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RESUMO

Introducao: O Cancer de Bexiga (CaB) ¢ o primeiro tipo de cancer do trato urinario mais
incidente na populacdo mundial e o sexto mais incidente no sexo masculino. Varios estudos
apresentam evidéncias de que o sistema purinérgico, em conjunto com a resposta tecidual a
lesdo e aos processos inflamatorios, estdo entre as mais importantes vias de sinalizacao
envolvidas na patogénese e na progressao do CaB. Objetivo: O objetivo deste estudo foi
avaliar a atividade de enzimas do sistema purinérgico em pacientes com CaB ndo invasivo,
bem como os niveis de alguns biomarcadores inflamatdrios nesses pacientes. Metodologia:
Trata-se de um estudo quantitativo observacional transversal. Foram selecionados 29
pacientes com diagnéstico de CaB, anteriormente ao inicio de qualquer intervengao
terapéutica, e 36 individuos controle, de faixa etaria semelhante ao grupo de pacientes. Foram
avaliadas as atividades das enzimas E-NTPDase e adenosina deaminase (ADA) em linfocitos,
assim como os niveis séricos de IL-4, IL-6 e IL-10. A coleta do material biolégico dos
pacientes foi realizada nas dependéncias do Hospital Regional do Oeste, localizado em
Chapecd/SC. Para as andlises estatisticas, primeiramente, os dados foram testados quanto a
sua normalidade aplicado-se o teste de Shapiro-Wilk. Apos, foi utilizado o Teste ¢ de Student e
ANOVA One-way. O nivel de significancia utilizado foi de 0,05 e o programa estatistico
utilizado foi o GraphPad Prism 8.0.14. Resultados: Os pacientes envolvidos no estudo
apresentaram média de idade de 69 anos e quanto ao estadiamento clinico do CaB, 18
(62,06%) foram classificados no Estadiamento 0 e 11 (37,94%) no Estadiamento 1. A
atividade da E-NTPDase, para a hidrolise do ATP em linfocitos, esta significativamente
aumentada em pacientes com Estadiamento I, quando comparado com o grupo controle. Na
mesma analise, ndo houve diferenca entre o grupo de pacientes com Estadiamento 0 em
comparagdo ao grupo controle. Ja, a atividade da E-NTPDase, para a hidrolise do ADP,
apresentou-se aumentada tanto no Estadiamento 0 quanto no Estadiamento I, em comparacdo
ao grupo controle. Sobre a ADA, a atividade esta substancialmente aumentada no
Estadiamento 0 e Estadiamento I, comparando-se ao grupo controle. Os niveis plasmaticos de
IL-4, IL-6 e IL-10 foram maiores em pacientes com CaB ndo invasivo, em comparacdo com o
grupo controle. Discussao: O CaB mostrou-se como um dos tumores mais comuns ¢ letais,
principalmente entre homens com idade avancada e tabagistas. Com relacdo a atividade das
enzimas purinérgicas, nossos resultados demonstraram um aumento nas suas fungdes em
pacientes com CaB ndo invasivo. A presenca tumoral favorece o aumento dos niveis
extracelulares de ATP, ativando a cascata de enzimas que ¢ responsavel pela hidrolise desse
nucleotideo e de seus produtos. A superativacdo da E-NTPDase esta associada a um pior
prognostico para o CaB, enquanto que a maior atividade da ADA esta sendo fundamental para
o controle da imunossupressao desenvolvida pela adenosina (Ado). Além disso, pacientes
com CaB ndo invasivo apresentam niveis elevados de IL-4, IL-6 e IL-10, moléculas que se
relacionam com o desenvolvimento € a metastizacdo de tumores, além do tabagismo, fator
que contribui enormemente para a incidéncia de CaB. Conclusio: Os resultados mostraram
que o CaB altera diretamente a atividade das enzimas do sistema purinérgico e marcadores
inflamatorios séricos. Esses achados contribuem para uma melhor compreensao da sinalizagao
purinérgica e dos processos inflamatorios na fisiopatologia do CaB, tornando-se uma
ferramenta importante para acompanhamento e terapéutica desses pacientes.

Palavras-chave: Cancer de Bexiga; Sinalizagdo Purinérgica; Linfocitos; Ectonucleotidases;
Inflamagao.



ABSTRACT

Introduction: Bladder Cancer (Cab) is the first type of urinary tract cancer most incident in
the world population and the sixth most incident in males. Several studies show evidence that
the purinergic system, together with the tissue response to injury and inflammatory processes,
are among the most important signaling pathways involved in the pathogenesis and
progression of Cab. Objective: The aim of this study was to evaluate the activity of purinergic
system enzymes in patients with early-stage Cab, as well as the levels of some inflammatory
biomarkers in these patients. Methodology: This is a cross-sectional observational
quantitative study. We selected 29 patients diagnosed with Cab, prior to the beginning of any
therapeutic intervention, and 36 control individuals, of a similar age group to the group of
patients. The activities of the enzymes E-NTPDase and adenosine deaminase (ADA) in
lymphocytes were evaluated, as well as the serum levels of IL-4, IL-6 and IL-10. The
collection of biological material of the patients was performed at the premises of the Hospital
Regional do Oeste, located in Chapecd/ SC. For the statistical analysis, first, the data were
tested for their normality applied to the Shapiro-Wilk test. After, the Student’s t-test and
ANOVA One-way were used. The significance level used was 0.05 and the statistical program
used was GraphPad Prism 8.0.1 4. Results: From the analysis of the results, the average age
of patients with Cab was 69 9.2101 years and the control group was 70 8.4136 years.
Regarding the group of patients with Cab, 18 (62.06%) were classified in Stage 0 and 11
(37.94%) were in Stage 1. E-NTPDase activity for ATP hydrolysis in lymphocytes is
significantly increased in patients in Stage I, compared to the control group. In the same
analysis in stage 0 there was no significant difference compared to the control group. On the
other hand, the activity of E-NTPDase for the hydrolysis of ADP in lymphocytes was
elevated in both stage 0 and stage I, compared to the control group. The activity of ADA in
lymphocytes is substantially increased in stage 0 and stage I, compared to the control group.
Plasma levels of IL-4, IL-6 and IL-10 were higher in patients with Cab compared to the
control group. In addition, serum levels of IL-4, IL-6 and IL-10 were higher both in patients
with stage 0 Cab and in patients with stage I Cab, compared to the control group. Discussion:
Cab was one of the most common and lethal tumors, especially among older men and
smokers. Regarding the activity of E-NTPDase and ADA in lymphocytes, our results
demonstrated an increase in the activity of these enzymes in patients with early stage Cab. In
addition, there was a sharp increase in NTPDase activity in lymphocytes for ADP hydrolysis
in patients with Cab. Elevated E-NTPDase and ADA activity is associated with an advanced
stage of tumors or a worse prognosis for Cab. In addition, early-stage Cab patients have high
levels of IL-4, IL-6 and IL-10, which is related to tumor development and metastasis
formation, and smoking is a factor that increases interleukin production, contributing to the
incidence of Cab. Conclusion: The results showed that Cab directly alters the activity of
enzymes of the purinergic system and serum inflammatory markers. These findings contribute
to a better understanding of purinergic signaling and inflammatory processes in the
pathophysiology of Cab, becoming an important tool for monitoring and therapy of these
patients.

Keywords: Bladder Cancer, Purinergic Signaling, Lymphocytes, Ectonucleotidases,
Inflammation.
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1 INTRODUCAO

O Cancer de Bexiga (CaB) ¢ reconhecido como um desafio no contexto da saude
publica, sendo o segundo cancer mais incidente do sistema geniturindrio e o décimo primeiro
cancer mais diagnosticado no mundo. Foi responsavel por 220 mil mortes no ano de 2022,
especialmente para a populacdo masculina, na qual € o sexto cancer mais prevalente. Nesse
contexto, o numero de novos casos estimados de CaB no Brasil para cada ano do triénio
2023-2025 ¢ superior a 11 mil, sendo, aproximadamente, 8 mil casos entre os homens e 3.500
entre as mulheres (GLOBOCAN, 2022; INCA, 2023).

