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RESUMO

O cancer de mama (CM) é considerado uma doenca multifatorial que pode surgir de alteracbes
no reparo do Acido Desoxirribonucleico (DNA). O processo de formacido tumoral no CM
envolve a ativacdo do sistema purinérgico (SP) pela sinalizacdo dos receptores purinérgicos e
através da presenca de nucleotideos e nucleosideos extracelulares. Este estudo teve como
objetivo caracterizar a expressdo de genes CD39, CD73 e P2X7 no tecido neoplasico e em
células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) de pacientes com CM e de individuos
controle saudaveis. Trata-se de estudo transversal de anélise quantitativa tipo caso e controle
incluindo 32 participantes. As analises da expressdo génica dos genes CD39, CD73 e P2X7 em
tumores de mama e em (PBMCs) de pacientes com CM mostraram que a expressao do gene
P2X7 é significativamente maior (p=0,0032) em relacdo a expressdo do gene CD39 em
amostras de PBMCs de pacientes com CM. A expressao do gene CD39 nas amostras de tumores
de mama, PBMCs de pacientes com CM e controles obteve significancia entre os grupos (p=
0,006). A expressdo de CD39 foi 1,71 vezes maior nos tumores em relacdo aos PBMCs de
pacientes com CM (p=0,02), e foi 0,11 vezes menor nos PBMCs de pacientes com CM em
relagdo aos controles (p=0,01). Os dados mostraram uma modulagéo distinta na expresséo dos
genes P2X7, CD73 e CD39 entre as amostras de tumor de mama, PBMCs de pacientes com
CM e controles. Os resultados apresentados reforcam a importancia da investigacdo de
biomarcadores e mecanismos moleculares envolvidos no CM. A modulacéo desses genes pode
auxiliar na identificacdo de novos alvos terapéuticos ou biomarcadores para monitoramento da

progressao tumoral no CM.

Palavras-chave: Purinas; Neoplasia de Mama; Expressdo Génica.



ABSTRACT

Breast cancer (BC) is considered a multifactorial disease that may arise from alterations in
deoxyribonucleic acid (DNA) repair. The tumor formation process in BC involves the
activation of the purinergic system (PS) by purinergic receptor signaling and through the
presence of extracellular nucleotides and nucleosides. This study aimed to characterize the
expression of CD39, CD73 and P2X7 genes in neoplastic tissue and peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) of patients with BC and healthy control individuals. This is a cross-
sectional study with quantitative case-control analysis including 32 participants. The analyses
of gene expression of CD39, CD73 and P2X7 genes in breast tumors and in PBMCs of patients
with BC showed that the expression of the P2X7 gene is significantly higher (p=0.0032) in
relation to the expression of the CD39 gene in PBMC samples of patients with BC. The
expression of the CD39 gene in breast tumor samples, PBMCs from patients with BC and
controls was significant between groups (p=0.006). The expression of CD39 was 1.71 times
higher in tumors compared to PBMCs from patients with BC (p=0.02) and was 0.11 times lower
in PBMCs from patients with BC compared to controls (p=0.01). The data showed a distinct
modulation in the expression of the P2X7, CD73 and CD39 genes between breast tumor
samples, PBMCs from patients with BC and controls. The results presented reinforce the
importance of investigating biomarkers and molecular mechanisms involved in BC. The
modulation of these genes may help in the identification of new therapeutic targets or

biomarkers for monitoring tumor progression in BC.

Keywords: Purines; Breast Neoplasia; Gene Expression.
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1 INTRODUCAO

O tipo mais comum de cancer de mama (CM) é o carcinoma ductal invasivo, que se
origina nas células dos ductos mamarios e tem potencial de invadir os tecidos adjacentes.
Alguns mecanismos sdo considerados como auxiliares na progressdo da doenca, como:
capacidade infiltrativa, divisdo celular ilimitada, aumentando a probabilidade de metéastase.,
Além disso, € um processo multifatorial e em alguns casos associados a fatores genéticos
(Lukasiewicz et al., 2021; Sung et al., 2021). O CM ¢ a doenca neoplasica com maior indice de
mortalidade no Brasil e no mundo, por ser a mais incidente e devido ao diagndstico tardio. No
Brasil, 16,3% do total de mulheres com CM morreram em 2022, as regides mais afetadas foram
Sudeste e Centro-Oeste, seguidos de Nordeste, Sul e Norte. A faixa etaria mais acometida é de
mulheres acima de 50 anos (Tan et al., 2020; INCA, 2022).

Os CM séo quase todos adenocarcinomas, e sdo normalmente caracterizados com base
nos receptores expressos pelas células neoplésicas, sendo eles receptores hormonais (receptor
de estrogénio, RE; receptor de progesterona, RP) e de fatores de crescimento epidérmico
(receptor tipo 2 ou receptor HER2). Com isso, um CM pode ser positivo ou negativo para estes
receptores, o que vai direcionar a forma de tratamento e influenciar a sobrevida dos pacientes
(INCA, 2022).

Em quase 80% dos casos 0 CM comeca no epitélio do ducto mamario, dependendo da
extensdo e proliferacdo celular esse tumor poderda tomar caminhos diferentes, formando
metastases (Sung et al., 2021; De aradjo et al., 2021). Essa desregulacdo inicia-se no ciclo
celular, com mudancas na informacdo genética como mutacfes e instabilidade genémica
mudancas nas caracteristicas celulares, perda e descontrole das respostas imunes de proliferacdo
e crescimento, resultando em aparecimento de aglomerados de células tumorais, culminando
por fim em nédulos mamarios, que por vezes sdo indolores ; de Aradjo et al., 2021).

Embora o cancer de mama seja uma doenca multifatorial, ele esta associado a uma série
de alteracOes celulares e moleculares, incluindo o comprometimento dos mecanismos de reparo
do DNA, 0 aumento na expressao de proto-oncogenes, instabilidade cromossémica, reativacdo
da telomerase e modificacfes epigenéticas. Essas mudancas colaboram para a iniciagéo,
progressdo e manutencdo do fendtipo maligno, promovendo a proliferacdo celular
descontrolada e a resisténcia a terapias (De Oliveira et al., 2016).

O sistema imunoldgico é responsavel por identificar e eliminar células anormais ou
infectadas em nosso corpo. No caso do cancer, as células cancerigenas podem adquirir

mecanismos de evasdo imunoldgica, tornando-se menos visiveis para o sistema imune.
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Além disso, o préprio tumor pode secretar substancias que suprimem a resposta
imunologica, criando um ambiente favoravel ao seu crescimento. Baseado nessa afirmacéo, o
microambiente tumoral (TME) tem envolvimento na progressao de células tumorais, e novas
evidéncias destacam o envolvimento do sistema imune nessas alteracdes. Acredita-se que a
Adenosina Trifosfato (ATP) tenha papel fundamental, funcionando como molécula
sinalizadora em combinagcdo com receptores purinérgicos na superficie celular (Zhu et al.,
2021).

Sistema Purinérgico (SP) é um sistema de sinalizacao celular que envolve a liberagéo e
acdo de purinas, como ATP, Adenosina Difosfato (ADP) e adenosina (Ado), nas células. No
caso do CM, pesquisas sugerem que a expressao de receptores purinérgicos, como P2X7, esta
aumentada nas células neoplasicas. A estimulacdo desses receptores tem sido associada ao
crescimento e proliferacdo das células de CM, além de contribuir para a resisténcia a
tratamentos convencionais (Di Virgilio, 2012).

Além disso, a conversdo do ATP em Ado é um mecanismo importante no controle do
equilibrio entre os nucleotideos extracelulares, que sdo pro-inflamatérios, e a Ado, que possuli
acao anti-inflamatoria e imunossupressora. O aumento dos niveis de Ado pode limitar a resposta
inflamatoria e promover a resolugdo dos processos inflamatorios. Contudo, a acdo exacerbada
da Ado pode resultar em dificuldades no tratamento do CM (Di Virgilio, 2012; Burnstock,
2017).

O ATP é convertido em ADP e em Adenosima Monofosfato (AMP) por enzimas
chamadas ectonucleotidases. Destacamos que essa conversdo ocorre através da ectoenzima
ectonucleosideo difosfohidrolase 1 (CD39) e pela ecto-5'-nucleotidase (CD73). Ou seja, a
CD39 converte o ATP em ADP e este em AMP, enquanto a CD73 converte AMP em Ado. O
ADP e 0 AMP também podem ser liberados diretamente pelas células. Esses nucleotideos
podem ter efeitos diversos no organismo, incluindo a modulacgéo da resposta imune, a regulacéo
do fluxo sanguineo, a inducdo da morte celular programada (apoptose) e a modulacdo da
neurotransmissdo (Burnstock, 2012; de Aradjo et al., 2021; Zimmermann, 2021).

