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RESUMO

As mudangas do perfil de morbimortalidade do cancer de prostata (CPa) nas
ultimas décadas, tém tornado essa patologia um problema de saude publica em varios
paises, inclusive no Brasil. Os processos inflamatorios e a sinalizagdo purinérgica
podem influenciar diretamente a progressao e desenvolvimento tumoral do CPa. A
acdo dos componentes da sinalizacdo purinérgica, seus receptores € enzimas no
microambiente tumoral da prostata ¢ de crucial importancia devido a sequéncia de
eventos gerados, afetando os mecanismos moleculares. Considerando essa inter-
relacdo com o CPa, o objetivo do presente estudo foi avaliar os componentes da
sinalizagdo purinérgica em pacientes diagnosticados com esse tipo tumoral. Trata-se de
um estudo de andlise quantitativa, observacional e transversal. As amostras de sangue
foram coletadas por punc¢do venosa (30 mL) de 39 pacientes com diagnostico de CPa,
anteriormente ao inicio do tratamento, no momento da cirurgia para retirada do tumor,
e de 37 individuos controle, de faixa etaria semelhante. Foram analisadas a expressao
génica das enzimas do sistema purinérgico CD39 e CD73, e do receptor P2X7, além
da expressao protéica de CD39, em linfocitos dos pacientes e controles. Os dados
gerados foram analisados quanto a sua normalidade aplicando-se o teste de Shapiro-
Wilk. Apos, foi utilizado o Teste t de Student para dados paramétricos € Mann-
Whitney para dados ndo paramétricos, para fazer as comparagdes das expressdes entre
os grupos. Para as correlagdes entre as variaveis estudadas, foram utilizados os testes
de Pearson para dados paramétricos e Spearman para dados ndo-paramétricos. O nivel
de significancia utilizado foi de 0,05, e as andlises estatisticas 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% nao fumantes. Além disso, 87,2% nao haviam tido
diagnostico prévio de COVID-19, 61,5% ndo apresentavam diabetes mellitus (DM) ou
hipertensdo (HAS) e 84,6% ndo tinham historico familiar de CPa em parentes de
primeiro grau. Como resultados com significancia estatistica, observou-se o aumento
da expressdo génica do receptor P2X7 (p<0,0260), da enzima CD39 (p<0,0125) e
CD73 (p<0,0268) no grupo de pacientes com CPa em relagdo ao grupo controle, bem
como a correlacdo positiva entre a expressao génica de P2X7 e CD39 no grupo
controle (p<0,0266). Através deste trabalho, pode-se destacar a relevancia da cascata
de sinalizagdao purinérgica derivada do processo tumoral na préstata, impactando no
padrdo pro-inflamatoério e imunossupressor do microambiente tumoral. Como
perspectivas futuras, explorar as vias de sinalizacdo purinérgica integrando
moduladores com terapias existentes, como imunoterapias, pode ser uma boa
estratégia, assim como terapias envolvendo biomarcadores relacionados a vias de
sinalizagdo sinergistas ao sistema purinérgico e o CPa.



Palavras-chave: Cancer de prostata, Expressao Génica, 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. INTRODUCAO

O cancer de prostata (CPa) ¢ uma das principais ameagas a satide masculina
em todo o mundo, sendo o segundo tipo de cancer mais diagnosticado globalmente
entre os homens. Em 2023, estimou-se que o CPa tenha representado
aproximadamente 15% de todos os novos diagnésticos de cancer em homens, com
cerca de 1,4 milhdo de casos detectados anualmente. A doenca também ¢é uma das
principais causas de mortalidade por cancer no sexo masculino, contribuindo para
cerca de 375.000 mortes por ano, evidenciando seu impacto significativo na saude
publica mundial (IARC, 2023).

Em consonancia com a sua alta prevaléncia, assim também ocorre com 0s
processos acarretados com o avanco da doenca. Para que haja uma assertividade
quanto ao tratamento, a classificacao tumoral e os graus de diferenciagdo celulares sao
definidos através de exames como a biopsia prostatica, o que contribui para distinguir
os tumores (Egevad, 2019).

As interagdes envolvendo a sinaliza¢do purinérgica e as espécies reativas de
oxigénio (ERO’s) sdo cruciais em contextos de alteragdo do ciclo celular como a
proliferagdo das células tumorais, mudangas nos mecanismos de apoptose,
angiogénese, hipoxia entre outros. A producdo de adenosina trifosfato (ATP)
extracelular ligado aos receptores P2 estd intimamente relacionado ao aumento da
producdo de ERO’s por mudancas nos canais i0nicos, assim como enzimas
catalisadoras destes nucleotideos, como a CD39 e CD73, também apresentam
alteragdes significativas em sua atividade e/ou expressao no CPa (Di Virgilio, 2016).

Dado o cendrio mundial envolvendo o CPa, torna-se essencial aprofundar o
entendimento sobre os mecanismos moleculares que impulsionam o avanco dessa
doenca. A sinalizagdo purinérgica desempenha um papel crucial em processos chave
do microambiente tumoral. Assim, essas interagdes podem revelar novas estratégias
terapéuticas direcionadas & modulagdo do microambiente tumoral, oferecendo uma
perspectiva promissora para o desenvolvimento de tratamentos mais eficazes, que

melhorem tanto o prognostico quanto a qualidade de vida dos pacientes com CPa.



2.  OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os componentes da sinalizagdo purinérgica no cancer de prostata.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

.  Caracterizar clinicamente a populacao do estudo;

. Analisar a expressao das enzimas do sistema purinérgico e do receptor P2X7
em pacientes com diagnostico de CPa e em individuos controle;
Correlacionar as expressoes de tais componentes com parametros clinicos;

«  Produzir manuscrito correlacionando a sinalizagdo purinérgica e estresse

oxidativo na presenga de CPa.



3.FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 CANCER DE PROSTATA

O CPa afeta principalmente homens em idade média, tipicamente entre 45 ¢ 60
anos, ¢ detém a maior taxa de mortalidade atualmente entre os canceres masculinos. O
diagnostico desse cancer envolve uma série de testes, incluindo bidpsia de prostata,
medicdo de antigeno prostatico especifico (PSA), exame digital retal, ressonancia
magnética e outros métodos de triagem, como o escore de Gleason, que delimita
caracteristicas no fendtipo da doenca. Além disso, varios fatores de risco contribuem
para a natureza heterogénea do CPa, incluindo idade, obesidade, sindrome metabdlica,
historico familiar e influéncias relacionadas ao estilo de vida com baixa qualidade em
saude (Achard, 2021; Boerrigter et al., 2020).

As interagdes entre as relacdes genéticas, como mutagdes em oncogenes ou
genes supressores de tumor, além das dinamicas sociais, levam a variagdes nas taxas
de sobrevida do CPa, resultando em caracteristicas distintas nos diversos locais do
mundo. J& ¢ postulado entre a comunidade cientifica global que as bases genéticas do
CPa desempenham um papel primario no aparecimento da patologia, mas que fatores
como o tabagismo e o sedentarismo, por exemplo, podem ter um papel significativo na
mortalidade alta desse cancer (Cirne et al., 2022).

O manejo do CPa representa em si um desafio para a pesquisa biomédica e
afeta significativamente os contextos da saude publica devido ao alto indice de
ocorréncia. Apesar dos avangos em seu diagndstico e tratamento nos ultimos anos,
ainda existem desafios no que diz respeito a avaliacdes de risco, levando a um
tratamento ora excessivo ora insuficiente, o que condiciona um obstaculo para
posteriores terapéuticas (Costello et al., 2020).

Pesquisas gendmicas denotam os mecanismos moleculares que levam ao
aparecimento ¢ desenvolvimento de determinados tipos de canceres, incluindo alguns
rearranjos cromossomicos e mutagdes genéticas. Essas representam uma forca
significativa na patogénese do CPa, com genes envolvidos na via androgénica e no
metabolismo da testosterona, como seu papel envolvendo a regulagdo do crescimento

do epitélio prostatico bem como da proliferagdo de células tumorais (Vietri et al.,



2021).

Modalidades terapéuticas como a quimioterapia, radioterapia, terapia hormonal
com a privacao de androgenos, além da cirurgia de prostatectomia radical, sdo parte
fundamental no manejo da doenga, assim como o entendimento das vias de sinalizacao
envolvendo o contexto do CPa, aparecem como potencial modalidade terapéutica,
como € o caso da sinalizacdo purinérgica. Elencar a melhor terapia pode nao ser facil,
pois depende de varios fatores, como o estagio da doencga, a presenca de metastase ou
o risco de recidiva (Vaghari-Bagari ef al., 2021).

O prognoéstico segue uma linha semelhante a da escolha do tratamento
adequado, a depender de fatores como as caracteristicas tumorais, e abrange diferentes
niveis de mortalidade ¢ morbidade. A classificagdo do tumor como um
adenocarcinoma originario de células acinares tende a ter um progndstico mais
favoravel em compara¢do aos que se originam das células ductais. A maioria dos
individuos diagnosticados com o CPa apresentam a patologia de forma localizada,
limitada a prostata. Além disso, um diagnostico em estagio inicial contribui com as
expectativas de vida aumentadas (Gandaglia ef al., 2021).

A adaptagdo de uma estratégia de tratamento eficaz ¢ essencial, uma vez que a
grande maioria dos diagnodsticos sdo relacionados a falta de sintomas, e deste modo
podendo ja haver uma progressao lenta e por vezes até inerte, sendo necessario
adequar o tratamento, ja que nos casos sintomaticos, por muitas vezes o fenotipo desta
patologia ja apresenta uma agressividade maior, mesmo apos o tratamento definitivo.
Assim, aumentam-se as chances de uma recidiva ¢ a resisténcia aos métodos
convencionais de cuidado (Cirne et al., 2022; Costello et al., 2020).

A condicdo de heterogeneidade tumoral ¢ uma observacdo comum no CPa
localizado, frequentemente havendo diversidades morfologicas no mesmo individuo,
uma vez que a glandula prostatica pode conter varios 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
relacdo ao aparecimento de metdstases, proliferacdo e invasdo celular, e possivel
resisténcia ao tratamento (Bekelman et al., 2018).

Essa diversidade genomica presente no CPa localizado desafia a ideia de que
haja um unico marcador dominante que dita a trajetoria clinica do individuo, o que
mais uma vez demonstra a importancia do estudo de diferentes vias de sinalizagdo.

Além disso, as células tumorais podem se originar de diferentes tipos celulares,



passando por transformacdes e mutagdes individuais, ou uma mutacdo que
desencadeia em multiplos clones dentro de um mesmo local (conhecido como
heterogeneidade intratumoral) (Bekelman et al., 2018).

As metastases no CPa geralmente estdo localizadas em tecidos adjacentes e
regionais, como linfonodos ou ductos e vesiculas, sendo que o aparecimento de
metastases distantes se da principalmente no tecido 6sseo. A grande maioria dos
individuos que apresentam a condigdo de metastase, local ou distante, tendem a
progredir para uma resisténcia a prostatectomia radical, e sendo ndo responsivos as
terapias de privacdo de androgenos, o que influencia na mortalidade pela doenca
(Penar et al., 2018; Pereira et al., 2021).

As metéstases distantes, para além dos tecidos regionais, aparecem em menos
de um décimo dos pacientes, porém quando estas sdo diagnosticadas tardiamente,
envolvem uma taxa de sobrevida de 30% ao longo de cinco anos. As células do CPa
metastatico tém a capacidade de permanecer inertes dentro do microambiente tumoral
em locais secundarios por periodos prolongados. Além disso, muitos homens irdo
apresentar complicagdes relacionadas ao tratamento por mais de uma década apds o
diagndstico, o que faz de terapias complementares, como o biofeedback, terem um
papel importante nas fungdes de saude masculina (Achard ef al., 2021; Pereira ef al.,

2021).

3.2 SISTEMA PURINERGICO E CPa

O sistema purinérgico ¢ composto por moléculas sinalizadoras, enzimas
conversoras de nucleotideos (purinas) e nucleosideo (pirimidinas), € seu conjunto de
19 receptores especificos 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) ndo atua como molécula sinalizadora, embora ainda
assim esteja relacionado em sua degradacao por uma enzima especifica que a converte
em ADO (Burnstock, Di Virgilio, 2013).