Nessa conjectura, a maioria dos casos de CaB estdo associados a fatores de risco
externos. Indo ao encontro dessa informagao, a International Agency for Research on Cancer
(IARC) avaliou os principais fatores de risco para o desenvolvimento do CaB, relacionando:
1) tabagismo; ii) exposicdo a produtos com potencial cancerigeno (producdo de aluminio e
borracha); iii) exposi¢do ambiental a radiacdo X, gama ou arsénio; iv) uso de medicamentos
como ciclofosfamida e clornafazina e; v) infec¢ao por Schistosoma sp. (Jubber et al., 2023).

Nesse interim, o tabagismo ganha destaque, uma vez que mesmo apds um periodo
superior a 20 anos da cessacdo do consumo de cigarros, os seus efeitos nocivos ainda causam
prejuizos a saude de ex-fumantes. Desse modo, o tabagismo esta fortemente associado com a
incidéncia de casos de CaB, sendo fator comum em mais de 50% dos individuos com esse
diagnostico, uma vez que ele proporciona o aumento de até quatro vezes a probabilidade de
desenvolvimento de CaB em individuos fumantes, quando comparados aos nado-fumantes
(INCA, 2023; THUN et al., 2017). Aliado ao tabagismo, assim como em outros canceres, a
idade também ¢ um fator de risco importante para a ocorréncia tumoral, dada a incidéncia
aumentada de CaB apos a sexta década de vida (GLOBOCAN, 2022).

Outrossim, ¢ fundamental estadiar o CaB, uma vez que o estagio do tumor indica ndo
apenas o crescimento e a extensdo da doenga, mas também o tipo de tumor e sua interacao
com o hospedeiro. Dessa forma, a classificacdo do CaB em grupos considera a localizagdo, o
tamanho ou volume do tumor, a invasdo direta e linfatica, a metastases a distancia, o
diagnodstico histopatologico, a producdo de substancias, as manifestacdes sistémicas, a
duragdo dos sinais e sintomas, o sexo e a idade do paciente.

Desse modo, podemos inicialmente diferir o CaB em dois tipos, sendo: a) muscular

invasivo (MIBC), no qual existe a maior propensdo a disseminacdo e invasao de camadas
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musculares e profundas de outros 6rgdos, surgindo como uma area plana do epitélio composta
por células anaplasicas com um padrdo de crescimento desordenado, sem extensdo ao lumen
da bexiga ou extensdo na membrana basal e; b) ndo muscular invasivo (NMIBC), que sdo
aqueles que se apresentam apenas na camada interna de células do epitélio transicional
(MATULEWICZ; STEINBERG, 2020), responsaveis por 75% dos casos de CaB. Essa
diferenga quantitativa se justifica especialmente pelo contato direto do urotélio com a urina
armazenada na bexiga contendo agentes nocivos e cancerigenos proveniente do metabolismo
(CATTO et al., 2021). Nesse contexto e ndo menos importante, os carcinomas de células
escamosas ¢ os adenocarcinomas demonstram menor incidéncia dos casos de CaB (entre 3 ¢
7%, e menos de 2%, respectivamente), sendo costumeiramente associados a irritacdo cronica
do epitélio por calculos, ao uso de cateter vesical permanente, aos processos de infec¢ao
urindria ou a infecgdo cronica por Schistosoma sp. (JUBBER et al., 2023).

E essencial destacar que os fragmentos teciduais devem ser avaliados e classificados.
Para isso, o sistema de estadiamento mais amplamente referenciado é proposto pela Unido
Internacional para o Controle do Cancer (UICC), conhecido como Sistema TNM de
Classificacdo dos Tumores Malignos. Esse sistema se baseia na extensdo anatomica da
doenga, considerando as caracteristicas do tumor primdrio (T), dos linfonodos das cadeias de
drenagem linfatica do o6rgdo afetado (N) e da presenga ou auséncia de metastases a distancia
(M). Esses parametros geralmente sdo graduados de TO a T4, de NO a N3 e de M0 a M1,
respectivamente. Além das graduagdes numéricas, podem ser subdivididas em graduagdes
alfabéticas as categorias T e N (a, b, ¢). Assim, tanto as gradua¢des numéricas quanto as
alfabéticas expressam o nivel de evolucdo do tumor e dos linfonodos comprometidos (INCA,
2023).

Nesse contexto, para que seja possivel determinar o estadiamento histopatologico do
CaB, ¢ fundamental que se avalie principalmente a profundidade da invasdo tumoral na
parede vesical (estagio T), bem como se realize a ressec¢do transuretral (RTU) do tumor por
via endoscopica. Importante frisar que, conforme o Quadro 1, os Estadiamentos 0 e I fazem
parte dos NMIBC, e os Estadiamentos II, III e IV estao associados a MIBC (PARK et al.,
2014). Dessa maneira, expomos no Quadro 1 os estadiamentos para o CaB propostos pela

UICC (2002).
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T Tumor Primario
TX | O tumor primario ndo pode ser avaliado
TO | Nao ha evidéncia de tumor primario
Ta | Carcinoma papilifero ndo-invasivo
Tis | Carcinoma in situ: “tumor plano”
T1 | Tumor invade a 1amina propria (tecido conjuntivo subepitelial)
T2 | Tumor invade musculatura propria
pT2a | Tumor invade a musculatura superficial (metade interna)
pT2b | Tumor invade musculatura profunda (metade externa)
T3 | Tumor invade tecido perivesical
pT3a | Microscopicamente
pT3b | Macroscopicamente (massa extravesical)
T4 | Tumor que invade qualquer um dos seguintes: estroma prostatico, vesiculas
seminais, utero, vagina, parede pélvica ou parede abdominal
T4a | Tumor que invade diretamente o estroma prostatico, vesiculas seminais, utero,
vagina
T4b | Tumor que invade parede pélvica, parede abdominal
N Linfonodos Regionais
NX | Os linfonodos ndo podem ser avaliados
NO | Sem metastase linfonodal
N1 | Metastase de linfonodo regional inico na pelve verdadeira (perivesical, obturador,
iliaco interno e externo ou linfonodo sacral)
N2 | Metastases linfograficas regionais multiplas na pélvis verdadeira (perivesical,
obturador, iliaco interno e externo ou metéstase linfonodal sacral)
N3 | Metastase dos linfonodos para os linfonodos iliacos comuns
M Metastase a distancia
MO | Sem metastases a distancia
M1 | Metastase distante
MIla | Metastase distante limitada a ganglios linfaticos além dos iliacos comuns
MI1b | Metastases distantes ndo linfonicas

Fonte: adaptado de Amin (2017).
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Estadiamento T — Tumor N - Linfonodos M — Metastase a
Primario Regionais distincia

Estadio Oa Ta NO MO
Estadio Ois Tis NO MO
Estadio I T1 NO MO
Estadio IT T2a,b NO MO
Estadio IIT A T3a, T3b, T4a NO MO
Estadio IIT A T1-T4a N1 MO
Estadio III B T1-T4a N2, N3 MO
Estadio IV A T4b Qualquer N MO
Estadio IV A Qualquer T Qualquer N Mla
Estadio IV B Qualquer T Qualquer N MIl1b

Fonte: AJCC Cancer Staging Manual, Eighth Edition (2017), published by Springer International Publishing.
Corrected at 4th printing (2018).

Em relacdo a classificacdo, a mais utilizada na literatura foi proposta pela World
Health Organization (WHO) em parceria com a Sociedade Internacional de Patologia
Urolégica (ISUP), no qual separa em grau histoldgico os pardmetros clinico-histoldgicos dos
tumores, subdividindo o CaB conforme o grau e histologia em: grau 1 — carcinoma urotelial
papilifero de baixo grau e graus 2 e 3 — carcinoma papilifero de alto grau (ZERATI FILHO;
NARDOZZA JUNIOR; REIS, 2010).

Além disso, apesar de algumas evidéncias ja terem sido estabelecidas sobre a
fisiopatologia do cancer de bexiga (CaB), a investigacdo e a compreensdao dos mecanismos
celulares que contribuem para o desenvolvimento dessa doenca sdo de grande interesse para a
comunidade médica. A literatura cientifica descreve que as cé€lulas tumorigénicas apresentam
significativas alteracdes em vias de sinalizagdo que regulam suas atividades, modificando
aspectos associados ao crescimento, proliferacdo e apoptose celular, favorecendo a
invasividade maligna e, consequentemente, a ocorréncia de metastases (VAGHARI-TABARI
et al., 2021). Nesse contexto, a sinalizacao purinérgica ganha destaque, com os estudos atuais
demonstrando uma estreita relacdo entre os tumores neoplasicos, os processos de

desenvolvimento e progressdo cancerigena, e os niveis de nucleotideos de adenina e
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adenosina (Ado) séricos, bem como suas concentracdes no microambiente tumoral (KEPP et
al., 2021; YEGUTKIN; BOISON, 2022).

