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RESUMO

As mudanças do perfil  de morbimortalidade do câncer de próstata (CPa) nas
últimas décadas, têm tornado essa patologia um problema de saúde pública em vários
países,  inclusive  no  Brasil.  Os  processos  inflamatórios  e  a  sinalização  purinérgica
podem influenciar  diretamente a  progressão e desenvolvimento  tumoral  do CPa. A
ação  dos  componentes  da  sinalização  purinérgica,  seus  receptores  e  enzimas  no
microambiente tumoral  da próstata  é de crucial  importância  devido a sequência de
eventos  gerados,  afetando  os  mecanismos  moleculares.  Considerando  essa  inter-
relação  com o CPa,  o  objetivo  do  presente  estudo foi  avaliar  os  componentes  da
sinalização purinérgica em pacientes diagnosticados com esse tipo tumoral. Trata-se de
um estudo de análise quantitativa, observacional e transversal. As amostras de sangue
foram coletadas por punção venosa (30 mL) de 39 pacientes com diagnóstico de CPa,
anteriormente ao início do tratamento, no momento da cirurgia para retirada do tumor,
e de 37 indivíduos controle, de faixa etária semelhante.  Foram analisadas a expressão
gênica das enzimas do sistema purinérgico CD39 e CD73, e do receptor P2X7, além
da expressão protéica  de CD39,  em linfócitos  dos pacientes  e  controles.  Os dados
gerados foram analisados quanto a sua normalidade aplicando-se o teste de Shapiro-
Wilk.  Após,  foi  utilizado  o  Teste  t  de  Student  para  dados  paramétricos  e  Mann-
Whitney para dados não paramétricos, para fazer as comparações das expressões entre
os grupos. Para as correlações entre as variáveis estudadas, foram utilizados os testes
de Pearson para dados paramétricos e Spearman para dados não-paramétricos. O nível
de significância  utilizado foi de 0,05, e as análises estatísticas  foram realizadas no
software GraphPad Prism 8.0.1. A média de idade dos pacientes com CPa foi de 66
anos, sendo 74,3% casados e 82,1% não fumantes. Além disso, 87,2% não haviam tido
diagnóstico prévio de COVID-19, 61,5% não apresentavam diabetes mellitus (DM) ou
hipertensão  (HAS)  e  84,6% não tinham histórico  familiar  de  CPa  em parentes  de
primeiro grau. Como resultados com significância estatística, observou-se o aumento
da expressão gênica  do receptor  P2X7 (p<0,0260),  da  enzima CD39 (p<0,0125) e
CD73 (p<0,0268) no grupo de pacientes com CPa em relação ao grupo controle, bem
como  a  correlação  positiva  entre  a  expressão  gênica  de  P2X7  e  CD39  no  grupo
controle (p<0,0266). Através deste trabalho, pode-se destacar a relevância da cascata
de sinalização purinérgica derivada do processo tumoral na próstata, impactando no
padrão  pró-inflamatório  e  imunossupressor  do  microambiente  tumoral.  Como
perspectivas  futuras,  explorar  as  vias  de  sinalização  purinérgica  integrando
moduladores  com  terapias  existentes,  como  imunoterapias,  pode  ser  uma  boa
estratégia,  assim  como  terapias  envolvendo  biomarcadores  relacionados  a  vias  de
sinalização sinergistas ao sistema purinérgico e o CPa.



Palavras-chave: Câncer de próstata, Expressão Gênica, Purinérgico.



ABSTRACT

Changes in  the  morbidity  and mortality  profile  of  prostate  cancer  (PCa)  in  recent
decades  have  made  this  pathology  a  public  health  problem  in  several  countries,
including  Brazil.  Inflammatory  processes  and  purinergic  signaling  can  directly
influence the progression and tumor development of PCa. The action of purinergic
signaling components, their receptors and enzymes in the tumor microenvironment of
the prostate is of crucial importance due to the sequence of events generated, affecting
the molecular mechanisms. Considering this interrelationship with PCa, the objective
of the present study was to evaluate the components of purinergic signaling in patients
diagnosed  with  this  tumor  type.  This  is  a  quantitative,  observational  and  cross-
sectional  study.  Blood  samples  were  collected  by  venipuncture  (30  mL)  from  39
patients diagnosed with PCa, prior to the beginning of treatment, at the time of surgery
to remove the tumor, and from 37 control individuals of a similar age group. The gene
expression of the enzymes of the purinergic system CD39 and CD73, and of the P2X7
receptor, in addition to the protein expression of CD39, in lymphocytes of patients and
controls, were evaluated. The data generated were analyzed for normality using the
Shapiro-Wilk test. Afterwards, the Student's t-test was used for parametric data and the
Mann-Whitney  test  for  non-parametric  data  to  make  comparisons  of  expressions
between the groups. For the correlations between the variables studied, Pearson's test
for  parametric  data  and  Spearman's  test  for  non-parametric  data  were  used.  The
significance level used was 0.05, and statistical  analyses were performed using the
GraphPad Prism 8.0.1 software. The mean age of the patients with PCa was 66 years,
and 74.3% of them were married and 82.1% were nonsmokers.  In addition,  87.2%
have not had a previous diagnosis of COVID-19, 61.5% did not have diabetes mellitus
(DM) or hypertension (SAH), and 84.6% had no family history of PCa in first-degree
relatives.  As  statistically  significant  results,  it  was  observed  the  increase  in  gene
expression of the P2X7 receptor (p<0.0260), the enzyme CD39 (p<0.0125) and CD73
(p<0.0268) in the group PCa compared to the control group, as well as the positive
correlation  between  the  gene  expression  of  P2X7 and  CD39 in  the  control  group
(p<0.0266).  Through  this  work,  the  relevance  of  the  purinergic  signaling  cascade
derived from the tumor process in the prostate can be highlighted, impacting the pro-
inflammatory  and immunosuppressive  patterns  of  the  tumor  microenvironment.  As
future perspectives, exploring purinergic signaling pathways by integrating modulators
with existing therapies, such as immunotherapies, may be a good strategy, as well as
therapies  involving  biomarkers  related  to  synergistic  signaling  pathways  to  the
purinergic system and PCa.

Key-words: Prostate cancer, genic expression, purines
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1. INTRODUÇÃO

O câncer de próstata (CPa) é uma das principais ameaças à saúde masculina

em todo o mundo, sendo o segundo tipo de câncer mais diagnosticado globalmente

entre  os  homens.  Em  2023,  estimou-se  que  o  CPa  tenha  representado

aproximadamente 15% de todos os novos diagnósticos de câncer em homens, com

cerca de 1,4 milhão de casos detectados anualmente. A doença também é uma das

principais  causas  de mortalidade  por  câncer  no sexo masculino,  contribuindo para

cerca de 375.000 mortes por ano, evidenciando seu impacto significativo na saúde

pública mundial (IARC, 2023).

Em consonância  com a  sua  alta  prevalência,  assim também ocorre  com os

processos  acarretados  com o  avanço  da  doença.  Para  que  haja  uma  assertividade

quanto ao tratamento, a classificação tumoral e os graus de diferenciação celulares são

definidos através de exames como a biópsia prostática, o que contribui para distinguir

os tumores (Egevad, 2019).

As interações envolvendo a sinalização purinérgica e as espécies reativas de

oxigênio  (ERO’s)  são cruciais  em contextos  de  alteração  do ciclo  celular  como a

proliferação  das  células  tumorais,  mudanças  nos  mecanismos  de  apoptose,

angiogênese,  hipóxia  entre  outros.  A  produção  de  adenosina  trifosfato  (ATP)

extracelular  ligado aos  receptores  P2 está  intimamente  relacionado ao aumento  da

produção  de  ERO’s  por  mudanças  nos  canais  iônicos,  assim  como  enzimas

catalisadoras  destes  nucleotídeos,  como  a  CD39  e  CD73,  também  apresentam

alterações significativas em sua atividade e/ou expressão no CPa (Di Virgilio, 2016).

Dado o cenário mundial envolvendo o CPa, torna-se essencial  aprofundar o

entendimento  sobre  os  mecanismos  moleculares  que  impulsionam o  avanço  dessa

doença. A sinalização purinérgica desempenha um papel crucial em processos chave

do microambiente tumoral. Assim, essas interações podem revelar novas estratégias

terapêuticas  direcionadas  à  modulação do microambiente  tumoral,  oferecendo uma

perspectiva  promissora  para  o  desenvolvimento  de  tratamentos  mais  eficazes,  que

melhorem tanto o prognóstico quanto a qualidade de vida dos pacientes com CPa.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os componentes da sinalização purinérgica no câncer de próstata.