Investigar o sistema purinérgico no cancer de mama pode revelar alvos terapéuticos
promissores, como inibidores de P2X7 ou bloqueadores de CD73, que poderiam melhorar a
eficacia das imunoterapias e reduzir a progressao da doencga. Além disso, entender como essas
vias estdo moduladas entre diferentes subtipos de céancer de mama pode levar ao
desenvolvimento de terapias personalizadas, otimizando o tratamento e o prognéstico dos
pacientes. Os resultados deste estudo serdo detalhados nos capitulos seguintes, fornecendo uma

analise integrada dos mecanismos purinérgicos no CM e suas implicagdes terapéuticas.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a expressdo dos genes CD39, CD73 e P2X7 em tumores de mama e em células
mononucleares de sangue periférico (PBMC) de pacientes com CM diagnosticadas na regido

oeste de Santa Catarina.
1.1.2 Objetivos especificos

° Caracterizar a expressdo de genes CD39, CD73 e P2X7 em tumores de mama e
PBMC:s de pacientes com CM, comparando com individuos controle saudaveis;

) Comparar a expressdo dos genes CD39, CD73 e P2X7 entre tumores de mama e
PBMCs de pacientes com CM,;

° Correlacionar a expressdo dos genes CD39, CD73 e P2X7 com parametros

clinicos e histopatoldgicos das amostras de pacientes com CM;
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 CANCER DE MAMA

O CM ¢é a 52 causa principal de morte entre as mulheres em todo o mundo, representa
11,7% de todos os tipos de cancer, além disso sua incidéncia aumentou significativamente em
2020, ultrapassando a de cancer de pulméo. Estima-se um aumento de mais de 2,3 milhGes de
NOVOS casos para 0s proximos anos (Sung et al., 2021).

No Brasil, 0 CM é o mais incidente entre as mulheres, excluindo-se os tumores de pele
ndo melanoma. Estima-se que, entre 2023 e 2025, cerca de 73.610 novos casos de CM surjam
a cada ano, 0 que representa uma taxa ajustada de 66,54 casos por 100.000 mulheres. Esse
indice varia regionalmente, sendo mais alto nas regides Sudeste e Sul, onde as taxas sdo de
84,46 e 71,44 por 100.000 mulheres, respectivamente. No Brasil, 13,6% do total de mulheres
com CM morreram em 2022, as regides mais afetadas foram Sudeste, Centro-Oeste, seguidos
de Nordeste, Sul e Norte (INCA,2024). De maneira geral, a maior parte dos diagndsticos de
CM esta relacionado ao padrdo de envelhecimento da populagdo e caracteristicas associadas ao
comportamento e estilo de vida modernos (INCA, 2022).

A etiologia do CM apresenta um complexo contexto multifatorial envolvendo fatores
ambientais e genéticos, obesidade, idade avancada, menarca precoce, consumo de alcool e de
tabaco (De Araujo et al., 2021b). Dentre os subtipos de CM em relacdo a expressdo génica e no
fendtipo da neoplasia (considerando expressdo dos receptores ja citados), pode-se caracterizar
quatro subtipos principais: luminal A, luminal B, superexpressdao do Fator de Crescimento
Epidérmico Humano (HER2+) e TNBC (Barnard; Boeke; Tamimi, 2015). Alguns sinais e
sintomas relacionados com o CM s&o nddulos palpaveis, mudanga do tamanho da mama, da cor
do mamilo/aréola. Raramente dor e descarga papilar estdo relacionados com o CM, e a forma
mais comum de diagnéstico é com o exame de mamografia de screening (Robbins & Cotran;
2010; Sarhangi et al., 2022).

2.1.1 Tipos de cancer de mama, considerando perfil imuno-histoquimico (IHQ)

A maioria dos CM s&o adenocarcinomas, normalmente se refere a uma proliferacdo
neoplésica de células epiteliais, observa-se a infiltragdo da membrana basal e se desenvolve em
meio ao estroma (Robbins & Cotran; 2010; Lukasiewicz et al., 2021). Com base na expressao
dos genes podemos dividir o CM em luminais (A ou B, que expressam receptores hormonais),
HER2 superexpresso (HER2+) e 0 TNBC ou basal-like (Lukasiewicz et al., 2021). Os CM
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luminais compreendem quase 70% dos casos na populacdo ocidental, sdo canceres com
positividade para expressao de receptores hormonais (RH+).

Os luminais A apresentam RE e RP, além de uma taxa menor de proliferacao celular,
que ¢ avaliada pelo fator de indice mitético Ki-67, que neste tipo de neoplasia é caracterizado
como menor que 14%. J& o CM luminal B possui as mesmas caracteristicas do luminal A,
podendo ter RP negativo e/ou HER2 positivo, porém com maior proliferacdo celular, o que
configura um Ki-67 maior que 14% (Lukasiewicz et al., 2021); 2021; Sarhangi et al., 2022).

O CM HER2+ representa de 10% a 15% dos casos. Este subtipo expressa
principalmente genes e proteinas relacionados a proliferacdo (como HER2 e proterina 7 ligada
ao receptor do fator de crescimento (GRB7)), em vez de agrupamentos de genes e proteinas
luminais e basais. Os CM HER2+ crescem mais rapidamente em relacdo aos CM luminais e,
antes da introducdo das terapias direcionadas para HER2, estes subtipos tinham o pior
progndstico (Roberts et al., 2013). J& 0 TNBC € um grupo heterogéneo de neoplasias malignas
mamarias caracterizadas por serem RE-negativo, RP-negativo e HER2-negativo. Representam
aproximadamente 20% de todos os CM (Santonja et al., 2018a). O TNBC é mais comum em
mulheres com menos de 40 anos de idade. A maioria (aproximadamente 80%) dos CM causados
por variantes germinativas patogénicas no gene do cancer de mama (BRCA1) séo TNBC, e 11—
16% de todos esses contém mutagdes nos genes BRCA1 ou breast cancer gene tipo 2 (BRCA2)
(Roberts et al., 2013; Lukasiewicz et al., 2021).

O TNBC tende a ser biologicamente agressivo e esta frequentemente associado a um
mau prognostico (Tan et al., 2020). A histologia mais comum deste tipo de cancer é o carcinoma
ductal invasivo, mas também pode se apresentar como carcinoma medular com infiltracdo
linfocitica acentuada; carcinoma metaplasico, que pode mostrar diferenciacdo de células
escamosas ou fusiformes; e tipos raros e especializados de cancer, por exemplo, carcinoma
adenoide cistico (AdCC) (Santonja et al., 2018b; Lukasiewicz et al., 2021). O termo basal e
TNBC sdo usados indistintamente. No entanto, nem todo TNBC € basal. No perfil de expressédo
génica, 0 TNBC pode ser subdividido em 7 subtipos: tipo basal (BL1 e BL2), mesenquimal, tipo
mesenguimal semelhante a haste (MSL), imunomodulador (IM) e receptor androgénico luminal
(LAR), e a ndo especificada (UNS). No entanto, a relevancia clinica da subtipagem permanece
obscura e sdo necessarios mais estudos para elucidar o seu impacto nas decisfes de tratamento

nos casos de TNBC (Hennessy et al., 2009; Santonja et al., 2018a; Lukasiewicz et al., 2021).
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2.1.2 Fatores de risco

O sexo feminino € um dos principais fatores associados ao aumento do risco de CM,
principalmente devido a maior estimulacdo hormonal. Ao contrario dos homens, que
apresentam niveis insignificantes de estrogénio, as mulheres possuem células mamarias muito
sensiveis aos hormonios (especialmente estrogénio e progesterona) e 0S possiveis
desequilibrios. Menos de 1% de todos os casos de CM ocorrem em homens, e normalmente é
diagnosticado numa fase mais avancada do que nas mulheres. Fatores importantes que
aumentam o risco de CM em homens sao: idade avancada, variantes patogénicas nos genes com
mutacfes BRCA1/BRCA2, niveis elevados de estrogénio, Sindrome de Klinefelter, historico
familiar de CM e exposicdo a radiacdo na parede toracica na infancia ou adolescéncia
(Lukasiewicz et al., 2021; Kashyap et al., 2022).

