados.
Geralmente é coletado através de amostra de urina obtida apds realizacdo do exame de toque retal. Sua
indicacdo é para homens com testes de PSA numa faixa indeterminada (2,5 a 10,0 ng/mL) e homens
com biopsias anteriores negativas, e que continuam com PSA elevado. Complementarmente, outro
marcador recente trata-se do Antigeno Especifico da Membrana Prostatica (PSMA), cuja indicacdo
baseia-se no auxilio para determinar a estratificacao de risco do CP e, consequentemente, as bases do
tratamento, haja vista que foi observada uma menor expressdo dele em amostras com padrdo de
Gleason 3, do que nas com padrédo de Gleason 4 (BRAVACCINI et al., 2018).

Diante do exposto, cabe destacar que o monitoramento do PSA e 0 exame histopatolédgico de
biopsias tumorais permanecem como padrées-ouro no diagnostico de CP (BOERRIGTER et al., 2020).

Nesse contexto, o sistema de pontuacdo de Gleason é um método confiavel para quantificar a
agressividade do CP, uma vez que fornece um importante valor de referéncia para avaliacdo clinica em
estratégias terapéuticas (LU et al., 2022). Para se obter o escore total da classificacdo de Gleason, que

varia de 2 a 10, o0 medico patologista gradua de 1 a 5 as duas areas mais frequentes do tumor e soma
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0s resultados. Quanto mais baixo o escore de Gleason, melhor serd o progndstico do paciente. Escores
entre 2 e 4 representam que o0 cancer possivelmente terd um crescimento lento. Escores intermediarios,
entre 5 e 7, podem significar um cancer de crescimento lento ou rapido - sendo que a velocidade de
crescimento vai depender de uma série de outros fatores, incluindo o tempo durante o qual o paciente
tem o cancer. Escores entre 8 e 10 representam um cancer de crescimento muito rapido (BRASIL,
2016).

O escore de Gleason também prediz a chance de disseminagdo do CP para outros érgdos. Para
0 escore de 2 a 4 ha cerca de 25% de chances do cancer disseminar-se para fora da préstata em 10 anos,
com dano em outros 6érgdos, afetando a sobrevida. Em consonancia, escore de Gleason de 5 a 7
apresenta, aproximadamente, 50% de chances desse evento ocorrer, enquanto para Gleason de 8 a 10
a probabilidade aumenta para 75% (BRASIL, 2016).

Segundo Samarutanga e colaboradores (2016), o sistema de classificacdo da ISUP consiste em
cinco graus: grau 1 (escore de Gleason 3 + 3), grau 2 (escore de Gleason 3 + 4), grau 3 (escore de
Gleason 4 + 3), grau 4 (escore de Gleason 4 + 4,3 + 5,5 + 3) e grau 5 (escore de Gleason 9 ou 10).

Neste sentido a classificacdo de Gleason € feita em funcdo das caracteristicas celulares e
histologicas que constituem o tumor. As células que, embora tumorais e malignas, sdo mais
semelhantes com as da prostata normal, mais diferenciadas e menos agressivas, séo classificadas como
grau 1. Aquelas que apresentam caracteristicas celulares ja muito distintas das normais, por isso muito
mais agressivas, sdo classificadas como de grau 5. A classificacdo final do escore de Gleason é
atribuida em funcgéo dos dois tipos celulares predominantes no tumor. O resultado final resulta da soma
dos graus dos dois graus mais frequentes (SAMARUTANGA et al., 2016).

Além da escala de Gleason, o estadiamento preciso do CP primario é importante para a sele¢cdo
do protocolo terapéutico (local versus sisttmico) (POMYKALA et al., 2019). O estadiamento TNM
do CP é demonstrado no Quadro 1 que esta representado abaixo (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
PATOLOGIA, 2019).

Quadro 1 — Classificacdo TNM do cancer de prostata

pT - TUMOR PRIMARIO:

pTX- Tumor primario ndo pode ser avaliado

pTO— N&o ha evidéncia de tumor primario

T1- O tumor é um achado histoldgico incidental, ndo é palpavel ao toque retal ou visualizado por
técnicas de imagenologia

Tla— Tumor em 5% ou menos do tecido ressecado

T1b — Tumor em mais de 5% do tecido ressecado

T1c— Tumor identificado em bidpsia por agulha (PSA elevado, mas tumor nao palpavel ao toque e ndo
visualizado por técnicas de imagenologia)

pT2— Tumor limitado a préstata
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pT2a— O tumor compromete até metade de um lobo, ou menos

pT2b— O tumor compromete mais da metade de um lobo, porém ndo ambos os lobos

pT2c— O tumor compromete ambos os lobos

pT3— O tumor se estende além da prostata

pT3a—Extensdo extraprostatica (unilateral ou bilateral); inclui comprometimento microscépico do
colo vesical

pT3b— O tumor invade a(s) vesicula(s) seminal(is)

pT4— O tumor esté fixo ou invade outras estruturas adjacentes que ndo a vesicula seminal: esfincter
externo, reto, musculos elevadores ou parede pélvica

pN - LINFONODOS REGIONAIS:

pNX- Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
pNO- Auséncia de metastases em linfonodos regionais
pN1- Metastase(s) em linfonodo(s) regional(is)

pM- METASTASE A DISTANCIA (M):

pMO- Auséncia de metéstases a distancia
pM1- Metéstases a distancia

M1la- Linfonodo(s) ndo regional(is)
M1b— Osso(s)

M1c-— Outra(s) localizagao(6es)

Fonte: SOCIEDADE BRASILEIRA DE PATOLOGIA (2019).

Os pacientes com CP também podem ser estratificados em grupos de: i) baixo, ii) intermediario
e, iii) alto risco para a ocorréncia de recidiva da doenca. Para pacientes de baixo risco, uma opc¢éo de
conduta terapéutica é a vigilancia ativa do CP. Ainda, a braquiterapia também é uma opc¢éo para
pacientes de risco de recidiva baixo ou intermediario - podendo ser utilizada como um reforco, apds a
radioterapia externa, para pacientes de alto risco. Ja para pacientes de risco intermediario e alto, a
prostatectomia radical e radioterapia devem ser consideradas. Para mais, além da radioterapia, pode
ser necessario, concomitantemente, Terapia de Privacdo Androgénica (ADT). Finalmente, apés a
prostatectomia radical e dependendo de fatores patolégicos, bioldgicos e clinicos, a radioterapia
associada a ADT pode ser proposta como tratamento adjuvante ou de resgate (ACHARD et al., 2021).
A ADT singularmente pode ser oferecida a pacientes sem indicacdo de terapia definitiva, tais como
pacientes com expectativa de vida limitada (BEKELMAN et al., 2018).

3.2 SISTEMA PURINERGICO E CANCER DE PROSTATA

O sistema purinérgico é composto por moléculas sinalizadoras (ATP, ADP, AMP e adenosina
(Ado)), enzimas que degradam esses nucleotideos e nucleosideo de adenina, além de receptores
purinérgicos compostos pelas: a) familia P1: (A2, A2A, A2B e A3); e b) familia P2 (P2X1-7 e P2Y 1,
2,4, 6,12, 14) (DI VIRGILIO, 2012).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Achard+V&cauthor_id=33784675
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A fim de exemplificar a acdo conjunta dos componentes da sinalizacdo purinérgica,

apresentamos a Figura 2 que da destaque as enzimas, receptores e moléculas sinalizadoras.

Figura 2 - Acgdo conjunta dos componentes da sinalizacdo purinérgica.
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Fonte: Adaptado de Junger (2011).

Os sinalizadores extracelulares (especialmente ATP, ADP e Ado) participam de diferentes
processos fisopatolégicos como: - estimulo ou inibicdo da apoptose; - proliferacdo, migracdo e
diferenciacdo celular; - secrecdo de fatores de crescimento e mediadores inflamatérios. Sendo assim,
processos patoldgicos como o cancer podem ser modulados pelo sistema purinérgico (DI VIRGILIO;
ADINOLFI, 2017).

Nesse contexto, muitos estudos demonstram o efeito da sinalizagdo purinérgica sobre o
crescimento celular, sendo que o ATP esta fortemente envolvido tanto no metabolismo celular do
cancer quanto na imunidade antitumoral (DI VIRGILIO, 2012).