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

■ Caracterizar clinicamente a população do estudo;

■ Analisar a expressão das enzimas do sistema purinérgico e do receptor P2X7 

em pacientes com diagnóstico de CPa e em indivíduos controle;

■ Correlacionar as expressões de tais componentes com parâmetros clínicos; 

■ Produzir manuscrito correlacionando a sinalização purinérgica e estresse 

oxidativo na presença de CPa.
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3.FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA

3.1 CÂNCER DE PRÓSTATA

O CPa afeta principalmente homens em idade média, tipicamente entre 45 e 60

anos, e detém a maior taxa de mortalidade atualmente entre os cânceres masculinos. O

diagnóstico desse câncer envolve uma série de testes, incluindo biópsia de próstata,

medição  de  antígeno  prostático  específico  (PSA),  exame  digital  retal,  ressonância

magnética  e  outros  métodos  de  triagem,  como o  escore  de  Gleason,  que  delimita

características no fenótipo da doença. Além disso, vários fatores de risco contribuem

para a natureza heterogênea do CPa, incluindo idade, obesidade, síndrome metabólica,

histórico familiar e influências relacionadas ao estilo de vida com baixa qualidade em

saúde (Achard, 2021; Boerrigter et al., 2020).

As interações entre as relações genéticas,  como mutações em oncogenes ou

genes supressores de tumor, além das dinâmicas sociais, levam a variações nas taxas

de sobrevida do CPa, resultando em características distintas nos diversos locais do

mundo. Já é postulado entre a comunidade científica global que as bases genéticas do

CPa desempenham um papel primário no aparecimento da patologia, mas que fatores

como o tabagismo e o sedentarismo, por exemplo, podem ter um papel significativo na

mortalidade alta desse câncer (Cirne et al., 2022).

O manejo do CPa representa em si um desafio para a pesquisa biomédica e

afeta  significativamente  os  contextos  da  saúde  pública  devido  ao  alto  índice  de

ocorrência.  Apesar dos avanços em seu diagnóstico e tratamento nos últimos anos,

ainda  existem  desafios  no  que  diz  respeito  a  avaliações  de  risco,  levando  a  um

tratamento  ora  excessivo  ora  insuficiente,  o  que  condiciona  um  obstáculo  para

posteriores terapêuticas (Costello et al., 2020).

Pesquisas  genômicas  denotam  os  mecanismos  moleculares  que  levam  ao

aparecimento e desenvolvimento de determinados tipos de cânceres, incluindo alguns

rearranjos  cromossômicos  e  mutações  genéticas.  Essas  representam  uma  força

significativa na patogênese do CPa, com genes envolvidos na via androgênica e no

metabolismo da testosterona, como seu papel envolvendo a regulação do crescimento

do epitélio  prostático bem como da proliferação de células  tumorais  (Vietri  et al.,
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2021).

Modalidades terapêuticas como a quimioterapia, radioterapia, terapia hormonal

com a privação de andrógenos, além da cirurgia de prostatectomia radical, são parte

fundamental no manejo da doença, assim como o entendimento das vias de sinalização

envolvendo  o  contexto  do  CPa,  aparecem como potencial  modalidade  terapêutica,

como é o caso da sinalização purinérgica. Elencar a melhor terapia pode não ser fácil,

pois depende de vários fatores, como o estágio da doença, a presença de metástase ou

o risco de recidiva (Vaghari-Bagari et al., 2021).

O  prognóstico  segue  uma  linha  semelhante  à  da  escolha  do  tratamento

adequado, a depender de fatores como as características tumorais, e abrange diferentes

níveis  de  mortalidade  e  morbidade.  A  classificação  do  tumor  como  um

adenocarcinoma  originário  de  células  acinares  tende  a  ter  um  prognóstico  mais

favorável  em comparação aos que se originam das  células  ductais.  A maioria  dos

indivíduos diagnosticados  com o CPa apresentam a patologia de forma localizada,

limitada à próstata. Além disso, um diagnóstico em estágio inicial contribui com as

expectativas de vida aumentadas (Gandaglia et al., 2021).

A adaptação de uma estratégia de tratamento eficaz é essencial, uma vez que a

grande maioria dos diagnósticos são relacionados a falta de sintomas, e deste modo

podendo  já  haver  uma  progressão  lenta  e  por  vezes  até  inerte,  sendo  necessário

adequar o tratamento, já que nos casos sintomáticos, por muitas vezes o fenótipo desta

patologia já apresenta uma agressividade maior, mesmo após o tratamento definitivo.

Assim,  aumentam-se  as  chances  de  uma  recidiva  e  a  resistência  aos  métodos

convencionais de cuidado (Cirne et al., 2022; Costello et al., 2020).

A condição  de heterogeneidade  tumoral  é  uma observação comum no CPa

localizado, frequentemente havendo diversidades morfológicas no mesmo indivíduo,

uma vez que a glândula prostática pode conter vários focos de tumor em diferentes

zonas  (conhecidos  como  heterogeneidade  intertumoral),  centrais  ou  periféricas,

exibindo perfis genéticos distintos entre si e que apresentam diferentes potenciais em

relação  ao  aparecimento  de  metástases,  proliferação  e  invasão  celular,  e  possível

resistência ao tratamento (Bekelman et al., 2018).

Essa diversidade genômica presente no CPa localizado desafia a ideia de que

haja um único marcador dominante que dita a trajetória clínica do indivíduo, o que

mais uma vez demonstra a importância do estudo de diferentes vias de sinalização.

Além  disso,  as  células  tumorais  podem  se  originar  de  diferentes  tipos  celulares,
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passando  por  transformações  e  mutações  individuais,  ou  uma  mutação  que

desencadeia  em  múltiplos  clones  dentro  de  um  mesmo  local  (conhecido  como

heterogeneidade intratumoral) (Bekelman et al., 2018).

As metástases no CPa geralmente estão localizadas  em tecidos adjacentes  e

regionais,  como  linfonodos  ou  ductos  e  vesículas,  sendo  que  o  aparecimento  de

metástases  distantes  se  dá  principalmente  no  tecido  ósseo.  A  grande  maioria  dos

indivíduos  que  apresentam  a  condição  de  metástase,  local  ou  distante,  tendem  a

progredir para uma resistência à prostatectomia radical, e sendo não responsivos às

terapias  de  privação  de  andrógenos,  o  que  influencia  na mortalidade  pela  doença

(Penar et al., 2018; Pereira et al., 2021).

As metástases distantes, para além dos tecidos regionais, aparecem em menos

de um décimo dos  pacientes,  porém quando estas  são diagnosticadas  tardiamente,

envolvem uma taxa de sobrevida de 30% ao longo de cinco anos. As células do CPa

metastático têm a capacidade de permanecer inertes dentro do microambiente tumoral

em locais  secundários  por  períodos  prolongados.  Além disso,  muitos  homens  irão

apresentar  complicações relacionadas ao tratamento por mais de uma década após o

diagnóstico,  o que faz de terapias complementares, como o biofeedback, terem um

papel importante nas funções de saúde masculina (Achard et al., 2021; Pereira et al.,

2021).

3.2 SISTEMA PURINÉRGICO E CPa

O  sistema  purinérgico  é  composto  por  moléculas  sinalizadoras,  enzimas

conversoras de nucleotídeos (purinas) e nucleosídeo (pirimidinas), e seu conjunto de

19  receptores  específicos  para  esse  sistema.  Dentro  desse  conjunto  de  moléculas

sinalizadoras destacam-se o ATP, a adenosina difosfato (ADP) e a adenosina (ADO).

A adenosina monofosfato (AMP) não atua como molécula sinalizadora, embora ainda

assim esteja relacionado em sua degradação por uma enzima específica que a converte

em ADO (Burnstock, Di Virgilio, 2013).

A  respeito  das  enzimas  catalisadoras  desses  processos  de  degradação,

encontram-se a família das ectonucleotídeo trifosfato difosfohidrolase (ENTPDase),

mais  comumente  expressa  no  processo  canceroso  em  seu  subtipo  1,  também
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conhecida  como CD39. Esta,  degrada  o ATP em ADP e o ADP em AMP. Outra

enzima relacionada à degradação dessas moléculas é a ecto-5’-nucleotidase, ou CD73,

e que converte o AMP em ADO (Di Virgilio, Adinolfi, 2015).