Estudos epidemioldgicos associaram varios fatores ao risco de desenvolvimento ou
progressdo do CM: idade avancgada, primeiro parto e menopausa tardios, bem como menarca
precoce, devido a exposi¢do cronica das células do parénquima mamario ao estrogénio
(Kashyap et al., 2022).

A gravidez precoce e a amamentacdo prolongada tém um efeito protetor contra o
desenvolvimento do CM, tanto do tipo RE+ quanto RP-. Por outro lado, uma dieta
desequilibrada, especialmente aquela rica em gordura animal e ndo vegetariana, aumenta o risco
de CM (Michaels; Worthington; Rusiecki, 2023). Além disso, uma baixa atividade fisica
também foi associada a um maior risco de CM (Barnard; Boeke; Tamimi, 2015b; Lukasiewicz
etal., 2021).

A incidéncia de CM aumenta com a idade, sendo a maioria dos casos diagnosticados em
mulheres com mais de 50 anos. Isso pode ser devido a fatores como o envelhecimento das
células mamarias, hormonios e exposicado a fatores de risco ao longo da vida (Slepicka; Cyrill;
dos Santos, 2019). Uma possivel explicacao para essa observacdo € a diferenca na biologia do
CM em diferentes idades. O TNBC é conhecido por ter uma taxa de crescimento mais rapida e
ser mais comum em mulheres jovens. Por outro lado, o subtipo luminal A é geralmente
associado a um crescimento mais lento e € mais comum em mulheres mais velhas (Lukasiewicz
etal., 2021).

Os genes mais comumente associados ao risco aumentado de CM sdo o BRCAL
(mutacdes neste gene estdo presentes em cerca de 45% a 90% das mulheres com historico
familiar de cancer de mama) e 0 BRCA2 (mutacdes neste gene estdo presentes em cerca de 40%

a 85% das mulheres com histérico familiar de CM) (Kuchenbaecker et al., 2017).
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Outros genes de alta penetrancia associados ao CM séo Fosfatase Homdloga a Tensina
(PTEN), Proteina Supressora de Tumor (TP53), Serina/treonina quinase 11 (STK11) e Gene
Codificador de Proteina Caderina 1(CDH1), podendo apresentar variantes germinativas
patogénicas em casos familiares de CM. Embora esses genes também estejam associados ao
risco aumentado de CM, eles geralmente tém uma penetrancia menor em compara¢do com
BRCAL e BRCA2. Isso significa que as mutagdes nesses genes podem aumentar o risco de CM,
mas nem todas as pessoas com mutacdes nesses genes desenvolverdo a doenca (Lukasiewicz et
al., 2021).

O gene TP53 est4 envolvido na regulagdo do ciclo celular e na reparacdo do DNA
danificado. MutacgBes germinativas neste gene estdo associadas a um disturbio genético raro
chamado sindrome de Li-Fraumeni, que aumenta significativamente o risco de
desenvolvimento de varios tipos de cancer, incluindo CM e cancer de ovario. Ja 0 gene CDH1,
que codifica a proteina E-caderina, desempenha um papel importante na adesdo celular e na
manutencdo da integridade tecidual. MutacGes neste gene estdo associadas ao risco aumentado
de CM difuso hereditario e cancer gastrico difuso hereditario. O gene PTEN é outro gene
supressor de tumor (GST) que regula a divisdo celular e a morte celular programada. Mutacdes
neste gene estdo associadas a uma condigdo genética chamada Sindrome de Cowden, que
aumenta o risco de CM, cancer de tireoide e outros tipos de cancer. O gene STK11, também
conhecido como gene supressor de tumor 11 fendtipo Peutz-Jeghers, estd envolvido na
regulacao do crescimento celular e na supressao tumoral. Mutagdes neste gene estdo associadas
a Sindrome de Peutz-Jeghers, que aumenta o risco de desenvolvimento de tumores benignos e
malignos, incluindo CM e céncer de ovario (Barnard; Boeke; Tamimi, 2015; Lukasiewicz et
al., 2021; Michaels; Worthington; Rusiecki, 2023).

Portanto, mulheres com histérico familiar de CM, especialmente aquelas portadoras de
variantes patogénicas nos genes acima descritos, devem ser acompanhadas por profissionais de
salde e realizar exames de triagem regulares para detectar precocemente o CM, além de
medidas profilaticas como cirurgias redutoras de risco. Além disso, adotar um estilo de vida
saudavel, como manter um peso adequado, fazer exercicios fisicos regularmente e evitar o
consumo excessivo de alcool, também podem reduzir o risco de desenvolver a doenga
(Lukasiewicz et al., 2021).

2.1.2 Diagnostico do cancer de mama

A mamografia € um método de triagem amplamente utilizado para detectar o CM.
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Uma das vantagens da mamografia é que ela ndo requer nenhum agente com contraste,
0 que significa que é um procedimento relativamente simples e de baixo custo. Além disso, a
mamografia é eficaz na deteccdo de tumores tanto em mulheres com mamas densas quanto em
mulheres com mamas ndo densas. No entanto, em algumas situaces, a mamografia pode ndo
ser suficiente para detectar todos os casos de CM, especialmente em mulheres de alto risco,
sendo necessario outros exames de imagem, como a ultrassonografia mamaria e a ressonancia
nuclear magnética (RNM) (Sung et al., 2021).

A RNM é um exame de imagem mais sensivel que a mamografia, especialmente na
deteccdo do carcinoma ductal invasivo. Uma das principais vantagens da RNM em relacéo a
mamografia € que ela ndo é afetada pela densidade da mama. Além disso, € particularmente Gtil
na deteccdo de canceres primarios ocultos, ou seja, neoplasias malignas de mama manifestadas
primariamente com metastases. No entanto, é importante ressaltar que a RNM néo substitui a
mamografia como método de triagem padrdo para 0 CM (Lukasiewicz et al., 2021; Michaels;
Worthington; Rusiecki, 2023).

Quando uma mulher apresenta anormalidades suspeitas de malignidade no exame
mamografico (pontuacdo radiografica 4 e 5 do Breast Imaging Reporting and Data System (BI-
RADS®)), é recomendada a realizagio de bidpsia da mama para confirmar o diagndstico. Os
biomarcadores diagndsticos seriam particularmente Gteis em casos em que os resultados da
bidpsia sdo indeterminados. No entanto, atualmente ndo ha biomarcadores especificos
recomendados para uso diagnostico de rotina, embora pesquisas estejam em andamento para
desenvolvé-los. O termo BI-RADS refere-se a um sistema padronizado de classificacdo e
relatério utilizado em exames de imagem mamaéria, como mamografias, ultrassons e
ressonancias magnéticas. A categoria de classificagdo inicia em 0 até 6 (Sarhangi et al., 2022;
Michaels; Worthington; Rusiecki; 2023).

2.1.3 Tipos de tratamento

A abordagem individualizada ao CM envolve a avaliacdo de vérios fatores, como
caracteristicas especificas da neoplasia, principalmente relacionadas a IHQ, fatores de risco e
preferéncias do paciente, a fim de desenvolver um plano de tratamento personalizado.

Isso pode incluir cirurgia, radioterapia, quimioterapia, terapia alvo, terapia hormonal e
imunoterapia, entre outros (Burstein et al., 2021; Lukasiewicz et al., 2021).
Avancos na area da gendémica também tém desempenhado um papel importante na

personalizagdo do tratamento do CM.
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Testes gendmicos podem ser realizados para identificar caracteristicas moleculares
especificas do tumor, como avaliar a atividade de certos genes, o que pode ajudar a determinar
0 risco de recorréncia e a resposta potencial a diferentes tratamentos (Burstein et al., 2021).

Além disso, a resposta ao tratamento neoadjuvante, que ¢ realizado antes da cirurgia
para reduzir o tamanho do tumor, também pode fornecer informac@es valiosas sobre a eficacia
do tratamento sistémico. Isso permite ajustes no plano de tratamento, se necessario, para
otimizar os resultados. No entanto, é importante ressaltar que a abordagem individualizada ndo
significa que cada paciente receberd um tratamento completamente Gnico. As diretrizes de
tratamento ainda desempenham um papel importante e sdo baseadas em evidéncias cientificas
que demonstraram beneficios para a maioria dos pacientes em determinadas situagdes clinicas
(Lukasiewicz et al., 2021).