Outrossim, as quantidades de adenosina trifosfato (ATP), adenosina difosfato (ADP),
adenosina monofosfato (AMP) e adenosina (Ado) no meio extracelular estdo diretamente
relacionadas a atividade de enzimas que hidrolisam essas moléculas. Entre essas enzimas,
destacam-se: 1) Ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolase (E-NTPDase/CD39), que hidrolisa
ATP em ADP e ADP em AMP; ii) E-5'-nucleotidase (CD73), que hidrolisa AMP em Ado; e
ii1) adenosina desaminase (ADA), que converte Ado em inosina. Tanto a CD39 quanto a
CD73 estao expressas em diferentes células e tecidos, com CD39 sendo abundantemente
expressa nas células endoteliais, células musculares lisas, células dendriticas e linfocitos,
enquanto a CD73 ¢ expressa no colon, rim, cérebro, figado, coragdao, pulmao e prostata
(MORIWAKI et al., 1999; ROBSON; SEVIGNY; ZIMMERMANN, 2006).

Ademais, no contexto do complexo e a sistema de sinalizagdo purinérgica, ganha
importancia os receptores purinérgicos pertencentes as familias: a) P1: (A2, A2A, A2B e A3);

e b) P2 (P2X1-7 e P2Y 1, 2, 4, 6, 12, 14) (DI VIRGILIO, 2012), apresentamos a Figura 1:

Figura 1 - Principais componentes da sinaliza¢do purinérgica
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Fonte: adaptado de Zanoni (2022).

Figura 1 - O ATP ¢ liberado no espaco extracelular, atuando nos receptores P2X e P2Y. No
meio extracelular o ATP pode ser hidrolisado pela CD39 e CD73 em ADP, AMP e Ado. A
Ado pode ser posteriormente hidrolisada em inosina pela ADA.

Desse modo, vale destacar que os sinalizadores extracelulares, especialmente ATP,

ADP e Ado, participam de diferentes processos fisiopatologicos, como: a estimulo ou a
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inibicdo da apoptose; a proliferacdo, a migracdo e a diferenciagdo celular; e a secre¢do de
fatores de crescimento ¢ os mediadores inflamatorios. Assim, processos patologicos como o
cancer podem ser modulados pelo sistema purinérgico (DI VIRGILIO; ADINOLFI, 2017).

Nesse contexto, muitos estudos demonstraram o efeito da sinalizacdo purinérgica
sobre o crescimento celular, sendo o ATP fortemente envolvido, tanto no metabolismo das
células neoplasicas, quanto na imunidade antitumoral (DI VIRGILIO, 2012; KEPP et al.,
2021; YEGUTKIN; BOISON, 2022). Nessa conjectura, o ATP pode ser liberado das células
por vias especificas e inespecificas, uma vez que a liberagdo nao regulada ocorre a partir de
células mortas e danificadas, enquanto a liberagdo ativa envolve granulos exociticos,
microvesiculas derivadas da membrana plasmatica, dos transportadores especificos de cassete
de ligagdo ao ATP e dos canais de membrana, dos moduladores da homeostase do célcio 1,
dos canais anionicos regulados por volume e dos canais maxi-anion (VULTAGGIO-POMA;
SARTI; DI VIRGILIO, 2020).

Ademais, os eventos associados as etapas de proliferacdo de células tumorais geram
um microambiente inflamatorio, favoravel a liberagao de Padroes Moleculares Associados ao
Dano (DAMPs), visto que na tumorigénese ha um processo dindmico entre proliferagdo e
lesdao/destruigao celular (DI VIRGILIO; SARTI; COUTINHO, 2020). Nesse contexto, um
desses DAMPs ¢ o ATP, que desempenha papel crucial na ativagao de células inflamatoérias
nas doencas neoplésicas, tornando-se um importante componente da sinalizacao purinérgica
envolvido no desenvolvimento e na progressao de neoplasias (DI VIRGILIO, 2012).

Nesse contexto, durante o processo inflamatdrio, o ATP exerce uma série de efeitos,
estando envolvido no desenvolvimento da inflamagao por meio de a¢des, como: i) a liberagao
de histaminas de mastocitos; i1) o aumento da sintese de prostaglandinas; e iii) a produgao e
liberacdo de citocinas por células do sistema imune (DI VIRGILIO et al., 1998;
BURNSTOCK, 2002; BULANOVA et al., 2005; KUMARI et al., 2016; GUO et al., 2019). A
acdo do ATP, durante o processo inflamatorio, ocorre principalmente por meio da via ativagao
do receptor purinérgico P2X7, provocando apoptose celular e secre¢do de citocinas
pro-inflamatorias, como IL-1B, IL-18, IL-10, IL-6 e IL-4. Desse modo, o ATP, um dos
principais componentes bioquimicos do microambiente tumoral, pode favorecer tanto a
progressdo, quanto a supressdo tumoral, dependendo da sua concentracdo e da acdo das

ecto-nucleotidases e dos receptores especificos expressos por células imunes e cancerigenas
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(PELEGRIN & SURPRENANT, 2009; FRANCO et al., 2015; KUMARI et al., 2016; GUO et
al., 2019).

Ademais, compreende-se que a adenosina (Ado) ¢ um biomarcador de dano celular
que medeia ag¢des anti-inflamatorias, sendo uma potente molécula imunossupressora. A Ado
normalmente estd presente em niveis elevados durante o desenvolvimento de tumores e ¢
capaz de induzir o crescimento e desenvolvimento das células cancerosas através de
mecanismos como a inducao de angiogénese ¢ do estado imunossuprimido (MALDONADO
et al., 2012). Nesse contexto, estudos mostraram que o acumulo de Ado contribui para a
progressdao tumoral, representando um promissor alvo imunoterapéutico, uma vez que este
nucleosideo prejudica a funcdo efetora das células T. De forma controversa, a Ado também
induz a apoptose, € nesse sentido, a inibi¢do de ADA seria considerada uma estratégia
antitumoral (MASTELIC-GAVILLE et al., 2019; CAMICI et al., 2019).

Adicionalmente, a acdo da CD39 em linfocitos se mostra um relevante mediador da
progressdo tumoral, uma vez que ela pode desempenhar papel imunossupressor indireto ao
hidrolisar o ATP e ADP, que serdo posteriormente convertidos em Ado - molécula que induz a
progressdo de tumores (KUNZLI et al., 2011; MASSE et al., 2015). Por sua vez, a ectoenzima
ADA tem como funcdo promover a desaminacao hidrolitica, na superficie celular, da Ado em
inosina (ROBSON et al., 2006; YEGUTKIN, 2008). A sua deficiéncia contribui para o
desenvolvimento de patologias, devido o aumento anormal das concentragdes de Ado
extracelular (MARTINS et al., 2016).

Nesse contexto, a ADA desempenha um papel importante na regulagdo imune,
especialmente na proliferagdo, maturacao e diferenciacdo de linfocitos. Seu papel tem sido
estudado nos processos inflamatorios e nas doengas malignas (CHEN et al., 2015), uma vez
que alteragdes na atividade da ADA ja foram detectadas em pacientes com varios tipos de
cancer (ZHULALI et al., 2022). Desse modo, a baixa atividade da ADA nos linfécitos pode ser
responsdvel pela diminuicdo da fun¢do imunologica celular em pacientes com cancer
(CAMICI et al., 2019). Contrariamente, alguns estudos que mostram a alta atividade da ADA
como vantajosa para as cé¢lulas cancerigenas, podendo ser um mecanismo compensatorio
contra o acimulo toxico de seus substratos (CAMICI et al., 2019).