Para  a  degradação  da  ADO,  encontra-se  a  enzima  adenosina  desaminase

(ADA),  e  que  também  desempenha  um  papel  importante  no  contexto  do  CPa,

convertendo a ADO em inosina. Estas enzimas formam os compostos enzimáticos da

sinalização purinérgica mais relacionados aos processos cancerosos,  sendo as mais

importantes  e  as  mais  estudadas  em  sua  atividade  ou  expressão  (Burnstock,  Di

Virgilio, 2013).

Já  em relação  aos  receptores  deste sistema  de  sinalização,  fazem  parte  os

receptores da família P1, correspondendo a ligação com a  ADO (A1, A2A, A2B e

A3), e os receptores da família P2, correspondendo a ligação com o ATP e ADP (P2X,

sendo 7 subtipos, e P2Y, sendo 8 subtipos). Os eventos que se associam as etapas de

proliferação das células tumorais geram um microambiente inflamatório sem que se

chegue na etapa  da resolução,  o  que  favorece  a  liberação de padrões  moleculares

associados ao dano (DAMPs), uma vez que esse processo ocorre de forma dinâmica

entre proliferação e lesão ou destruição celular (Di Virgilio et al., 2020).

Um desses mecanismos associados a um DAMP é correspondente ao ATP,

onde este tem papel crucial de ativação inflamatória, sendo antagonista da ADO (anti-

inflamatória),  tornando-se  um  componente  de  vital  importância  na  sinalização

purinérgica relacionado aos processos cancerosos, principalmente na progressão e no

desenvolvimento das neoplasias malignas (Burnstock & Knight, 2004).

Esses sinalizadores de modo geral, respondem a processos como estímulo ou

inibição da apoptose, proliferação e diferenciação celular, angiogênese tumoral, vias

de sinalização ativadas pela hipóxia (HIF-1), mudanças na bioenergética e no DNA

mitocondrial  (Zip1-3),  e  ativação  de  fatores  de  crescimento,  como  o  fator  de

crescimento  endotelial  vascular  (VEGF),  assim  como  outros  fatores  e  vias  de

sinalização que de igual forma se relacionam com a sinalização purinérgica (Hanahan

& Weinberg, 2011).

Sabe-se que a mutação em genes supressores de tumor, como o  TP53, pode

acarretar na proliferação celular descontrolada, e o ATP, sendo um dos marcadores

expressos  de  forma  aumentada  nesse  contexto,  converge  para  uma  inadequação

bioenergética das células tumorais, envolvendo também as enzimas e seus receptores

específicos da família P2 (Burnstock & Verkhratsky, 2012).
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O  nucleosídeo  ADO,  por  exemplo,  é  encontrado  em  níveis  elevados  em

desenvolvimentos  cancerosos,  uma  vez  que  sua  função  anti-inflamatória  tem uma

tentativa  de  interromper  os  danos  moleculares,  porém,  é  capaz  de  induzir  o

crescimento tumoral em condições exacerbadas de sua expressão, uma vez que está

associado  a  indução  de  angiogênese  e  do  estado  imunossupressor  das  células

malignas, desta forma também ativando receptores e enzimas para degradá-la (Allard

et al., 2020).

A exploração de vias adicionais para além das vias comumente estudadas e que

se associam ao desequilíbrio dos receptores purinérgicos da classe P2, por exemplo,

vem contribuindo com a obtenção de novas perspectivas no processo da doença e no

direcionamento terapêutico. Assim, destaca-se esses receptores como biomarcadores e

alvos terapêuticos importantes para o manejo do CPa, como no manejo de dor e do

perfil inflamatório desses indivíduos (Burnstock & Di Virgilio, 2013).

Pesquisas demonstraram que o receptor P2X7 está expresso de forma anormal

no CPa, relacionado inclusive ao nível do PSA, podendo este ser um biomarcador

precoce da doença, quando não há possibilidade de biópsia. Além de ativar outras vias

de  sinalização  associadas  a  proliferação  celular,  o  P2X7 se  relaciona  ao  fenótipo

agressivo do CPa pela invasão e metástase de células tumorais por meio de genes

relacionados a invasão mesenquimal epitelial e vias de sinalização como a PI3K/AKT,

vias de fosforilação importantes em processos tumorais (Adinolfi et al., 2015).

Outros estudos sugerem que o receptor P2X7 tem um papel fundamental no

surgimento e desenvolvimento do CPa, sendo relacionado a angiogênese, ativação de

fatores de crescimento, impedimento da apoptose e outros. Processos terapêuticos de

inibição  desses  receptores  tem  futuro  promissor  no  que  tange  a  supressão  da

progressão do CPa (Moesta, 2020; Di Virgilio, 2009).

3.3 O PAPEL DA CD39 E CD73 NO CPa

A enzima CD39 possui em sua estrutura 510 aminoácidos,  sendo abrigados

resíduos de cisteína e sítios de glicosilação. Em sua atividade, o domínio extracelular é

maior  e  é  o  responsável  pela  atividade  dessa  nucleotidase.  Ela  está  localizada  na

superfície celular e catalisa a hidrólise de ATP e ADP, para produzir o monofosfato
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correspondente.  Sua  expressão  é  induzida  por  diversas  citocinas  inflamatórias,

privação nutricional, estresse oxidativo e por ação de alguns fatores de transcrição e de

crescimento (Gardani  et al., 2019; Moesta  et. al, 2020; Liu  et. al, 2022). A CD73 é

uma  enzima  ligada  à  membrana celular  encontrada  na  maioria  dos  tecidos.  Esta,

auxilia na hidrólise dos monofosfatos gerados pela CD39 para a conversão em ADO.

Em  particular,  esta  enzima  está  fortemente  ligada  com  a  geração  de  ADO  no

microambiente  tumoral,  exercendo  papel  importante  na  imunossupressão  e

promovendo a angiogênese (Liu et al., 2022; Xia et al., 2023).

A ADO extracelular pode ser produzida por difusão passiva ou transporte ativo

de ADO intracelular. Por outro lado, também pode ser gerada pelos mecanismos de

hidrólise do ATP extracelular. Em tumores sólidos, como é o caso do CPa, o ATP é

liberado no espaço extracelular devido a fatores como hipóxia, inflamação, privação

nutricional  ou  até  mesmo  necrose  celular  e  drogas  citotóxicas,  como  a

dihidrotestosterona (DHT) em excesso (Allard et al., 2017; Burnstock, 2013).

O ATP liberado no espaço extracelular  é  convertido  em AMP pela enzima

CD39, e então posteriormente hidrolisado em ADO pela CD73. É importante ressaltar,

que  tanto  uma enzima quanto  a  outra  são  altamente  expressas  nos  tipos  celulares

diferenciados dentro do microambiente tumoral, seja em células tumorais, imunes ou

endoteliais (Moesta, 2020; Di Virgilio, 2009).

Recentemente  descobriu-se  que  os  exossomos  ou  vesículas  extracelulares

carregam as enzimas CD39 e CD73 na superfície, sendo constantemente gerados na

presença  de  tumores,  promovendo  um aumento  dessas  enzimas  no  microambiente

tumoral  em diferentes  tipos  de câncer,  exercendo uma alta  atividade hidrolítica de

ATP e AMP, o que pode ser o grande mecanismo que leva ao aumento dos níveis de

ADO no ambiente tumoral (Chen et al., 2020; Xia et al., 2023).

Vale  a  pena  destacar  que  a  ADO é  conhecida  por  suprimir  a  atividade  de

diversas  células  imunes,  tendo  em  vista  seu  perfil  anti-inflamatório,  suprimindo

células como fagócitos, células dendríticas, células natural killers,  células T, como a

Th17,  células  B e macrófagos,  ao se ligar  com o receptor  A2A na sua superfície

celular.  Porém, nem sempre este contexto é deletério,  já que a ADO também pode

promover a ativação de algumas células imunes reguladoras e supressoras, como as

células  supressoras  derivadas  de  mieloides  e  células  T  reguladoras  (Tregs),  para

diminuir a atividade tumoral (Chow et al., 2022; Allard et al., 2020).

A expressão  de CD39 em tumores humanos e em células imunes infiltrantes
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nesse  processo  tem  sido  descrita  amplamente  pela  comunidade  científica,  sendo

promissora  como um marcador  prognóstico.  Níveis  elevados  de  RNA mensageiro

(mRNA) de CD39 correlacionam com uma melhor taxa de sobrevida a longo prazo

após a ressecção tumoral. Em diferentes carcinomas, mostrou-se uma alta expressão

de CD39 em tumores primários tanto quanto os metastáticos, embora mostrou-se que a

combinação  dos  níveis  de  CD39  e  CD73  em  conjunto  fornece  um  melhor  valor

prognóstico em detrimento da CD39 de forma isolada (Baghbani et al., 2021).