Nessa fase, sdo utilizadas terapias sistémicas como quimioterapia, terapia hormonal e
terapia-alvo, que visam controlar o crescimento e disseminacdo do tumor. Além disso, ha
também a opcdo de realizar uma cirurgia paliativa para aliviar sintomas, como dor ou
desconforto. A radioterapia também pode ser utilizada para aliviar sintomas locais, como dor
Ossea. O tratamento do CM também pode incluir terapias complementares, como a terapia de
suporte, que auxilia no manejo dos efeitos colaterais do tratamento, e a terapia psicoldgica, que
auxilia no bem-estar emocional e na qualidade de vida do paciente (Lukasiewicz et al., 2021,
Trayes; Cokenakes, 2021; Ben-dror; Shalamov; Sonnenblick, 2022).

Quando se trata de cirurgia, pode-se utilizar tanto a cirurgia conservadora de mama
(CCM), como mastectomia, dependendo do tamanho da neoplasia, do tamanho da mama, da
biologia tumoral, se foi realizado tratamento neoadjuvante ou ndo; além dos fatores de risco e
de progndstico relacionados com cada paciente (Lukasiewicz et al., 2021; Ben-dror; Shalamov;
Sonnenblick, 2022). A CCM tem como objetivo preservar ao maximo a mama e seu formato
natural. Durante o procedimento, apenas a area afetada pelo cancer é removida, juntamente com
uma margem de tecido saudavel ao redor. Isso é seguido pela reconstrucéo e remodelagem da
mama para restaurar sua aparéncia estética, e obrigatoriamente realizada a radioterapia
adjuvante para complementar o tratamento locorregional da doencga (Trayes; Cokenakes, 2021?;
Bursteine et al., 2021).

A quimioterapia pode ser realizada tanto na forma de adjuvancia e neoadjuvancia. As
drogas sdo administradas em ciclos, geralmente a cada 2-3 semanas, para permitir a recuperagédo
do organismo entre as doses (Burstein et al., 2021).

O numero total de ciclos varia de acordo com o tipo e estagio do cancer, mas geralmente

€ recomendado um minimo de 4-6 ciclos.
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A escolha do esquema de quimioterapia depende do tipo molecular do tumor, bem como
de outros fatores individuais do paciente, como idade, estado de salde e preferéncias pessoais
(Burstein et al., 2021; Lukasiewicz et al., 2021).

A quimioterapia adjuvante é utilizada ap0s a cirurgia para tumores localizados, com o
objetivo de destruir células cancerosas residuais e reduzir o risco de recidiva. Nesse caso, 0
tratamento é geralmente iniciado dentro de 4-8 semanas ap0s a cirurgia e dura de 3 a 6 meses
(Burstein et al., 2021). No caso do CM localmente avangado, a quimioterapia neoadjuvante é
utilizada como parte do tratamento sistémico para controlar o crescimento do tumor e aliviar 0s
sintomas. Os esquemas de quimioterapia podem variar de acordo com a progressao da doenca
e a resposta do paciente (Ben-dror; Shalamov; Sonnenblick, 2022).

Podemos destacar também o uso da radioterapia no tratamento do CM. A radioterapia
adjuvante é realizada ap0s a cirurgia para destruir qualquer célula cancerosa residual que possa
ter sido abandonada. (Trayes; Cokenakes, 2021; Ben-dror; Shalamov; Sonnenblick, 2022;).
Existem diferentes técnicas de radioterapia mamaria, como a radioterapia de feixe externo, onde
feixes de radiacédo sdo direcionados para a mama de fora do corpo, e a braquiterapia, onde uma
fonte de radiacdo é colocada diretamente na mama. A escolha da técnica depende de varios
fatores, incluindo o estagio do cancer, tamanho do tumor, localizacao e preferéncia do paciente
(Burstein et al., 2021).

A radioterapia da parede toracica é realizada ap6s a remoc¢do completa da mama
(mastectomia), visando a prevencdo de recidiva local. JA o breast boost € uma técnica que
consiste na aplicacdo de uma dose adicional de radiacdo de alta dose no local onde o tumor foi
removido, a fim de reduzir ainda mais a chance de recidiva (Ben-dror; Shalamov; Sonnenblick,
2022).

A terapia hormonal pode ser usada tanto como terapia neoadjuvante ou adjuvante em
CM luminal. Esses avancos proporcionaram uma melhora significativa para pacientes com CM
positivo para RH, tanto na interrupcéo do crescimento tumoral quanto na reducao dos riscos de

recorréncia da doenca.



25

Muito provavel esse processo ocorra devido a reducéo sistémica de niveis de estrogénio
por diferentes mecanismos, ou seja, em pacientes na pds-menopausa atraves de inibidores da
aromatase e agonistas do hormoénio liberador do horménio luteinizante (Aromasin, Arimidex e

Latrozone), principais medicamentos para essa linha (Trayes; Cokenakes, 2021).

A terapia alvo ou terapia bioldgica, pode ser utilizada em todas as fases da terapia
mamaria, tanto antes da cirurgia como depois. A terapia bioldgica pode ser administrada antes
da cirurgia como terapia neoadjuvante, com o objetivo de reduzir o tamanho do tumor e
aumentar as chances de sucesso da cirurgia. Esta abordagem pode permitir uma cirurgia menos
invasiva e preservacdo da mama em alguns casos. Apos a cirurgia, a terapia bioldgica pode ser
administrada como terapia adjuvante para reduzir o risco de recorréncia do cancer (Lukasiewicz
et al., 2021; Trayes; Cokenakes, 2021).

2.2 SISTEMA PURINERGICO E O CANCER DE MAMA

O SP é um sistema de sinalizacdo celular que utiliza principalmente ATP como molécula
sinalizadora. Essas moléculas sdo liberadas pelas células e podem atuar como
neurotransmissores ou moduladores da funcao celular. Geoffrey Burnstock foi o primeiro a
descrever esse sistema na década de 70. Ele observou que o ATP poderia ser liberado por células
nervosas e musculares em resposta a estimulos variados, e que essa liberacdo de ATP poderia
desencadear uma série de respostas celulares (Di Virgilio, 2012). O SP foi descrito como uma
associacao de sinalizadores com receptores P1 de Ado acoplados a proteina G (Al, A2A, A2B
e A3), e receptores P2 de nucleotideos, subdivididos em P2X e P2Y. Os receptores P2X sdo
compostos por 7 tipos de receptores de canais catiénicos (P2X1-7), e os receptores P2Y1, 2, 4,

6, 11 e 14 sdo acoplados a proteina G (Di Virgilio, 2012; Zimmermann, 2021).

O ATP é convertido em ADP e AMP por enzimas chamadas ectonucleotidases.
Destacamos que essa conversdo ocorre através das ectoenzimas ectonucleosideo
difosfohidrolase 1 (CD39) e pela ecto-5'-nucleotidase (CD73). Ou seja, a CD39 converte 0o ATP
em ADP e este por sua vez em AMP, enquanto a CD73 converte AMP em Ado. O ADP e o
AMP tambeém podem ser liberados diretamente pelas células. Esses nucleotideos podem ter
efeitos diversos no organismo, incluindo a modulacéo da resposta imune, a regulacdo do fluxo
sanguineo, a inducdo da morte celular programada (apoptose) e a modulacdo da
neurotransmisséo (Burnstock, 2012; De Araujo et al., 2021; Zimmermann, 2021).

A enzima adenosina deaminase (ADA) atua quebrando a Ado e convertendo-a em

inosina, um nucleosideo. Sua principal funcdo é regular os niveis de Ado no organismo e
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impedir uma superestimulacdo do sistema purinérgico, que poderia levar a efeitos negativos,
como inflamacéo e danos celulares. A ADA esta presente em diferentes tecidos e células, como
linfdcitos, células gliais, células do sistema nervoso central e células do intestino (De Araujo et
al., 2021).

A Ado também tem um papel importante no sistema purinérgico. Ela ¢ um modulador
enddgeno do sistema nervoso, agindo como um neurotransmissor inibitorio. A Ado é liberada
pelas células e se liga aos receptores P1 encontrados em diferentes tecidos e 6rgdos. A ativacéo
desses receptores pode ter efeitos analgésicos, anti-inflamatérios e imunossupressores (Di
Virgilio, 2012; De Aradujo et al., 2021).

O SP tem papel importante no processo de formacdo tumoral no CM, a ativacdo dos
receptores purinérgicos e a presenca de nucleotideos e nucleosideos extracelulares podem ter
um papel significativo na progressao tumoral. A Ado, por exemplo, exerce efeitos promotores
do crescimento do CM, estimulando a proliferacdo celular, a angiogénese e a resisténcia a
apoptose. No entanto, as enzimas ectonucleotidases CD39 e CD73 tém um papel regulador
importante nesse contexto. Essas enzimas sdo responsaveis pela quebra dos nucleotideos
extracelulares em Ado. A atividade dessas enzimas resulta em uma reducdo dos niveis de
nucleotideos pro-inflamatérios e promotores do crescimento tumoral, € um aumento nos niveis
de Ado (De Araujo et al., 2021).