A respeito das enzimas catalisadoras desses processos de degradagdo,
encontram-se a familia das ectonucleotideo trifosfato difosfohidrolase (ENTPDase),

mais comumente expressa no processo canceroso em seu subtipo 1, também



10

conhecida como CD39. Esta, degrada o ATP em ADP ¢ o ADP em AMP. Outra
enzima relacionada a degradacao dessas moléculas ¢ a ecto-5’-nucleotidase, ou CD73,
e que converte o AMP em ADO (Di Virgilio, Adinolfi, 2015).

Para a degradagdo 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 enzimaticos da
sinalizagdo purinérgica mais relacionados aos processos cancerosos, sendo as mais
importantes e as mais estudadas em sua atividade ou expressdo (Burnstock, Di
Virgilio, 2013).

Ja em relagdo aos receptores deste sistema de sinalizacdo, fazem parte os
receptores da familia P1, correspondendo a ligagdo com a ADO (A1, A2A, A2B ¢
A3), e os receptores da familia P2, correspondendo a ligacdo com o ATP e ADP (P2X,
sendo 7 subtipos, e P2Y, sendo 8 subtipos). Os eventos que se associam as etapas de
proliferagdao das células tumorais geram um microambiente inflamatério sem que se
chegue na etapa da resolugdo, o que favorece a liberagao de padrdoes moleculares
associados ao dano (DAMPs), uma vez que esse processo ocorre de forma dindmica
entre proliferacdo e lesdo ou destruicao celular (Di Virgilio et al., 2020).

Um desses mecanismos associados a um DAMP ¢ correspondente ao ATP,
onde este tem papel crucial de ativagcdo inflamatdria, sendo antagonista da ADO (anti-
inflamatoéria), tornando-se um componente de vital importdncia na sinalizagdo
purinérgica relacionado aos processos cancerosos, principalmente na progressao € no
desenvolvimento das neoplasias malignas (Burnstock & Knight, 2004).

Esses sinalizadores de modo geral, respondem a processos como estimulo ou
inibicdo da apoptose, proliferacdo e diferencia¢do celular, angiogénese tumoral, vias
de sinalizagdo ativadas pela hipoxia (HIF-1), mudangas na bioenergética e no DNA
mitocondrial (Zipl-3), e ativacdo de fatores de crescimento, como o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), assim como outros fatores e vias de
sinaliza¢do que de igual forma se relacionam com a sinalizagdo purinérgica (Hanahan
& Weinberg, 2011).

Sabe-se que a mutacdo em genes supressores de tumor, como o TP53, pode
acarretar na proliferacao celular descontrolada, e o ATP, sendo um dos marcadores
expressos de forma aumentada nesse contexto, converge para uma inadequacdo
bioenergética das células tumorais, envolvendo também as enzimas e seus receptores

especificos da familia P2 (Burnstock & Verkhratsky, 2012).
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O nucleosideo ADO, por exemplo, ¢ encontrado em niveis elevados em
desenvolvimentos cancerosos, uma vez que sua funcdo anti-inflamatéria tem uma
tentativa de interromper os danos moleculares, porém, ¢ capaz de induzir o
crescimento tumoral em condigdes exacerbadas de sua expressdo, uma vez que esta
associado a indugdo de angiogénese e do estado imunossupressor das células
malignas, desta forma também ativando receptores e enzimas para degrada-la (Allard
et al., 2020).

A exploragdo de vias adicionais para além das vias comumente estudadas e que
se associam ao desequilibrio dos receptores purinérgicos da classe P2, por exemplo,
vem contribuindo com a obtencao de novas perspectivas no processo da doenca e no
direcionamento terapéutico. Assim, destaca-se esses receptores como biomarcadores e
alvos terapéuticos importantes para o manejo do CPa, como no manejo de dor e do
perfil inflamatorio desses individuos (Burnstock & Di Virgilio, 2013).

Pesquisas demonstraram que o receptor P2X7 esta expresso de forma anormal
no CPa, relacionado inclusive ao nivel do PSA, podendo este ser um biomarcador
precoce da doenca, quando ndo hé possibilidade de bidpsia. Além de ativar outras vias
de sinalizacdo associadas a proliferacdo celular, o P2X7 se relaciona ao fendtipo
agressivo do CPa pela invasdo e metastase de células tumorais por meio de genes
relacionados a invasdo mesenquimal epitelial e vias de sinalizagdo como a PI3K/AKT,
vias de fosforilagdo 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 angiogénese, ativagdo de
fatores de crescimento, impedimento da apoptose e outros. Processos terapéuticos de
inibicdo desses receptores tem futuro promissor no que tange a supressdo da

progressdao 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 aminoacidos, sendo abrigados
residuos de cisteina e sitios de glicosilacdo. Em sua atividade, o dominio extracelular ¢
maior e ¢ o responsavel pela atividade dessa nucleotidase. Ela estd localizada na

superficie celular e catalisa a hidrolise de ATP e ADP, para produzir o monofosfato
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correspondente. Sua expressao ¢ induzida por diversas citocinas inflamatoérias,
privacao nutricional, estresse oxidativo e por agdo de alguns fatores de transcricao e de
crescimento (Gardani et al., 2019; Moesta et. al, 2020; Liu et. al, 2022). A CD73 ¢
uma enzima ligada & membrana celular encontrada na maioria dos tecidos. Esta,
auxilia na hidrdlise dos monofosfatos gerados pela CD39 para a conversdo em ADO.
Em particular, esta enzima esta fortemente ligada com a geragcdo de ADO no
microambiente tumoral, exercendo papel importante na imunossupressao e
promovendo a angiogénese (Liu et al., 2022; Xia et al., 2023).

A ADO extracelular pode ser produzida por difusdo passiva ou transporte ativo
de ADO intracelular. Por outro lado, também pode ser gerada pelos mecanismos de
hidrolise do ATP extracelular. Em tumores so6lidos, como é o caso do CPa, o ATP ¢
liberado no espaco extracelular devido a fatores como hipdxia, inflamagao, privagao
nutricional ou até mesmo necrose celular e drogas citotoxicas, como a
dihidrotestosterona (DHT) em excesso (Allard et al., 2017; Burnstock, 2013).

O ATP liberado no espago extracelular ¢ convertido em AMP pela enzima
CD39, e entdo posteriormente hidrolisado em ADO pela CD73. E importante ressaltar,
que tanto uma enzima quanto a outra sdo altamente expressas nos tipos celulares
diferenciados dentro do microambiente tumoral, seja em cé€lulas tumorais, imunes ou
endoteliais (Moesta, 2020; Di Virgilio, 2009).

Recentemente descobriu-se que os exossomos ou vesiculas extracelulares
carregam as enzimas CD39 e CD73 na superficie, sendo constantemente gerados na
presenca de tumores, promovendo um aumento dessas enzimas no microambiente
tumoral em diferentes tipos de cancer, exercendo uma alta atividade hidrolitica de
ATP e AMP, o que pode ser o grande mecanismo que leva ao aumento dos niveis de
ADO no ambiente tumoral (Chen et al., 2020; Xia et al., 2023).

Vale a pena destacar que a ADO ¢ conhecida por suprimir a atividade de
diversas células imunes, tendo em vista seu perfil anti-inflamatorio, suprimindo
células como fagocitos, células dendriticas, células natural killers, células T, como a
Th17, células B e macréfagos, ao se ligar com o receptor A2A na sua superficie
celular. Porém, nem sempre este contexto ¢ deletério, ja que a ADO também pode
promover a ativacao 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 expressao de CD39 em tumores humanos e em células imunes infiltrantes
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nesse processo tem sido descrita amplamente pela comunidade cientifica, sendo
promissora como um marcador prognostico. Niveis elevados de RNA mensageiro
(mRNA) de CD39 correlacionam com uma melhor taxa de sobrevida a longo prazo
apos a ressec¢do tumoral. Em diferentes carcinomas, mostrou-se uma alta expressao
de CD39 em tumores primarios tanto quanto os metastaticos, embora mostrou-se que a
combinacdao dos niveis de CD39 e CD73 em conjunto fornece um melhor valor
prognoéstico em detrimento da CD39 de forma isolada (Baghbani et al., 2021).

J& a expressdo da CD73 no microambiente tumoral em vérios tipos de cancer ¢é
associada a inducdo da hipdxia, uma relagdo de perfusdo tecidual inadequada e
ativacao e estabilizacdo de fatores de transcri¢ao relacionados a hipoxia, como o HIF-
1. Outras vias de sinalizacdo tumoral como a transi¢do epitelial-mesenquimal, ou
mutagdes em genes como TP53 ou rat sarcoma virus (RAS), ou a perda da sinalizacao
do receptor de estrogénio (ER), também foram associados ao aumento da expressao de
CD73 (Di Virgilio, 2020).

Como consequéncia deste processo, a ADO derivada da atividade da CD73
aumenta no ambiente tumoral e exerce multiplas agdes imunossupressoras para reduzir
a imunidade antitumoral. A associagdo com caracteristicas clinicas e patologicas
foram estudadas em diversos tipos de canceres, incluindo o CPa. Em geral, esses
estudos demonstraram que os altos niveis da expressao da CD73 estdo associados a

piores resultados clinicos, mas ndo em sua totalidade (Xia et al., 2023).

3.4 O PAPEL DOS RECEPTORES P2 NO CPa

Os receptores purinérgicos tém envolvimento com as purinas, incluindo o
ATP, ADP, AMP ¢ ADO, desempenhando um papel crucial no microambiente
tumoral. Como dito anteriormente, sdo categorizados em P1 e P2. Os receptores P2
sdo subdivididos em P2X e P2Y, apresentando os receptores sensiveis a canais idnicos
(P2X) e os receptores acoplados a proteina G (P2Y) (Burnstock, D1 Virgilio, 2009).

Dentro dos P2XR, os receptores de canais i6nicos, as mudangas na expressao
desse canal bem como a atividade tumoral modulam a proliferacdo e a apoptose
induzida nas células tumorais. A angiogénese tumoral ¢ influenciada pelos canais

idnicos de potassio (K*) e calcio (Ca*"), enquanto a invasdo tumoral e a metastase sdo
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afetadas por outros canais, como os de sodio (Na") e cloro (CI'). Além disso, os
receptores acoplados a proteina G (P2Y), desempenham um papel na progressao
metastatica do cancer e sdao alvos promissores para as modalidades terapéuticas no
manejo do cancer, sendo frequentemente alvos de inibidores em pesquisas em
humanos (Wang et al., 2023).

Os receptores P2 t€ém um papel vital e critico no microambiente tumoral, onde
a sua ativacdo ou inibicdo pode induzir a morte das células cancerosas, o que ¢
benéfico, ou at¢ mesmo continuar a promover o crescimento celular desordenado.
Ainda, a estimulacdo desses receptores muitas vezes desencadeia uma resposta
inflamatdria, o que contribui para a ativagao do sistema imune, porém, de outra forma
ativa mecanismos imunossupressores dentro do microambiente tumoral. A ativacao
destes pode estimular a proliferacdo celular por meio da proteina quinase regulada por
sinal extracelular (ERK) (Tafani et al., 2011).

Estudos demonstraram que o receptor P2X7 est4 presente em diversos tipos de
canceres, ¢ ¢ especialmente essencial para o crescimento tumoral. De uma forma geral,
evidéncias mostram que os P2XR desempenham vérias fungdes em tumores,
influenciando a prolifera¢do celular, diferenciacdo tumoral, angiogénese, metastase,
presenga de algia relacionada ao cancer bem como a imunidade das células tumorais
resistentes (Qiao et al., 2022; Wang et al., 2023).

Os P2XR ativados por ATP sdo expressos em vdrias etapas do CPa, incluindo
o cancer localizado, os metastaticos e resistentes a ressec¢do tumoral, e aqueles
resistentes as terapias de privacdo de andrdgenos, especialmente os receptores P2X4,
P2X5 e P2X7. Entre esses, o P2X7 tem sido envolvido em promover o crescimento
das células tumorais da prostata, facilitando o influxo de Ca,: ou alterando a
bioenergética mitocondrial (Adinolfi et al., 2015).