Frente ao exposto, ¢ inegavel que a sinalizacdo purinérgica pode regular inimeras
funcgdes celulares. Contudo, ¢ fundamental salientar a capacidade que esse sistema tem de

modular respostas inflamatorias e imunoldgicas nos processos patologicos, especialmente nas
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doengas oncoldgicas. Visto isso, a ativagdo da cascata de citocinas inflamatdrias esta
intimamente relacionada com as respostas do sistema purinérgico (MAYNARD; SFANOS,
2022). As citocinas que medeiam as respostas de defesa do organismo, sdo produzidas por
células do sistema imune e influenciam, inclusive, a proliferacdo, diferenciacdo, migragdo e
morte celular (SAMADI, et al., 2023).

Dessa forma, o microambiente tumoral ¢ altamente orquestrado para favorecer o
desenvolvimento de células malignas. Nesse contexto, ocorre a inibicao da resposta imune
antitumoral e o estimulo a angiogénese e a invasdo tecidual por células neoplésicas. Todavia,
como mecanismo compensatorio, altos niveis de citocinas pro-inflamatdrias sdo liberados
pelas células vizinhas ao tumor, estimulando a protecdo dos tecidos adjacentes. No CaB,
destacam-se o Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) e as interleucinas IL-2 e IL-6, que
atuam como moléculas pro-inflamatorias. Em resposta a isso, sao liberadas IL-4 e IL-10,
capazes de destruir patdogenos e organizar respostas imunes antitumorais (FIGUEIREDO,
2019; MAYNARD; SFANOS, 2022).

No contexto da inflamagdo cronica no CaB, a IL-6 ¢ uma das responsaveis pela
liberacao de IL-2, induzindo o recrutamento das células imunes inatas para a ativacao da
cascata inflamatoria contra as células tumorais. Isso amplifica a inflamacdo local e envia
sinais de alarme para outras células do sistema imune (QUADROS et al., 2021). Baixos niveis
de IL-6 provocam o enfraquecimento das respostas imunologicas (SEIF et al., 2023). Em
contrapartida, a IL-6 destaca-se principalmente em fases agudas da doenca, agindo mediante a
presenca de DAMPs e estimulando a resposta imunologica contra as células cancerigenas
(FIGUEIREDO, 2019; PELUZZO et al., 2022). Além disso, os macroéfagos M2 sdo
responsaveis pela liberagdo de IL-4 e IL-10, que estdo envolvidas na angiogénese, pois sao
indispensaveis para o crescimento do endotélio vascular, e na metastatizacao de tumores, uma
vez que favorecem a infiltracdo das células neoplasicas (DING et al., 2023).

Diante disso, entendemos que a explorag¢do das vias comuns que associam a regulagao
da sinalizagdo purinérgica e os processos inflamatorios no cenario das doencas uroldgicas
pode, em ultima analise, auxiliar na obtengdo de novas percepcdes mecanicistas dos processos

da doenca e no direcionamento terapéutico no CaB.



18

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade das enzimas E-NTPDase € ADA e dosar os niveis de interleucinas

plasmaticas em pacientes com CaB em diferentes estadiamentos da doenga.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar a caracterizagao clinico-patolégica do grupo amostral;

- Analisar a atividade da E-NTPDase em linfocitos de pacientes com diagnostico de
CaB em diferentes estadiamentos e em individuos controle;

- Avaliar a atividade da ADA em linfocitos de pacientes com diagndstico de CaB em
diferentes estadiamentos e em individuos controle;

- Dosar os niveis plasmaticos de IL-4, IL-6 e IL-10 em pacientes com diagndstico de

CaB e em individuos controle;

3 METODOLOGIA
3.1 DESENHO DO ESTUDO

Este projeto esta vinculado ao Projeto “Guarda-Chuva” intitulado: “Biorrepositorio de
biopsias tumorais para avaliacdo da expressdo génica e proteica dos receptores € enzimas do
sistema purinérgico em énfase em tumores de mama, prostata e colorretal”, o qual foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEP) da UFFS sob o
protocolo numero 87508918.4.0000.5564.

O presente estudo ¢ caracterizado como quantitativo observacional transversal.
Coletou-se material biologico no periodo de agosto de 2022 a dezembro de 2023, no qual se
procedeu a avaliagdo da atividade das enzimas purinérgicas NTPDase e ADA em linfocitos,
além da dosagem dos niveis plasmaticos de IL-4, IL-6 e IL-10 de 29 pacientes com CaB em
estadiamentos iniciais, recém diagnosticados com a doenga, anteriormente ao inicio do
tratamento cirargico e/ou farmacoldgico. O grupo controle foi composto por 36 individuos,

com idade semelhante a do grupo investigado.
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Os pacientes foram selecionados por meio de contato prévio dos pesquisadores com o
servico de Urologia e Quimioterapia do Hospital Regional do Oeste (HRO), localizado em
Chapec6/SC, momento no qual foram convidados pelos pesquisadores a participar do estudo,
recebendo informacdes acerca dos objetivos do mesmo e das intervencdes que seriam
realizadas. Os voluntarios foram, entdo, convidados a assinar o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE), conforme anexo A.

O sangue venoso coletado foi utilizado para o isolamento dos linfécitos e separagao do
plasma. As andlises bioquimicas e moleculares foram realizadas nos laboratorios de pesquisa
da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS) - Campus Chapeco (SC). As informacgdes de
prontuario médico foram obtidas nas pastas dos pacientes arquivadas no HRO, e foram

utilizadas para complementar as analises biologicas.

3.2 SELECAO DE PARTICIPANTES

A selecdo da amostra foi realizada por conveniéncia e os critérios de inclusdo
consistiram em pacientes voluntirios com idade igual ou superior a dezoito (18) anos
completos, diagnosticados por médico urologista ou oncologista conforme CID C67, que
ainda nado tivessem realizado a remocao cirurgica do tumor ou iniciado o tratamento
farmacoldgico antineoplasico. Os individuos controle selecionados foram voluntarios com

idade igual ou superior a dezoito (18) anos completos e sem diagndstico de CaB.

3.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL
3.3.1 Coleta e processamento das amostras biologicas

Foi realizada coleta de sangue, por puncio venosa, de vinte e nove (n= 29) pacientes
com diagnostico de CaB, e trinta e seis (n= 36) individuos controle, seguindo os critérios de
inclusdo e exclusao. O volume de sangue puncionado foi de 30mL, sendo coletado em tubos
vaccutainer contendo EDTA como anticoagulante, para o isolamento dos linfécitos separagdo
do plasma. Os individuos controle foram selecionados em outros ambientes de saude no
municipio de Chapecd/SC, com base em pareamento por idade (+/- 5 anos) e género em
relagdo aos pacientes. O procedimento para coleta de sangue foi o mesmo realizado nos

pacientes e somente foi conduzido apds assinatura do TCLE. As andlises bioquimicas foram
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realizadas nos laboratorios de pesquisa biologica da UFFS - Campus Chapecd/SC, onde as
amostras de linfocitos e plasma foram armazenadas em microtubos tipo eppendorf,

identificados e congelados em freezer a -80°C.

3.3.2 Processamento e separacio de linfocitos

Para o isolamento de linfocitos, as amostras de sangue com EDTA foram diluidas em
volume igual de solucdo 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. Apos a centrifugacao, através da
formacdo de um gradiente de densidade, ¢ possivel visualizar uma camada intermediaria
composta pelas células mononucleares (linfocitos e monocitos) entre as camadas de plasma e
Ficoll. Esta nuvem de células foi cuidadosamente removida e transferida para tubo conico
limpo. As células, foi adicionada solugdo 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 solugdo salina, homogeneizando o contetido e
realizando-se nova centrifuga¢ao por 5 minutos a 1800 rpm. Apds o término desse processo,
os linfécitos foram guardados em eppendorfs contendo 600 uL de solucdo salina. As amostras

foram armazenadas em freezer a -80°C até a realiza¢ao dos experimentos (Leal, 2005).

3.3.3 Dosagem de proteina

A quantificagdo dos niveis protéicos em linfocitos de individuos controles e de
pacientes foi realizada pelo método de Comassie Blue segundo Bradford (Bradford, 1976),

utilizando como padrao a albumina bovina.