A Ado gerada pela acdo das enzimas CD39 e CD73 atua através da ligacdo aos
receptores P1, desencadeando respostas celulares anti-inflamatorias e antitumorais. A Ado pode
inibir a proliferacdo celular, promover a apoptose e modular a resposta imune, limitando a
progressdo tumoral. Portanto, a acdo da Ado na modulagdo tumoral pode ser complexa e
depender de vérios fatores, como o tipo de tumor, o estagio do cancer, a presenca de inflamacéo
e a resposta imune do individuo. Essa complexidade torna a Ado um alvo potencial para o
desenvolvimento de novas terapias antitumorais, visando regular sua acdo pré-tumoral e
aumentar sua agdo antitumoral (Oliveira, 2013; Burnstock, 2012; De Araujo et al., 2021,
Zimmermann, 2021).

A Ado desempenha um papel crucial como imunossupressor no TME, contribuindo
significativamente para a evasdo imunoldgica das células cancerigenas. O aumento do ATP
extracelular, frequentemente associado a morte celular e inflamacgéo, ativa as enzimas CD39 e

CD73, que catalisam a converséo sequencial do ATP em Ado.
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Esta, se liga a receptores especificos, como A2A e A2B, presentes em celulas
imunoldgicas, promovendo sinais que suprimem respostas efetoras, incluindo a proliferacéo e
atividade citotoxica de linfocitos T e a producdo de citocinas pré-inflamatorias (Zhi et al., 2007;
Hausler et al., 2011; Baghbani et al., 2022a).

Além disso, a presenca elevada de Ado no TME esté associada a redugéo da eficacia de
terapias convencionais, como quimioterapia, radioterapia, terapias-alvo e imunoterapias,
dificultando a resposta imune antitumoral (Baghbani et al., 2022b).

Assim, estratégias que visem inibir a atividade de CD39, CD73 ou bloquear 0s
receptores de Ado emergem como potenciais abordagens terapéuticas para reverter a
imunossupressao e melhorar os resultados clinicos em pacientes oncoldgicos (Baghbani et al.,
2021a).

Em resumo, a interacdo dos nucleotideos e nucleosideo extracelulares com os receptores
purinérgicos P1 e P2 pode influenciar a progressdo do CM. A presenca das enzimas
ectonucleotidases CD39 e CD73, responsaveis pela formacdo de Ado, pode modular essa
interacdo, exercendo efeitos antitumorais e anti-inflamatérios. No entanto, mais estudos séo
necessarios para entender completamente a complexidade dessa interacdo e explorar seu
potencial terapéutico no CM (De Aradjo et al., 2021; Zhu et al., 2021).

Além disso, dentre os receptores, a familia de receptores P2 é a mais expressiva nos
tumores. Os receptores P2X tém como principal mecanismo de transducdo de sinal a
concentracdo idnica intracelular, mas, além disso, foi relatado que o P2X7 interage diretamente
com pelo menos 11 proteinas intracelulares diferentes, entre as quais proteinas de choque
térmico, [-actina e fosfatidilinositol 4-quinase. O P2X7 destaca-se por favorecer a
sobrevivéncia e proliferacdo tumoral. Em tecidos mamarios saudaveis esse receptor nao é
expresso, porém quando ha o tumor ele é muito presente (Di Virgilio, 2012; Zhu et al., 2021).

Estudos sugerem que a superestimulacao do receptor P2X7 pode levar a ativacao de vias
apoptaticas nas células tumorais, levando a sua morte. 1sso pode ser mediado pela liberagédo de
fatores como o ATP, que se acumula no TME devido a alta taxa de metabolismo das células
tumorais. Por outro lado, a ativacdo do receptor P2X7, que ocorre em niveis mais baixos de
estimulo, pode promover o crescimento do tumor. Isso pode estar relacionado a efeitos pro-
inflamatdrios da ativacdo do receptor, levando a proliferacdo celular e a angiogénese (Zhu et
al., 2021). Portanto, o receptor P2X7 € considerado um biomarcador de progndstico de cancer
devido sua alta expressdo em diversos tumores, inclusive no CM. Ndo é comum a expressao no
P2X7 em tecidos mamarios normais, logo, sua presenca tem um papel fundamental na
identificacdo precoce do CM (De Aradujo et al., 2021; Di Virgilio, 2012; Zhu et al., 2021).
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3 METODOLOGIA
3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Trata-se de estudo transversal, de analise quantitativa, do tipo caso e controle, com um
total de 32 participantes organizadas em dois grupos: grupo controle (n= 16) e grupo CM (n=
16).

3.2 POPULACAO E AMOSTRAGEM

O estudo compreendeu mulheres com diagnéstico de CM, previamente ao inicio do
tratamento cirdrgico e/ou farmacoldgico, admitidas para procedimento cirirgico no Hospital
referéncia da regido. O grupo controle foi selecionado através de busca ativa aleatdria e contato
prévio, em seus domicilios, igrejas e centros comunitérios essas foram incluidas com base no
pareamento por idade (trés anos a mais ou a menos) e sexo feminino, sem diagnostico passado

ou atual de cancer de qualquer tipo.

Dessa maneira, foram incluidos no grupo CM: mulheres procedentes do oeste de Santa
Catarina; maiores de 18 anos, diagnosticadas por médico especialista com carcinoma mamario
invasor- CID: C50 e que ndo haviam sido submetidas a procedimentos cirdrgicos para retirada
do tumor ou a terapia neoadjuvante (quimioterapia, radioterapia, hormonioterapia,
imunoterapia, terapia de precisdo), foram excluidas mulheres com histérico prévio de qualquer

neoplasia maligna.

3.3 COLETA DE DADOS E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As coletas do grupo CM foram realizadas no dia do procedimento cirdrgico para retirada
do tumor, através do contato pessoalmente com as pacientes, em sala reservada do bloco
cirargico do hospital de referéncia, para explicar o projeto e para assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Conforme concordancia com o0s objetivos da
pesquisa, no pré ou no ato operatério foram coletadas amostras sanguineas e de tecidos das
pacientes com CM, todas as coletas foram realizadas por profissionais qualificados e
autorizados.

O material tumoral foi coletado durante a cirurgia de remoc¢&o do tumor, materiais que,

normalmente, seriam descartados apos analise patoldgica.
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Mantidos no acido ribonucleico (RNA) later (solucdo de estabilizacdo e
armazenamento) e encaminhados até o laborat6rio para manutengdo em freezer a -80 °C.

Além disso, foram coletadas informacdes clinicopatoldgicas dos prontuarios médicos
das pacientes, no setor de arquivo do Hospital, as quais foram utilizadas para complementar as
andlises biologicas. As informacgdes clinicopatoldgicas obtidas através da consulta aos
prontudrios das pacientes com CM abrangeram a idade, subtipo histologico e molecular do
tumor, tamanho do tumor, grau do tumor, metastases em linfonodos, metastases a distancia,
receptores imunohistoquimicos tumorais, historia familiar de céancer, comorbidades
(hipertenséo, sindrome metabolica, diabetes, entre outras).

Para o grupo controle foi realizada busca ativa através de midias eletrénicas. As
intervencdes foram agendadas e aconteceram nas respectivas residéncias dos voluntarios, em
igrejas e centros comunitarios, sendo as coletas realizadas por um profissional da enfermagem
habilitado. As informacGes como idade e histérico medico foram levantados pelos
pesquisadores em uma entrevista prévia anterior a coleta de sangue, sendo observado 0s
critérios de inclusdo e exclusdo e posteriormente a assinatura do TCLE. O material biologico,
20 ml de sangue total, foi coletado em ambos 0s grupos em tubos vaccutainer com &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), utilizados para separacdo de PBMCs e plasma, e em tubos
com gel ativador de coagulo para o soro. Posteriormente, transportados sob refrigeracdo ao
laboratério de pesquisa da UFFS, onde foram processados. No que concerne a separagdo de
PBMCs, as amostras de sangue coletadas com EDTA foram diluidas em volume igual de
solucdo salina. Posteriormente, a amostra diluida foi transferida para um tubo conico contendo
Lymphoprep (Ficol-Histopaque), seguida de centrifugacéo a 1800 rota¢es por minuto (rpm),
em temperatura ambiente, por 30 minutos. Apds a centrifugacdo, houve a formacdo de um
gradiente de densidade. Neste, formou-se uma camada intermediaria composta pelas células
mononucleares (linfocitos e monadcitos) entre as camadas de plasma e Ficol. Esta nuvem de
células foi cuidadosamente retirada com pipeta de Pasteur sobre a camada superior (plasma) e
transferida para tubo conico limpo. Sobre as células foi acrescentada solucdo salina seguida por
centrifugacdo de 10 minutos a 1500 rpm. Em seguida, descartamos o sobrenadante e
acrescentamos salina até a lavagem das células e remocdo das plaquetas.