O ATP pode ser liberado das células por vias especificas e inespecificas. Uma liberacdo néo
regulada ocorre a partir de células mortas e danificadas, enquanto a liberacéo ativa envolve granulos
exociticos, microvesiculas derivadas da membrana plasmatica, transportadores especificos de cassete
de ligagdo ao ATP e canais de membrana, moduladores da homeostase do calcio 1, canais anionicos
regulados por volume e canais maxi-anion (VULTAGGIO-POMA; SARTI; DI VIRGILIO, 2020).
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Os eventos associados as etapas de proliferacdo de células tumorais gera um microambiente
inflamatorio, favoréavel para a liberagdo de Padrdes Moleculares Associados ao Dano (DAMPS), visto
que na tumorigénese ha um processo dindmico entre proliferacdo e lesdo/destruicdo celular (DI
VIRGILIO; SARTI; COUTINHO, 2020). Um desses DAMPs é o ATP e, assim, nas doencas
neoplésicas esse nucleotideo tem o papel crucial de ativar células inflamatorias, tornando-se um
importante componente da sinalizagdo purinérgica envolvido no desenvolvimento e na progressdo de
neoplasias (DI VIRGILIO, 2012).

Durante o processo inflamatorio, o ATP exerce uma série de efeitos. Ele esta envolvido no
desenvolvimento da inflamag&o por uma combinacdo de a¢6es como: i) a liberacédo de histaminas de
mastdcitos; ii) 0 aumento da sintese de prostaglandinas e; iii) a producdo e liberacdo de citocinas de
células do sistema imune (DI VIRGILIO et al., 1998). A acdo do ATP, durante o processo inflamatorio,
ocorre principalmente via ativacdo do receptor purinérgico P2X7, provocando apoptose celular e
secrecdo de citocinas pré-inflamatorias, a exemplo da IL-1p e da IL-18 (BURNSTOCK, 2002;
BULANOVA et al., 2005, PELEGRIN E SURPRENANT, 2009).

Assim, o ATP é um dos principais componentes bioquimicos do microambiente tumoral,
podendo favorecer tanto a progressdo tumoral quanto a supressdo tumoral - dependendo de sua
concentracdo e da acdo das ecto-nucleotidases e receptores especificos expressos por células imunes e
cancerigenas.

Em relacdo a Ado, ela é um biomarcador de dano celular que medeia ac¢6es anti-inflamatorias,
além de ser uma potente molécula imunossupressora. A Ado normalmente esta presente em niveis
elevados durante o desenvolvimento de tumores, e é capaz de induzir o crescimento e desenvolvimento
das células cancerosas através de mecanismos como a inducdo de angiogénese e do estado
imunossuprimido (MALDONADO et al., 2012). Estudos mostram que o acumulo de Ado contribui
para a progressdo tumoral e representa um promissor alvo imunoterapéutico, uma vez que ja foi
demonstrado que este nucleosideo prejudica a funcéo efetora das células T (MASTELIC-GAVILLET
et al., 2019). De modo controverso, a Ado tambem é conhecida por induzir apoptose e, nesse sentido,
a inibicdo de ADA seria considerada uma estratégia antitumoral (CAMICI et al., 2019).

As moléculas sinalizadoras referidas acima sdo metabolizadas por enzimas purinérgicas, a
exemplo das ectonucleotidases. Aqui podemos citar os membros da familia (E-NTPDasel (CD39), 2,
3 e 8), a CD73 e a ecto-nucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPP), que estdo localizadas na
superficie celular e exibem um sitio catalitico voltado para o espaco extracelular. A enzima CD39
catalisa a hidrélise de ATP e ADP em AMP, que é subsequentemente convertido em Ado pela CD73.
Tanto a CD39 quanto a CD73 estdo expressas em diferentes células e tecidos, podendo-se destacar a

abundante expressdo de CD39 nas células endoteliais e nas células musculares lisas, nas células



26

dendriticas e nos linfocitos (ROBSON; SEVIGNY; ZIMMERMANN, 2006), e a CD73 sendo expressa
no célon, rim, cérebro, figado, coracdo, pulmdo e préstata (MORIWAKI et al., 1999;
ZIMMERMANN, 1992, 2006).

A atividade da CD39 em linfécitos é um relevante mediador da progressao tumoral, uma vez
que pode desempenhar um papel imunossupressor indireto ao hidrolisar o ATP e ADP, que
posteriormente serdo convertido em Ado - molécula que induz a progressdo de tumores (KUNZLI et
al., 2011; MASSE et al., 2015).

Uma analise in silico mostrou que diversos tipos de tumor tém uma correlacdo significativa
entre uma pontuacdo de transicdo epitelial-mesenquimal e expressées de CD73 e CD39, sendo as
correlacBes mais fortes observadas no adenocarcinoma da prostata (ISER et al., 2022).

Por sua vez, a ectoenzima ADA tem como funcdo promover a desaminacgdo hidrolitica, na
superficie celular, da Ado em inosina (ROBSON et al., 2006; YEGUTKIN, 2008). A sua deficiéncia
contribui para o desenvolvimento de patologias, devido ao aumento anormal das concentragdes de Ado
extracelular (MARTINS et al., 2016).

A ADA desempenha um papel importante na regulacéo imune, especialmente na proliferacéo,
maturacao e diferenciacdo de linfocitos. Seu papel tem sido estudado nos processos inflamatorios e nas
doencas malignas (CHEN et al., 2015), uma vez que alteracfes na atividade da ADA ja foram
detectadas em pacientes com varios tipos de cancer (ZHULAI et al., 2022). A baixa atividade da ADA
nos linfocitos pode ser responsavel pela diminuicdo da fungdo imunoldgica celular em pacientes com
cancer (CAMICI et al., 2019).

Contrariamente, alguns estudos mostram que a alta atividade da ADA pode ser vantajosa para
as células cancerigenas, podendo ser um mecanismo compensatério contra o acimulo téxico de seus
substratos (CAMICI et al., 2019).

Adicionalmente, a exploracdo das vias comuns que associam a desregulacdo dos receptores
purinérgicos P2 a doencas urologicas pode, em Ultima analise, auxiliar na obtencdo de novas
percepcOes mecanicistas dos processos da doenca e do direcionamento terapéutico. Destaca-se, aqui,
as evidéncias convincentes para a exploracdo de receptores purinérgicos P2 como biomarcadores e
alvos terapéuticos em canceres uroldgicos e outras doencas desse sistema. Da mesma maneira,
atualmente h& otimismo para terapias voltadas aos receptor P2 para o tratamento de inflamagéo e dor
relacionadas a doencas uroldgicas (MAYNARD; SFANOS, 2022).

Nesse sentido, trabalhos demonstraram que o receptor P2X7 é expresso de forma anormal no
CP e esté relacionado aos niveis de PSA, podendo ser um biomarcador precoce desta doenca. Ele é
essencial na ocorréncia e desenvolvimento desta patologia, influenciando principalmente a invasdo e

metastase de células cancerigenas por meio de genes relacionados a transigcdo/invasdo mesenquimal
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epitelial e as vias de sinalizagdo PI3BK/AKT e ERK1/2. Por tudo isso, esse receptor pode ser um alvo
terapéutico promissor para o CP (QIAQ et al., 2022).

Além do P2X7, estudos sugerem que o receptor P2X4 tem um papel fundamental no surgimento
do CP e é um candidato terapéutico clinicamente Util, uma vez que inibidores desse receptor ja estdo
disponiveis e tém o potencial de suprimir a progressdo da doenga (HE et al., 2020). De outro vértice,
a ativacao do receptor purinérgico P2Y1 induziu a apoptose pela via das Caspases 3/7 e pela via de
sinalizacdo das EROs. Desta forma, é evidenciado que os ligantes recentemente sintetizados, como
agonistas deste receptor, poderiam potencialmente agir como moléculas antitumorais no tratamento do
CP (LE et al., 2019).