3.3.4 Determinacao da atividade da E-NTPDase

A atividade de NTPDase, em linfocitos, foi realizada segundo Leal et al. (2005).
Avaliou-se a quantidade de fosfato inorganico (Pi) liberado usando-se um ensaio
colorimétrico. Adicionou-se 20 uL de linfocitos a 160 uL do sistema de incubagdo da

NTPDase e pré-incubados por 10 minutos a 37°C. Para a atividade de NTPDase o sistema de
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incubacdo continha: NaCl 1200 mM, Glicose 600 mM, KCl 50 mM, tampao Tris HCI 500
mM pH 7,4, CaCl, 50mM e H,O Milli Q. A reacdo foi iniciada pela adicao de 20 uL. de ATP
ou ADP, como substrato, a uma concentracao final de 20 mM. A reacdo foi parada pela adigao
de 200 uL de 4cido tricloroacético (TCA) 10%. O Pi liberado pela hidrolise de ATP e ADP foi
medido pelo método de Chan ef al., 1986. A leitura foi realizada em espectrofotometro em A
630 nm. Amostras de pacientes e controles foram realizadas em duplicatas. O controle da
hidrélise ndo enzimatica foi realizado conforme descrito para as amostras, porém sem adi¢ao

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

3.3.5 Determinacio da atividade da ADA

A atividade da ADA em linfécitos foi determinada de acordo com o protocolo de
Giusti e Galanti (1974). A reagado colorida, que revela a quantidade de amonia liberada pela
acdo da enzima, foi realizada segundo a reacdo de Chaney e Marbach (1962) que produz uma
cor azul. Esta técnica baseia-se na dosagem da amonia liberada pela transformagdo da
adenosina em inosina, catalisada pela ADA. A amonia forma, na presenca de fenol, em
solugdo alcalina, um derivado indofenol que apresenta coloragdo azul e pode ser lido em

espectrofotometro A 620 nm. A atividade enzimatica foi expressa em Ul/mg de proteina.

3.3.6 Quantificacdo de interleucinas plasmaticas

Para determinacdo dos parametros inflamatdrios, os niveis de Interleucina-10 (IL-10),
Interleucina-6 (IL-6) e Interleucina-4 (IL-4) foram analisados em amostras de plasma
utilizando o kit comercial CBA (Cytometric Brad Array) Kit Il para citocinas humanas de
perfil Th1/Th2 da BD BiosciencesTM (San Diego, CA, EUA — Catéalogo: 551809). O
procedimento experimental consiste na preparagdo de um mix de citocinas utilizando seis
populacdes de beads com distinta intensidade de fluorescéncia, seguido da adi¢ao da amostra
e da conjugacao com anticorpo de captura especifico. Apds periodo de incubagdo, as amostras
foram capturadas em citometro de fluxo BD Accuri™ C6 Plus (San Diego, CA, EUA) ¢ os
resultados obtidos foram analisados pelo CBA Analysis Software (BD Biosciences™) pelo

calculo da equacdo da reta utilizando os valores obtidos na curva padrao.
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3.4 ANALISES ESTATISTICAS

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

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

4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Pela analise do Quadro 2 podemos observar dados relacionados as caracteristicas
gerais da populagdo amostral tal como idade, género, historia de CaB em familiares com 1°
grau de parentesco e o estadiamento clinico dos pacientes com CaB.

Neste estudo, dos 29 pacientes com CaB que foram analisados, 68,9% (n=20) eram do
sexo masculino e 31,1% (n=9) eram do sexo feminino. A média de idade dos pacientes foi de
69 anos (69 £ 9,21). No grupo controle, dos 36 individuos participantes 75% (n=27) eram do
sexo masculino e 25% (n=9) eram do sexo feminino, com idade média de 70 anos (70 + 8,41).

Observou-se, também, que 65,5% dos pacientes sdo tabagistas (n=19) e apenas 3,45%
(n=1) dos pacientes apresentaram historico de CaB em familiares de 1° grau de parentesco.

Sobre o estadiamento clinico dos pacientes envolvidos no estudo, pela andlise dos
prontudrios médicos, observa-se que a maioria dos pacientes com CaB (62,06%; n=18) foi
classificada no Estadio 0 da doencga - condi¢do associada a grande probabilidade de cura com
a aplicagdo de protocolos cirirgicos menos invasivos, uma vez que O tumor encontra-se

limitado a camada interna da bexiga (epitélio transicional). Ainda, 37% (n=11) dos pacientes
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foram classificados no Estddio I da doenca - condigdo associada a presenca de células

tumorais na camada de tecido conjuntivo da bexiga, mas sem invasdao da musculatura, ainda.
Vale destacar, nesse ponto, que outros estadiamentos clinicos ndo foram contemplados

no estudo porque a populagdo nao apresentava classificagdo em estadiamentos mais

avancados.

Tabela 1 - Caracteristicas gerais dos pacientes e controles e estadiamento em pacientes

Caracteristicas Pacientes Controles
Nimero amostral 29 36
Idade

Meédia + Desvio Padrao 69+92101 70+8,4136
Género

Masculino 20(68.97%) 27 (75%)
Feminino 9(31,03%) 9 (25%)
Historico de CaB em 1° grau parentesco

Sim 1(3.45%) 0
Nio 28 (96,55%) 36 (100%)
Estadiamento

0 18 (62,06%) -

I 11 (37,94%)

Fonte: Elaborada pelos autores (2024).

4.2 ATIVIDADE DA E-NTPDASE E DA ADA

Podemos observar, pela andlise da Figura 2, a atividade da enzima E-NTPDase, em
linfécitos, de pacientes em diferentes estadiamentos do CaB. A Figura 2A representa a
atividade da E-NTPDase para a hidrélise do ATP. Podemos observar que a hidrolise de ATP
foi significativamente maior no grupo de pacientes com CaB no Estadiamento I do que no
grupo de individuos controle [143.6 + 32.26 vs. 87.30 + 4.708 nmol Pi/min/mg de proteina,
em pacientes no Estadiamento I e no grupo controle, respectivamente] (p<0,005). Em relagao
aos pacientes no Estadiamento 0 do CaB, ndo houve diferenga estatisticamente significante
comparado com o grupo controle [65.78 + 13.10 vs. 87.30 + 4.708 nmol Pi/min/mg de
proteina, em pacientes no Estadiamento 0 e no grupo controle, respectivamente] (p>0,05). A
Figura 2B representa a atividade da E-NTPDase para a hidrolise do ADP. Observou-se um
aumento significativo tanto em pacientes com CaB em Estadiamento 0, quanto em pacientes

com CaB no Estadiamento I, quando comparado com o grupo controle [94.75 + 18.55 vs.
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30.93 + 2.520 nmol Pi/min/mg de proteina, em pacientes no Estadiamento 0 e no grupo
controle, respectivamente] (p<0,0005); [143.1 + 38.42 vs. 30.93 £ 2.520 nmol Pi/min/mg de

proteina, em pacientes no Estadiamento I e no grupo controle, respectivamente] (p<0,0005).
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Fonte: Elaborada pelos autores (2024).

Figura 2 - Atividade da enzima E-NTPDase em linfocitos de pacientes com CaB com
estadiamento clinico 0 e I. A) Atividade da E-NTPDase para a hidrélise de ATP. B) Atividade
da E-NTPDase para a hidrolise de ADP. Os resultados foram expressos como média = desvio
padrdo, (n= 36) para controles, (n= 18) para Estadiamento 0, (n= 11) para Estadiamento I.

**p < 0.005; ***p <0.0005.

Pela anélise da Figura 3 podemos observar a atividade da ADA, em linfocitos, de
pacientes em diferentes estadiamentos do CaB. Observou-se um aumento na atividade tanto
em pacientes com CaB em Estadiamento 0, quanto em pacientes com CaB no Estadiamento I,
quando comparado com o grupo controle [60.86 + 13.22 vs. 4.691 + 0.3456 Ul/ mg de
proteina, em pacientes no Estadiamento 0 e no grupo controle, respectivamente] (p<0,0005);

[70.45 = 17.35 vs. 4.691 £ 0.3456 Ul/ mg de proteina, em pacientes no Estadiamento I e no

grupo controle, respectivamente] (p<0,0005).
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Figura 3 - Atividade da ADA em linfécitos de pacientes com CaB com estadiamento clinico
0 e I. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo, (n= 36) para controles, (n=
18) para Estadiamento 0, (n= 11) para Estadiamento 1. ***p < 0.0005.