Quando necessario foi acrescentado tamp&o hemolitico EDTA-Cloreto de Amonio para
remocao das hemacias. O pellet de células foi suspenso em microtubo em volume adequado de
solugdo RNA later, para inativacdo de RNAses e manutencdo da integridade do RNA. Para
separar soro e plasma, inicialmente os respectivos tubos foram centrifugados a 3.500 rpm por

15 minutos.
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Ap0s a centrifugacéo foi coletado utilizando uma pipeta de Pasteur apenas o soro e 0
plasma dos respectivos tubos, depositando separadamente em dois tubos ja identificados
como soro e plasma. As amostras foram congeladas em freezer a -80 °C para posteriores

analises bioquimicas.
3.4 EXPRESSAO GENICA

A expressdo dos genes alvo (CD39, CD73, P2X7) e de referéncia (actina B - ACTB)
nos tumores, bem como em PBMCs, foi avaliada pela técnica de RT-gPCR. A extracdo de RNA
das amostras foi realizada utilizando o reagente Trizol. Foi adicionado 500 pl de Trizol no pellet
de células ou tecido tumoral, seguido de homogeneizacdo da amostra, e a separagdo das fases
ocorreu de acordo com as especificagdes do fabricante, com ajustes de protocolo.

O RNA isolado das amostras foi tratado com a enzima DNAse (a fim de evitar a
contaminacdo com DNA). As concentracdes e pureza dos RNAs foram determinadas utilizando
o espectrofotometro “Nanodrop®" (Thermo Scientific). A retrotranscri¢ao de até 2 ug de RNA
para sintese de cDNA foi realizada com o kit "High Capacity cDNA Reverse Transcription”
(Applied Biosystems), conforme especificacdes do fabricante. Apos, foram preparadas
solucdes de uso do cDNA a 20 ng/ul. Os RNAs extraidos foram posteriormente estocados em
freezer a -80 °C, e os cDNAs em freezer a -20 °C

As reacOes de RT-gPCR foram realizadas no equipamento QIlAquant 96 5 plex
(Qiagen), com o protocolo "Sybr Green" (Applied Biosystems). A analise da expressao génica
por Quantificacdo Relativa (DDCt) foi realizada pelo método do DDCt. Curvas-padrdo para
cada um dos genes foram elaboradas para a andlise das eficiéncias de reacdo (E), necessarias
ao método do DDCt. Em 10 pl de volume de reag@o, foram adicionados 2 pl de cDNA molde
(40 ng), 2 pmol dos primers forward e reverse e 5 ul de "Sybr Green" (Applied Biosystems).

Para o célculo da expressao relativa dos genes alvo em relacdo ao de referéncia, foi

utilizada a seguinte formula:

D Ct = Ct gene alvo — Ct gene de referéncia
DD Ct =D Ct - D Ct amostra calibradora



31

As sequéncias dos iniciadores para os genes alvos foram obtidas conforme as
especificacbes necessarias para analises de RT-qPCR e contemplando as regides de jun¢des de

éxons, com auxilio dos softwares PRIMER-3' e Oligo Analyzer? (Quadro 1).

O Quadro 2 apresenta o protocolo das reacdes de PCR. Apo0s a anélise das temperaturas
de dissociagédo dos genes, foi comparada a expressdo dos genes alvos entre as amostras dos
pacientes com e sem CM.

Quadro 1-Sequéncias dos primers para as reacoes de RT-qPCR.

Gene Foward Reverse

ACTB GATGCAGAAGGAGATCACTGC AGTACTTGCGCTCAGGAGGA
E-NTPDasel (CD39)[TGCCCCTTATGGAAGATATAAAGGA TAACTGCTGCACCACTCCTG

P2X7 GATCATCACTGGGCAGGAGGAAGG| AAGACACCGTTGAAGGCACACTGG

CD73 GACATGACTCTGGTGACCA GACCTTCAACTGCTGGAT

Fonte: Exxtend Oligos?, 2022

Quadro 2 - Padronizacéo da reacdo RT-gPCR.

Reagentes Volume na reacdo | Concentracgao total na reagao
(uh)
Agua ultra-pura 2,75
Iniciador forward e reverse (10 0,25 10,0 uM
pmol/uL)
SYBR green PCR Master Mix 5,0
cDNA (20,0 ng/uL) 2,0 40,0 ng
Programa de PCR 10 mina50 °C
10 mina 95 °C
15sega95°Cel
min a 60 °C (45 X)
Curva de
dissociacdo (pré-
programada)

Fonte: SyBr Green Master Mix (Applied Biosystems, Life Technologies)
Legenda: pmol, pico molar; ul, microlitro; ng, nanogramas, T, volume total; °C, graus Célsius.

1Disponivel em: http://frodo.wi.mit.edu/cgi.bin/primer3/primer3_www.cgi

2Disponivel em: http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/

3Disponivel em: https://www.exxtend.com.br/



http://frodo.wi.mit.edu/cgi.bin/primer3/primer3_www.cgi
http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/
https://www.exxtend.com.br/
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3.5 ANALISE E INTERPRETACAO DOS DADOS

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 8.0. As
amostras foram em triplicata. Os outliers foram previamente removidos de acordo com o
software utilizado e a analise da distribuicdo dos dados foi realizada utilizando o teste de
Shapiro-Wilk. A distribuicdo dos dados ndo seguiu a curva gaussiana, portanto, testes nao
paramétricos foram aplicados. O teste de Mann Whitney foi utilizado para comparar os dados
entre dois grupos (CM e controles), e o teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para comparar a
expressao génica entre os trés grupos (tumores, CM e controles). Em relacdo as correlacdes,
foram utilizados os testes de Correlagcdo de Pearson e Correlagcdo de Spearman. Valores de p <
0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os resultados foram apresentados

como mediana, intervalo de confianca de 95% e tamanho da amostra (n).
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4 RESULTADOS

A Tabela 1 se refere a caracterizacdo das amostras de pacientes com CM. Observa-se
que algumas informacdes acerca do perfil tumoral e demais achados histopatolégicos ndo foram
descritas devido a auséncia de anotacdes em prontuario. A média de idade das pacientes com
CM (n=15) foi de 54 £ 13,56 anos, e a média de idade do grupo controle (n=12) foi de 73 £
14,3 anos, ndo havendo diferenca significativa da idade entre os grupos (p = 0,62).

Tabela 1- Caracteristicas das amostras dos pacientes com CM.
Caracteristicas Clinicas Pacientes %

Idade média + desvio padréo da idade 54 + 13,56 anos

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

Carcinoma ductal invasivo 9 60%
Carcinoma invasivo nao especificado 0 0%
Carcinoma mucinoso 1 7%
Sem informac&o no prontuério 5 33%
Grau histolégico [n (%0)]:

Grau 1l 1 7%
Grau 2 7 A47%
Grau 3 2 13%
Sem informac&o no prontuério 5 33%
Imuno-histoquimica RE e/ou RP [n (%0)]:

Negativo 1 7%
Positivo 8 53%
Sem informac&o no prontuério 6 40%
HER2 [n (%0)]:

Negativo 8 53%
Positivo 1 7%
Sem informac&o no prontuario 6 40%
Subtipo molecular [n (%0)]:

Luminal A 7 47%
Luminal B 4 27%
Sem informac&o no prontuério 4 27%

Fonte: o autor, 2025.

Nota: Dados apresentados de forma numérica e percentual.

A Figura 1 e a Tabela 2 apresentam os dados da expressdo de cada um dos genes
avaliados (P2X7, CD39 e CD73) comparativamente nos trés grupos (tumores de mama, PBMCs
de pacientes com CM e PBMCs do grupo controle). A Figura 1A mostra que ndo houve
diferencas estatisticamente significativas na expressdo do gene P2X7 entre as amostras de

tumores de mama, PBMCs de pacientes com CM e controles (p=0,13). A auséncia de diferenca
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na expressao do gene P2X7 entre os trés grupos sugere que nao ha uma regulacdo diferencial
marcante associada ao estado de salde ou doencga nos tipos de amostras avaliadas.