Estudos demonstram que o estresse hipotonico, condicdo em que uma célula ¢
exposta em um ambiente com uma concentracdo menor de soluto do que o seu
interior, pode iniciar um ciclo de proliferacdo celular gerado pelo feedback da
liberagdo de ATP e, consequente, sinalizagdo do receptor purinérgico, levando a niveis
elevados de Ca* intracelular e ativagdo de outras vias, como as cinases ativadas por
mitogenos (MAPKSs), 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 a proliferagdo celular através da

sinalizagdo dos receptores e expressio do ATP, ela desempenha um papel na
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regulacdo da morte celular em tumores sélidos, a depender do estimulo especifico e do
tipo celular envolvido. No CPa, esta via (p38-MAPK) ativa pode promover a
apoptose, embora esse processo também dependa da combinagdo com outros sinais,
como a via PI3K/AKT (D1 Virgilio et al., 2017).

A via PI3K/AKT, juntamente com a cascata de sinalizac¢do celular envolvendo
a MAPK, pode impulsionar a progressdo do CPa. Assim, terapias de privacao de
androgenos e outras terapias que visam modular esta via estdo sendo estudadas como
potencial terapéutico, interferindo na clinica e na progressao patoldgica. Além disso, o
HIF-1 pode modular o P2X7 com feedback positivo, aumentando a sua caracteristica
de invasividade e promovendo a angiogénese em ambientes tumorais com a presenca
de hipoxia (Baghbani et al., 2021; Xia et al., 2023).

Outro fato importante, ¢ de que tumores com alta expressdao de P2X7 estdo
associados ao aumento de VEGF, e a presenga de uma ampla rede vascular
desencadeada por este. Outros estudos demonstram que a reducao desse receptor leva
a niveis reduzidos de HIF-1 e VEGF, inibindo consequentemente a angiogénese
promovida por estes fatores (Di Virgilio et al., 2017).

A hipdxia ativada pelo HIF-1 induz a expressdo do P2X7 para produtos finais
de glicagdo avancada (RAGE), também importantes em contextos de estresse
oxidativo. Ainda, a expressao de P2X7 e RAGE facilita a fosforilagao de AKT e ERK.
Por outro lado, o HIF-1 contribui para a invasdo tumoral e metastase ao aumentar a
atividade e outras proteinas como a mieloproteinase de matriz 9 (MMP-9),
responsaveis por degradar a matriz extracelular, promover angiogénese tumoral e
facilitar a invasao tumoral e metastase (Liu et al., 2022; Xia et al., 2023).

Ao mesmo tempo, o receptor P2X4 esta relacionado com a formagao do CPa e
emerge como um alvo promissor para intervengdes terapfuticas. A sua ativacio
aumenta a migragdo e invasdo de células do CPa por meio dos mecanismos de
transi¢do epitélio-mesenquimal (EMT). Além disso, os niveis elevados desse receptor
foram observados em células do CPa que exibem perda de proteinas como a fosfatase
homologa a tensina (PTEN, que atua como inibidor da via PI3K), onde a expressao
aumentada de P2X4 se relaciona com maior risco de metdstase, uma vez que esta
proteina leva a desfosforilacio de AKT. A forma ativa da AKT esta relacionada a
piores progndsticos em diversos tipos de canceres, enquanto a expressao aumentada
do P2X4, combinada com a perda de PTEN, se correlaciona com um risco aumentado

de metastase e recorréncia dos niveis altos de PSA apos a prostatectomia. Estudos
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demonstram que a inibicdo deste receptor diminui a sobrevida das células
cancerigenas, podendo ser promissor como modalidade terapéutica (D1 Virgilio,
Adinolfi, 2015).

Os receptores P2Y demonstram seu papel na progressdo e metdstase. Porém,
nem todos os subtipos desempenham o mesmo efeito, os receptores P2Y 1 tendem a
inibir a proliferacao celular no cancer, enquanto os P2Y2 a promovem. Estudos em
linhagem celular de CPa demonstraram que a ativagao de P2Y2 levou a fosforilagao
de p38, aumentando a expressdo da ciclooxigenase-2 (COX-2) e aumentando a
resisténcia a apotose das células tumorais, ao contrario do P2Y1, que induziu a morte
celular e suprimiu a proliferacao das células da linhagem de CPa (Allard ef al., 2017;
Burnstock, 2013).

Em outras pesquisas, demonstrou-se que o ATP aumentou a invasdo e
migracdo de células tumorais do CPa por meio de P2YRs. A supressdo do receptor
P2Y2 impediu significativamente a invasdo e migracdo induzidas pelo ATP em
células de CPa, destacando dessa forma o envolvimento desses receptores nos
processos cancerigenos (Burnstock, Di Virgilio, 2013).

O entendimento sobre as implicagdes do sistema purinérgico nos diversos tipos
de cancer, incluindo o CPa, vem se tornando uma importante ferramenta na elucidacao
dos mecanismos patoldgicos, e que podem influenciar no prognostico e na terapéutica
geral dos individuos com esse diagnostico. Sendo assim, a compreensdo desse
sistema, juntamente com outros sinergistas no processo do desenvolvimento do CPa,

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

4.1 DESENHO DO ESTUDO

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

O presente estudo € caracterizado como quantitativo observacional transversal.

Com relacdo a selecao da amostra, ela foi realizada por conveniéncia e coletou-
se material sanguineo de 39 pacientes recém diagnosticados com CPa no periodo de
setembro de 2021 a marco de 2023. No estudo as enzimas analisadas foram a
ENTPDase 1 (CD39), a CD73, bem como a expressaio do receptor P2X7
anteriormente ao inicio do tratamento cirtrgico e/ou farmacologico. O grupo controle
foi composto por 37 homens, com idades semelhantes as do grupo investigado e que
ndo apresentavam diagnostico de CPa. Os pacientes foram selecionados a partir de
contato prévio dos pesquisadores com o médico cirurgido responsavel pela avaliacao
dos pacientes no Hospital Regional do Oeste (HRO), e os pacientes selecionados
foram informados pelos pesquisadores sobre os objetivos da pesquisa e sobre as
intervengdes que seriam realizadas caso aceitassem participar, assinando Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

ApoOs a selecdo, pacientes e controles foram contactados pelos pesquisadores
para realizacdo de uma unica coleta de sangue, no volume de 30 mL, por pungdo
venosa. As andlises bioquimicas e moleculares foram realizadas nos laboratérios de
pesquisa da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS) - Campus Chapeco (SC).
As informacgdes de prontudrio médico foram obtidas nas pastas dos pacientes
arquivadas no HRO, e foram utilizadas para complementar as andlises bioldgicas. A
partir dessas analises, foi realizada a comparacdo dos resultados obtidos entre os
grupos ¢ a verificagdo de alteracdes nos sistemas bioldgicos avaliados devido a

presenca do CPa.
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4.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

4.2.1 Coleta das amostras biologicas

Em relagdo a selecdo dos participantes, a amostragem foi feita por
conveniéncia, e coletou-se trinta e nove (n= 39) pacientes com diagnostico de CPa, e
trinta e sete (n= 37) individuos controle, pareados por idade e sexo, na cidade de
Chapecod (SC), seguindo os critérios de inclusdo e de exclusdao. Logo apds o
diagnostico, os individuos foram esclarecidos sobre os objetivos do estudo, e foram
convidados a participar do mesmo, consentindo, através de assinatura do TCLE, a
fornecer as informagdes dos laudos de exames e bidpsias realizadas e dos prontudrios
médicos. Apos, foi realizada coleta de sangue em tubos vacutainer com éter-
diaminotetraacético (EDTA) como anticoagulante (para a separagdo de linfocitos). A
coleta de sangue dos pacientes e controles foi realizada em um Gnico momento, apos o
resultado da bidpsia realizada, e antes do inicio do tratamento ciriirgico e/ou
farmacologico do CPa no caso dos pacientes. Os linfocitos foram acondicionados em
microtubo tipo eppendorf, armazenados em caixas especificas, identificadas e
congeladas em freezer a -80 °C para as posteriores analises. As informacdes obtidas a
partir dos prontuarios médicos foram aquelas em relacdo a idade, histologia, TNM,
graduacao histologica (escore de Gleason), niveis séricos de PSA, escore da
International Society of Urological Pathology (ISUP), historia familiar de cancer e

doencgas cronicas.

4.2.2 Processamento e separacio dos linfocitos

Para o isolamento de linfocitos, as amostras de sangue coletadas com EDTA
foram diluidas em volume igual de solugao salina. Posteriormente, a amostra diluida
foi transferida para um tubo conico contendo Lymphoprep (Ficoll-Histopaque) e
realizou-se centrifugacdo a 1800 rotagdes por minuto (rpm), em temperatura ambiente,

por 30 minutos. Apds a centrifugagdo, através da formag¢do de um gradiente de
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densidade, ¢ possivel visualizar uma camada intermedidria composta pelas células
mononucleares (linfocitos e mondcitos) entre as camadas de plasma e Ficoll. Esta
nuvem de células foi cuidadosamente removida e transferida para tubo conico limpo.
As células, foi adicionada solucio salina e a amostra foi centrifugada por 5 minutos a
1800 rpm. Na sequéncia, descartou-se o sobrenadante e foram adicionados 5 mL de
tampao hemolitico aos linfocitos, procedendo nova centrifugacdo. Novamente o
sobrenadante foi descartado e adicionou-se 5 mL de solucao salina, homogeneizando o
conteudo e realizando-se nova centrifugacdo por 5 minutos a 1800 rpm. Apods o
término desse processo, os linfocitos foram guardados em eppendorfs contendo 600
pL de solugdo salina. As amostras foram armazenadas em freezer a -80°C até a

realizagdo dos experimentos (Leal, 2005).

4.2.3 Extracao de RNA dos linfécitos

Foi utilizado o reagente Trizol para o isolamento de RNA a partir dos
linfocitos, conforme protocolo padriao recomendado pelo fabricante (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, EUA). Para a extragdo, adicionou-se 1 ml de Trizol ao
pellet de linfocitos, seguindo todas as instrugdes fornecidas pelo fabricante. Apos a
extragdo do RNA, realizou-se a quantificacdo do &cido nucleico utilizando o
espectrofotometro Nanodrop, onde foram aplicados 2 pL. da amostra no equipamento

para obtencao das leituras.

4.2.4 Tratamento do RNA com DNase

O RNA extraido (até¢ 10 ug de RNA em 50 puL de solugao) foi submetido ao
tratamento com a enzima DNase I (Ambion, Thermo Fisher Scientific) para eliminar
qualquer fragmento de DNA gendmico que pudesse estar contaminando a amostra, de

acordo com as orienta¢des do fabricante.
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4.2.5 Retrotranscricao do RNA

Para a conversdo do RNA em DNA complementar (¢cDNA), foi utilizado o kit
High Capacity Reverse Transcription (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific).
Em cada reacdo, 10 uL de RNA tratado com DNase, com concentra¢ao de 200 ng/uL,
foram misturados com 10 uL de master mix do kit, composto por 2,0 uL. de tampao
enzimatico 10X, 0,8 pL de dNTPs 25X, 2,0 uL de iniciadores randomicos 10X, 1,0
pL da enzima transcriptase reversa e 4,2 pul. de dgua ultrapura, totalizando um volume
de 20 pL. As reagdes de retrotranscrigdo foram entdo 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 Analise de Expressao Génica por RT-qPCR

A quantificagdo da expressao génica foi realizada por PCR quantitativo em
tempo real (RT-qPCR), utilizando o termociclador QIAquant 96 Splex (Qiagen®) e o
protocolo com o agente intercalante do DNA "Sybr Green". A quantificacio relativa
da expressao foi calculada pelo método delta-delta-Ct (AACt), onde a expressao

relativa dos genes-alvo foi determinada pelas seguintes formulas:

ACt = Ct (gene alvo) - Ct (gene de referéncia)
AACt = ACt (amostra) - ACt (amostra calibradora)

A expressdo dos genes-alvo em relacdo a amostra calibradora foi calculada
utilizando a equagdo 2"-AACt. Foram construidas curvas-padrdo para todos os genes-
alvo (CD39, CD73 e P2X7), bem como para o gene de referéncia (ACTB - beta
actina), para a avaliagdo da eficiéncia das reagoes, fator essencial para a utilizacao do
método AACt. As reagdes foram realizadas em volumes de 10 pL, contendo 2 pL de
cDNA (40 ng), 20 uM dos primers forward e reverse, € 5 uL. de Sybr Green (Applied

Biosystems®). As reagdes foram realizadas em triplicatas. Apds a realizacdo das
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analises das temperaturas de dissociagdo dos genes, comparou-se a expressao dos

genes alvos entre os grupos.