Diante do exposto, é de fundamental relevancia a pesquisa para compreender o envolvimento

da sinalizacdo purinérgica no CP.
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4 METODOLOGIA

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEP) da
Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), sob protocolo nimero: 87508918.4.0000.5564.

O presente estudo é caracterizado como quantitativo observacional transversal associado a uma
abordagem qualitativa.

Com relacéo a selecdo da amostra, ela foi realizada por conveniéncia e coletou-se material de
39 pacientes no periodo de setembro de 2021 a mar¢o de 2023. No estudo foi analisada a atividade da
NTPDase, para a hidrélise do ATP e ADP, e a atividade da ADA em homens recém diagnosticados
com CP, anteriormente ao inicio do tratamento cirdrgico e/ou farmacoldgico. O grupo controle foi
composto por 37 homens, com idades semelhantes as do grupo investigado e que ndo apresentavam
diagndstico de CP. Os pacientes foram selecionados a partir de contato prévio dos pesquisadores com
0 médico cirurgido responsavel pela avaliacdo dos pacientes no Hospital Regional do Oeste (HRO), e
os pacientes selecionados foram informados pelos pesquisadores sobre 0s objetivos da pesquisa e sobre
as intervencOes que seriam realizadas caso aceitassem participar, assinando Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE).

Apos a selecdo, pacientes e controles foram contactados pelos pesquisadores para realizacao de
uma Unica coleta de sangue, no volume de 30 mL, por pun¢do venosa. As analises bioquimicas e
moleculares foram realizadas nos laboratérios de pesquisa da Universidade Federal da Fronteira Sul
(UFFS) - Campus Chapec6 (SC). As informac@es de prontuario médico foram obtidas nas pastas dos
pacientes arquivadas no HRO, e foram utilizadas para complementar as andalises bioldgicas. Estas
informacBes coletadas estdo contidas no Apéndice Il. A partir dessas analises, foi realizada a
comparacao dos resultados obtidos entre os grupos e a verificacdo de alteraces nos sistemas bioldgicos

avaliados devido a presenca do CP.
4.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL
4.2.1 Coleta das amostras bioldgicas
Com relagdo a selecdo da amostra, a amostragem foi feita por conveniéncia e, coletou-se trinta

e nove (n= 39) pacientes com diagndstico de CP, e trinta e sete (n= 37) individuos controle, pareados

por idade, na cidade de Chapecd (SC), seguindo os critérios de inclusdo e de excluséo. Logo apos o
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diagnostico, os individuos foram esclarecidos sobre os objetivos do estudo, e foram convidados a
participar do mesmo, consentindo, atraves de assinatura do TCLE, a fornecer as informagdes dos
laudos de exames e bidpsias realizadas e dos prontuarios medicos. Apos, foi realizada coleta de sangue
em tubos vacutainer com EDTA como anticoagulante (para a separacdo de linfocitos). A coleta de
sangue dos pacientes e controles foi realizada em um unico momento, apds o resultado da bidpsia
realizada, e antes do inicio do tratamento cirargico e/ou farmacol6gico do CP no caso dos pacientes.
Os linfécitos foram acondicionadas em microtubo tipo eppendorf, armazenados em caixas especificas,
identificadas e congeladas em freezer a -80 °C para as posteriores analises. As informac6es obtidas a
partir dos prontuarios médicos foram aquelas em relacdo a idade, histologia, TNM, graduacdo
histologica (escore de Gleason), niveis séricos de PSA, escore da ISUP, historia familiar de cancer e

doencas cronicas.

4.2.2 Processamento e separacao dos linfécitos

Para o isolamento de linfocitos, as amostras de sangue coletadas com EDTA foram diluidas em
volume igual de solucéo salina. Posteriormente, a amostra diluida foi transferida para um tubo cénico
contendo Lymphoprep (Ficoll-Histopaque) e realizou-se centrifugacdo a 1800 rotagdes por minuto
(rpm), em temperatura ambiente, por 30 minutos. Apés a centrifugacgdo, atraves da formacao de um
gradiente de densidade, é possivel visualizar uma camada intermediaria composta pelas células
mononucleares (linfécitos e mondcitos) entre as camadas de plasma e Ficoll. Esta nuvem de células
foi cuidadosamente removida e transferida para tubo cénico limpo. As células, foi adicionada solucio
salina e a amostra foi centrifugada por 5 minutos a 1800 rpm. Na sequéncia, descartou-se o
sobrenadante e foram adicionados 5 mL de tampdo hemolitico aos linfdcitos, procedendo nova
centrifugacdo. Novamente o sobrenadante foi descartado e adicionou-se 5 mL de solucédo salina,
homogeneizando o conteudo e realizando-se nova centrifugacdo por 5 minutos a 1800 rpm. Apos o
término desse processo, os linfocitos foram guardados em eppendorfs contendo 600 uL de solucéo
salina. As amostras foram armazenadas em freezer a -80°C até a realizacdo dos experimentos (Leal,
2005).

4.2.3 Dosagem de proteina
A quantificacdo dos niveis de proteina em amostras de linfécitos em individuos controles e

pacientes foi dosada pelo método de Comassie Blue segundo Bradford (BRADFORD, 1976),

utilizando como padréo a albumina bovina.
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4.2.4 Determinacgéo da atividade da E-NTPDase

A atividade da E-NTPDase, em linfocitos, foi realizada segundo Leal e colaboradores (2005).
A determinacdo da atividade da enzima foi realizada pela medida da quantidade de fosfato inorganico
(Pi) liberado, usando-se um ensaio colorimétrico. Um volume de 20 uL de amostra de linfocitos foram
adicionados a 160 uL do sistema de incubagdo da NTPDase e pré incubados por 10 minutos a 37 °C.
Para a atividade da NTPDase em linfocitos, o sistema de incubacao contém NaCl 1200 mM, Glicose
600 mM, KCI 50 mM, tampao de Tris-HCI 500 mM pH 7,4, CaCl, 50 mM e H.O Milli Q. A reacao
foi iniciada pela adigdo de 20 uL de ATP ou ADP como substrato. A reagdo da NTPDase foi parada
pela adicdo de 150 pL de &cido tricloroacético (TCA) 15%. O Pi liberado pela hidrdlise de ATP e ADP
foi dosado pelo método de CHAN e colaboradores (1986). A leitura foi feita em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 630 nm. Amostras de pacientes e controles foram analisadas em triplicatas.
O controle da hidrolise ndo enzimética foi realizado conforme descrito para as amostras, porém sem

adicdo de enzima. A atividade enzimatica foi expressa em nmol Pi liberado/min/mg proteina.

4.2.5 Determinacdo da atividade da ADA

A atividade da ADA, em linfdcitos, foi determinada de acordo com o protocolo ja descrito por
Giusti e Galanti (1974). A reacdo colorida, que revela a quantidade de amdnia liberada pela agéo da
enzima, é feita segundo a reacdo de Chaney e Marbach (1962) que produz uma cor azul. Esta técnica
baseia-se na dosagem da aménia liberada pela transformacao da Ado em inosina, catalisada pela ADA.
A amoénia forma, na presenca de fenol, em solucéo alcalina, um derivado indofenol que apresenta
coloragéo azul e pode ser lido em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 620 nm. A atividade

enzimatica foi expressa em U/mg de proteina.

4.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

- Pacientes voluntarios, com idade acima de quarenta e cinco (45) anos completos, com
diagnostico realizado por médico oncologista ou urologista conforme CID 10 de CP;

- Ndo ter realizado a remocao cirdrgica do tumor ou iniciado o tratamento farmacologico no
momento da participacdo no estudo;

- Os individuos controle selecionados foram voluntarios, com idade acima de quarenta e cinco

(45) anos completos, que ndo apresentavam diagnostico de CP.
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4.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

- Pacientes que apresentavam outro diagnostico de cancer prévio ou atual,

- Individuos controle que apresentavam qualquer tipo de cancer.