Já a expressão da CD73 no microambiente tumoral em vários tipos de câncer é

associada  à  indução  da  hipóxia,  uma  relação  de  perfusão  tecidual  inadequada  e

ativação e estabilização de fatores de transcrição relacionados à hipóxia, como o HIF-

1.  Outras  vias  de  sinalização  tumoral  como a  transição  epitelial-mesenquimal,  ou

mutações em genes como TP53 ou rat sarcoma virus (RAS), ou a perda da sinalização

do receptor de estrogênio (ER), também foram associados ao aumento da expressão de

CD73 (Di Virgilio, 2020).

Como consequência deste processo, a ADO derivada da atividade da CD73

aumenta no ambiente tumoral e exerce múltiplas ações imunossupressoras para reduzir

a  imunidade  antitumoral.  A  associação  com  características  clínicas  e  patológicas

foram estudadas  em diversos  tipos  de  cânceres,  incluindo  o CPa.  Em geral,  esses

estudos demonstraram que os altos níveis da expressão da CD73 estão associados a

piores resultados clínicos, mas não em sua totalidade (Xia et al., 2023).

3.4 O PAPEL DOS RECEPTORES P2 NO CPa

Os  receptores  purinérgicos  têm envolvimento  com  as  purinas,  incluindo  o

ATP,  ADP,  AMP  e  ADO,  desempenhando  um  papel  crucial  no  microambiente

tumoral. Como dito anteriormente, são categorizados em P1 e P2. Os receptores P2

são subdivididos em P2X e P2Y, apresentando os receptores sensíveis a canais iônicos

(P2X) e os receptores acoplados à proteína G (P2Y) (Burnstock, Di Virgilio, 2009).

Dentro dos P2XR, os receptores de canais iônicos, as mudanças na expressão

desse  canal  bem como  a  atividade  tumoral  modulam a  proliferação  e  a  apoptose

induzida  nas  células  tumorais.  A angiogênese  tumoral  é  influenciada  pelos  canais

iônicos de potássio (K+) e cálcio (Ca2+), enquanto a invasão tumoral e a metástase são
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afetadas  por  outros  canais,  como os  de  sódio  (Na+)  e  cloro  (Cl-).  Além disso,  os

receptores  acoplados  à  proteína  G  (P2Y),  desempenham  um  papel  na  progressão

metastática do câncer e são alvos promissores para as modalidades terapêuticas no

manejo  do  câncer,  sendo  frequentemente  alvos  de  inibidores  em  pesquisas  em

humanos (Wang et al., 2023).

Os receptores P2 têm um papel vital e crítico no microambiente tumoral, onde

a  sua  ativação  ou  inibição  pode  induzir  a  morte  das  células  cancerosas,  o  que  é

benéfico,  ou  até  mesmo continuar  a  promover  o crescimento  celular  desordenado.

Ainda,  a  estimulação  desses  receptores  muitas  vezes  desencadeia  uma  resposta

inflamatória, o que contribui para a ativação do sistema imune, porém, de outra forma

ativa mecanismos imunossupressores dentro do microambiente tumoral.  A ativação

destes pode estimular a proliferação celular por meio da proteína quinase regulada por

sinal extracelular (ERK) (Tafani et al., 2011).

Estudos demonstraram que o receptor P2X7 está presente em diversos tipos de

cânceres, e é especialmente essencial para o crescimento tumoral. De uma forma geral,

evidências  mostram  que  os  P2XR  desempenham  várias  funções  em  tumores,

influenciando a proliferação celular,  diferenciação tumoral,  angiogênese,  metástase,

presença de algia relacionada ao câncer bem como a imunidade das células tumorais

resistentes (Qiao et al., 2022; Wang et al., 2023).

Os P2XR ativados por ATP são expressos em várias etapas do CPa, incluindo

o  câncer  localizado,  os  metastáticos  e  resistentes  a  ressecção  tumoral,  e  aqueles

resistentes às terapias de privação de andrógenos, especialmente os receptores P2X4,

P2X5 e P2X7. Entre esses, o P2X7 tem sido envolvido em promover o crescimento

das  células  tumorais  da  próstata,  facilitando  o  influxo  de  Ca2+ ou  alterando  a

bioenergética mitocondrial (Adinolfi et al., 2015).

Estudos demonstram que o estresse hipotônico, condição em que uma célula é

exposta  em  um  ambiente  com  uma  concentração  menor  de  soluto  do  que  o  seu

interior,  pode  iniciar  um  ciclo  de  proliferação  celular  gerado  pelo  feedback  da

liberação de ATP e, consequente, sinalização do receptor purinérgico, levando a níveis

elevados de Ca2+ intracelular e ativação de outras vias, como as cinases ativadas por

mitógenos (MAPKs), favorecendo a continuidade do ciclo celular, bem como a ERK e

a via PI3K (Amoroso et al., 2015; Lertsuwan et al., 2017).

Além  da  via  da  MAPK  estar  associada  à  proliferação  celular  através  da

sinalização  dos  receptores  e  expressão  do  ATP,  ela  desempenha  um  papel  na
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regulação da morte celular em tumores sólidos, a depender do estímulo específico e do

tipo  celular  envolvido.  No  CPa,  esta  via  (p38-MAPK)  ativa  pode  promover  a

apoptose, embora esse processo também dependa da combinação com outros sinais,

como a via PI3K/AKT (Di Virgilio et al., 2017).

A via PI3K/AKT, juntamente com a cascata de sinalização celular envolvendo

a MAPK, pode impulsionar  a  progressão  do CPa.  Assim,  terapias  de privação  de

andrógenos e outras terapias que visam modular esta via estão sendo estudadas como

potencial terapêutico, interferindo na clínica e na progressão patológica. Além disso, o

HIF-1 pode modular o P2X7 com feedback positivo, aumentando a sua característica

de invasividade e promovendo a angiogênese em ambientes tumorais com a presença

de hipóxia (Baghbani et al., 2021; Xia et al., 2023).

Outro fato importante,  é de que tumores com alta expressão de P2X7 estão

associados  ao  aumento  de  VEGF,  e  a  presença  de  uma  ampla  rede  vascular

desencadeada por este. Outros estudos demonstram que a redução desse receptor leva

a  níveis  reduzidos  de  HIF-1  e  VEGF,  inibindo  consequentemente  a  angiogênese

promovida por estes fatores (Di Virgilio et al., 2017).

A hipóxia ativada pelo HIF-1 induz a expressão do P2X7 para produtos finais

de  glicação  avançada  (RAGE),  também  importantes  em  contextos  de  estresse

oxidativo. Ainda, a expressão de P2X7 e RAGE facilita a fosforilação de AKT e ERK.

Por outro lado, o HIF-1 contribui para a invasão tumoral e metástase ao aumentar a

atividade  e  outras  proteínas  como  a  mieloproteinase  de  matriz  9  (MMP-9),

responsáveis  por  degradar  a  matriz  extracelular,  promover  angiogênese  tumoral  e

facilitar a invasão tumoral e metástase (Liu et al., 2022; Xia et al., 2023).

Ao mesmo tempo, o receptor P2X4 está relacionado com a formação do CPa e

emerge  como  um  alvo  promissor  para  intervenções  terapêuticas.  A  sua  ativação

aumenta  a  migração  e  invasão  de  células  do  CPa  por  meio  dos  mecanismos  de

transição epitélio-mesenquimal (EMT). Além disso, os níveis elevados desse receptor

foram observados em células do CPa que exibem perda de proteínas como a fosfatase

homóloga a tensina (PTEN,  que atua como inibidor da via PI3K), onde a expressão

aumentada de P2X4 se relaciona com maior  risco de metástase,  uma vez que esta

proteína leva a desfosforilação de AKT. A forma ativa da AKT está relacionada a

piores prognósticos em diversos tipos de cânceres, enquanto a expressão aumentada

do P2X4, combinada com a perda de PTEN, se correlaciona com um risco aumentado

de metástase e recorrência  dos níveis altos de PSA após a prostatectomia.  Estudos
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demonstram  que  a  inibição  deste  receptor  diminui  a  sobrevida  das  células

cancerígenas,  podendo  ser  promissor  como  modalidade  terapêutica  (Di  Virgilio,

Adinolfi, 2015).