4.3 NIVEIS PLASMATICOS DE IL-4, IL-6 E IL-10

Na Figura 4 ¢ possivel observar os niveis plasmaticos das IL. Observou-se um
aumento significativo dos niveis de IL-4, IL-6 e IL-10 nos pacientes com CaB em relagdo ao
grupo controle. A) IL-4: [6.979 £ 0.7140 pg/mL vs. 5.470 £ 0.3350 pg/mL, em pacientes e no
grupo controle, respectivamente]. B) 1L-6: [14.85 = 2.611 vs. 3.350 £ 0.3011 pg/mL, em
pacientes e no grupo controle, respectivamente]. C) IL-10: [3.364 = 0.2321 vs. 2.564 + 0.1750

pg/mL, em pacientes € no grupo controle, respectivamente].
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Figura 4 - Niveis plasmaticos de IL em pacientes com CaB. A) Niveis de IL-4. B) Niveis de
IL-6. C) Niveis de IL-10. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo, (n=
36) para controles, (n=29) pacientes *p < 0.05; ***p < 0.0005.

No Quadro 3 esta apresentada uma sintese dos principais resultados desse estudo.
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Tabela 2 - Sintese dos resultados das atividades enzimaticas e dos niveis de IL em pacientes
com CaB e individuos controle

Analise em Relacao Média e DP Média e DP p valor
linfocitos Pacientes/Controles Pacientes controles
Hidrolise de 65.78 £ 13.10 87.30 £4.708 0,0642
ATP =
estadiamento 0
Hidrdlise de 143.6 £32.26 87.30 £4.708 0,0048
ATP t1
estadiamento 1
Hidrolise de 9475+ 18.55 30.93 £2.520 <0,0001
ADP tt1
estadiamento 0
Hidrolise de 143.1 £38,42 30.93 £2.520 <0,0001
ADP t1t1
estadiamento |
Atividade da 60.86+13.22 4.691 +0.3456 <0,0001
ADA t1t1
estadiamento 0
Atividade da 7045+ 1735 4.691 £0.3456 <0,0001
ADA t1t1
estadiamento 1
Analise em Relacao Média e DP Média e DP p valor
plasma Pacientes/Controles Pacientes Controles
1L-4 1 6.979 £ 5.470 £ 0.3350 0,0397
0.7140
IL-6 t1t1 14.85+2.611 3.350+0.3011 <0,0001
1L-10 1t 3.364 + 2.564 +£0.1750 0,0235
0.2321

Fonte: Elaborado pelos autores (2024)

Nota: DP - desvio padrio.
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5 DISCUSSAO

Segundo o relatério publicado na World Cancer Report, no ano de 2023, pela Agéncia
Internacional de Pesquisa em Cancer (International Agency for Research on Cancer - IARC),
o CaB esta entre os tumores mais incidentes e letais, especialmente na populagdo masculina
mundial. O maior acometimento dos homens pelo CaB ficou evidente em nosso estudo, ja
que aproximadamente 70% da populacdo incluida na pesquisa foi do género masculino. Uma
possivel explicagdo para essa ocorréncia estd na relagdo direta entre o desenvolvimento do
CaB e o tabagismo, que estd destacado como um dos principais agentes carcinogé€nicos
ambientais e promotores do CaB (JUBBER et al., 2023). A extensa maioria dos pacientes
aqui estudados eram tabagistas, com média de idade de 69 anos.

Outros estudos tém revelado achados semelhantes, como é o caso do trabalho
desenvolvido por Da Paz et al. (2022) no qual analisou que cerca de 90% dos pacientes com
CaB fumantes t€ém mais de 55 anos, com uma idade média de diagnostico de 73 anos. Nesse
contexto, segundo o INCA (2022), hd uma estimativa de quase 10 mil novos casos da doenca
a cada ano, com uma incidéncia significativamente maior em homens, que sdo trés a quatro
vezes mais propensos a desenvolver a doenga entre os 60 e 70 anos de idade. Além disso,
dados de Jubber et al. (2023) também confirmam nossos achados, mostrando em um estudo
de coorte, com mais de 30 anos (422.010 participantes), que os homens fumantes t€ém um
risco duas a trés vezes maior de desenvolver cancer de bexiga em comparacdo com as
mulheres fumantes. Tudo isso corrobora com a analise conjunta de sete coortes australianas
(364.426 pacientes), no qual avaliou o risco de CaB devido ao tabagismo foi estimado em
44% no geral, sendo 53% em homens e 19% em mulheres (CONTE, 2021; JUBBER et al.,
2023).

No que diz respeito a atividade da E-NTPDase e da ADA em linfocitos, nossos
resultados demonstraram um aumento na atividade dessas enzimas em pacientes com CaB em
estadiamentos ndo invasivos. E extensamente referido na literatura que os nucleotideos,
especialmente o ATP, atuam como moléculas sinalizadoras endogenas de injurias,
desencadeando uma resposta do sistema imune (ZHANG, MOSSER, 2008). Os nucleotideos
ATP e ADP sdao exocitados pelas células, constantemente, em baixas concentragdes,
entretanto, quando ha lesao celular essas moléculas sao liberados em altas concentragdes e
ativam receptores purinérgicos especificos da superficie da membrana como o P2X7 e P2Y1.

Nas doengas tumorais em estagio superficial, o ATP ¢ a principal molécula sinalizadora de
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dano celular, desenvolvendo efeitos pré-inflamatérios através da liberacdo de citocinas como
a IL-2 e o IFN-gama, estimulando, também, a proliferagao de linfocitos (FERLEY et al.,
2020; MORELLO et al., 2021).

No processo de desenvolvimento e progressao tumoral do CaB, h4 notavelmente um
favorecimento da injuria e lesdo de células, colaborando para a liberacdo de grandes
quantidades de ATP para o meio extracelular - que propiciardo o desenvolvimento de um
microambiente pré-inflamatério, que € amplificado a medida que a progressdao tumoral se
estabelece, tendo em vista que a atividade da E-NTPDase aumentou de modo contundente em
pacientes com Estadiamento I do CaB, em comparagdo com os pacientes no Estadiamento 0.
E evidente, também, que a maior disponibilidade de ATP extracelular favorece a atividade
maxima da E-NTPDase, haja vista a presenca de substrato em elevadas concentragdes.
Resultados similares aos nossos foram observados em estudos realizados em pacientes com
Linfoma de Hodgkin e em pacientes com Mieloma Multiplo, sendo posteriormente
hidrolisados em ADP ¢ AMP, respectivamente, (HESSE, et al. 2024), refor¢ando a relagao
entre o desenvolvimento de doencgas neoplasicas e as alteragdes nas atividades das enzimas do
sistema purinérgico.

Investigacdes adicionais tém revelado, nesse contexto, que a superexpressao da
E-NTPDase em células malignas esta associada com uma imunidade antitumoral prejudicada
(MICHAUD et al., 2011; PIETROCOLA et al., 2016), bem como a superexpressao da
E-5'-nucleotidase foi relacionada com o aumento da capacidade de invasdo e potencial
metastatico das células tumorais (ZHOU et al., 2007; GAO et al., 2017). Nao bastasse,
diversos estudos apontam para a relagdo entre niveis elevados de expressao de enzimas
geradoras de adenosina ou receptores de adenosina @ mé progressdo do cancer. Assim, a
maior expressdo da E-NTPDase foi associada a um grau avangado no estadiamento TNM de
tumores ou ao pior prognostico em varios tipos de neoplasias (PULTE et al., 2011; WU et al.,
2020; ALIAGAS et al., 2014; KUNZLI et al., 2007; LIE et al., 2017).

Este trabalho também revelou que a atividade da E-NTPDase em linfocitos, para a
hidrolise do ADP, aumentou bruscamente nos pacientes com CaB nos estadiamentos 0 e I. O
ADP também apresenta fungdes sinalizadoras endogenas na vigéncia de danos celulares,
induzindo a agregacdo plaquetaria. Os participantes do nosso estudo, possivelmente, nao
estdo expostos a um risco trombotico, uma vez que esse nucleotideo esta sendo amplamente
hidrolisado a AMP. Morello ef al, (2021) afirmam que altas concentracdes de ADP sdo

encontradas especialmente em estagios tumorais mais avangados, geralmente em fases
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metastaticas, e agem estimulando a formag¢ao de trombos.