A Figura 1B mostra que a expressao relativa do gene CD39 nas amostras de tumores de
mama, PBMCs de pacientes com CM e controles (n=27) variou significativamente entre os
grupos (p= 0,006). A expressdo de CD39 foi 1,71 vezes maior nos tumores em relacdo aos
PBMCs de pacientes com CM (p=0,02), e foi 0,11 vezes menor nos PBMCs de pacientes com
CM em relacdo aos controles (p=0,01) (Tabela 4).

A Figura 1C mostra que nao houve diferenca estatisticamente significativa na expressao
do gene CD73 (p=0,40) entre as amostras de tumores de mama, PBMCs de pacientes com CM
e controles. A auséncia de diferenca significativa na expressdao do gene CD73 entre os trés
grupos sugere que a expressdo desse gene é relativamente estavel e uniforme em diferentes

estados de salde e doenca dos pacientes analisados.

Figura 1 - Expresséo relativa dos genes P2X7, CD39 e CD73 nas amostras de tumores de
mama, PBMCs de pacientes com cancer de mama e controles (n=22).
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Fonte: o autor, 2025.

Figura 1: Teste de Kruskall-Wallis. Os dados foram apresentados como mediana e 1C 95%. A: Expressao relativa
do gene P2X7. N&o houve diferenca na expressao do gene P2X7 (p=0,13) nas amostras de tumores (n=5), PBMCs
de pacientes (n=5) e de controles (n= 12). Na analise de multiplas comparac¢des as diferencas de expressdo também
ndo foram significativas (Tumor vs. PBMC, p= 0,99; Tumor vs. Controle, p= 0,44, PBMC vs. Controle, p=0,24).
B: Expresséo relativa do gene CD39. Houve diferenca na expressdo do gene CD39 (p= 0,006) nas amostras de
tumores (n=6), PBMCs (n=8) e controles (n= 16). Na andlise de multiplas comparac¢des também houve diferencas
de expresséo significativas (Tumor vs. PBMC, p= 0,02; Tumor vs. Controle, p= 0,99, PBMC vs. Controle, p=
0,01). C: Expressao relativa do gene CD73. Nao houve diferenga na expressdo do gene CD73 (n=26) nas amostras
de tumores, PBMCs e controles (p= 0,40). Na analise de multiplas comparagdes as diferencas de expressao também
ndo foram significativas (Tumor vs. PBMC, p= 0,64; Tumor vs. Controle, p= 0,99, PBMC vs. Controle, p= 0,82).
*p< 0,05, **p< 0,01.
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Tabela 2 - Dados de mediana e IC 95% para a expressao de cada um dos genes (P2X7, CD39
e CD73) comparativamente nos trés grupos (tumores de mama, PBMCs de pacientes CM e

controles).

P2X7 (n=22)
Genes Mediana IC 95%
Tumor de mama 4,01 [0,99 - 9,87]
PBMCs CM 2,29 [1,69 - 3,80]
Controle 1,44 [0,52 - 3,38]

CD73 (n=27)
Genes Mediana IC 95%
Tumor de mama 2,38 [0,07 - 7,16]
PBMCs CM 0,37 [0,00 - 1,02]
Controle 1,20 [0,18 - 2,72]

CD39 (n= 26)
Genes Mediana IC 95%
Tumor de mama 1,64 [0,09 - 4,84]
PBMCs CM 0,09 [0,00 - 0,25]
Controle 0,96 [0,15 - 1,88]

Fonte: o autor, 2025.

Nota: Dados representados por mediana e IC (Intervalo de Confianga de 95%) apds anélise estatistica pelo teste

de Kruskal- Wallis.
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A Figura 2 mostra a correlagdo da expressdao dos genes P2X7, CD39 e CD73 nas
amostras tumorais. Ndo houve correlacdo da expressao entre os genes (A) CD39 e P2X7 (r=
0,3; p=0,68), (B) CD39 e CD73 (r=0,3; p=0,10) e (C) P2X7 e CD73 (r=-0,50; p=0,99).

Figura 2 - Correlacdo da expressdao dos genes nas amostras tumorais.
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Fonte: o autor, 2025.

Figura 2: Teste de correlacdo de Spearman. Os dados foram apresentados como mediana e IC 95%. A: N&o houve
correlacdo entre a expressdo dos genes CD39 (n=5) e P2X7 (n=6; p= 0,68). B: Ndo houve correlagdo entre a
expressdo dos genes CD39 (n=6) e CD73 (n=6; p= 0,10). B: Nao houve correla¢do entre a expressdo dos genes
P2X7 (n=5) e CD73 (n=6; p=0,95).

A Figura 3 mostra a correlacdo da expressdo dos genes P2X7, CD39 e CD73 nas
amostras de PBMCs em pacientes com CM. N&o houve correlacdo entre a expressao dos genes
(A) CD39 e P2X7 (r= 0,40; p= 0,75). Houve correlacdo positiva entre a expressao dos genes
(B) CD39 e CD73 (r= 0,89; p= 0,01). Nao houve correlacédo entre a expressdo dos genes (C)

P2X7 e CD73 (r=0,10; p= 0,95).
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Figura 3 - Correlacdo da expressdo dos genes nas amostras de PBMCs de pacientes com CM.
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Figura 3: Teste de correlacdo de Spearman. Os dados foram apresentados como mediana e IC 95%. A: N&o houve
correlacdo entre a expressao dos genes CD39 (n=8) e P2X7 (n=4; p=0,75). B: Houve correlacdo positiva entre a
expressdo dos genes CD39 (n=8) e CD73 (n=8; p= 0,01). C: N&o houve correlacdo entre a expressdo dos genes
P2X7 (n=5) e CD73 (n=6; p=0,95).

A Figura 4 mostra a correlacdo da expressdo dos genes P2X7, CD39 e CD73 nas
amostras de controles. N&o houve correlagdo entre a expresséo dos genes (A) CD39 e P2X7
(r=0,38; p=0,35). Houve correlacgdo positiva entre a expressao dos genes (B) CD39 e CD73 (r=
0,95 p=0,00). N&o houve correlacdo entre a expresséo dos genes (C) P2X7 e CD73 (r=0,32;

p=0,49).

Figura 3 - Correlacdo da expressdo dos genes nas amostras de controles.
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Fonte: o autor, 2025.

Figura 4: Teste de correlacdo de Spearman. Os dados foram apresentados como mediana e IC 95%. A: N&o houve
correlacdo entre a expressdo dos genes CD39 (n=13) e P2X7 (n=11; p=0,35). B: Houve correlacdo positiva entre
a expressdo dos genes CD39 (n=13) e CD73 (n=12; p=0,00). C: N&o houve correlacdo entre a expressdo dos genes
P2X7 (n=11) e CD73 (n=12; p= 0,49).
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A tabela 3 analisa a associacdo entre os genes P2X7, CD39 e CD73 nos grupos de
tumores de mama, PBMCs de pacientes com CM e controles.

Tabela 3 - Anélises de associagdo entre os genes P2X7, CD39 e CD73 em amostras de
tumores de mama, PBMCS de pacientes com CM e controles.

P2X7 CD73 CD39
Tumores de mama vs n 22 26 27
PBMCs pacientes FC 0,29 1,41 1,71
p 0,99 0,64 0,02
PMBCs pacientes vs N 29 26 27
PBMCs controles
FC 7,37 0,19 0,11
p 0,24 0,82 0,01

Fonte: o autor, 2025.

Nota: Os resultados estatisticamente significativos estdo apresentando em negrito.
Legenda: n, tamanho amostral, FC, fold change; p, valor de probabilidade.

Fold Change > 1: Indica aumento na expressao.

Fold Change < 1: Indica reducdo na expressao.

Fold Change = 1: Nenhuma mudanca na express&o.
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5 DISCUSSAO

No que concerne ao perfil e caracteristicas das pacientes envolvidas na pesquisa,
evidenciou-se que a media de idade foi de 54 + 13,56 anos, corroborando com as taxas de
incidéncia trazidas pela literatura, onde a média de idade das mulheres diagnosticadas com CM
varia globalmente, mas geralmente, o diagnostico ocorre entre os 50 e 60 anos (Tan et al., 2020;
Lukasiewicz et al., 2021).