Os receptores P2Y demonstram seu papel na progressão e metástase. Porém,

nem todos os subtipos desempenham o mesmo efeito, os receptores P2Y1 tendem a

inibir a proliferação celular no câncer, enquanto os P2Y2 a promovem. Estudos em

linhagem celular de CPa demonstraram que a ativação de P2Y2 levou a fosforilação

de  p38,  aumentando  a  expressão  da  ciclooxigenase-2  (COX-2)  e  aumentando  a

resistência à apotose das células tumorais, ao contrário do P2Y1, que induziu a morte

celular e suprimiu a proliferação das células da linhagem de CPa (Allard et al., 2017;

Burnstock, 2013).

Em  outras  pesquisas,  demonstrou-se  que  o  ATP  aumentou  a  invasão  e

migração de células tumorais do CPa por meio de P2YRs. A supressão do receptor

P2Y2  impediu  significativamente  a  invasão  e  migração  induzidas  pelo  ATP  em

células  de  CPa,  destacando  dessa  forma  o  envolvimento  desses  receptores  nos

processos cancerígenos (Burnstock, Di Virgilio, 2013).

O entendimento sobre as implicações do sistema purinérgico nos diversos tipos

de câncer, incluindo o CPa, vem se tornando uma importante ferramenta na elucidação

dos mecanismos patológicos, e que podem influenciar no prognóstico e na terapêutica

geral  dos  indivíduos  com  esse  diagnóstico.  Sendo  assim,  a  compreensão  desse

sistema, juntamente com outros sinergistas no processo do desenvolvimento do CPa,

se faz de suma importância para a pesquisa biomédica.
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4. METODOLOGIA

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Esta  pesquisa  foi  aprovada  pelo  Comitê  de  Ética  em  Pesquisa  com  Seres

Humanos  (CEP)  da  Universidade  Federal  da  Fronteira  Sul  (UFFS),  sob  protocolo

número: 87508918.4.0000.5564.

O presente estudo é caracterizado como quantitativo observacional transversal.

Com relação à seleção da amostra, ela foi realizada por conveniência e coletou-

se material sanguíneo de 39 pacientes recém diagnosticados com CPa no período de

setembro  de  2021  a  março  de  2023.  No  estudo  as  enzimas  analisadas  foram  a

ENTPDase  1  (CD39),  a  CD73,  bem  como  a  expressão  do  receptor  P2X7

anteriormente ao início do tratamento cirúrgico e/ou farmacológico. O grupo controle

foi composto por 37 homens, com idades semelhantes às do grupo investigado e que

não apresentavam diagnóstico de CPa. Os pacientes foram selecionados a partir de

contato prévio dos pesquisadores com o médico cirurgião responsável pela avaliação

dos  pacientes  no  Hospital  Regional  do  Oeste  (HRO),  e  os  pacientes  selecionados

foram  informados  pelos  pesquisadores  sobre  os  objetivos  da  pesquisa  e  sobre  as

intervenções  que seriam realizadas caso aceitassem participar,  assinando Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Após a seleção, pacientes e controles foram contactados pelos pesquisadores

para realização de uma única coleta  de sangue, no volume de 30 mL, por punção

venosa. As análises bioquímicas e moleculares foram realizadas nos laboratórios de

pesquisa da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS) -  Campus Chapecó (SC).

As  informações  de  prontuário  médico  foram  obtidas  nas  pastas  dos  pacientes

arquivadas no HRO, e foram utilizadas para complementar as análises biológicas. A

partir  dessas  análises,  foi  realizada  a  comparação  dos  resultados  obtidos  entre  os

grupos  e  a  verificação  de  alterações  nos  sistemas  biológicos  avaliados  devido  à

presença do CPa.
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4.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

4.2.1 Coleta das amostras biológicas

Em  relação  à  seleção  dos  participantes,  a  amostragem  foi  feita  por

conveniência, e coletou-se trinta e nove (n= 39) pacientes com diagnóstico de CPa, e

trinta  e sete (n= 37) indivíduos controle,  pareados por idade e sexo, na cidade de

Chapecó  (SC),  seguindo  os  critérios  de  inclusão  e  de  exclusão.  Logo  após  o

diagnóstico, os indivíduos foram esclarecidos sobre os objetivos do estudo, e foram

convidados a participar  do mesmo, consentindo,  através  de assinatura do TCLE, a

fornecer as informações dos laudos de exames e biópsias realizadas e dos prontuários

médicos.  Após,  foi  realizada  coleta  de  sangue  em  tubos  vacutainer  com  éter-

diaminotetraacético (EDTA) como anticoagulante (para a separação de linfócitos). A

coleta de sangue dos pacientes e controles foi realizada em um único momento, após o

resultado  da  biópsia  realizada,  e  antes  do  início  do  tratamento  cirúrgico  e/ou

farmacológico do CPa no caso dos pacientes. Os linfócitos foram acondicionados em

microtubo  tipo  eppendorf,  armazenados  em  caixas  específicas,  identificadas  e

congeladas em freezer a -80 ºC para as posteriores análises. As informações obtidas a

partir dos prontuários médicos foram aquelas em relação à idade, histologia, TNM,

graduação  histológica  (escore  de  Gleason),  níveis  séricos  de  PSA,  escore  da

International Society of Urological Pathology (ISUP), história familiar  de câncer e

doenças crônicas.

4.2.2 Processamento e separação dos linfócitos

Para o isolamento de linfócitos, as amostras de sangue coletadas com EDTA

foram diluídas em volume igual de solução salina. Posteriormente, a amostra diluída

foi  transferida  para  um  tubo  cônico  contendo  Lymphoprep  (Ficoll-Histopaque)  e

realizou-se centrifugação a 1800 rotações por minuto (rpm), em temperatura ambiente,

por  30  minutos.  Após  a  centrifugação,  através  da  formação  de  um  gradiente  de
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densidade,  é  possível  visualizar  uma camada  intermediária  composta  pelas  células

mononucleares  (linfócitos  e  monócitos)  entre  as camadas de plasma e Ficoll.  Esta

nuvem de células foi cuidadosamente removida e transferida para tubo cônico limpo.

Às células, foi adicionada solução salina e a amostra foi centrifugada por 5 minutos a

1800 rpm. Na sequência, descartou-se o sobrenadante e foram adicionados 5 mL de

tampão  hemolítico  aos  linfócitos,  procedendo  nova  centrifugação.  Novamente  o

sobrenadante foi descartado e adicionou-se 5 mL de solução salina, homogeneizando o

conteúdo  e  realizando-se  nova  centrifugação  por  5  minutos  a  1800  rpm.  Após  o

término desse processo, os linfócitos foram guardados em eppendorfs  contendo 600

μL  de  solução  salina.  As  amostras  foram armazenadas  em  freezer  a  -80ºC até  a

realização dos experimentos (Leal, 2005). 

4.2.3 Extração de RNA dos linfócitos

Foi  utilizado  o  reagente  Trizol  para  o  isolamento  de  RNA  a  partir  dos

linfócitos,  conforme protocolo padrão recomendado pelo fabricante (Thermo Fisher

Scientific,  Massachusetts,  EUA).  Para  a  extração,  adicionou-se  1  ml  de  Trizol  ao

pellet de linfócitos, seguindo todas as instruções fornecidas pelo fabricante. Após a

extração  do  RNA,  realizou-se  a  quantificação  do  ácido  nucleico  utilizando  o

espectrofotômetro Nanodrop, onde foram aplicados 2 µL da amostra no equipamento

para obtenção das leituras.

4.2.4 Tratamento do RNA com DNase

O RNA extraído (até 10 µg de RNA em 50 µL de solução) foi submetido ao

tratamento com a enzima DNase I (Ambion, Thermo Fisher Scientific) para eliminar

qualquer fragmento de DNA genômico que pudesse estar contaminando a amostra, de

acordo com as orientações do fabricante.
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4.2.5 Retrotranscrição do RNA

Para a conversão do RNA em DNA complementar (cDNA), foi utilizado o kit

High Capacity Reverse Transcription (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific).

Em cada reação, 10 µL de RNA tratado com DNase, com concentração de 200 ng/µL,

foram misturados com 10 µL de master mix do kit, composto por 2,0 µL de tampão

enzimático 10X, 0,8 µL de dNTPs 25X, 2,0 µL de iniciadores randômicos 10X, 1,0

µL da enzima transcriptase reversa e 4,2 µL de água ultrapura, totalizando um volume

de  20  µL.  As  reações  de  retrotranscrição  foram então  submetidas  a  um ciclo  de

temperatura que consistiu em 25°C por 10 minutos, seguido por 37°C por 120 minutos

e,  finalmente,  85°C por  5 minutos.  O cDNA obtido foi  armazenado a -20°C para

posterior uso.