4.5 ANALISES ESTATISTICAS

A andlise estatistica foi realizada com o software GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Software,
San Diego, California, USA). A normalidade dos dados foi analisada pelo teste de Shapiro-Wilk, os
quais apresentaram distribuicdo normal. Os outliers foram analisados pelo proprio software e
removidos apenas para a analise das variaveis que se diferenciavam dos demais dados. Sobre as
variaveis do estudo, as diferencas entre pacientes com CP e individuos controle foram avaliadas pelo
teste t de Student e teste de Mann-Whitney para dados ndo paramétricos. As diferencas entre os
subgrupos para as atividades enzimaticas foram avaliadas por meio da andlise de variancia de um fator
(ANOVA One-way). Os resultados foram apresentados como meédia + desvio padrdo. Foram
consideradas estatisticamente significantes as diferencas em que a probabilidade de rejeicdo da

hipotese de nulidade foi menor que 5% (p<0,05).

4.6 CONSIDERACOES ETICAS

Todos os procedimentos realizados foram submetidos a avaliacdo pelo CEP da UFFS, de
acordo com as normas da Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Salde sobre Pesquisa
envolvendo seres humanos.

Para participar do estudo, os individuos selecionados concordaram com o exposto no TCLE
(APENDICE 1) fornecido pelos pesquisadores. Todos os participantes da pesquisa foram advertidos
acerca dos riscos e beneficios trazidos pela sua participacéo e pelo procedimento de coleta, sendo que
dados pessoais serdo mantidos em sigilo e cada individuo sera identificado por um nimero distinto. O
material coletado ficara em posse do pesquisador responsavel e serd mantido em armario com cadeado,
na sala da pesquisadora, nas dependéncias da UFFS, ou em freezer no laboratdrio de pesquisa, o qual
apenas 0s pesquisadores envolvidos tém acesso. Apos o periodo de cinco anos, os arquivos (fisicos ou

digitais) seréo destruidos.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Pela anélise do Tabela 1 podemos observar caracteristicas gerais relacionadas a populagéo
amostral tais como idade, estado civil, tabagismo, diagnostico de Covid-19, comorbidades e historico
de CP em familiares com 1° grau parentesco.

Em relagdo a idade dos pacientes, a média é de 66 anos, 74,3% séo casados e mais de 82% dos
pacientes com CP ndo eram tabagistas. Deste grupo de pacientes, 87,2% néo tiveram diagndstico de
Covid-19 e 61,5% ndo apresentavam DM (Diabetes Mellitus) e nem HAS (Hipertensdo Arterial
Sistémica). Outro dado relevante é que a grande maioria (84,6%) dos pacientes ndo apresentavam
historico de CP em parentes de 12 grau.

Tabela 1 — Caracteristicas gerais dos pacientes e controles

Caracteristicas Pacientes Controles Valor p
NuUmero amostral 39 37 -
Idade
Média 66 65,81 0,8503
Desvio padrédo 16,72 +10,30
Estado civil
Solteiros 6 (15,4%) 4 (10,8%)
Casados 29 (74,3%) 29 (78,4%)
Divorciados 2 (5,1%) 1(2,7%)
Viavos 2 (5,1%) 3 (8,1%)
Tabagismo
Sim 7 (17,9%) 2 (5,4%)
Né&o 32 (82,1%) 35 (94,6%)
Diagnostico de Covid-19
Sim 5 (12,8%) 4 (10,8%)
Né&o 34 (87,2%) 33 (89,2%)
Comorbidades
Né&o apresentam DM e HAS 24 (61,5%) 22 (59,5%)
DM 0 (0%) 0 (0%)
HAS 11 (28,2%) 13 (35,1%)
DM e HAS 4 (10,3%) 2 (5,4%)
Histdrico de CP 1° grau de
parentesco
Sim 6 (15,4%) 1(2,7%)
Né&o 33 (84,6%) 36 (97,3%)

Fonte: elaborada pelos autores (2023).
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A Tabela 2 apresenta as informacdes a respeito dos niveis sericos de PSA antes do tratamento

dos pacientes envolvidos no estudo.

Tabela 2 - Classificagdo tumoral dos pacientes com CP

N (%)
PSA pré-tratamento -
<4 ng/mL 2 (5,1%)
>4 a <10 ng/mL 21 (54%)
>10 a <20 ng/mL 14 (35,9%)
> 20 ng/mL 1 (2,5%)
Né&o consta em prontuario 1 (2,5%)
Graduacdo histologica (Gleason) -
Gleason 6 5 (12,9%)
Gleason 7 27 (69,2%)
Gleason 8 4 (10,2%)
Gleason 9 3 (7,7%)
Histologia -

Adenocarcinoma da préstata

*TNM

Tlc

pT2

pT2b

pT2c

pT3

pT3a

pT3b

Né&o consta em prontuario

39 (100%)

3 (7,7%)
4 (10,3%)
4 (10,3%)
9 (23%)
1 (2,5%)
7 (18%)
6 (15,4%)
5 (12,8%)

oncoldgico, do escore de Gleason, da histologia tumoral, do estadiamento tumoral e do escore da ISUP
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*Estadiamento clinico -

Tic 3 (7,7%)
T2 17 (43,6%)
T3 14 (35,9%)
N&o consta em prontuario 5 (12,8%)

Escore da ISUP -

ISUP 1 5 (12,8%)
ISUP 2 19 (48,8%)
ISUP 3 8 (20,5%)
ISUP 4 4 (10,3%)
ISUP 5 3 (7,6%)

*Dados relativos ao envolvimento de linfonodos regionais “N” e a presenca de metastases a distdncia “M” ndo
constavam em prontuario, por esse motivo foi descrito apenas o estadiamento a partir de “T”.
Fonte: elaborada pelos autores (2023).

Pela andlise da Tabela 2 observamos que a maioria dos pacientes participantes do estudo (54%)
apresentava niveis séricos de PSA entre >4 a <10 ng/mL, antes da intervencdo terapéutica. Além disso,
a maioria (69,2%) dos pacientes apresentava escore de Gleason 7 e que, em relacdo ao estadiamento
clinico, 43,6% dos pacientes apresentaram classificacdo T2. Ja em relacdo ao escore da ISUP a maioria
(48,8%) apresentava classificacdo ISUP 2.

5.2 ATIVIDADE DA E-NTPDase E DA ADA

Podemos observar, pela analise da Figura 3, a atividade das enzimas E-NTPDase e da ADA em
linfocitos. A Figura 3A representa a atividade da E-NTPDase para a hidrolise do ATP. Podemos
observar que a hidrolise de ATP foi significativamente maior no grupo de pacientes com CP do que no
grupo de individuos controle (136,2 + 51,27 vs. 229,2 + 105,97 nmol Pi/min/mg de proteina, em
controles e pacientes, respectivamente), valor de p=0,0001. A Figura 3B representa a atividade da E-
NTPDase para a hidrélise do ADP. E possivel observar que a hidrélise de ADP foi estatisticamente
menor no grupo de pacientes com CP do que no grupo de individuos controle (124,8 + 50,46 vs. 60,81
+ 75,85 nmol Pi/min/mg de proteina, em controles e pacientes, respectivamente), valor de p=0,0001.
A Figura 3C representa a atividade da ADA. Pela andlise dessa figura observamos que a atividade da
ADA foi significativamente menor no grupo com CP quando comparado com o grupo controle (190,8
+ 104,5 vs. 105,5 + 35,70 U/mg de proteina, em controles e pacientes, respectivamente), valor de
p=0,0001.
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Figura 3 - Atividade das enzimas E-NTPDase e ADA em linfocitos de pacientes com CP. A)
Atividade da E-NTPDase para a hidrolise de ATP. B) Atividade da E-NTPDase para a hidrolise de
ADP. C) A atividade da ADA. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo (n= 37)
para controles e (n= 39) para pacientes. ***p < 0.0005 ****p < 0.00005.