4.2.7 Expressao proteica por citometria de fluxo

Para avaliacdo da expressdo da ectonucleotidase CD39 utilizou-se o anticorpo
monoclonal anti-humano conjugado com o fluoréforo CD39-PE (Clone TUG66,
catdlogo 555465, BD Bioscience). A técnica de marcacao utilizou 100 puL de células
mononucleares do sangue periférico/linfocitos extraidos conforme técnica padronizada
e 5 uL de anticorpo conforme protocolo do fabricante, as amostras foram incubadas
por 30 minutos e posteriormente lavadas com solucdo salina para realizag¢do da leitura.
ApoOs a marcagdo, as células foram capturadas (10.000 eventos) usando citdmetro de
fluxo BD Accuri™C6 Plus (San Diego, CA, EUA). A mesma técnica sera empregada
para a expressao da ectonucleotidase CD73. Os dados foram obtidos pela leitura dos
eventos avaliando os pardmetros de tamanho da célula (FSC, do inglés Forward
Scatter), granulosidade (SSC, do inglés Side Scatter) e intensidade de fluorescéncia no
respectivo canal de leitura, e posteriormente comparados com um controle nao
marcado. Ao final, os resultados foram expressos em percentual de células marcadas
em relagdo ao controle e analisados estatisticamente para obten¢do da expressdo da

ectonucleotidase.

4.3 ANALISES ESTATISTICAS

A andlise estatistica foi realizada com o sofiware GraphPad Prism 8.0.1
(GraphPad Software, San Diego, California, USA). A normalidade dos dados foi
analisada pelo teste de Shapiro-Wilk, os quais apresentaram distribuicdo normal. Os
outliers foram analisados pelo proprio software e removidos apenas para a analise das
variaveis que se diferenciavam dos demais dados. Sobre as varidveis do estudo, as
diferengas entre pacientes com CPa e individuos controle foram avaliadas pelo teste t

de Student para dados paramétricos, e pelo teste de Mann-Whitney para dados nao
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paramétrico. As andlises de correlagdo foram avaliadas pelo teste de Pearson para
dados paramétricos, e Spearman para dados ndo paramétricos. Os resultados foram
apresentados como média + desvio padrdao ou mediana e intervalo de confianga a 95%
para dados paramétricos e ndo paramétricos, respectivamente. Foram consideradas
estatisticamente significantes as diferengas em que a probabilidade de rejeicdo da

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

A Tabela 1 descreve as caracteristicas gerais da populacdo do estudo, incluindo
idade, estado civil, historico de tabagismo, diagnostico de COVID-19, comorbidades e
historico familiar de CPa. A média de idade dos pacientes com CPa foi de 66 anos,
sendo 74,3% casados e 82,1% nado fumantes. Além disso, 87,2% dos pacientes com
CPa nao tinham diagndstico de COVID-19, 61,5% ndo apresentavam diabetes mellitus
(DM) ou hipertensdo (HAS) e 84,6% nao tinham historia familiar de CPa em parentes

de primeiro grau.

Tabela 1 — Caracterizagao da amostra.

CARACTERISTICAS 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%) i
Viuvo 2 (5.1%) 3 (8.1%)
Habito Tabagista N (%) N (%)
Sim 7 (17.9%) 2 (5.4%)
Nao 32 (82.1%) 35 (94.6%) i
Diagnoéstico de COVID-19 N (%) N (%)
Sim 5(12.8%) 4 (10.8%)
Nio 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 Familia N (%) N (%)
Sim 6 (15.4%) 1 (2.7%)
Nao 33 (84.6%) 36 (97.3%) i

Legenda: CaP, cancer de prostata; N, tamanho amostral; DM, diabetes mellitus; HAS, hipertensao arterial
sistémica.

Os dados da expressao génica de P2X7, CD39 e CD73 nos grupos CPa e controle
estdo apresentados na Figura 1. A expressao dos trés genes foi significativamente maior

no grupo CPa em relag@o ao grupo controle.
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Figura 1 - Expressdo génica de P2X7, CD39 e CD73 em linfécitos do grupo CaP e grupo controle. Os
resultados foram expressos como média + desvio padrdo. *p < 0,05, **p < 0,005, ****p < 0,00005. A)
Expressao do gene P2X7R. Grupo CaP 1,3690 + 0,7696 (n=9), Grupo Controle 0,7573 £ 0,3633 (n=11);
*p < 0,0260. B) Expressdo do gene CD39. Grupo CaP 2,760 + 2,532 (n= 8), Grupo Controle 0,6164 +
0,3862 (n=11); *p < 0,0125. C) Expressdo 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 correlagdo da expressdao entre os genes P2X7, CD39 e CD73 nos
grupos CPa e controle estdo apresentados nas Figuras 2, 3 e 4. Observou-se correlacio

positiva entre a expressao dos genes P2X7 e CD39 no grupo controle.
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Figura 2 - Correlag@o entre a expressdo génica de P2X7 ¢ CD39 em linfocitos 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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Figura 3 - Correlacdo entre a expressdo génica de P2X7 e CD73 em linfécitos 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.
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Figura 4 - Correlagdo entre a expressao génica de CD39 ¢ CD73 em linfocitos 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 expressao proteica de CD39, e da correlacdo entre a expressao

génica e proteica de CD39 nos grupos CPa e controle estdo apresentados na Figura 5.
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Figura 5 - Express@o da génica e proteica de CD39. Os resultados foram expressos como mediana e IC
95% para a proteina CD39 (n=16 grupo controle, n=10 grupo CaP) e r (n = 10) para o gene CD39 vs.
proteina, considerando os grupos CaP e grupo Controle em conjunto. *p < 0,05, **p < 0,005, ****p <
0,00005. A) Expressao 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. proteina. r = -0,3710, p >0,2912.
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6 DISCUSSAO

O CPa continua sendo um grande desafio global de saiude, sendo o segundo
cancer mais diagnosticado em homens e uma das principais causas de mortes
relacionadas ao cancer. Fatores genéticos desempenham um papel essencial, com
aproximadamente 5-15% dos casos de CPa atribuidos a hereditariedade. Em nosso
estudo, apenas 15,4% dos pacientes tinham historico familiar de PCa, enquanto a
média de idade era de 66 anos, consistente com estudos anteriores que mostram maior
incidéncia em homens na sexta década de vida. A maioria dos pacientes (74,3%) eram
casados, um fator associado a menor risco de mortalidade em comparacdo com
pacientes solteiros, divorciados ou viuvos. Além disso, 17,9% dos pacientes eram
fumantes, um fator de risco que, juntamente com o consumo de alcool e obesidade,
estd associado ao aumento do risco e da progressdo do CPa (Sharma; Miyamoto, 2018;
Costello, 2020; Gandaglia et al., 2021; Shukla et al., 2020).

No nivel celular, alteragdes no sistema de sinalizagdo purinérgica
desempenham um papel fundamental na progressdo e no manejo do CPa. Dados
prévios do grupo de pesquisa com o mesmo grupo amostral mostraram que a enzima
CD39 exibiu aumento na hidrélise de ATP e redug¢dao na hidrolise de ADP nos
pacientes com CaP, levando a uma maior disponibilidade de ATP extracelular, o que
promoveu um ambiente pro-inflamatorio, criando respostas imunes que podem
contribuir tanto para a progressdao do tumor em fatores como angiogénese, tanto
quanto para as respostas imunes, favorecendo a morte das células tumorais. Por outro
lado, a atividade da ADA foi reduzida, causando um acumulo de ADO, molécula
ligada principalmente & imunossupressdo e ao desenvolvimento do cancer (Borth,
2023). Esses dados foram consistentes com pesquisas prévias que documentaram
alteracdoes semelhantes no sistema purinérgico em diversos tipos de cancer (Di
Virgilio; Adinolfi, 2017; Di Virgilio et al., 2016).

Os dados obtidos nessa pesquisa mostraram um aumento na expressao génica
do receptor P2X7 no grupo de CaP, indicando que o ambiente pro-inflamatério no
cancer altera o microambiente tumoral, o que pode desencadear a atividade de outras
vias de sinaliza¢do, 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 sinalizacdo descontrolada de fatores como o VEGF e
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HIF-1, que favorecem a progressdo tumoral (Di Virgilio; Adinolfi, 2017; Di Virgilio
etal. 2016).

Além da expressao génica aumentada do receptor P2X7 no grupo de pacientes,
observamos de forma semelhante o aumento da expressdo génica das enzimas CD39 e
CD73, o que demonstra a importancia da cascata de sinalizacao purinérgica derivada do
processo tumoral na préstata, impactando o microambiente tumoral.

Ao realizarmos a correlacao entre o receptor P2X7 e as enzimas CD39 e CD73,
bem como entre as enzimas, ndo observamos resultados significativos, com excessdo da
correlacao entre P2X7 e CD39 no grupo controle. A expressao proteica por citometria
de fluxo da CD39 nos linfécitos do grupo CaP e do grupo controle ndo mostrou
significancia, assim como a correlagdo entre a expressao génica e proteica da mesma.

Os dados demonstram que ndo hd uma rela¢do direta entre estes marcadores,
sendo uma hipdtese as mudangas bioquimicas ocorridas na mitocondria e o desvio de
fluidos com Ca*" e K* pela abertura de canais i6nicos que ativam o P2X7, gerando
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, desviando o fluxo de moléculas para outros
componentes e vias de sinalizacao (Rossetto et al., 2025).

Outras vias de sinaliza¢do relacionadas, como a MAPK, regulam esses fatores
de transcrigdo citados acima, como o VEGF, e podem contribuir com a progressao e
invasao tumoral, a angiogénse, ¢ ativagao de citocinas pro-inflamatorias, como a IL-
1B, por meio da ativagdo do inflamassoma NLRP3. Além disso, o aumento da
produgdo de EROS, impulsionado pela NADPH oxidase e pelas alteragdes na funcao
mitocondrial, leva ao estresse oxidativo, que desempenha um papel crucial na
progressao do cancer, através de mudancas no mtDNA (Di Virgilio; Adinolfi, 2017).

O papel dual derivado da resposta do P2X7 na regulacdo da inflamacgado e das
respostas imunes sugere que ele pode ser um alvo terapéutico valioso. A modulacao
desse receptor pode fazer parte de uma estratégia para melhorar a capacidade do
sistema imunoldgico de combater o cancer ou suprimir vias pro-tumorais. A
combinagdo de inibidores de P2X7 com imunoterapias existentes, pode
potencialmente melhorar os resultados do tratamento, reduzindo a resisténcia a
quimioterapia, controlando o microambiente tumoral e promovendo uma melhor
resposta anticancer (Sharma; Miyamoto, 2018).

O equilibrio dindmico entre a inflamacdo induzida pelo ATP extracelular ao
ativar o receptor P2X7 e a imunossupressio mediada pela ADO molda o

microambiente tumoral. O aumento de ADO, devido a atividade da CD73, favorece a
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imunossupressdo mas ¢ capaz de reduzir os danos oxidativos causados pelas ROS,
assim, a presenga 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 ez al., 2020).

Diante dos dados, a interagdo entre a inflamacdo e a imunossupressao no
microambiente tumoral mediada pela sinalizagdo purinérgica, emerge como um fator
crucial na determinacdo da trajetdria da progressdo do CaP. Pesquisas futuras devem
se concentrar em estratégias terapéuticas que visem o sistema purinérgico, buscando
ajustar esse equilibrio. Isso deve envolver a modulagdo de componentes especificos,
como o P2X7, para um manejo adequado frente aos processos inflamatorios
excessivos, ou também a modulagdo das enzimas CD39 e CD73 no que diz respeito
aos aspectos imunossupressores envolvidos no microambiente tumoral.