Tomados esses resultados em conjunto, pode-se inferir que ha geracdo de quantidades
expressivas de Ado nos pacientes com CaB estudados. Alguns trabalhos mostram que as
células cancerigenas criam um microambiente favoravel a sua manutencdo as custas da: a)
liberacao aumentada de ATP por células tumorais, células apoptdticas e linfocitos infiltrantes
no tumor (DI VIRGILIO et al., 2018) e; b) manuten¢do permanente de altos niveis de Ado
no tumor hipéxico (VAUPEL, P.; MULTHOFF, G., 2017).

Os niveis de Ado sdo regulados pela atividade da adenosina quinase (ADK) e da ADA,
nesta ultima atuando de modo mais evidente quando os niveis de Ado forem
suprafisioldgicos, através da geracdo de Inosina (BAGHERI et al., 2019; SPYCHALA, J,
2000). A ADA possui duas isoformas, ADA1 e ADA2. A ADA1 ¢ altamente expressa pelas
células T e B, sendo responsavel por aproximadamente 90% de toda a atividade da ADA
(KALJAS et al., 2017). Alguns autores relatam uma associagdo entre a alta atividade de ADA
e o estagio da doenga para diversos canceres, incluindo CaB (PIRINCCI et al., 2012).
Entretanto, outros estudos observaram que, para alguns tipos de cancer, a diminui¢cdo na
atividade da ADA estaria associada a progressdo de doengas como cancer de cabeca e
pescoco, prostata e laringe (BATTISTI et al., 2013).

Sugere-se que, por serem processos inter-relacionados e coincidentes, tanto a hipdxia
quanto a inflamacao, presentes no processo de desenvolvimento tumoral, elevem os niveis de
Ado no interior do tumor (LOSENKIVA et al., 2020). Este mecanismo atua na modulagao das
respostas inflamatorias excessivas, por meio da ativagdo de receptores anti-inflamatérios
expressos em linfocitos T CD8" citotoxicos e outros linfocitos infiltrantes de tumor
(BOWSER et al., 2017).

Este estudo demonstrou que a atividade da ADA estd aumentada no subtipo ndo
invasivo do CaB, controlando, desse modo, os altos niveis de Ado que s3o gerados pela
atuacdo em sequéncia das enzimas que hidrolisam os nucleotideos de adenina. Esse
mecanismo poderia controlar a progressao tumoral, ainda visando evitar a invasao de tecidos
adjacentes e um pior prognodstico. Ainda, pode-se prever que o aciimulo posterior de Ado,
provavelmente devido ao esgotamento da atividade de ADA em tumores de estagios mais
avangados, resulte em linfotoxicidade, promovendo imunodeficiéncia combinada grave
(ZANINI et al., 2019).

No mesmo sentido, autores identificaram que os niveis de ADA em linfocitos de

pacientes com CaB estavam elevados no carcinoma de células transicionais,
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correlacionando-se com o estagio da doenga, atividade, curso clinico e a ressec¢do do tumor
(SUFRIN et al., 1978). Adicionalmente, no mesmo trabalho foi sugerido que a alta atividade
de ADA em linfocitos podem servir como indicadores sensiveis para o CaB (SUFRIN et al.,
1978; PIRINCCI et al., 2012). Por outro lado, ha estudos que mostraram que o aumento da
atividade da ADA estava diretamente associado ao estdgio do CaB, indicando que esse
aumento era proporcional a massa tumoral primaria (BLECHIOR et al., 2012).

Em relacdo as interleucinas, os pacientes apresentaram um aumento dos niveis
plasmaticos de IL-4. Corroborando com nossas investigagdes, pesquisas tém demonstrado que
o aumento dos niveis de IL-4 esta intimamente associado ao processo tumorigénico e a
formag¢do de metastase, determinando que sua presenca em grandes concentragdes pode
favorecer a sobrevivéncia das células tumorais, por mediar a resisténcia a apoptose e
fortalecer o metabolismo (VENMAR et al., 2015). Além disso, outros estudos demonstraram
que a presenga excessiva de IL-4 nas células T esta relacionada com um pior prognoéstico e
com a progressao da doenga (KWASNIAK et al., 2019).

Nesse sentido, autores descrevem que a interacdo de IL-4 com outras interleucinas,
como a IL-17, podem gerar efeitos sinérgicos para a tumorigénese, ou modificar o fenotipo
dos macrofagos promotores do cancer, em a¢do conjunta com a IL-6 (GUO et al., 2019). De
outro modo, alguns pesquisadores apontam para a IL-4 como uma interleucina dual, por seus
efeitos diferenciais positivos e negativos nos tumores, a depender da entrega exdgena ou
endogena desse marcador inflamatorio (LI, Z; CHEN, L; QIN, Z., 2009). Vale a ressalva de
que estudos apontaram que a IL-4 exdgena foi capaz de inibir, apenas modestamente, o
crescimento de CaB in vitro (LI et al., 2008).

A respeito do tabagismo, principal fator de risco para o CaB, trabalhos provaram que
fumar estimula a produgao de EROs, induz danos ao DNA, além de inibir a funcao das células
dendriticas e a secrecdo de IFN- vy, contudo, aumenta a producao de IL-4 (VASSALLO et al.,
2005), corroborando para o fato de que a alta concentragdo dessa interleucina desempenha
papel significante no aumento do risco de CaB.

No estado homeostatico normal, os niveis de IL-6 sdo tipicamente muito baixos
(PETER et al., 2001). Em abundancia, t€ém a capacidade de amplificar a inflamagdo cronica
pro-carcinogénica, através da indug¢do da sinalizagdo de fosfoinositideo 3-quinase
(PI3K)-AKT-mTOR, a qual ativa o Fator la induzivel por hipdxia (HIFla) e diminui a

fosforilagdo oxidativa, exacerbando a carcinogénese induzida por inflamacao (WHITLEY et
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al., 2018). Ainda assim, ¢ importante ressaltar que a IL-6 contribui para angiogénese e para a
vascularizagdo tumoral por intermédio do Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF)
(KUMARI et al, 2016), limitando também a capacidade do TGFf de promover o
desenvolvimento de células Treg e, consequentemente, ampliando a resposta pro-inflamatéria
por meio da diferenciacdo de células Th17 (KNOCHELMANN et al., 2020).

Além disso, as células Th17 diferenciadas sdo uma fonte importante de IL-10, a qual,
em condi¢des cronicas, suprime respostas antitumorais (SAWANT et al., 2019). A 1L-10 ¢
uma citocina imunossupressora que promove o escape imunoldgico do tumor, diminuindo a
resposta imune antitumoral no microambiente tumoral (FRANCO et al., 2015). Nessa
justificativa, diversos estudos demonstram uma correlagao positiva entre niveis de IL-10, seja
no soro ou dentro do tumor, e mau progndstico para o paciente (KUMARI et al., 2017). Nosso
estudo demonstrou aumento dos niveis plasmaticos de IL-6 nos pacientes com CaB, podendo
ser um fator que, em longo prazo, favoreca a progressao do tumor.

Outrossim, relaciona-se a secrecao de IL-10 as préprias células tumorais, sugerindo
sinalizagdo autdcrina. Essa correlagdo permite observar uma relagdo causal entre IL-10 e
crescimento tumoral (FRANCO et al, 2015), no entanto, sabe-se que ha atuagao
concomitante de outras citocinas no microambiente tumoral que afetam a expressao de IL-10.