4.2.6 Análise de Expressão Gênica por RT-qPCR

A quantificação da expressão gênica foi realizada por PCR quantitativo em

tempo real (RT-qPCR), utilizando o termociclador QIAquant 96 5plex (Qiagen®) e o

protocolo com o agente intercalante do DNA "Sybr Green". A quantificação relativa

da  expressão  foi  calculada  pelo  método  delta-delta-Ct  (ΔΔCt),  onde  a  expressão

relativa dos genes-alvo foi determinada pelas seguintes fórmulas:

ΔCt = Ct (gene alvo) - Ct (gene de referência)

ΔΔCt = ΔCt (amostra) - ΔCt (amostra calibradora)

A expressão dos genes-alvo em relação à amostra  calibradora  foi calculada

utilizando a equação 2^-ΔΔCt. Foram construídas curvas-padrão para todos os genes-

alvo  (CD39,  CD73 e P2X7),  bem como para o gene  de referência  (ACTB -  beta

actina), para a avaliação da eficiência das reações, fator essencial para a utilização do

método ΔΔCt. As reações foram realizadas em volumes de 10 µL, contendo 2 µL de

cDNA (40 ng), 20 µM dos primers forward e reverse, e 5 µL de Sybr Green (Applied

Biosystems®).  As  reações  foram realizadas  em triplicatas.  Após  a  realização  das
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análises  das  temperaturas  de  dissociação  dos  genes,  comparou-se  a  expressão  dos

genes alvos entre os grupos.

4.2.7 Expressão proteica por citometria de fluxo

Para avaliação da expressão da ectonucleotidase CD39 utilizou-se o anticorpo

monoclonal  anti-humano  conjugado  com  o  fluoróforo  CD39-PE  (Clone  TU66,

catálogo 555465, BD Bioscience). A técnica de marcação utilizou 100 µL de células

mononucleares do sangue periférico/linfócitos extraídos conforme técnica padronizada

e 5 µL de anticorpo conforme protocolo do fabricante, as amostras foram incubadas

por 30 minutos e posteriormente lavadas com solução salina para realização da leitura.

Após a marcação, as células foram capturadas (10.000 eventos) usando citômetro de

fluxo BD Accuri™ C6 Plus (San Diego, CA, EUA). A mesma técnica será empregada

para a expressão da ectonucleotidase CD73. Os dados foram obtidos pela leitura dos

eventos  avaliando  os  parâmetros  de  tamanho  da  célula  (FSC,  do  inglês  Forward

Scatter), granulosidade (SSC, do inglês Side Scatter) e intensidade de fluorescência no

respectivo  canal  de  leitura,  e  posteriormente  comparados  com  um  controle  não

marcado. Ao final, os resultados foram expressos em percentual de células marcadas

em relação ao controle e analisados estatisticamente para obtenção da expressão da

ectonucleotidase.

4.3 ANÁLISES ESTATÍSTICAS

A  análise  estatística  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 distribuição normal. Os

outliers foram analisados pelo próprio software e removidos apenas para a análise das

variáveis que se diferenciavam dos demais dados. Sobre as variáveis do estudo, as

diferenças entre pacientes com CPa e indivíduos controle foram avaliadas pelo teste t

de Student para dados paramétricos, e pelo teste de Mann-Whitney para dados não
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paramétrico.  As análises  de correlação foram avaliadas  pelo teste  de Pearson para

dados paramétricos,  e Spearman para dados não paramétricos. Os resultados foram

apresentados como média ± desvio padrão ou mediana e intervalo de confiança a 95%

para  dados  paramétricos  e  não  paramétricos,  respectivamente.  Foram consideradas

estatisticamente  significantes  as  diferenças  em que  a  probabilidade  de  rejeição  da

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

A Tabela 1 descreve as características gerais da população do estudo, incluindo

idade, estado civil, histórico de tabagismo, diagnóstico de COVID-19, comorbidades e

histórico familiar de CPa. A média de idade dos pacientes com CPa foi de 66 anos,

sendo 74,3% casados e 82,1% não fumantes. Além disso, 87,2% dos pacientes com

CPa não tinham diagnóstico de COVID-19, 61,5% não apresentavam diabetes mellitus

(DM) ou hipertensão (HAS) e 84,6% não tinham história familiar de CPa em parentes

de primeiro grau.

Tabela 1 – Caracterização da amostra. 

CARACTERÍSTICAS Grupo CPa Grupo controle
Valor de p

Tamanho amostral 39 37
Idade 66 ± 6,72 65,81 ± 10,30 0,8503

Estado Civil N (%) N (%)
Solteiro 6 (15.4%) 4 (10.8%)

-
Casado 29 (74.3%) 29 (78.4%)

Divorciado 2 (5.1%) 1 (2.7%)
Viúvo 2 (5.1%) 3 (8.1%)

Hábito Tabagista N (%) N (%)
Sim 7 (17.9%) 2 (5.4%)

-
Não 32 (82.1%) 35 (94.6%)

Diagnóstico de COVID-19 N (%) N (%)
Sim 5 (12.8%) 4 (10.8%)

-
Não 34 (87.2%) 33 (89.2%)

Comorbidades N (%) N (%)
Sem DM + HAS 24 (61.5%) 22 (59.5%)

-
DM 0 (0%) 0 (0%)
HAS 11 (28.2%) 13 (35.1%)

DM + HAS 4 (10.3%) 2 (5.4%)
CPa na Família N (%) N (%)

Sim 6 (15.4%) 1 (2.7%)
-Não 33 (84.6%) 36 (97.3%)

Legenda: CaP, câncer de próstata; N, tamanho amostral; DM, diabetes mellitus; HAS, hipertensão arterial
sistêmica. 

Os dados da expressão gênica de P2X7, CD39 e CD73 nos grupos CPa e controle

estão apresentados na Figura 1. A expressão dos três genes foi significativamente maior

no grupo CPa em relação ao grupo controle.
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A)                                                B)                                   C)

  

Figura 1 - Expressão gênica de P2X7, CD39 e CD73 em linfócitos do grupo CaP e grupo controle. Os
resultados foram expressos como média ± desvio padrão. *p < 0,05, **p < 0,005, ****p ≤ 0,00005. A)
Expressão do gene P2X7R. Grupo CaP 1,3690 ± 0,7696 (n= 9), Grupo Controle 0,7573 ± 0,3633 (n= 11);
*p < 0,0260. B) Expressão do gene CD39. Grupo CaP 2,760 ± 2,532 (n= 8), Grupo Controle 0,6164 ±
0,3862 (n=11); *p < 0,0125. C) Expressão do gene CD73. Grupo CaP 0,7371 ± 0,2796 (n=7), Grupo
Controle 0,4018 ± 0,3557 (n=11); *p <0,0268.

Os dados de correlação da expressão entre os genes P2X7, CD39 e CD73 nos

grupos CPa e controle estão apresentados nas Figuras 2, 3 e 4. Observou-se correlação

positiva entre a expressão dos genes P2X7 e CD39 no grupo controle.

A)                                                                    B)

 
Figura 2 - Correlação entre a expressão gênica de P2X7 e CD39 em linfócitos do grupo CaP e grupo
controle. Os resultados foram expressos como o valor de r. *p < 0,05, **p < 0,005, ****p ≤ 0,00005.
A) P2X7 vs. CD39 (CaP); r = 0,5500, p < 0,1328. B) P2X7 vs. CD39 (Grupo Controle); r = 0,6743, *p
<0,0266. 
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A)                                                                       B)

Figura 3 - Correlação entre a expressão gênica de P2X7 e CD73 em linfócitos do grupo CaP e grupo
controle. Os resultados foram expressos como o valor de r. *p < 0,05, **p < 0,005, ****p ≤ 0,00005. A)
P2X7 vs. CD73 (CaP); r = 0,1667,  p < 0,6777. B) P2X7 vs. CD73 (Grupo Controle);  r = 0,0000, p
>0,9999.

A)                                                                      B)

 
Figura 4 - Correlação entre a expressão gênica de CD39 e CD73 em linfócitos do grupo CaP e grupo
controle. Os resultados foram expressos como o valor de r. *p < 0,05, **p < 0,005, ****p ≤ 0,00005. A)
CD39 vs. CD73 (CaP); r = 0,6000, p < 0,0968. B) P2X7 vs. CD73 (Grupo Controle); r = 0,6000, p
>0,0562.