O direcionamento destes sistemas pode melhorar a eficicia de tratamentos
tradicionais, como a prostatectomia radical e tratamentos quimio e radioterapicos, ao
criar condigdes mais favoraveis a detengdo da progressao e desenvolvimento tumoral.
As abordagens integradas visando a manipula¢do das vias purinérgicas, juntamente
com o controle de vias relacionadas, pode ndo s6 desacelerar a progressao, mas
também potencialmente reverter parte dos danos celulares e estresse fisioldgico,
ampliando os horizontes para o manejo da doenga, contribuindo com a comunidade
cientifica, e possibilitando novos manejos clinicos e humanizagdo do tratamento de

pacientes com CPa.
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7 CONCLUSAO

Os dados mostraram o aumento da expressdao a nivel génico dos receptores e
enzimas do sistema purinérgico nos pacientes com CaP, demonstrando a importancia
da cascata de sinalizagdo purinérgica derivada do processo tumoral na prostata,
impactando no padrdo pré-inflamatorio e imunossupressor do microambiente tumoral.
Uma limitagdo do estudo foi o numero amostral reduzido em algumas das andlises
realizadas, o que pode ter definido a auséncia de significancia, principalmente nas
correlagdes. Como perspectivas futuras, explorar as vias de sinalizagdo purinérgica
integrando moduladores com terapias existentes, como imunoterapias, pode ser uma
boa estratégia, assim como terapias envolvendo biomarcadores relacionados a vias de

sinalizagdo sinergistas ao sistema purinérgico.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Comité de Etica em Pesquisa - CEP/UFFS
Prezado (a) participante,
Vocé esta sendo convidado (a) para participar da pesquisa: Biorrepositorio de biopsias
tumorais para avaliacdo da expressio génica e protéica dos receptores e enzimas do
sistema purinérgico com énfase em tumores de mama, préstata e colorretal,
desenvolvida por discentes e docentes do curso de Medicina da Universidade Federal da
Fronteira Sul (UFFS), Campus Chapec6 — SC, sob coordenacao da Professora Dra. Sarah F.
V. O. Maciel.
1. Objetivo Central
Constru¢do e manutengdo do Biorrepositorio de amostras tumorais, a fim de pesquisar
marcadores moleculares envolvidos no desenvolvimento do cancer, e com possibilidades de
atuar no tratamento do cancer de mama, cancer de prostata, cincer colorretal e cancer de

bexiga.
2. Critérios de Inclusio

Pacientes: ambos os sexos, diagnosticados por médico especialista com cancer de mama
(do tipo carcinoma ductal invasor), cancer de prostata (do tipo adenocarcinoma), cancer
colorretal (do tipo adenocarcinoma) e cancer de bexiga, maiores de 18 anos de idade, que
até o momento nao realizaram cirurgia para retirada do tumor ¢ nenhum tipo de tratamento
(quimioterapia, radioterapia, hormonioterapia, imunoterapia, terapia de precisdo). Serdo
excluidos pacientes com diagnostico anterior de céncer, ou com doengas inflamatorias
cronicas (diabetes, hipertensdo, doenca de chron, retocolite ulcerativa, hiperplasia prostatica
benigna, mastite). Controles: com base no pareamento por idade (mais ou menos 3 anos) e
sexo em relacdo aos pacientes, que ndo apresentem diagndstico passado ou atual de cancer
de qualquer tipo, ou de doengas inflamatorias cronicas. Sua participacdo ndo ¢ obrigatdria e
vocé tem plena autonomia para decidir se deseja ou ndo participar, além de poder desistir da
colaboragdo neste estudo no momento em que desejar, sem necessidade de explicagdo. Vocé
ndo recebera remuneragdo e nenhum tipo de recompensa nesta pesquisa.

3. Mecanismos para garantir o sigilo e privacidade

Serdo garantidas a confidencialidade e a privacidade das informagdes por vocé prestadas.
As amostras bioldgicas e os dados clinicopatologicos dos participantes serdo identificados
por numeracao sequencial, ndo tendo vinculo com a identificacdo do paciente. A qualquer
momento vocé podera solicitar aos pesquisadores informagdes sobre sua participacdo e/ou
sobre a pesquisa, o que podera ser feito através dos meios de contato explicitados neste
Termo. Caso ocorra desisténcia, os materiais biologicos e as informagdes clinicopatologicas
dos participantes serdo descartados.

4. Identificaciio do participante ao longo do trabalho

Seu nome ndo serd mencionado durante qualquer etapa desta pesquisa, bem como em
quaisquer publicagdes, cursos, relatérios ¢ afins. Apenas o nome da Instituigdo serad
mencionado. Para manter o seu anonimato, sera utilizada uma codificagdo numérica
sequencial. Cada participante terd um numero distinto em todos os materiais e dados
relacionados a ele.

5. Tempo de duraciio da coleta/procedimento/experimento

A sua participacdo na pesquisa consiste em: 1. Pacientes - responder aos questionarios de
estilo e qualidade de vida; utilizagdo do material tumoral e sanguineo (30 ml) coletado
durante a cirurgia de remog¢do do tumor, materiais que, normalmente, seriam descartados
apos analise patologica; disponibilizagdo das informacdes dos prontuirios médicos
(idade, sexo, subtipo histoloégico do tumor, estadiamento, etc). A pesquisa ndo ird gerar
nenhum prejuizo no diagndstico e tratamento da doenga em questdo; 2. Controles -
responder aos questionarios de estilo e qualidade de vida; utilizagdio do material
sanguineo (30 ml) coletado durante a entrevista com os pesquisadores. As coletas serdo
realizadas pelos pesquisadores responsdveis e/ou médicos especialistas, em ambiente
adequado no proprio HRO. O tempo de duragdo das coletas sera de no maximo 30 minutos.

6. Guarda dos dados e materiais coletados na pesquisa

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

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

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

8. Previsiao de riscos ou desconfortos

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

9. Divulgacio dos resultados da pesquisa

A devolutiva dos resultados obtidos na pesquisa serd realizada por meio de publicagdes
cientificas e participacdo em eventos cientificos da area, com palestras e com o uso de
poster ¢ banner ou informativos online. Os dados pessoais dos participantes ndo serdo
divulgados em nenhum momento. Caso concorde em participar, uma via deste termo ficara
em seu poder e a outra serd entregue ao pesquisador. Desde ja agradecemos sua
participagdo!

Chapeco — SC, de de

N )uu\ v j’, ). 'l;_/}. N oL

Assinatura do Pesquisador Responsavel

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

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

Declaro que entendi os objetivos e condigdes de minha participagdo na pesquisa e concordo

em participar. Nome completo do participante e contato:

Assinatura:
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Relationship between purinergic signalling and oxidative stress in prostate
cancer: Perspectives for future therapy
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Neywords:
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Reactive oxygen species (ROS)
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Adenosine triphosphate [ATP)
Immune evasion

Prostate cancer (PCa) is a complex and lethal disease in men, influenced by risk factors such as age, heredity, and
lifestyle. This article reviews the roles of purinergic signaling and resctive species in PCa progression. The
purinergic system involves signaling molecules, such as ATP and adenosine, specific receptors (P1 and P2Z), and
catalytic enzymes (for example, CD39 and CD73), whose alterations contribute to cell proliferation, angiogen-
esis, and immune evasion. The purinergic receptors P2X7 and P2X4 modulate the prostate tumor microenvi-
ronment (TME), impacting hypoxia, apoptosis, and inflammatory pathways. Reactive oxygen species [ROS) and
nitrogen species (RNS) also play crucial roles. At elevated levels, they lead to oxidative damage to DNA and
mitochondria, promoting genetic instability and uncontrolled cell proliferation. These species interact with the
purinergic signaling pathway, with enzymes like CD39 and CD73 playing dual roles: degrading extracellular ATP
to generate immunosuppressive adenosine while simultaneously protecting against oxidative damage. This re-
view emphasizes the dynamic interplay between inflammatory and immunosuppressive signals within the TME,
mediated by ATP, ROS, and their signaling cascades. This balance determines whether the environment supports
tumor progression or regression. Targeting these mechanizsme through innovative therapies, including receptor
inhibitors and ROS modulation, presents promising avenues for PCa treatment. Understanding the intricate roles
of purinergic signaling and reactive species provides valuable insights inte potential therapeutic strategies to
combat PCa.

1. Introduction its components, and the modulation of reactive species predominant in
PCa for tumor onset and progression. These mechanisms primarily affect

Prostate Cancer (PCa) primarily affects middle-aged men, typically the cell eyele, leading to significant changes in cellular autophagy and

between the ages of 45 and 60, and currently holds the highest mortality
rate among male cancers. The diagnosis of this cancer involves a series of
cific antigen (PSA) measurement, digital
rectal examination, prostate biopsy, magnetic resonance imaging, and
other screening methods, such as the Gleason score, which delincates
characteristics in the tumor phenotype. Additionally, several risk factors

tests, including prostate-s

contribute to the heterogencous condition of PCa, including aging,
metabolic  syndrome, hereditary, and  lifestyle-related  influences
{Achard et al., 2021; Boc 1.

The pathophysiology of PCa is directly and closely linked to the
systems discussed in this review, particularly purinergic signaling and

tumor survival, as well as other derived responses in lateral signaling
pathways involving secondary mechanisms, as described later in this
study (Wang et al., 2022),

In PCa scenario, changes ocour in the tumor microenvironment
(TME), including continuous inflammatory processes, survival of cancer
cells in hypoxia, supportive immune responses and production of reac-
tive oxygen species (ROS) involved with P2X7, with superoxide and
hydrogen peroxide being the most common ROS in PCa, as well as the
production of reactive nitrogen species (RNS), with nitric oxide and its
derivatives, such as nitrite and nitrate, being more prevalent in this
environment (Khandrika ot al,, 2
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Furthermore, changes involving purinergic signaling are also found
in changes concerning the cell cycle, such as cell proliferation, changes
in apoptosis, angiogenesis, and hypoxia, among others. The production
of extracellular adenosine triphosphate (ATP) and of adenosine (ADO),
as well as their respective receptors [(P1 for ADO and P2 for ATP),
adenosine diphosphate (ADP), and adenosine monophosphate (AMP)]
and enzymes that catalyze these nucleotides, such as ectonucleoside
triphasphate diphosphohydrolase-1 (CD39) and ecto-5-nucleotidase
(CD73), also present significant alterations in their activity andsor
expression in PCa (Di Virgilio, 2009).

In this context, studying the involvement of these systems in PCa
progression becomes essential, as the development of new therapeutic
approaches, such as novel combinations of inhibitors or agonists of
purinergic receptors and enzymes, synergist with the existent therapies
and genome editing are emerging in a crucial way to the near future,

Thus, the objective of this review is to clucidate the mechanisms that
both purinergic signaling and ROS could impact in the process of PCa
development, and progression and also understand how our biological
system can fight against this disease, leading cancer cells to death.

Understanding signal-regulated pathways is crucial becanse of their
direct relationship with inflammation in various contexts. Inflammation
iz one of the hallmarks of cancer, and this understanding could help
identify an inflammatory profile of markers and predictors that correlate
with better or worse prognoses, especially in light of novel therapies.
Several studies have indicated that inflammation plays a significant role
in the development of prostate cancer; however, the connection between
the pathways highlighted in this systematic review is quite novel.

This review represents a significant advance in Pea research, as it
establishes, for the first time, the direct connection between the puri-
nergic system and oxidative stress in this context. While previous studies
have explored the role of the purinergic system and oxidative stress in
PCa in isolation, this review integrates the two arcas, opening new
perspectives for the development of innovative therapies.

The absence of previous work investigating the combined modula-
tion or inhibition of these systems in the treatment of PCa highlights the
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originality and relevance of this research. Unlike previous studies that
focused on the interaction of existing therapies, such as chemotherapy,
with immunatherapy, this review focuses on the fundamental relation-
ship between purinergic signaling and oxidative stress, offering a new
paradigm for understanding and treating prostate cancer,

2. Methods

To gather relevant literature on the interplay between purinergic
signaling and oxidative stress in PCa, a selection of comprehensive da-
tabases was utilized, including PubMed, Scopus, and Web of Science. A
search strategy was defined, incorporating keywords such as "purinergic
signaling,” "oxidative stress.” and "prostate cancer,” along with Boolean
operatars to refine the search results.

Inclusion and exclusion criteria were established to filter articles
effectively. The focus was on peer-reviewed articles that specifically
addressed the relationship between purinergic signaling and oxidative
stress in PCa, encompassing both clinical and preclinical studies. Articles
not directly related to PCa, such as reviews and opinion pieces, were
excluded.