A Figura 4 apresenta os valores da atividade da E-NTPDase e da ADA, em linfdcitos, de acordo
com os niveis de PSA séricos. Destaca-se que o grupo controle, com base nos valores de referéncia da
literatura, foi considerado como apresentando niveis séricos de PSA < 4,0 ng/mL. Pela analise da
Figura 4A podemos observar que a hidrélise de ATP aumentou significativamente com o aumento dos
niveis séricos de PSA (controle: 20,7,6£99,28 nmol Pi/min/mg de proteina; PSA < 10: 136+47,27 nmol
Pi/min/mg de proteina, valor de p=0,0037; PSA > 10: 251,5+6,07 nmol Pi/min/mg de proteina), valor
de p=0,0001. Pela analise da Figura 4B observamos que a hidrélise de ADP foi estatisticamente menor
em pacientes com CP em relacdo ao grupo controle (controle: 124,8+ 50,46 nmol Pi/min/mg de
proteina; PSA < 10: 61,14+75,85 nmol Pi/min/mg de proteina; PSA >10: 61,01+70,18 nmol Pi/min/mg
de proteina), valor de p=0,0001. Através da analise da Figura 4C é possivel observar que a atividade
da ADA diminuiu significativamente com o aumento dos niveis séricos de PSA (controle: 190,8 £104,5
U/mg de proteina; PSA < 10: 109,1 + 83,42 U/mg de proteina, valor de p=0,0104; PSA > 10: 105,1
+15,59 U/mg de proteina), valor de p=0,0086.
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Figura 4 - Atividade das enzimas E-NTPDase e ADA em linfécitos de pacientes com CP e em
controles de acordo com os niveis séricos de PSA. A) Atividade da E-NTPDase para a hidrolise de
ATP. B) Atividade da E-NTPDase para a hidrolise de ADP. C) A atividade da ADA. Os resultados
foram expressos como média * desvio padrdo (n= 37) para controles e (n= 39) para pacientes. * p <
0,05) **p < 0,005 ****p < 0.00005

A Figura 5 apresenta os valores da atividade da E-NTPDase e da ADA, em linfdcitos, de acordo
com o escore de Gleason. Pela observacdo da Figura 5A é possivel notar que a hidrdlise do ATP foi
significativamente maior em pacientes com escore de Gleason maior ou igual a 7. Entre o grupo
controle e o0 escore de Gleason < 7 ndo houve diferenca estatisticamente significativa (136,2+47,27 vs.
186,7+41,65 nmol Pi/min/mg de proteina, em controles e escore de Gleason < 7, respectivamente),
valor de p=0,5664. Ja entre o grupo controle e escore de Gleason 7 e escore de Gleason > 7 houve
diferenca estatisticamente significativa (controle: 136,2+47,27 nmol Pi/min/mg de proteina; escore de
Gleason 7: 234,1+107,32 nmol Pi/min/mg de proteina; escore de Gleason > 7: 247+91,81 nmol
Pi/min/mg de proteina), valor de p=0,0001. Pela analise da Figura 5B é possivel observar que a
hidrolise de ADP foi significativamente menor em pacientes com CP quando comparado com 0 grupo
controle. Observamos que houve diferenca estatisticamente significativa entre todos 0s grupos com
CP, independentemente do valor de escore de Gleason. Escore de Gleason 7: 64,55+ 42,80 nmol
Pi/min/mg de proteina, valor de p=0,0034; escore de Gleason 7: 52,94+33,91 nmol Pi/min/mg de
proteina, valor de p=0,00001; escore de Gleason > 7: 63,60+30,76 nmol Pi/min/mg de proteina), valor
de p=0,0012. Analisando-se a Figura 5C observamos que a atividade da ADA foi estatisticamente
menor apenas no grupo de pacientes com escore de Gleason 7 (189+138,04 vs. 102,9+42,25 U/mg de

proteina, em controles e escore de Gleason 7, respectivamente), valor de p=0,0171. Ja entre o grupo
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controle e o escore de Gleason < 7 e escore de Gleason > 7 ndo houve diferenca estatisticamente
significativa (controle: 189+138,04 U/mg de proteina; Gleason < 7: 73,70+15,36 U/mg de proteina,
valor de p= 0,3647; escore de Gleason > 7: 108,1+16,56 U/mg de proteina), valor de p= 0,3955.
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Figura 5 - Atividade das enzimas E-NTPDase e ADA em linfocitos de pacientes com CP de acordo
com o escore de Gleason e em controles. A) Atividade da E-NTPDase para a hidrolise de ATP. B)
Atividade da E-NTPDase para a hidrdlise de ADP. C) A atividade da ADA. Os resultados foram
expressos como média + desvio padréo (n= 37) para controles e (n= 39) para pacientes. * p < 0,05 **p
<0,005 ***p < 0,0005 ****p < 0.00005

Na Figura 6 esta representada a atividade da E-NTPDase e da ADA, em linfécitos, de acordo
com o estadiamento clinico dos pacientes. Pela analise da Figura 6A observamos que a hidrélise de
ATP foi significativamente maior em pacientes com CP com estadiamento clinico T2 e T3 em
comparagdo com o grupo controle (controle: 136,2+47,27 nmol Pi/min/mg de proteina; T2:
228,2+99,28 nmol Pi/min/mg de proteina; valor de p=0,0004. T3: 238,6+£18,59 nmol Pi/min/mg de
proteina, valor de p=0,0003). Entre o grupo controle e o estadiamento clinico T1 ndo houve diferenca
estatisticamente significativa (136,2+47,27 vs. 225,11 94,74 nmol Pi/min/mg de proteina, em controles
e grupo T1, respectivamente), valor de p=0,1601. Pela avaliacdo da Figura 6B é possivel observar que
a hidrolise de ADP foi significativamente diminuida em pacientes com CP com estadiamento clinico
T2 e T3 em comparagdo com o grupo controle (controle: 124,8+50,46 nmol Pi/min/mg de proteina;
T2: 52,02+33,91 nmol Pi/min/mg de proteina, valor de p=0,0001; T3: 60,53+34,91 nmol Pi/min/mg
de proteina, valor de p=0,0001). Entre o grupo controle e o estadiamento clinico T1 ndo houve
diferenca estatisticamente significativa para a hidrélise de ADP (124,8+50,46 vs. 95,12+7,36 nmol
Pi/min/mg de proteina, em controles e grupo T1, respectivamente), valor de p=0,3557. Pela analise da

Figura 6C podemos observar que a atividade da ADA foi estatisticamente menor em pacientes com CP
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com estadiamento clinico T2 e T3 em comparagdo com o grupo controle (controle: 190,8+104,50 U/mg
de proteina; T2: 111,2+20,50 U/mg de proteina, valor de p=0,0303; T3: 109,3+52,99 U/mg de proteina,
valor de p=0,0397). Entre o grupo controle e o estadiamento clinico T1 ndo houve diferenca
estatisticamente significativa (190,8+104,50 vs. 73,70£15,36 U/mg de proteina, em controles e grupo

T1, respectivamente), valor de p=0,1877.
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Figura 6 - Atividade das enzimas E-NTPDase e ADA em linfocitos de pacientes com CP de acordo
com o estadiamento clinico e em controles. A) Atividade da E-NTPDase para a hidrolise de ATP. B)
Atividade da E-NTPDase para a hidrdlise de ADP. C) A atividade da ADA. Os resultados foram
expressos como média * desvio padrdo (n= 37) para controles e (n= 39) para pacientes. * p < 0,05
**¥p < 0,0005 ****p <0.00005