Em nosso estudo, apds a analise de expressdo de CD39 nas amostras de tecido tumorais
de mama em relacdo aos PBMCs de pacientes com CM, observamos um aumento significativo
na expressao desse gene. Recente trabalho mostrou que a superexpresséo de CD39 pode estar
relacionada ao aumento de metastases e pior progndstico, sendo essa uma hipGtese para esse
desfecho, ja que a CD39 tem envolvimento no TME (Baghbani et al., 2021b).

Contudo, quando analisamos a expressao de CD39 nas PBMCs de pacientes com CM
em relagéo aos controles, observamos uma menor expressao. Estudos recentes observaram que
0 antagonismo do CD39 pode estabilizar o ATP extracelular pro-inflamatorio, resultando em
uma possivel restauracdo da imunidade antitumoral (Moesta; Li; Smyth, 2020; Gheler et al.,
2021).

A ativacdo dos receptores purinérgicos e a presenca de nucleotideos e nucleosideos
extracelulares podem ter um papel significativo na progressédo tumoral. A Ado, por exemplo,
exerce efeitos promotores do crescimento do CM, estimulando a proliferacdo celular, a
angiogénese e a resisténcia a apoptose.

No entanto, as enzimas ectonucleotidases CD39 e CD73 tém um papel regulador
importante nesse contexto. A atividade dessas enzimas resulta em uma reducao dos niveis de
nucleotideos pro-inflamatérios e promotores do crescimento tumoral, e um aumento nos niveis
de Ado. A Ado A adenosina (ADO) exerce um efeito imunossupressor significativo, o que
representa um obstaculo tanto para a resposta do sistema imunoldgico ao tumor quanto para a
eficacia das terapias adjuvantes, como quimioterapia e imunoterapia (Zimmermann, 2021).
Esse efeito ocorre devido a capacidade da ADO de modular negativamente a ativacao e a funcdo
de células do sistema imune, como linfécitos T, células NK e macréfagos, favorecendo o
microambiente tumoral (Burnstock, 2012; Oliveira, 2013; de Aradjo et al., 2021;).

O aumento do ATP extracelular, frequentemente associado a morte celular e inflamacéo,
ativa as enzimas CD39 e CD73, que catalisam a conversdo sequencial do ATP em Ado A
producdo exacerbada de Ado no TME é um mecanismo sofisticado que os tumores utilizam

para criar um ambiente permissivo ao seu crescimento e disseminagédo (Loi et al., 2013).
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Ao inibir diretamente a ativacdo e proliferacdo de células T, células NK e outras
populacbes imunoldgicas efetoras, a Ado favorece a tolerancia imunoldgica ao tumor. Além
disso, a sinalizacdo mediada pelos receptores de Ado pode promover a diferenciacdo de
macrofagos em um fenotipo pro-tumoral e aumentar a expansdo de células T reguladoras,
intensificando a imunossupressdo. Este efeito cria um ciclo vicioso onde o TME néo apenas
inibe respostas imunes protetoras, mas também pode resistir aos efeitos imunomoduladores de
terapias inovadoras, como os inibidores de checkpoint imunologico (Moesta; Li; Smyth, 2020;
Allard et al., 2023).

Quanto aos resultados da correlacdo entre a expressdo dos genes CD39 e CD73 em
PBMCs de pacientes com CM e nos controles, ambos os genes tém papel crucial nas vias de
sinalizacdo do SP. Estudos de Moesta; Li e Smyth (2020) avaliaram o impacto das
ectonucleotidases na imunidade tumoral, e observaram que niveis séricos de CD73 podem
predizer que a expressdo aumentada desse gene dentro do TME esta associado a hipoxia e
inflamag&o. Outro estudo também observou aumento da expressédo da CD73 em linfocitos de
pacientes com CM de mau prognostico (Baghbani et al., 2022b).

O CD73 apresenta um nivel de expressdo elevado na maioria dos tumores solidos
humanos, sendo sua expressao e atividade diretamente relacionadas a maior invasividade e
capacidade metastatica do tumor. Estudos evidenciam que a adenosina extracelular gerada pela
atividade do CD73 nas células tumorais desempenha um papel crucial na mediacdo da evasao
imune. Essa adenosina promove um microambiente imunossupressor, que favorece tanto o
crescimento tumoral quanto a disseminacdo metastatica (Rho et al., 2020; Bach et al, 2023).

Ainda, outros estudos afirmam que a redugdo da expressdo de CD39 sugere uma
tentativa de evadir a resposta imune ao diminuir a producdo de Ado, que pode suprimir a
atividade imunolégica contra o tumor (Koivisto et al., 2019; Zhu et al., 2021).

Uma meta-analise recente associou a alta expressdo do CD73 a uma menor sobrevida
global e sobrevida livre de doenga em diversos tipos de cancer, como de bexiga, ovario,
préstata, rim, reto, vesicula biliar, mama, gastrico e colorretal. Em contrapartida, alguns estudos
indicaram que a superexpressao de CD73 pode estar associada a um prognostico mais favoravel
em certos tipos de cancer, incluindo o cancer de ovario e de mama. Mesmo diante dessas
divergéncias, a via CD73-Ado continua sendo um alvo terapéutico promissor, utilizando
anticorpos anti-CD73, antagonistas de receptores de Ado e inibidores de pequenas moléculas
(Huang et al., 2024).
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A inibicéo do eixo CD73-A2A tem se tornado segundo alguns pesquisadores a melhor
estratégia em se tratando de neutralizar os efeitos da adenosina bem como a inibicéo de A2A e
CD39, podendo se tornar uma promessa como potencial terapéutico (Rho et al., 2020; Bach et
al, 2023).

Embora os achados deste estudo tenham sido relevantes, algumas limitagdes devem ser
consideradas como o tamanho e o tipo amostral. Estudos maiores podem fortalecer as
conclusbes e permitir analises mais robustas. O estudo foi conduzido em um contexto
especifico, podendo ndo representar todas as variacbes bioldgicas presentes em diferentes
subtipos de cancer de mama. A inclusdo de mais subtipos tumorais e estagios da doenca pode

fornecer uma visdo mais abrangente.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho revelou o aumento da expressdo do gene CD39 e CD73, fato esse
que pode favorecer um ambiente imunossupressor, beneficiando as células tumorais. Os
resultados indicam que a reducéo da atividade enzimatica do CD39 nas plaquetas, pode resultar
no aumento do ATP sistémico. Ambos os resultados corroboram a ideia de uma agdo pro-
tumoral do SP em pacientes com CM.
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Braast-cancer-(BC)-1z-a-mmltifactonial -diseasze. - The purinergic-system-(P3)-15-2-madiator-of the prmme sy stemm, -
and-actively participates-m tha-mflammatory -procaszs-in-cancer. -Ancther-highlight iz the parbicipation-of oxidative-

strazz- ((I3) markers- and- interleukins- as- predictors- of BC- progrezzion- and- mvazion - The- actrvity- of P2-
ectonucleatidases, - 03 - markers - axprassion- of interleulans, - expression- of P23H7,- CD73- and- CD3%- genes- and-
gquantification-of extracellular- ,'-'A.TP wera-evalnzted - BC-patients, -before- 'u.rg:cal or-pharmacclogical treatment, -
and- 1n- control: parhicipants, - matched- by- sex- and- age - The- results- show- reduced- ATP- and- ADP- bvdrolysis- -
platelats -m-zdditionto-mereazed extracelholar- A TP in-the BC-group. - Increased - AWP-hydroly=izs-was-observed in-
peripheral-bloed- mononuclaar: cells- (PEMC) -BC- patients- prezantad: elevated- cosidative- parametars- (MDA and-
reduced- anticeadant- parameters- (SO0 and - ascorbic-acid), - and - reduchion-m- mterlenkons- THNF,-IL4-and - IL2. - In-
PEMC-from the-BC-group, the-expression-of P23 7-gene-was significantly-higher-m relation-to-the-expression-of-
CD39-zene. - Also, the expression-of CD3%-was-1.71-fold higher-in-tomor-samples- compared-to-PBLMC - from-the-
BC-group,-and-it-was-0.1 1-fold-lower - in-PFBMC-from-the-BC- group: compared-to-the - controls. - We-conchide-that-
ectoanzymes-that hordrolyze- ATP-and-ADP, mamby-CD3%, present raduced-activity inthe BC-group, promoting-an-
increase -m-extracellular ATF-and-culminating -in-a-pro-mflammat ory -environment, -favoring -cancer progression. -
Tha-mereaza-in-active-oxidants-and -the reduction-of anticcadants-contribute-to-tha progression-of BC.-Also, - TNF-
and IL-4-demonstrate-promismg prognostic - markers-in-BC. Y
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