The screening process began with an initial review of titles and ab-
stracts to identify potentially relevant articles, followed by the retrieval
of full-text articles that met the inclusion criteria for a more thorough
evaluation. Data extraction involved systematically collecting relevant
information, including study design and key findings, while a quality
assessment of the included studies was conducted using appropriate
tools.

The synthesized findings were then summarized to highlight key
themes, mechanisms, and potential therapeutic targets, providing a
comprehensive overview of the current understanding of the relation-
ship between purinergic signaling and oxidative stress in PCa. This
synthesis also identified gaps in knowledge and areas for future
research. Throughout the review process, adherence to PRISMA guide-
lines ensured transparent and comprehensive reporting, contributing
valuable insights to the field of PCa research.

Identification of studies via databases and registers

Identification
i Records removed before screening: “R“'Wf excluded: :
ll;!nti‘ﬁe:lnflrda 4 Duplicate records removed (n =22) Reason 1 "Study type”(n=5)
Databases {niTz; ) Records marked as ineligible by Reason 2 “Methodological quality”
Registers (n =11) automation tools (n =13) (n=7)
Records removed for other reasons (n=7)  Reason 3 “Restricted Access”(n =5)
Screenin
B Included
Records screened Records excluded**
(n =90) (n=17)
Studies included in review
Reporis SOUBNLIOT  Reports not retrieved (n=73) _
=0} {n=0) Reports of included studies
(n =58)
m:m e Reports excluded:
(n=13) (n=0)
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3. Purinergic signaling and PCA

The purinergic system comprises signaling molecules, nucleotide-
converting enzymes and nucleosides, and a set of 19 speeific receptors
for this system. Among these signaling molecules, ATP, ADF, and
adenosine stand out, but, the impact of AMP remains eritical in the
enzyme's roles (Burnstock and Di Virgilio, 2013).

Regarding the enzymes catalyzing these degradation processes, the
family  of ectonucleotide  triphosphate  diphosphohydrolases
(ENTPDase), more commonly expressed in cancer processes in its sub-
type 1, also known as CD39, is notable, This enzyme degrades ATP into
ADP, and ADP into AMP. Another enzyme related to the degradation of
these molecules is ecto-5-nucleotidase, or CD73, which converts AMP
into ADC (D4 Virgilio and Adinolfi, 2015).

For the degradation of ADO, the enzyme adenosine deaminase (ADA)
plays an important role in the context of PCa, converting it into inosine.
These enzymes form the enzymatic compounds of purinergic signaling
most related to cancer processes, being the most important and also the
most studied in terms of their activity or expression (Burmnstock and I

¥, 2013).

About the purinergic receptors, the P1 family corresponds to ADO
binding receptors (A2, AZA, AZB, and A3), and the P2 family corre-
sponds to ATP, ADE, and AMP binding receptors (7 subtypes of P2X, and
& subtypes of P2Y receptors). The events associated with tumaor cell
proliferation  stages generate an  inflammatory  microenvironment
without reaching the resolution stage, favoring the release of damage-

associated molecular patterns (DAMPs), as this process occurs dynami-
cally between proliferation and cell injury or destruction (Dt Virgilio
et al. 1.

One of these mechanisms associated with a DAMP corresponds to
ATP, which has a crucial role in pro-inflammatory activation, and also
the immune response through DAMP, and ADO, which seems to have an
anti-inflammatory role more prevalent in this scenario, making it a vital
component in purinergic signaling related to cancer processes, espe-
r_ldll}r in the progression, survival, invasion and development of PCa (1
/ ., 2016; Burnstock, Di Virgilio, 2013).

T]'u_-.l_ signaling molecules generally respond to several processes
such as stimulation or inhibition of cell apoptosis, cell proliferation, as
well as cell differentiation, tumor angiogenesis, hypoxia-activated
signaling pathways (HIF-1), changes in bioenergetics and mitochon-
drial DNA (mtDNA), and activation of growth factors such as vascular
endothelial growth factor (VEGF), as well as other factors and signaling
pathways that similarly relate to the purinergic signaling (Bekelman
et al., 2018; Chen et al. ).

ATP is closely rl_latr_d to this increased bioenergetics metabolism,
including gene changes, It is known that the failure to interrupt cell eyele
by tumor suppressor genes (TSG), such as the TP53 gene, can result in
pronounced cell proliferation, with ATP being one of the markers at
elevated levels in this context, in response to the cell cyele dysfunction,
leading to the activation of purinergic signaling enzymes and their
specific P2 family receptors (Di Rathbone
et al., 1992).

For instance, the nucleoside ADO 15 found at elevated levels in cancer

development, as its anti-inflammatory function attempts to interrupt
molecular damage. However, it can induce tumor growth under exac-
erbated levels, as it is associated with inducing angiogenesis and the
immunosuppressive state of the TME, thereby also activating rr_'cr_'plurs
and enzymes to degrade it (Deaglio and Robson, 2011; Spychala, 2000).

Exploring additional pathways beyond the commonly studied ones
associated with the imbalance of P2 purinergic receptors, for example,
has contributed to obtaining new perspectives on disease processes and
therapeutic targeting. Thus, these receptors stand out as biomarkers and
impaortant therapeutic targets for managing PCa, such as pain manage-
ment and the inflammatory profile of these individuals (Camici ot al
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2019; He et al.

3.1, The role of P2 receptors in PCa

Among the P2X receptors, changes in the expression of these fon
channel receptors and their tumor activity modulate the proliferation
and apoptosis of tumor cells. Tumor angiogenesis is influenced mainly
by potassium (K°) and caleium (Ca*) ion channels, while tumor invasion
and metastasis are affected by sodium (Na*) and chloride (CF) don
channels. Additionally, G protein-coupled receptors (P2Y) play a role in
metastatic cancer progression and are promising targets for therapeutic
modalities in cancer management (W 22).

P2 receptors, in general, have an ambiguous vital and eritical role in
the TME, where their activation or inhibition can induce cancer cell
death, which is beneficial, or on the other hand, continue to promote
disordered cell growth depending on the stage of PCa. Furthermore,
stimulation of these receptors often triggers an inflammatory response,
contributing to the activation of the immune system, but alternatively
activating immunosuppressive mechanisms within the TME. Activation
of these receptors can stimulate cell proliferation through extracellular
signal-regulated kinase (ERK) (Tafani et al., 2011).

Beyond this context, studies have demonstrated that the P2XT re-
ceptor is present in PCa and is especially essential for tumor growth and
for the aggressive phenotype, leading to the activation of other signaling
pathways. It is expressed at various stages of PCa, including localized
cancer, metastatic cancer, and those resistant to tumor resection, as well
as those resistant to androgen deprivation therapies (Adinolfi o 2
2015).

In addition to PZX7, studies suggest that the P2X4 receptor also plays
a fundamental role in the development of PCa, being related to angio-
genesis, activation of growth factors, inhibition of tumor apoptosis, and
others. Therapeutic processes inhi.biti.ng these receptors are already
being studied, and hold a promising future mm:u.mln;, the suppression
of PCa progression (Burnst Kunzli et al., 2011).

Studies show that hypotonic stress, when a healthy cell is exposed to
a lower solute concentration than its interior, can initiate a cell prolif-
eration cycle driven by feedback from ATP release and the subsequent
purinergic receptors signaling, leading to elevated intracellular Ca®™
levels and activation of other pathways such as mitogen-activated pro-
tein kinases (MAPKs), favoring continued cell cycle progression
{Amoroso ¢ 2015; Lertsuwan ot al., 20017

Cellular signaling cascade involving MAPK can drive PCa progres-
sion. Thus, androgen deprivation therapies and other therapies aiming
to modulate this pathway are being studied as potential therapeutic
interventions influencing clinical outcomes as well as pathological
progression. Additionally, HIF-1 may modulate P2X7 with positive
feedback, increasing its invasive characteristics and promoting angio-
genesis in a hypoxic TME (Di Virgilio and Adinolfi, 2007; Burnswock,
2002).

Hypoxia activated by HIF-1 can induce the expression of P2X7, also
leading to the augmentative amount of ROS. On the other hand, HIF-1
contributes to tumor invasion and metastasis by increasing the activity
of other proteins, such as metalloproteinase @ (MMP-9), responsible for
degrading the extracellular matrix, promoting tumor angiogenesis, and
facilitating tumor invasion and metastasis. Reduction levels of P2X7
lead to lower levels of HIF-1 and VEGF (Adinolfi, 2017; Burnstock and [
§ 2013; Di Virgilio and Vuerich, 2015).

P2X4 receptors, when activated, increase migration and invasion of
PCa cells through cpithelial-mesenchymal transition (EMT) mecha-
nisms. Additionally, elevated levels of this receptor have been observed
in PCa cells showing loss of proteins such as phosphatase and tensin
homolog (PTEN]), which acts as an inhibitor of the phosphoinositide 3-
kinase (PI3K) pathway, where increased expression of this receptor is
associated with a higher risk of metastasis, as this protein leads to the
dr_phulrphury]allm of protein kinase B (PKB/AKT) (He o al Di
and Adinolfi, 2017).
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The active form of AKT is associated with worse prognosis in various
types of cancers, while increased expression of P2X4, combined with loss
of PTEN, correlates with an increased risk of metastasis and recurrence
of high PSA levels after prostatectomy. Studies show that inhibition of
this receptor decreases cancer cell survival, potentially making it a
promising target for therapeatic modalities (Burnswock, 20023 He et al.,
2020).

P2Y receptors can play both functions in PCa, onee P2Y1 receptor
tends to inhibit cancer cell proliferation, while the P2Y2 receptor tends
to promote it. Studies in cell lines have shown that activation of P2Y2
leads to phosphorylation of p38, increasing the expression of
cyelonxygenase-2 (COX-2) and resistance to apoptosis in PCa cells (Le
et al., 2019; Burnstock; Di Wirgilio, 2013).

3.2 The role of CD39 and CD73 in PCa

CD39, or ENTPDasel, consists of a 510 amino acids protein and
contains cysteine residues and glycosylation sites. Its extracellular
domain is larger and mediates the activity of this nucleotidase. Located
on the cell surface, it catalyzes the hydraolysis of ATP and ADP to produce
AMP. The expression of CD39 can be induced by inflammatory processes
transcription
Liu et al.,

in PCa, nutritional deprivation, oxidative stress, and some
and growth factors (Gardani et al, 2019; Moesta et al,,
2010).

The CD73 protein enzyme, or ecto-5-nucleotidase, is 8 membrane-

bound enzyme found in most tissues. It assists in the hydrolysis of
AMP generated by CD3% into ADD. In particular, this enzyme is strongly
associated with the generation of ADO in the TME playlng a crucial role
in meunusuppﬂ_l.smn{l iu et al., 2022 Xia et al. 2.

Extracellular ADO can be generated by passive diffusion or active
transport of intracellular ADO. Alternatively, it can be generated
through the hydrolysis of extracellular ATP. In solid tumors, such as PCa,
ATP is released into the extracellular space due to factors like hypoxia,
inflammation, nutritional deprivation, or even cellular necrosis and
cytotoxie drugs, such as excessive dihydrotestosterone (DHT) (Allard
et al., 2019; Burnstock and Di Virgilio, 2013).

ATP released into the extracellular space is converted inte AMP by
CD39 and then subsequently hydrolyzed into ADO by CD73. It is

PHAGOCYTES
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important to note that both enzymes are highly expressed in differen-
tiated cell types within the TME, including tumor cells, immune cells,
and endothelial cells (Moesta, 2020; Di Virgilio, 2009).

Exosomes or extracellular vesicles carrving CD39 and CD73 are
constantly generated in the presence of twmor cells, leading to an in-
crease in these enzymes within the TME, w]:l'u:h may be a mechanism
leading to increased ADO levels (Chen ot al,, 2020; Xia et al., 2022),

Elevated levels of CD3% mRNA correlate with better long-term sur-
vival rates after tumor rescetion. High expression of CD39 has been
observed in both primary and metastatic tumors, although it has been
shown that the combination of CD39 and CD73 levels together provides
better prognostic value compared to CO39 alone (Baghbani et al., 2021).

The expression of CD73 in PCa TME is associated with hypoxia in-
duction, inadequate tissue perfusion, and activation and stabilization of
hypoxia-related transeription factors, such as HIF-1. Other tumor
signaling pathways, gene mutations, or loss of estrogen receptor
signaling (ERa), have also been associated with increased CD73
expression (Chang et al., 2013).