Os dados da expressão proteica  de CD39, e  da correlação entre  a  expressão

gênica e proteica de CD39 nos grupos CPa e controle estão apresentados na Figura 5.
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A)                                                          B)

Figura 5 - Expressão da gênica e proteica de CD39. Os resultados foram expressos como mediana e IC
95% para a proteína CD39 (n=16 grupo controle, n=10 grupo CaP) e r (n = 10) para o gene CD39 vs.
proteína, considerando os grupos CaP e grupo Controle em conjunto. *p < 0,05, **p < 0,005, ****p ≤
0,00005. A) Expressão proteica de CD39. Grupo Controle 7,450%, 1,200 a 19,90; Grupo CaP 9,300%,
4,000 a 16,70. b) Gene CD39 vs. proteína. r = -0,3710,  p >0,2912.
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6 DISCUSSÃO

O CPa continua sendo um grande desafio global de saúde, sendo o segundo

câncer  mais  diagnosticado  em  homens  e  uma  das  principais  causas  de  mortes

relacionadas  ao  câncer.  Fatores  genéticos  desempenham  um papel  essencial,  com

aproximadamente 5-15% dos casos de CPa atribuídos à hereditariedade.  Em nosso

estudo,  apenas  15,4% dos  pacientes  tinham histórico  familiar  de  PCa,  enquanto  a

média de idade era de 66 anos, consistente com estudos anteriores que mostram maior

incidência em homens na sexta década de vida. A maioria dos pacientes (74,3%) eram

casados,  um  fator  associado  a  menor  risco  de  mortalidade  em  comparação  com

pacientes  solteiros,  divorciados  ou viúvos.  Além disso,  17,9% dos pacientes  eram

fumantes, um fator de risco que, juntamente com o consumo de álcool e obesidade,

está associado ao aumento do risco e da progressão do CPa (Sharma; Miyamoto, 2018;

Costello, 2020; Gandaglia et al., 2021; Shukla et al., 2020).

No  nível  celular,  alterações  no  sistema  de  sinalização  purinérgica

desempenham  um papel  fundamental  na  progressão  e  no  manejo  do  CPa.  Dados

prévios do grupo de pesquisa com o mesmo grupo amostral mostraram que a enzima

CD39  exibiu  aumento  na  hidrólise  de  ATP  e  redução  na  hidrólise  de  ADP  nos

pacientes com CaP, levando a uma maior disponibilidade de ATP extracelular, o que

promoveu  um  ambiente  pró-inflamatório,  criando  respostas  imunes  que  podem

contribuir  tanto  para  a  progressão  do  tumor  em  fatores  como  angiogênese,  tanto

quanto para as respostas imunes, favorecendo a morte das células tumorais. Por outro

lado,  a  atividade  da ADA foi  reduzida,  causando um acúmulo  de ADO, molécula

ligada  principalmente  à  imunossupressão  e  ao  desenvolvimento  do  câncer  (Borth,

2023).  Esses  dados  foram  consistentes  com  pesquisas  prévias  que  documentaram

alterações  semelhantes  no  sistema  purinérgico  em  diversos  tipos  de  câncer  (Di

Virgilio; Adinolfi, 2017; Di Virgilio et al., 2016).

Os dados obtidos nessa pesquisa mostraram um aumento na expressão gênica

do receptor P2X7 no grupo de CaP, indicando que o ambiente pró-inflamatório no

câncer altera o microambiente tumoral, o que pode desencadear a atividade de outras

vias de sinalização, como a do inflamassoma NLRP3. Essa resposta pode promover

tanto mecanismos anti-tumorais, incluindo a morte celular tumoral por apoptose ou

piroptose, ou ainda levar a uma sinalização descontrolada de fatores como o VEGF e
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HIF-1, que favorecem a progressão tumoral (Di Virgilio; Adinolfi, 2017; Di Virgilio

et al., 2016).

Além da expressão gênica aumentada do receptor P2X7 no grupo de pacientes,

observamos de forma semelhante o aumento da expressão gênica das enzimas CD39 e

CD73, o que demonstra a importância da cascata de sinalização purinérgica derivada do

processo tumoral na próstata, impactando o microambiente tumoral.

Ao realizarmos a correlação entre o receptor P2X7 e as enzimas CD39 e CD73,

bem como entre as enzimas, não observamos resultados significativos, com excessão da

correlação entre P2X7 e CD39 no grupo controle. A expressão proteica por citometria

de  fluxo  da  CD39  nos  linfócitos  do  grupo  CaP  e  do  grupo  controle  não  mostrou

significância, assim como a correlação entre a expressão gênica e proteica da mesma.

Os dados demonstram que não há uma relação direta entre estes marcadores,

sendo uma hipótese as mudanças bioquímicas ocorridas na mitocôndria e o desvio de

fluídos com Ca2+ e K+ pela abertura de canais iônicos que ativam o P2X7, gerando

espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, desviando o fluxo de moléculas para outros

componentes e vias de sinalização (Rossetto et al., 2025). 

Outras vias de sinalização relacionadas, como a MAPK, regulam esses fatores

de transcrição citados acima, como o VEGF, e podem contribuir com a progressão e

invasão tumoral, a angiogênse, e ativação de citocinas pró-inflamatórias, como a IL-

1B,  por  meio  da  ativação  do  inflamassoma  NLRP3.  Além  disso,  o  aumento  da

produção de EROS, impulsionado pela NADPH oxidase e pelas alterações na função

mitocondrial,  leva  ao  estresse  oxidativo,  que  desempenha  um  papel  crucial  na

progressão do câncer, através de mudanças no mtDNA (Di Virgilio; Adinolfi, 2017).

O papel dual derivado da resposta do P2X7 na regulação da inflamação e das

respostas imunes sugere que ele pode ser um alvo terapêutico valioso. A modulação

desse  receptor  pode  fazer  parte  de  uma estratégia  para  melhorar  a  capacidade  do

sistema  imunológico  de  combater  o  câncer  ou  suprimir  vias  pró-tumorais.  A

combinação  de  inibidores  de  P2X7  com  imunoterapias  existentes,  pode

potencialmente  melhorar  os  resultados  do  tratamento,  reduzindo  a  resistência  a

quimioterapia,  controlando  o  microambiente  tumoral  e  promovendo  uma  melhor

resposta anticâncer (Sharma; Miyamoto, 2018).

O equilíbrio dinâmico entre a inflamação induzida pelo ATP extracelular ao

ativar  o  receptor  P2X7  e  a  imunossupressão  mediada  pela  ADO  molda  o

microambiente tumoral. O aumento de ADO, devido à atividade da CD73, favorece a
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imunossupressão mas é capaz de reduzir  os danos oxidativos causados pelas ROS,

assim, a presença de ADO na maioria dos casos,  suprime a capacidade do sistema

imune de combater  as células tumorais. Um ambiente imunossupressor, embora em

termos  possa  combater  espécies  rerativas,  também  pode  suprimir  o  sistema imune

mediante ao combate tumoral (Shukla et al., 2020).

Diante  dos  dados,  a  interação  entre  a  inflamação  e  a  imunossupressão  no

microambiente tumoral mediada pela sinalização purinérgica, emerge como um fator

crucial na determinação da trajetória da progressão do CaP. Pesquisas futuras devem

se concentrar em estratégias terapêuticas que visem o sistema purinérgico, buscando

ajustar esse equilíbrio. Isso  deve envolver a  modulação de componentes específicos,

como  o  P2X7,  para  um  manejo  adequado  frente aos  processos  inflamatórios

excessivos, ou também a modulação das enzimas CD39 e CD73 no que diz respeito

aos aspectos imunossupressores envolvidos no microambiente tumoral.

O direcionamento  destes  sistemas  pode  melhorar  a  eficácia  de  tratamentos

tradicionais, como a prostatectomia radical e tratamentos quimio e radioterápicos, ao

criar condições mais favoráveis à detenção da progressão e desenvolvimento tumoral.

As abordagens integradas visando a manipulação das vias purinérgicas,  juntamente

com  o  controle  de  vias  relacionadas,  pode  não  só  desacelerar  a  progressão,  mas

também  potencialmente  reverter  parte  dos  danos  celulares  e  estresse  fisiológico,

ampliando os horizontes para o manejo da doença, contribuindo com a comunidade

científica,  e possibilitando novos manejos clínicos e humanização do tratamento de

pacientes com CPa.
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7 CONCLUSÃO

Os dados mostraram o aumento da expressão a nível gênico dos receptores e

enzimas do sistema purinérgico nos pacientes com CaP, demonstrando a importância

da  cascata  de  sinalização  purinérgica  derivada  do  processo  tumoral  na  próstata,

impactando no padrão pró-inflamatório e imunossupressor do microambiente tumoral.