Por outro lado, estudos demonstram que a IL-10 pode ter efeitos antitumorais
potencialmente eficazes em determinadas condicdes. Linhagens de modelos animais
desenvolvidas para expressar IL-10 mostraram rejei¢ao rapida do tumor, a qual aumentou
apos a secrecdo de IL-10 (GIOVARELLI et al., 1995). Esta descoberta ¢ validada por outros
autores onde tumores estabelecidos apresentaram taxas de crescimento reduzidas apos inje¢ao
de IL-10, bem como inibicao das metastases de maneira imunodependente (GONZALEZ, E.;
ARMS, L.; VIZZARD, M., 2014). Para esse fato, um possivel mecanismo proposto ¢ a
estimulacdo de células NK mediada por IL-10, com aumento de TIA-1 (proteina que favorece
citotoxicidade) em resposta a IL-10 (MOCELLIN et al, 2004). Ainda, sabe-se que a
expressao diminuida de moléculas de «classe II do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC) em células apresentadoras de antigenos (APC) ¢é resultado da
atividade de IL-10, o que gerou aumento da rejei¢do/destruicao do tumor mediada por células
natural killer (NK) e/ou inibicdo de metédstases (DONG etr al, 2024). Notavelmente
demonstra-se a necessidade de expansdo dos estudos a fim de verificar a ambiguidade

funcional da IL-10 em diferentes ambientes e concentragdes.
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Ante o exposto, a andlise desses resultados, em conjunto, apresenta grande relevancia
para o contexto médico e de saude publica, visto que medidas preventivas e paliativas podem
ser adotadas de maneiras mais eficientes, a fim de que os pacientes com diagnodstico de CaB

possam apresentar uma melhor qualidade de vida e um prolongamento da sobrevida.

6 CONCLUSAO

Pela primeira vez foi possivel relacionar a atividade da E-NTPDase e da ADA com
diferentes estadiamentos tumorais no CaB. Notavelmente, essa patologia altera
significativamente a atividade das enzimas do sistema purinérgico em linfocitos, muito
provavelmente porque o processo carcinogénico envolve eventos relacionados a lesdo celular
e apoptose, condi¢des associadas a liberacdo de grandes quantidades de ATP para o meio
extracelular. A maior disponibilidade de substrato da E-NTPDase, promove aumento da
atividade dessa enzima e, consequentemente, aumento da atividade de toda a cascata
enzimatica responsavel pela metaboliza¢ao dos produtos subsequentes. A maior atividade da
ADA sera responsavel pelo consumo da Ado, protegendo o organismo das acdes
imunossupressoras dessa molécula e melhorando a vigildncia imune frente ao
desenvolvimento tumoral. Esse fato pode ser justificado pelo perfil de pacientes incluidos em
nosso estudo, ou seja, individuos com CaB ndo invasivo. Em tempo, experimentos adicionais
sobre a expressdo de receptores e andlises no tecido tumoral sdo necessarios para corroborar
com os resultados encontrados aqui, a fim de que a modulagdo da sinalizagdo purinérgica
possa integrar a base de novos fairmacos e protocolos terapéuticos eficientes no controle do

desenvolvimento e da progressao do CaB.
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ANEXO A - 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: Banco de Biopsias para avaliagao

da expressdo génica e proteica dos receptores e enzimas do Sistema Purinérgico com énfase
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em tumores de mama, prostata e colorretal, desenvolvida por discentes e docentes do curso de
Medicina da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), Campus Chapec6 — SC, sob

coordenag¢ao da Professora Dra. Sarah F. V. O. Maciel.

1. Objetivo Central

Construgdo e manutencdo do Banco de bidpsias tumorais, que permitirdo avaliar a expressao
génica (QRT-PCR) e proteica (western blot) dos receptores purinérgicos P1 e P2 (A2A, P2X7,
P2Y6, P2Y12, P2Y2), e das ectonucleotidases (E-NTPDase CD39, E-NPP, 5'- Nucleotidase
CD73, adenosina deaminase - ADA) em amostras sanguineas e tumorais de pacientes com

CM (carcinoma ductal invasor), CP (adenocarcinoma) e CCR (adenocarcinoma).

2. Critério de Inclusiao

Pacientes: voluntarios acima de dezoito (18) anos que tenham sido diagnosticados por médico
especialista com carcinoma mamario ductal invasor, adenocarcinoma prostatico ou
adenocarcinoma colorretal (sem origem familial), conforme CID 10, e que ndo tenham
realizado a remog¢ao do tumor ou iniciado tratamento farmacoldgico. Controles: voluntarios
acima de dezoito (18) anos que ndo possuam patologias ativas ou cronicas. Sua participacdo
ndo € obrigatoria 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
explicacdo. Contudo, ela ¢ muito importante para a execucao da pesquisa. Voc€ nao recebera

remunera¢do e nenhum tipo de recompensa nesta pesquisa.

3. Mecanismos para garantir o sigilo e privacidade

Serao garantidas a confidencialidade e a privacidade das informagdes por vocé prestadas.
Qualquer dado que possa identifica-lo serd omitido na divulgag@o dos resultados da pesquisa.
A qualquer momento, durante a pesquisa, ou posteriormente, vocé poderd solicitar aos
pesquisadores informacdes sobre sua participacdo e/ou sobre a pesquisa, o que podera ser

efetuado através dos meios de contato explicitados neste Termo.

4. Identificacio do participante ao longo do trabalho
Seu nome ndo sera mencionado durante qualquer etapa desta pesquisa, bem como em

quaisquer publicagdes, cursos, relatorios e afins. Apenas o nome da Instituigdo sera



40

mencionado. Para manter o seu anonimato, sera utilizada uma codificagdo numérica. Cada

participante terd um nimero distinto.

5. Tempo de duracio da coleta/procedimento/experimento

A sua participagdo na pesquisa consiste em: responder aos questionarios de estilo e qualidade
de vida; utilizagdo do material tumoral e sanguineo (30 ml) coletado durante a cirurgia de
remo¢ao do tumor, materiais que — normalmente — seriam descartados apoOs analise
patoldgica; disponibilizacdo das informacgdes dos prontudrios médicos (idade, sexo, subtipo
histolégico do tumor, estadiamento, etc.). A pesquisa ndo ira gerar nenhum prejuizo no
diagnéstico e tratamento da doengca em questdo. As coletas serdo realizadas pelos
pesquisadores responsaveis e/ou médicos especialistas, em ambiente adequado. O tempo de

duracgao das coletas sera de no maximo 30 minutos.

6. Guarda dos dados e materiais coletados na pesquisa

As amostras e demais materiais coletados durante a pesquisa fardao parte do Banco de bidpsias
tumorais da UFFS campus Chapeco, e serdao mantidos em freezer, arquivo, fisico ou digital,
por um periodo de no minimo cinco (5) anos. Apenas os pesquisadores e a orientadora terdo
acesso as amostras e demais dados. Os materiais e informagdes clinicopatoldgicas coletados
serdo mantidos para além do tempo dessa pesquisa, podendo ser utilizados em pesquisas
futuras que avaliem outros biomarcadores de diagnostico, prognostico e terapéutica

envolvidos na carcinogénese e progressao tumoral.

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

O beneficio relacionado com a sua colaboragdo nessa pesquisa ¢ o aprofundamento dos
conhecimentos sobre a acdo do Sistema Purinérgico no contexto do cancer esporadico. Dessa
forma, torna-se possivel progredir nos aspectos relacionados ao tratamento e,

consequentemente, progndstico da condigao.

8. Previsao de riscos ou desconfortos
A participacdo na pesquisa poderd causar riscos. Um risco previsivel neste caso ¢ o
desconforto no momento da coleta de sangue, em decorréncia da picada da agulha. O risco

serda minimizado, pois a coleta sera realizada por profissionais capacitados, visando a
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seguranga dos participantes. Os pesquisadores explicardo detalhadamente o conteido da
pesquisa e advertirdo os participantes de que sua participacdo ndo é necessaria caso nao se
sintam confortaveis para tal. Caso os riscos previstos ocorram, vocé recebera tratamento e
acompanhamento até que esses desconfortos desaparecam. Por exemplo, caso haja hematoma

no local da coleta de sangue, vocé sera acompanhado até que esse hematoma desaparega.

9. Divulgacao dos resultados da pesquisa

A devolutiva dos resultados obtidos na pesquisa sera realizada por meio de publicagdes
cientificas e participagdo em eventos cientificos da area, com palestras e com o uso de poster
e banner ou informativos online. Os dados pessoais dos participantes ndo serdo divulgados em

nenhum momento.

Caso concorde em participar, concedendo amostra de sangue, uma via deste termo ficard em
seu poder e a outra sera entregue ao pesquisador. Nao recebera copia deste termo, mas apenas

uma via. Desde ja agradecemos sua participagao!

Chapec6 — SC, de de

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 condugdo 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, Chapec6, Santa Catarina, Brasil. Declaro que entendi os

objetivos e condigdes de minha participagao na pesquisa € concordo em participar.