A Figura 7 mostra a atividade da E-NTPDase e da ADA, em linfdcitos, de acordo com o ISUP
dos pacientes e em controles. Pela analise da Figura 7A podemos observar que entre o0 grupo controle
e o0 grupo de pacientes com ISUP 1 ndo houve diferenca estatisticamente significativa para a hidrélise
de ATP (136,2+47,27 vs. 214+41,65 nmol Pi/min/mg de proteina, em controles e grupo ISUP 1,
respectivamente, valor de p=0,2200). J& entre o grupo controle e 0 ISUP 2, ISUP 3 e ISUP 3 e 4 houve
um aumento significativo para a hidrolise de ATP (controle: 136,2+47,27 Pi/min/mg de proteina; ISUP
2: 224,5%£99,28 Pi/min/mg de proteina, valor de p=0,0024; ISUP 3: 234,3+155,74 Pi/min/mg de
proteina, valor de p=0,0192; ISUP 4 e 5: 247+119,7 Pi/min/mg de proteina, valor de p=0,0108). Pela
observacao da Figura 7B é possivel perceber uma diminuicédo significativa da hidrélise do ADP para
todos os ISUP quando comparado com o grupo controle (controle: 124,8+50,46 nmol Pi/min/mg de
proteina; ISUP 1: 64,55+ 42,80 nmol Pi/min/mg de proteina, valor de p=0,0005; ISUP 2: 51,26+75,85
nmol Pi/min/mg de proteina, valor de p=0,0001; ISUP 3: 67,14+5,74 nmol Pi/min/mg de proteina,
valor de p=0,0001; ISUP 4 e 5: 74,07+£35,85 nmol Pi/min/mg de proteina, valor de p=0,0007). Pela

andlise da Figura 7C observamos uma diminuicao estatisticamente significativa apenas em pacientes
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com ISUP 2 comparado com o grupo controle (controle: 190,8+104,5 U/mg de proteina; ISUP 2:
102,6+ 35,70 U/mg de proteina, valor de p=0,0068).
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Figura 7 - Atividade das enzimas E-NTPDase e ADA em linfdcitos de pacientes com CP de acordo
com a escala da ISUP e em controles. A) Atividade da E-NTPDase para a hidrolise de ATP. B)
Atividade da E-NTPDase para a hidrdlise de ADP. C) A atividade da ADA. Os resultados foram
expressos como média * desvio padrdo (n= 37) para controles e (n=39) para pacientes. * p < 0,05 **p

<0,005 ***p < 0,0005 ****p < 0.00005
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6 DISCUSSAO

O CP é, mundialmente, o segundo tipo de cancer mais diagnosticado e a causa mais frequente
de mortes relacionadas ao cancer em homens. O CP hereditario tem a maior herdabilidade de todos os
tipos de cancer grave em homens, visto que a proporcdo de CP atribuivel a fatores hereditarios foi
estimada na faixa de 5-15% (VIETRI et al., 2021). Vinte por cento de todos os pacientes com CP tém
historia familiar positiva (pelo menos 1 parente de primeiro grau com CP) e uma parcela destes
pacientes tem predisposicdo genética (MEISSNER; JAHNEN; HERKOMMER, 2021). Além do
historico familiar e das sindromes hereditéarias, 0s aspectos étnicos também sdo fortes fatores de risco
para 0 CP. Em nosso estudo verificamos que somente 15,4% dos pacientes possuem historico de CP
em 1° grau de parentesco.

Assim como em nosso estudo em que a média de idade dos pacientes foi de 66 anos, outros
estudos como o realizado por Gardani e colaboradores (2019), também observaram que os individuos
na sexta década de vida sdo os mais acometidos pelo CP. Além disso, dados da OMS mostram que
essa é a faixa etéaria de maior incidéncia para esse tipo tumoral.

Na metanélise de Guo e colaboradores (2020) realizada com um total de 11 estudos
observacionais compreendendo 1.457.799 pacientes diagnosticados com CP, os resultados indicaram
que o estado civil de solteiro (separado, divorciado, vilvo ou nunca casado) foi associado a um risco
elevado de mortalidade por todas as causas, em compara¢do com o estado de casado, particularmente
para pacientes divorciados e nunca casados. Em nossa pesquisa identificamos que a maioria dos
pacientes com CP, 29 (74,3%) s&o casados, 6 (15,4%) séo solteiros, 2 (5,1%) separados e igualmente
para viavos.

Ademais, verificamos em nosso estudo que 17,9% dos pacientes eram tabagistas. Nesse sentido,
a literatura tem descrito que o tabagismo e a obesidade podem elevar a mortalidade, enquanto que a
atividade fisica regular é capaz de reduzir a progressdo da doenca (GANDAGLIA et al., 2021). O
consumo de alcool, o tabagismo, a ingestéo de carne vermelha e indice de massa corpérea (IMC) > 25-
30 kg/m2 revelaram uma tendéncia de aumento do risco do desenvolvimento do CP (CIRNE et al.,
2022). Paralelamente, a sindrome metabdlica foi associada ao risco de desenvolver CP de alto grau
(GANDAGLIA et al., 2021).

Os autores Macke e Petrosyan (2022) referem que o consumo excessivo de alcool, esta
relacionado ao aumento do risco de CP e também esta diretamente ligado a letalidade desta patologia,
pois pode acelerar o crescimento de tumores de prostata e reduzir significativamente o tempo de

progressao para CP metastatico. Neste sentido, Oczkowski e colaboradores (2021) afirmam que o
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consumo de certos nutrientes (&cidos graxos saturados e trans) e produtos alimenticios (por exemplo,
produtos de carne processada) leva a interrupcdo da regulacdo hormonal da préstata, inducdo de
estresse oxidativo e inflamacdo e alteracdo da sinalizacdo do fator de crescimento e metabolismo
lipidico, que contribuem para a carcinogénese da prostata. Estas condi¢cdes podem estar associadas ao
desenvolvimento de CP na nossa populacdo estudada.

Brito-Dellan, Tsoukalas e Font (2022) referem que o cancer e a doenca de coronavirus 2019
(COVID-19) tém semelhancas incomuns: ambos resultam em um risco acentuadamente elevado de
trombose, niveis excepcionalmente altos de dimero D e falha da terapia de anticoagulacdo em alguns
casos. Pacientes com cancer sdo mais vulneraveis a infeccdo por COVID-19 e tém uma taxa de
mortalidade mais alta. Em nosso estudo, apenas 5 (12,8%) dos pacientes tiveram diagnostico de
COVID-19.

No que diz respeito a atividade da E-NTPDase e da ADA em linfécitos, nossos resultados
demonstraram um aumento na atividade da E-NTPDase para a hidrolise do ATP, uma diminuicéo na
hidrélise do ADP e diminuicdo na atividade da ADA em pacientes com CP.

E extensamente referido na literatura que os nucleotideos, especialmente o ATP, atuam como
moléculas sinalizadoras enddgenas de injurias, desencadeando uma resposta do sistema imune
(ZHANG; MOSSER, 2008). Estudos revelam que o ATP esta envolvido em diversas fungdes no
sistema imune: em células T, o ATP € capaz de mediar a resposta imune atuando como um agente pro-
inflamatorio, porque estimula a proliferagdo de linfdcitos e potencializa a liberag&o de citocinas, como
alL-2 e 0 IFN-g (LANGSTON et al., 2003; BOURS et al., 2006); nos mondcitos circulantes, o ATP
estd envolvido no recrutamento destes para os tecidos alvo (VENTURA; THOMOPOULOQS, 1995);
nas células dendriticas, o ATP induz migracdo e diferenciacdo (LA SALA et al., 2003); nos
macrofagos, estimula a producgdo de IL-1p (ELSSNER et al., 2004) e do fator de necrose tumoral-a
(TNF-a) (GUERRA et al., 2003).

No processo de desenvolvimento e progressdao tumoral do CP, h& notavelmente um
favorecimento da injaria e lesdo de celulas prostaticas, colaborando para a liberacdo de grandes
quantidades de ATP para o meio extracelular - as quais propiciardo o desenvolvimento de um
microambiente pro-inflamatdrio, que é amplificado a medida que a progressao tumoral se estabelece.
E evidente, também, que a maior disponibilidade de ATP extracelular favorece a atividade méaxima da
E-NTPDase, haja vista a presenca de substrato em elevadas concentragdes. Resultados similares foram
observados em estudos realizados em pacientes com cancer de mama e em pacientes com neoplasia de
colo uterino (ARAUJO et al., 2005; MALDONADO et al., 2010), reforcando a relagdo entre o
desenvolvimento de doencgas neoplésicas e as alteracGes nas atividades das enzimas do sistema

purinérgico.
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A E-NTPDase apresenta-se como uma enzima indispensavel na vasculatura e na superficie
das plaquetas, pois limita eventos trombdticos e preserva as propriedades antitrombéticas do endotélio
(MORELLO et al., 2021). Em nossa pesquisa, verificamos que a atividade da E-NTPDase em
linfdcitos, para a hidrolise do ADP, esta significativamente diminuida no grupo de pacientes com CP
em relagédo ao grupo controle.