The enzyme CD73 and the adenosine signaling pathway emerge as
promising therapeutic targets in the prostate cancer scenario. Preclindcal
stuchies reveal that anti-CD73 monoclonal antibodies exhibit remarkable
efficacy in inhibiting tumor growth and metastasis by suppressing cell
adhesion. However, the ubiguitous expression of CD73 in healthy tissues
raises concerns regarding the potential toxicity of these antibodies.
Phased elinical trials (I, 11, and III) explore combination therapies,

including CD73 inhibitors, in various cancer types, with emphasis on
prostate cancer (Gardani et al., 2024),

As a consequence of this process, ADO increases in the TME and
exerts multiple immunosuppressive actions to reduce antitumor fmmu-
nity due to its anti-inflammatory profile, suppressing cells such as
phagocytes, dendrtic cells, natural killer cells, T cells like Th17, B cells,
and macrophages by binding to the A2A receptor on their surface, rep-
resented in Fig. 1.

Howewer, this context is not always detrimental, as ADO can also
promote the activation of some regulatory and suppressive immune
cells, such as mycloid-derived suppressor cells and other regulatory T
cells (Tregs), to reduce tumor activity (Allard ot al,, 2019).

Fiz, 1 explains the role of the CD39 and CD73 enzymes in the

TH17 CELLS

Fig. 1. Anti-inflammatory effects of adenosine.
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conversion of extracellular nucleotides (ATP and ADP) into ADO, which
has immunosuppressive effects. This process is particularly relevant in
the context of inflammation and immune responses. Tumor cells are
represented in red, and the immune cells are represented in the bottom
right.

4. Modulation of reactive species in PCa

ROS, also known as oxidants, are commonly found as byproducts of
normal acrobic cellular metabolism, typically formed through oxidative
phosphorylation by the mitochondria, and are eliminated by various
antioxidant mechanisms. Oxidative stress occurs when there is an
imbalance between these production and elimination processes (Jelic
et al., 2021).

Among reactive oxygen and nitrogen species, there is a wide variety
of forms found in different systems, Examples include superoxide (0:7),
hydrogen peroxide (HaOs), hydroxyl radical (OH), nitric oxide (NO),
peroxynitrite (ONOO-), hypochlorous acid (HOCI), alkoxyl radical (RO),
nitrogen dioxide (NG, alkyl pcrm(yl radical (ROO), and M’.‘\le.'ill. others
00%9; Gupta-Elera et al., 2012; Udensi ct al., 2016).

In PCa, th:. most commonly found reactive species are 0: . Hz0a, as
well as OH, NO, and ONOO~, ROS interrelates with RNS; for example,
NG, NOs, and ONOO- exert similar effects to ROS but, in excess, can lead
to nitrosative stress (Khandrika et al., 2009).

The primary endogenous sources of reactive species are cellular
mitochondria, microsomes, and peroxisomes. At the molecular level,
ROS production accurs continuously in redox centers within enzymes or
when ubiquinone (coenzyme Q10), also known as Col, the main elec-
t

tron Lranspurtr_'r, accepts or donates electrons (Constaneo-Gary al.,
2022; Jelic et al.

A rr_'dur_llun in ths enzyme, transforming it into CoQHa, accelerates
ROS formation by the mitochondria. Bioenergetic conditions such as a
high nicotinamide adenine dinucleotide (NAD/NADH)ratio and a high
degree of protons generated through the inner mitochondrial membrane
favor the appearance of ROS in the organism. This environment is
essential for this phenomenon to oceur (Jelic et al., 20213 Gug Y
etal., 2012).

Immune cells involved in inflammatory processes, such as gran-
uloeytes and macrophages, have mechanisms that depend on oxyvgen to
form ROS through NADPH oxidase (NOX class) and myeloperoxidase
(MPO). Other endogenous sources of ROS include enzymes such as lip-
oxygenase and cyelooxygenase, and the release of superoxide through
these two enzymes becomes important in PCa due to the biosynthesis of
prostaglandins, affecting the inflammatory profile (Udensi et al., 2016
Uemura et al., 2008).

The activation or inhibition of transcription factors, enzymes, and
membrane channels, as well as the regulation of calcium-dependent
signaling pathways and phosphorylation, are continuously occurring
in healthy cells. In PCa, there is an innate oxidative stress due to the
aggressive phenotype of the pathology, Increased ROS production leads
to metabolic changes, activation of the androgen receptor, mitochon-
drial DNA mutations, unresolved Lnf].amma.tury profile, and hypoxia
(sikka et al., Rebillard et al., )

Reduced forms of oxygen, such as Da and HzOa, are produced during
acrobic metabolism and can cause oxidative damage to nucleic acids,

proteins, and lipids. Oxidative damage to nucleic acids like DNA iy
present in carcinogenesis and can lead to cross-linking between DNA
and proteins or direet modification of purine and pyrimidine bases (Jelic
et al., 2021; Khandrika et al Chen et al., 2004).

Another G protein-coupled receptor (GPCR-Gal3) has been studied
as a modulator of ROS. The receptor is overexpressed in advanced
prostate cancers and plays an impartant role in cell migration and in-
vasion. Activation of the Gal3 signaling pathway results in decreased
05" levels and promotes the activation of antioxidant genes, suggesting
that Gal3 overexpression may help cancer cells survive under condi-
tions of oxidative stress (WL Cascy, 2024).
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4.1, Mitochondrial DNA mutations, oxidative stress, and metabolic shifts
i prostafe concer progression

In addition to ROS playing this role in the initiation of PCa by tar-
geting nuclear DNA or transeription factors, they can also affect mtDNAL
The accumulation of these mutations with age leads to weaknesses in
oxidative phosphorylation and the electron transport chain, which in
turn increases ROS production and expansion to th:: cytoplasm of the
cells (Pande et ) 1li ot al

Regarding mtDNA mutations, studl::. show that in normal prostate
tissue, the higher concentration of zine blocks the citric acid cycle (Krebs
cycle) and accumulates citrate in the prostatic fluid. Thus, bioenergetics
remain stable, causing low oxidation and generating fewer ROS. In
malignancy, there is an ecarly metabolic shift that decreases zinc present
in tissues, likely due to deereased transport through zine transporters
{Zip1-3), and increases citrate oxidation, activating thr_ m-aconitase
pathway (Cons roo- 07 et al., 2022; Khandrika et a Y.

This results in PCa having a higher energy turnover, wu'_h a higher
rate of cellular respiration, and therefore generating more ROS. Various
studies have demonstrated the role of miDMA mutations in PCa,
including conditions such as benign prostatic hyperplasia (BPH) or
chronic prostatitis, showing that these changes, such as decreased
extracellular-to-intracellular zine transport, are found only in PCa (Pace
et al., 2010; Khandrika e ).

Thus, if mtDNA mutations are indeed associated with high ROS
production due to changes in oxidative phosphorylation, cells will also
oxidize less pyruvate and NADH as part of the respiratory chain,
resulting in an excess of lactate. This leads to anaerobic glycolysis,
supporting the theory proposed by Warburg over 70 years ago that solid
tumors have a higher rate of glycolysis (Gupta-Elera et al, 2012
Khandrika et al., 2009; Pande et al., 2001 3).

Molecular and biochemical aspects of aging, such as Harman's "free
radical aging theory,” suggest that the accumulation of biomolecular

aschos et al.,

damage caused by reactive species plays an important role in senes-
cence. Many researchers have supported the theory and added changes
in mtDNA as a key factor in oxidative damage over time, prleutl'ng
decreased o llular n:.plrdlur} function and metabolic changes (Mir

; Pan I.Il

T]'LLrqun: l:hany_s in mtONA not only act as markers of aging but
may also explain the increased incidence of PCa with advancing age.
Most cells in PCa express the androgen receptor and respond to it at an
carly stage, facilitating their growth. These changes in androgen levels,
amang other growth factors such as insulin-like growth factor (1GF),
epidermal growth factor (EGF), and nerve growth factor (NGF), among

others, are also important  for abnormal  prostatic  growth
() co-Garvey et al, 2022; Jelic et al., 2021; Khandrika et al,
2006,

While testosterone is the primary hormone responsible for regulating
prostate growth and function, the presence of estrogen receptors in this
gland also plays a role in PCa development. Estradiol can be converted
from testosterone in prostatic epithelial cells or absorbed from the
general circulation. Elevated testosterone levels can be converted into
estrogen through enzymes like aromatase, and the presence of estrogen,
its receptors, and high testosterone concentrations may be related to
oxidative damage and cell proliferation in the prostate (Balvan et zl,
2015; Constanzo-Gar 2

The mechanisms of |m:n.a9|:d. cell pro
nized vascularization in PCa result in a hypoxic environment, leading to
anaerobic glycolysis. Tumor cells can survive in this environment pri-
marily through the activation and stabilization of HIF-1. Several studies
suggest that this hypoxic scenario increases ROS production, which can
lead to the activation of other factors such as VEGF (Gupta-Elera et 2
2012 2013)
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4.2 NADPH oxidases and nitric oxide synthases in prostate cancer: roles
in oxidative stress and tumor progression

Regarding the NOX family, the NADPH oxidase-dependent reduction
of molecular oxygen triggers the formation of superoxide and is subse-
quently dismutated to form HzOz. The NOX family comprises 5 subtypes
(1-5), and these play a variety of signaling events, including cell
growth, survival, or apoptosis, depending on which subtype is active
(Jelic et al., 2021; Khandrika et al., 2000; Chen et al., 2004).

PCa cells generate a high level of these enzymes, and studies suggest
that NOX-1 triggers an angiogenic response and plays a role in the
aggressive conversion of the tumor phenotype, while negative regula-
tion of NOX-5 decreases cell growth and induces apoptosis. Other sub-
types observed in PCa cell lines, such as NOX-4 and NOX-2, were not
found in normal prostate cells (Constanzo-Garvey et al, 2022; Jelic
et al., 2021).

The conventional surgical treatment of PCa results in an increase of
three NADPH oxidase subtypes generating ROS (NOX-1, NOX-2, and
NOX-4). Thus, the increased expression of these enzymes driven by ROS
generation in PCa may lead to a more aggressive phenotype by modu-
lating signaling cascades and could be a target for future therapeatic
intervention (Constanzo-Garvey et al., Jelic et al., 2021; Khan-
drika et al., 2009).

Regarding RNS, it is known that when there is an increase in NO,
MOy, NOs, and/or ONOO-, the cell undergoes a process known as
nitrosative stress. In PCa, studies have shown that plasma from in-
dividuals diagnosed with PCa contained higher levels of NOy™, NOs, and
NO byproducts than plasma from individuals with BPH. The family of
enzymes responsible for NO biosynthesis is known as nitric oxide syn-
thases (NOS) (Gupta-Elera et al., 200 2; Khandrika et al., 2009; Pande
ct al., 2013).

These enzymes are also subdivided into classes: neuronal NOS
(NOS1), calcivm-independent NOS (NOS2 or iNOS), and calcium-
dependent endothelial NOS (NOS3). Some studies indicate that NOS2

P2X7

Activation

NADPH
oxidase

(IL-1B)

Activation
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is upregulated in PCa cells. Additionally, it has been suggested that
NOS3 protects PCa cells from apoptosis by reducing their sensitivity to
tumor necrosis factor (Gupta-Ecera et al., 2012; Khandrika et al., 2009;
Pande et al., 2013).

5. The role of P2 receptors in redox biology

P2 receptors have been widely described as modulators of reactive
species. Among them, the most relevant in this context is P2X7, This
receptor is closely related to the induction of Hal: production through a
mechanism dependent on intracellular Ca® release. Some researchers
have confirmed the role of P2ZX7 using receptor antagonises and agonists,
and the changes induced in reactive species production via activation of
NADPH oxidase (Bulanova et al., 2005; Burnstock; Di Virgilio, 2013).

Activation of the NOX family through NADPH oxidase, as well as the
generation of ONOO-, are also crucial for the development and release of
IL-1f, increasing the inflammatory context. Moreover, increased intra-
cellular reactive species modulated by PZXT result in subsequent acti-
vation of the NLR family pyrin domain containing 3 (NLRP3)
inflammasome; however, some cell types are more susceptible than
others to reactive species production induced by this receptor, expressed
lssner et al., 2004; Di Virgilio, 2012).