Uma limitação do estudo foi o numero amostral reduzido em algumas das análises

realizadas,  o que pode ter  definido a ausência de significância,  principalmente nas

correlações.  Como perspectivas futuras,  explorar as vias de sinalização purinérgica

integrando moduladores com terapias existentes, como imunoterapias, pode ser uma

boa estratégia, assim como terapias envolvendo biomarcadores relacionados a vias de

sinalização sinergistas ao sistema purinérgico.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Comitê de Ética em Pesquisa - CEP/UFFS
Prezado (a) participante,
Você está sendo convidado (a) para participar da pesquisa:  Biorrepositório de biópsias
tumorais para avaliação da expressão gênica e protéica dos receptores e enzimas do
sistema  purinérgico  com  ênfase  em  tumores  de  mama,  próstata  e  colorretal,
desenvolvida por discentes e docentes do curso de Medicina da Universidade Federal da
Fronteira Sul (UFFS), Campus Chapecó – SC, sob coordenação da Professora Dra. Sarah F.
V. O. Maciel.
1. Objetivo Central
Construção  e  manutenção  do  Biorrepositório  de  amostras  tumorais,  a  fim de  pesquisar
marcadores moleculares envolvidos no desenvolvimento do câncer, e com possibilidades de
atuar no tratamento do câncer de mama, câncer de próstata, câncer colorretal e câncer de
bexiga.
2. Critérios de Inclusão
Pacientes:  ambos os sexos, diagnosticados por médico especialista com câncer de mama
(do tipo carcinoma ductal  invasor),  câncer  de próstata (do tipo adenocarcinoma),  câncer
colorretal (do tipo adenocarcinoma) e câncer de bexiga, maiores de 18 anos de idade, que
até o momento não realizaram cirurgia para retirada do tumor e nenhum tipo de tratamento
(quimioterapia,  radioterapia,  hormonioterapia,  imunoterapia,  terapia  de  precisão).  Serão
excluídos  pacientes  com  diagnóstico  anterior  de  câncer,  ou  com doenças  inflamatórias
crônicas (diabetes, hipertensão, doença de chron, retocolite ulcerativa, hiperplasia prostática
benigna, mastite). Controles: com base no pareamento por idade (mais ou menos 3 anos) e
sexo em relação aos pacientes, que não apresentem diagnóstico passado ou atual de câncer
de qualquer tipo, ou de doenças inflamatórias crônicas. Sua participação não é obrigatória e
você tem plena autonomia para decidir se deseja ou não participar, além de poder desistir da
colaboração neste estudo no momento em que desejar, sem necessidade de explicação. Você
não receberá remuneração e nenhum tipo de recompensa nesta pesquisa.
3. Mecanismos para garantir o sigilo e privacidade
Serão garantidas a confidencialidade e a privacidade das informações por você prestadas.
As amostras biológicas e os dados clinicopatológicos dos participantes serão identificados
por numeração sequencial, não tendo vínculo com a identificação do paciente. A qualquer
momento você poderá solicitar aos pesquisadores informações sobre sua participação e/ou
sobre a pesquisa, o que poderá ser feito através dos meios de contato explicitados neste
Termo. Caso ocorra desistência, os materiais biológicos e as informações clínicopatológicas
dos participantes serão descartados.
4. Identificação do participante ao longo do trabalho
Seu nome não  será  mencionado  durante  qualquer  etapa  desta  pesquisa,  bem como em
quaisquer  publicações,  cursos,  relatórios  e  afins.  Apenas  o  nome  da  Instituição  será
mencionado.  Para  manter  o  seu  anonimato,  será  utilizada  uma  codificação  numérica
sequencial.  Cada  participante  terá  um  número  distinto  em  todos  os  materiais  e  dados
relacionados a ele.
5. Tempo de duração da coleta/procedimento/experimento
A sua participação na pesquisa consiste em: 1. Pacientes - responder aos questionários de
estilo e qualidade de vida; utilização do material tumoral e sanguíneo (30 ml) coletado
durante a cirurgia de remoção do tumor, materiais que, normalmente, seriam descartados
após  análise  patológica;  disponibilização  das  informações  dos  prontuários  médicos
(idade,  sexo, subtipo histológico do tumor,  estadiamento, etc).  A pesquisa não irá  gerar
nenhum  prejuízo  no  diagnóstico  e  tratamento  da  doença  em  questão;  2.  Controles  -
responder  aos  questionários  de  estilo  e  qualidade  de  vida;  utilização  do  material
sanguíneo (30 ml)  coletado durante a entrevista com os pesquisadores. As coletas serão
realizadas  pelos  pesquisadores  responsáveis  e/ou  médicos  especialistas,  em  ambiente
adequado no próprio HRO. O tempo de duração das coletas será de no máximo 30 minutos.
6. Guarda dos dados e materiais coletados na pesquisa
Todos os materiais biológicos serão guardados em freezer, devidamente identificados com
numeração  sequencial,  nome do projeto  e  pesquisador  responsável.  Os  outros  materiais
provenientes  da  pesquisa  ficarão  guardados  em  armário  trancado  com  chave,  ao  qual
somente  o  pesquisador  responsável  terá  acesso.  As  tabelas  com  informações  dos



35

participantes  da  pesquisa  ficarão  guardadas  nos  computadores  dos  pesquisadores
envolvidos,  com  acesso  somente  com  senha.  Todos  os  materiais  serão  mantidos  pelo
período  de  duração  da  pesquisa  (5  anos).  Após  o  término  da  pesquisa,  os  materiais
biológicos e dados clinicopatológicos serão descartados.

7. Benefícios 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  voluntária  por  ambas  as  partes,  em sala  reservada  no
próprio  HRO, onde serão  dadas,  por  parte  dos  pesquisadores  envolvidos,  orientações  e
esclarecimentos  sobre  as  patologias  incluídas  na  pesquisa  e  compartilhamento
dexperiências,  a  fim de melhorar  a qualidade de vida dos participantes.  Posteriormente,
esses grupos também permitirão o compartilhamento dos resultados obtidos na pesquisa, de
maneira adequada para o entendimento por parte dos participantes.
8. Previsão de riscos ou desconfortos
A participação na pesquisa poderá causar riscos. Um risco previsível é o desconforto no
momento da coleta de sangue, em decorrência da picada da agulha. Para minimizá-lo, a
coleta será realizada por profissionais capacitados, visando a segurança dos participantes.
Os  pesquisadores  explicarão  detalhadamente  o  conteúdo  da  pesquisa  e  advertirão  os
participantes de que sua participação não é necessária caso não se sintam confortáveis para
tal. Caso os riscos previstos ocorram, você receberá tratamento e acompanhamento até que
esses desconfortos desapareçam. Outros danos que podem ser decorrentes da pesquisa são
os  psicológicos,  visto  que  as  patologias  em  questão  podem  provocar  alterações
psicossociais.  Para  minimizá-  los,  será  explanado  para  os  participantes  o  objetivo  e
finalidade da sua contribuição na pesquisa.  Entretanto,  caso sejam percebidos quaisquer
distúrbios psicológicos no participante decorrente da pesquisa, este será encaminhado para o
serviço de apoio psicológico do Centro de Saúde da Família (CSF) de referência, com a
Equipe de Saúde da Família (ESF).
9. Divulgação dos resultados da pesquisa
A devolutiva dos resultados obtidos na pesquisa será realizada por meio de publicações
científicas  e participação  em eventos científicos  da área,  com palestras  e com o uso de
poster  e  banner  ou informativos online.  Os dados  pessoais  dos  participantes  não  serão
divulgados em nenhum momento. Caso concorde em participar, uma via deste termo ficará
em  seu  poder  e  a  outra  será  entregue  ao  pesquisador.  Desde  já  agradecemos  sua
participação!

Chapecó – SC,             de                                  de             .

Assinatura do Pesquisador Responsável

Contato profissional com o(a) pesquisador(a) responsável:  Tel: 49-30254508/ e-mail:
sarah.maciel@uffs.edu.br. Em caso de dúvida quanto à condução ética do estudo, entre em
contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da UFFS: Tel e Fax - 49- 2049-3745/ e-mail:
cep.uffs@uffs.edu.br.
Endereço para correspondência:  Comitê de Ética 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, Chapecó, Santa Catarina, Brasil.
Declaro que entendi os objetivos e condições de minha participação na pesquisa e concordo

em participar. Nome completo do participante e contato:

Assinatura:
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