O aumento na hidrolise do ATP pela E-NTPDase promove a formagdo de ADP, que apresenta
proeminente atividade pré-agregante. O estimulo das plaquetas pelo ADP leva a mudancas no formato,
na agregacdo e na geracdo de TxA», sendo que a co-estimulacdo de receptores P2Y1 e P2Y12 é
requerida para a inducdo da agregacdo plaquetaria por esse nucleotideo (KAHNER et al., 2006).
Adicionalmente, o estimulo do receptor P2X1 pelo ATP esta envolvido na mudanca do formato das
plaquetas e ajuda a ampliar as respostas mediadas por outros agonistas (KAHNER et al., 2006). A
ligacdo do ADP nos receptores P2Y1 gera a ativacdo da fosfolipase A2 que ativa a geracdo de TxA..
Tanto a ativacao dos receptores P2Y1 quanto a ligagdo do ATP nos receptores P2X (principalmente o
P2X1) gera mobilizacéo e influxo de Ca?*, culminando em mudanca no formato das plaquetas. Em
conjunto, todos esses fatores levam a ativacdo plaquetaria e a estabilizacdo de agregados plaquetarios
ja existentes e, frente ao exposto, podemos sugerir que os pacientes com CP envolvidos neste estudo
podem estar mais suscetiveis ao desenvolvimento de processos trombéticos.

Considerando-se as propriedades pré-carcinogénicas exercidas pela Ado - entre as quais
destacam-se as funcBes promotoras de crescimento tumoral, de estimulo a angiogénese e de reducao
da hipoxia tecidual, através de sua atividade vasodilatadora - (RATHBONE, 1992; SPYCHALA, 2000;
GESSI; VARANI; MERIGUI, 2007), essa molécula tornou-se um importante alvo terapéutico para o
cancer (LOSENKOVA et al., 2020).

Em nosso estudo, observamos uma diminuicdo na atividade da ADA em linfécitos de
pacientes com CP, fendbmeno que promove um aumento dos niveis de Ado. Outros estudos, como o
desenvolvido por Zanini et al. (2019) em pacientes com cancer de pulmao, também mostraram que a
atividade da ADA estava diminuida em eritrécitos e linfdcitos, propondo que o acimulo de Ado no
meio extracelular poderia favorecer a progressao do tumor. No trabalho de Manica e colaboradores
(2018) em pacientes com melanoma, 0os mesmos referem sabendo que a imunossupressao esta
intimamente relacionado ao desenvolvimento de metastases linfaticas em pacientes com melanoma, o
aumento da atividade da ADA pode estar associado a processos malignos mesmo apds a remocao
cirurgica do tumor. Ainda, os autores Wang, Du e Chen (2022) referem que, em geral, no contexto do
cancer, o acumulo de Ado extracelular inibe a funcdo normal das células imunes efetoras e facilita o
efeito das células imunossupressoras para propiciar a proliferacdo e migracao de células malignas.

Em relacdo aos biomarcadores do CP, o PSA é o primeiro filtro no diagndstico dessa
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neoplasia, de acordo com Maestroni et al. (2022). Kohaar, Petrovich e Srivastava (2019) afirmam que
a deteccdo precoce do CP é amplamente determinada pelo PSA, o qual é grandemente utilizado.

No que tange a hidrélise de ATP, ADP e a atividade da ADA, quando os pacientes com CP
foram alocados em subgrupos de acordo com os niveis séricos de PSA, identificamos que os valores
de PSA parecem causar significativa alteracdo dessa via de sinalizagdo - hidrélise de ATP, ADP e
atividade da ADA. Aparentemente, quando os niveis de PSA apresentam-se fortemente alterados
(>10ng/mL) é possivel associar esses valores com uma maior destruicdo/lesdo celular e uma
significativa imunossupressao dos pacientes com CP.

Uma vez que o PSA ¢ liberado por células prostaticas e, em condi¢des tumorais, hd uma
expansao clonal dessas células, pressupde-se um aumento nos niveis séricos de PSA de acordo com o
tamanho da massa tumoral no CP. Como é referido na literatura, as células de tumores sélidos estdo
expostas a um ambiente hipdxico, o qual favorece os processos de lesdo e lise celular. Esses eventos
colaboram para a externalizacdo de moléculas para 0 meio extracelular, como é o caso do ATP,
colaborando para 0 aumento dos niveis séricos desse nucleotideo. Assim, o aumento da atividade da
E-NTPDase, para a hidrolise de ATP, observada em nosso trabalho pode estar diretamente associada
a maior disponibilidade de seu substrato nos pacientes com CP. Assim, a hidrdlise do ATP parece estar
diretamente associada aos niveis de PSA.

Conforme afirmado pelo autor Egevad e colaboradores (2019), a graduacéo histolgica do CP
é um dos parametros teciduais mais importantes para prever o resultado e a resposta ao tratamento. E,
nesse sentido, o escore de Gleason continua sendo a base da classificacdo do CP. Tagai e colaboradores
(2019) referem que essa classificacdo € um componente chave do diagnostico do CP, pois indica a
agressividade da doenca. Além disso, GEYBELS e colaboradores (2016) afirmam que este escore é 0
melhor preditor de prognostico dos tumores prostaticos.

Em nosso trabalho, mais de 69% dos pacientes apresentavam classificacdo em escore de
Gleason 7. Observamos que quanto maior o escore de Gleason, maior era a hidrolise de ATP e menor
era a hidrolise de ADP e a atividade da ADA. Como esse escore esta associado com a agressividade
da doenga, podemos sugerir que individuos com escores mais altos apresentam uma maior
disponibilidade de ATP extracelular - proveniente dos processos de destrui¢do das células tumorais em
hipoxia, uma maior disponibilidade de ADP - que favorece a formacdo de trombos venosos, e uma
imunodeficiéncia ocasionada pelo incremento dos niveis séricos de Ado.

Corroborando com nossos resultados, o trabalho desenvolvido por Battisti e colaboradores
(2013), evidenciou uma diminuigdo na atividade da ADA em plaquetas e soro no grupo de pacientes
com CP com escore de Gleason maior que 7.

Fica claro em nosso trabalho que as atividades da NTPDase e da ADA também sofrem
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influéncia do estadiamento clinico, especialmente nas classificacbes de T2 e T3. Identificamos em
nosso trabalho que h& uma associacao direta entre 0 aumento do tamanho do tumor, a maior hidrolise
de ATP e a diminuicdo da atividade da ADA. Nesse mesmo sentido, Mandapathil e colaboradores
(2018) identificaram que a expressdo de CD39 em carcinoma de células escamosas da cabeca e pescogo
correlacionou-se positivamente com o estagio do tumor e parece predizer mau prognostico.

Adicionalmente, corroborando com nossos achados, Battisti e colaboradores (2013) afirmam
que, quando os pacientes foram subdivididos considerando a presenca ou auséncia da metastase,
observou-se reducao da atividade da ADA apenas nos pacientes com metastase. Esses resultados séo
interessantes e asseguram a ideia de que a Ado pode estar envolvida nos processos de progressao
tumoral e na formacdo de metastase. Em nosso trabalho, cabe ressaltar que dados relativos ao
envolvimento de linfonodos regionais e metastases a distancia ndo constam em prontuério e 0s
pacientes ndo haviam realizado a remocédo cirdrgica do tumor nem iniciado tratamento farmacologico
no momento da participagdo no estudo.

Em relacdo a escala da ISUP, foi possivel observar que parece haver um aumento na hidrolise
do ATP e uma diminuicdo na hidrélise do ADP quanto maior o valor da escala. Podemos sugerir que
maiores valores para a escala da ISUP estdo associados a um pior prognéstico, observando-se as acoes
do ATP, ADP e Ado nessa via de sinalizacdo pro-tumorigénica.