P2X7 is not the only P2X receptor that modulates reactive species
generation. In addition to P2X7, P2X4, and P2X2 receptors are also
involved, demonstrating similar mechanisms of Hz02 production, which
have & crucial impact on immune response and enzymatic activation in
PCa (He et al., 2020; Qiao et al., 2022).

Regarding P2Y receptors, they also modulate the gencration of

reactive species. Some rescarchers have shown that F2Y1 protects cells
such as astrocytes from HaOs-induced apoptosis, increasing the redue-
tion in the reaction. This effeet was observed vsing a P2Y1 receptor
agonist, and when an antagonist was used, the protective effect was
abolished (Le et al, 2019; Deaglio; Robson, 20110,

This effect may be related to the cytokine IL-6 becanse treatment

K+ efflux

4

lonic Stress

Inﬂ_famm,adssome

o
Activation

Fig. 2. lonic change mechanism by P2X7.
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with P2Y1 receptor agonists in cell cultures resulted in increased 1L-6
levels, and when an anti-IL-6 antibody was used, the protective effects
were reduced. In addition, antioxidant enzymes such as CAT and S0D,
also seem to be related to the P2Y1 action (Burnstock, 2002; Camic
et al., 2019).

P2Y2 receptor, in the presence of HaOs and release of extracellular
ATP modify Ca® metabolism. A contrary effect shown by the previous
receptors is exemplified by P2Y11, where stimulation of this receptor
appears to attenuate ROS production, and has been used as a therapeutic
:.tralr_by involving purinergic signaling (Ventura; Thomopoulos, ;1014

L., 2003; Moriwaki et al., 199% Maynard and Sfanos
2 explaing the mechanism of ionic change by P2X7, alluwmg the
mﬂux of Ca2 + , which leads to the activation of NADPH oxidase,
increasing the concentration of ROS, especially superoxide and
hydrogen peroxide. Another mechanism illustrated is the efflux of
K+ facilitated by changes in ion channels, activating the NLRP3
inflammasome, and through caspase-1, activating the active form of [L-
1

5.1. €039 and CD73 in redox biology

1t is well established that oxidative stress significantly reduces the
activity of CD39 and CD73 enzyvmes, while antioxidant activity can
reverse this alteration. Additionally, ecto-nucleotidases are enzymes
involved in regulatory T cells (Tregs) by degrading ATP and generating
ADO. Certain T cells, such as CD8 cells, increase ROS production, which
primarily elevates CD39 expression, potentially increasing ADO gener-
ation and activation of other specific rl::l:plm's with immunoregulatory
effects (Wang et al.,

In ]:m}stdt:: TME, oxidati mr]uu:d by ROS increases the
expression of CD39, primarily in CD8 T cells, which are known to
enhance ROS production. This increase in CD39 expression can poten-
tially amplify ADO generation and facilitate a pro-tumor environment
by reducing the effectiveness of the antitumor immune response (Wang
et al., 2022).

Similarly, elevated CD73 expression, which converts AMP into ADO,
has also been observed as a cellular protection mechanism against
oxidative stress. Studies suggest that CD73 overexpression in vascular
endothelial cells can protect these cells from damage induced by H202,
one of the main byproducts of oxidative stress. This defense mechanism

is critical in PCa, as preserving endothelial integrity can support tumor
vascularization and, consequently, promote tumor progression (Mo
20205 Di Virgilio, 2009).

Although the activity of these enzymes is affected by reactive speeies,
inereased expression of CD39 and CD73 protects vascular endothelial
cells against oxidative stress and H202-induced damage. Some defense
mechanisms in response to pathogen presence involve increased
expression of CD73 to reduce ROS generation. However, this increase in
CD73 activity can also create an immunosuppressive environment by
generating large amounts of ADO, inhibiting the effective immune
response and promoting tumor survival (Mocsta, 2020; Di Virgilio,
2009).

5.2 Therapeutic potential of purinergic signaling and oxidative stress
modulation in prostate cancer

Prostate cancer (PCa), a predominant malignancy among men, pre-
sents a significant challenge due to its complex pathophysiology and
resistance to conventional therapies in advanced stages. The interplay
between purinergic signaling and oxidative stress within the tumor
microenvironment (TME) has emerged as a promising avenue for ther-
apeutic intervention. Understanding these molecular interactions can
pave the way for novel strategies targeting both tumor progression and
immune modulation.
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5.4, Purinergic signaling in PCa: a double-edged sword

The purinergic system, encompassing signaling molecules such as
ATP and adenosine (ADO), specific receptors (P1 and P2), and enzy-
matic modulators like CD39 and CD73, plays a pivotal role in PCa
progression. Extracellular ATP, primarily released during cellular stress
or damage, acts as a danger-associated molecular pattern (DAMP). It
interacts with P2 receptors, such as P2X7 and P2X4, inducing inflam-
matory responses, modulating angiogenesis, and influencing immune
evasion mechanisms within the TME (Burnstock and Dn Virgilio, 2013).

5.3.1. TP and immune activation

Elevated ATP levels in the extracellular space activate P2X7 re-
ceptors, leading to caleium influx and subsequent reactive oxygen spe-
cies (ROS) production, This cascade stimulates the inflammasome,
resulting in IL-1( secretion and a pro-inflammatory  environment.
However, chronic inflammation can favor tumor survival IJ}' fostering
genomic instability and angiogenesis (D0 Virgilio, !
2004).

532 Adenosine and immunosuppression

ADO, generated from ATP by CD3% and CD73, exerts anti-
inflammatory effects by binding to P1 receptors, particularly A2A and
A2B. This activity promotes immune tolerance and suppresses T cell-
mediated anti-tumor responses, facilitating tumor progression (Deaglio
& Robson, 2011).

5.4.3. CD39 and CD73 as therapeutic targets

Elevated expression of CD39 and CD73 in PCa has been correlated
with poor prognosis. Therapeutic inhibition of these enzymes can reduce
ADO levels, enhancing anti-tumor immunity. Additionally, targeting
these enzymes may mitigate oxidative stress-related cellular damage
(Burmn ¥

5.4. Oxidative stress and prostate cancer

ROS, including superoxide (027) and hydrogen peroxide (H202), are
byproducts of cellular metabolism. In PCa, dysregulated ROS production
contributes to DMA damage, mitochondrial dysfunction, and activation
of oncogenic pathways. Furthermore, ROS interacts with purinergic
signaling molecules, amplifying the immunosuppressive TME (Jclic
et al., 2021).

5.4.1. Mitochondrial dysfunction

Mutations in mitochondrial DNA (mtDNA) in PCa cells lead to inef-
ficient oxidative phosphorylation, increasing ROS production. This
creates a vicious cycle of oxidative damage and metabolic reprogram-
ming, promoting tumor aggressiveness (Pande etal | 2003 Minelli et al,
2009).

5.4.2 Inflammuation and angiogenesis

ROS activate hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1), which upregulates
vascular endothelial growth factor (VEGF). This promotes angiogenesis,
enabling tumor survival in hypoxic conditions (Gupta-Elera et al,
2012).

5.4.2 Therapeutic modulation of ROS

Antioxidants targeting ROS production or enhancing cellular anti-
oxidant defenses, such as superoxide dismutase (SOD) mimetics, show
potential in reducing oxidative stress in PCa. Additionally, inhibitors of
NADPH oxidase (NOX) enzymes can diminish ROS-mediated damage
(Jelic et al., 2021; Khandrika ot al., 2040049).
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5.5, Integrative approaches to target purinergic signaling and ROS

5.5.1. P2 receptor modulation

P2X7 Inhibition: Antagonists targeting P2X7 can reduce ROS gen-
eration and inflammasome activation, mitigating the pro-tumor in-
flammatory milieu (D: Virgilio and Adinolfi, 7).

P2Y Receptor Regulation: While P2Y2 promotes tumor proliferation,
P2Y1 exerts protective effects by reducing H202-induced apoptosis.
Therapies modulating these receptors offer a tailored approach to PCa
management (Le et al., 2019).

CD39/CD73 Blockade: Combining CD39/CD73 inhibitors with im-
mune checkpoint inhibitors (e.g., anti-PD-1/PD-L1) has shown syner-
gistic effects in enhancing anti-tumor immunity (Burnstock and D
Wirgilio, 2013). Targeting these enzymes may also reduce ROS-induced
oxidative damage, preserving normal cellular funcetion (WMartnelli et al,
2021).

Antioxidant Therapy: Molecules like N-acetyleysteine (NAC) and
vitamins C and E can scavenge ROS, reducing oxidative stress.
Combining antioxidants with purinergic signaling inhibitors may pro-
vide a dual benefit by targeting both oxidative damage and immuno-
suppression (Gupta-Elera et al., 20012).

5.6, Future directions

Exploring the interplay between purinergic signaling and oxidative
stress opens avenues for precision oncology in PCa. Potential strategies
include:

Biomarker Development: Identifying molecular signatures of puri-
nergic signaling and oxidative stress in PCa for personalized therapy
(Boerrigter et al., 2020).

Combination Therapies: Integrating purinergic inhibitors with
existing therapies, such as androgen deprivation therapy (ADT) or
radiotherapy, to enhance efficacy (Belelman et al, 18).

Nanomedicine: Utilizing nanoparticles for targeted delivery of ROS
modulators or purinergic inhibitors to tumor sites (H al, 2016).

Genome Editing System: Identifving different genes related to the
development of PCa and using systems such as CRISPR to modify it
{Charpentier and Doudna, 2025)

Molecular Agonists: Use of agonists of molecules direetly involved in
pyroptosis and inflammatory chemotaxis processes, such as DMB, which
can generate new therapeutic combinations (Shent et sl 2024),

6. Conclusion

In PCa, extracellular ATP activates P2 receptors, which connect to
other signaling pathways such as MAPK and HIF-1. This modulates
transcription factors like VEGF and creates an inflammatory environ-
ment by releasing pro-inflammatory cytokines, such as IL-1f, through
the NLRP3 inflammasome. Additionally, there are changes in bio-
energetics and mtDNA, with the activation of NADPH oxidase, which
inereases the production of ROS.

ADD has anti-inflammatory  effects, impacting the anti-cancer
response mainly through T cells, The outcome of this system can have
both pro-tumor and anti-tumor effects, depending on specific factors in
the TME and surrounding healthy cells. Furthermore, the presence of
CD39 and CD73 enzymes in the purinergic signaling cascade also in-
fluences ROS production and the inflammatory profile. When there is
greater ATP degradation, generating more ADO, the TME becomes
immunosuppressive and anti-inflammatory. On the other hand, this ef-
fect can reduce oxidative damage caused by ROS, which is produced
when more ATF is present. In PCa, mitochondrial energy depletion oc-
curs, and when ATP is degraded, cellular apoptosis mechanisms are
reduced due to the immunosuppressive environment.

There is a presence of a pro-inflammatory cellular TME, primarily
due to the presence of ATP and ROS with the entire derived signaling
cascade. However, this mechanism may lead to pro-tumor collateral
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damage, such as uncontrolled cellular proliferation, and other condi-
tions like angiogenesis, leading to tumor progression,

The impact of PCa in purinergic signaling and reactive species causes
a series of changes in the bioenergetics of healthy cells, alters the im-
mune responses in TME, and can induce the worst prognosis through
invasion, metastasis, apoptosis, and also cell proliferation (D0 Viegilio
2012; Wang et al., 2022; Shentu et al, 2024). This, understanding of
these mechanisms may lead us o better approaches in cancer therapies
and the development of new therapeutic combinations, depending on
the stage of PCa that could reveal the state of the immune response
system.

Purinergic signaling and oxidative stress represent interconnected
pathways influencing PCa progression and treatment resistance, Ther-
apeutic interventions targeting these mechanisms hold promise for
improving cutcomes in PCa patients. Advancing our understanding of
these pathways and their interplay within the TME will be crucial in
developing innovative, effective therapies.

There are a few relevant perspectives from now, one of them is to
relate the synergistic role with inflammation in a more detailed way,
facing the inflammasome complexes as a crucial strategy from now, once
they are capable of predicting when and where to act against the pro-
tumoral effects lead by the dishalance between tissue repair and
DAMP or immunosuppressive effects.
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