Ante o exposto, a analise desses resultados, em conjunto, apresenta grande relevancia para o
contexto médico e de salde publica, visto que medidas preventivas e paliativas podem ser adotadas de
maneiras mais eficientes, a fim de que os pacientes com diagndstico de CP possam apresentar uma

melhor qualidade de vida e um prolongamento da sobrevida.
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7 CONCLUSAO

Pela primeira vez foi possivel relacionar a atividade da E-NTPDase e da ADA com 0s niveis
séricos de PSA, o escore de Gleason, o estadiamento tumoral e os valores de ISUP em pacientes com
CP. Notavelmente, a aumento dos niveis séricos de PSA, do escore de Gleason, do estadiamento
tumoral e da escala de ISUP parecem estar diretamente associados com um aumento da atividade da
E-NTPDase para a hidrolise de ATP, possivelmente porque todos estdo correlacionados com o
tamanho, progressao e invasividade tumoral. Assim, sabendo-se que 0 processo carcinogénico envolve
eventos relacionados a leséo celular e apoptose, maiores quantidades de ATP sdo liberadas para o meio
extracelular, aumentando a disponibilidade desse substrato para a NTPDase e, consequentemente, a
sua atividade. Ja, a diminuicdo da atividade da NTPDase para a hidrolise de ADP favorece a
disponibilidade biolégica dessa molécula, que apresenta potente atividade pro-coagulante, fato que
facilitaria a ocorréncia de processos trombdticos nos pacientes com CP mais avangado.

Nesse mesmo sentido, a menor atividade da ADA nos pacientes com CP mais avancado
promove o acumulo de Ado no organismo, a qual pode comprometer a vigilancia imune frente ao
desenvolvimento tumoral, uma vez que se conhece a ag¢do imunossupressora dessa molécula,
colaborando para a progresséao do CP.

Em tempo, experimentos adicionais sobre a expressdo de receptores e analises no tecido
tumoral sdo necessarios para corroborar com os resultados encontrados no presente estudo, a fim de
que a modulacdo da sinalizacdo purinérgica possa integrar a base de novos farmacos e protocolos

terapéuticos eficientes no controle do desenvolvimento e da progresséo do CP.
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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 avaliagédo da
expressdo génica e protéica dos receptores e enzimas do sistema purinérgico com énfase em tumores de mama,
proéstata 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
Construgdo 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 cncer de mama, cancer de
préstata, cancer colorretal e cancer de bexiga.
2. Critérios de Incluséo
Pacientes: ambos 0s sexos, diagnosticados por médico especialista com cancer de mama (do tipo carcinoma ductal
invasor), cancer de préstata (do tipo adenocarcinoma), cancer colorretal (do tipo adenocarcinoma) e cancer de bexiga,
maiores de 18 anos de idade, que até o0 momento ndo 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 inflamatérias cronicas (diabetes, hipertenséo, doenca de
chron, retocolite ulcerativa, hiperplasia prostatica benigna, mastite). Controles: com base no pareamento por idade
(mais ou menos 3 anos) e sexo em relagdo aos pacientes, que ndo apresentem diagndstico passado ou atual de cancer
de qualquer tipo, ou de doencas inflamatorias cronicas. Sua participacdo ndo é obrigatoria e vocé tem plena autonomia
para decidir se deseja ou ndo participar, além de poder desistir da colaborago neste estudo no momento em que desejar,
sem necessidade de explicagdo. Vocé ndo receberd remuneragéo 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 biolégicas € 0s
dados clinicopatoldgicos dos participantes serdo identificados por numeracgdo sequencial, ndo tendo vinculo com a
identificacdo do paciente. A qualquer momento vocé podera solicitar aos pesquisadores informagdes sobre sua
participagdo 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 informag@es clinicopatologicas dos participantes serdo descartados.
4. Identificaclo do participante ao longo do trabalho
Seu nome ndo ser4 mencionado durante qualquer etapa desta pesquisa, bem como em quaisquer publicagdes, cursos,
relatorios e afins. Apenas 0 nome da Institui¢do ser4 mencionado. Para manter o seu anonimato, sera utilizada uma
codificagdo numérica sequencial. Cada participante tera um nimero distinto em todos os materiais e dados relacionados
aele.
5. Tempo de duracéo da coleta/procedimento/experimento
A sua participacéo na pesquisa consiste em: 1. Pacientes - responder aos questiondrios de estilo e qualidade de vida;
utilizagdo do material tumoral e sanguineo (30 ml) coletado durante a cirurgia de remogdo do tumor, materiais que,
normalmente, seriam descartados apds anélise patoldgica; disponibilizagio das informacdes dos prontuarios médicos
(idade, sexo, subtipo histolégico do tumor, estadiamento, etc). A pesquisa ndo ird gerar nenhum prejuizo no diagnostico
e tratamento da doenga em questdo; 2. Controles - responder aos questionarios de estilo e qualidade de vida;
utilizacdo do material sanguineo (30 ml) coletado durante a entrevista com os pesquisadores. As coletas serdo
realizadas pelos pesquisadores responsaveis e/ou médicos especialistas, em ambiente adequado no proprio HRO. O
tempo de duracéo das coletas serd 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 numeragdo sequencial,
nome do projeto e pesquisador responsavel. Os outros materiais provenientes da pesquisa ficardo guardados em armario
trancado com chave, ao qual somente o pesquisador responsavel terd acesso. As tabelas com informagdes dos
participantes da pesquisa ficardo guardadas nos computadores dos pesquisadores envolvidos, com acesso somente com
senha. Todos 0s materiais serdo mantidos pelo periodo de duracdo da pesquisa (5 anos). Apds o término da pesquisa,
0s materiais biolégicos e dados clinicopatolégicos serdo descartados.
7. Beneficios diretos (individuais ou coletivos) aos participantes da pesquisa
Grupos de encontros com os participantes da pesquisa e outros pacientes do setor de Oncologia do HRO, de maneira

voluntéria por ambas as partes, em sala reservada no proprio HRO, onde serdo dadas, por parte dos pesquisadores
envolvidos, orientagdes e esclarecimentos sobre as patologias incluidas na pesquisa e compartilhamento de
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experiéncias, a fim de melhorar a qualidade de vida dos participantes. Posteriormente, esses grupos também permitirao
o compartilhamento dos resultados obtidos na pesquisa, de maneira adequada para o entendimento por parte dos
participantes.

8. Previséo de riscos ou desconfortos

A participac8o 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 conteldo da pesquisa e advertirdo 0s
participantes de que sua participacdo ndo é necessaria caso ndo 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 0s psicolégicos, visto que as patologias em questdo podem provocar alteracdes
psicossociais. Para minimiza- los, serd explanado para os participantes o objetivo e finalidade da sua contribuicdo na
pesquisa. Entretanto, caso sejam percebidos quaisquer distdrbios 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. Divulgacéo dos resultados da pesquisa

A devolutiva dos resultados obtidos na pesquisa sera realizada por meio de publicagdes cientificas e participagdo 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 participacéo!

Chapecé — SC, de de

(
\
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Assinatura do Pesquisador Responsavel

Contato profissional com o(a) pesquisador(a) responsavel: Tel: 49-30254508/ e-mail: sarah.maciel@uffs.edu.br.
Em caso de divida quanto a condugio ética do estudo, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFFS:
Tel e Fax - 49- 2049-3745/ e-mail: cep.uffs@uffs.edu.br.

Endereco para correspondéncia: Comité de Etica em Pesquisa da UFFS, Universidade Federal da Fronteira Sul,
Bloco da Biblioteca, Sala 310, 3° andar, Rodovia SC 484 Km 02, Fronteira Sul, CEP 89815- 899, Chapec0, Santa
Catarina, Brasil.

Declaro que entendi os objetivos e condi¢cBes de minha participacdo na pesquisa e concordo em participar. Nome

completo do participante e contato:

Assinatura:


mailto:sarah.maciel@uffs.edu.br
mailto:sarah.maciel@uffs.edu.br
mailto:cep.uffs@uffs.edu.br
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APENDICE Il - INFORMAGCOES CLINICO PATOLOGICAS

INFORMACOES CLINICO PATOLOGICAS

As informacdes foram obtidas dos participantes da pesquisa a partir de relato e consulta aos prontuarios
medicos.

1) Idade

2) Estado civil

3) Tabagismo

4) Diagndstico de Covid-19

5) Historico de comorbidades (hipertensdo arterial sistémica, diabetes mellitus, entre outras)
6) Historico de cancer de prostata em individuos com 1° grau parentesco
7) Valor de PSA pré-tratamento

8) Graduacdo histologica (Gleason)

9) Histologia

10) TNM (classificagdo de tumores malignos)

11) Estadiamento clinico

12) Escore da ISUP



