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RESUMO

A ectonucleotidase CD73 tem sido amplamente reconhecida como um importante modulador
do microambiente tumoral, sobretudo por sua participacdo na conversdo de AMP em
adenosina, promovendo imunossupressao e favorecendo a progressdo tumoral. O presente
estudo teve como objetivo correlacionar a expressdéo de CD73 como biomarcador da
viabilidade celular frente ao tratamento com quimioterapicos indutores da morte celular, tais
como: cisplatina, paclitaxel e doxorrubicina, na linhagem T24 de cancer de bexiga, utilizando
estratégia de modulacdo da traducdo proteica por RNA de interferéncia e outra linhagem de
células T24 CD73 knockout. A analise de expressdo génica ndo demonstrou aumento da
expressdo de CD73 na linhagem tumoral T24 em relacdo a um conjunto de amostras de tecido
ndo tumoral da bexiga usado como controle. Em contrapartida, a expressao proteica evidenciou
reducéo apos tratamento com RNA de interferéncia, confirmando a modulacdo em nivel de
transcricdo. Nos ensaios de viabilidade celular, a aplicagdo isolada ou combinada dos
quimioterapicos na linhagem T24 ndo modificada ndo apresentou efeito significativo. Apds o
silenciamento de CD73 por RNA de interferéncia, observou-se alteragdo no perfil de resposta
aos farmacos. Associagdes como cisplatina + paclitaxel e cisplatina + doxorrubicina resultaram
em reducéo significativa da viabilidade celular em todas as concentragdes testadas, indicando
um efeito citotéxico potencializado em condi¢des de modulacdo da via purinérgica. Na
linhagem T24 CD73 knockout, a aplicacdo isolada de paclitaxel e cisplatina ndo promoveu
reducéo significativa da viabilidade celular, enquanto a doxorrubicina na menor concentragao
manteve efeito citotdxico. Nessa linhagem, em tratamentos associados, de modo geral, ndo
foram observadas reducdes significativas consistentes da viabilidade celular, sugerindo que a
auséncia de CD73 pode alterar a resposta as terapias combinadas. Em conjunto, os resultados
indicam que o silenciamento ou inibicdo de CD73 exerce papel relevante na modulagdo da
resposta celular na presenca dos quimioterapicos cisplatina, doxorrubicina e paclitaxel,
isolados ou em combinacdo, influenciando mecanismos de resisténcia ou sensibilidade de
acordo com o contexto experimental e a estratégia terapéutica adotada. Assim, a CD73 se
destaca como um potencial biomarcador e alvo terapéutico promissor no cancer de bexiga.

Palavras-chave: CD73; Cancer de bexiga; Terapéutica; Sinalizacao Purinérgica.



ABSTRACT

The ectonucleotidase CD73 has been widely recognized as an important modulator of the tumor
microenvironment, mainly due to its role in the conversion of AMP into adenosine, promoting
immunosuppression and favoring tumor progression. The present study aimed to correlate
CD73 expression as a biomarker of cell viability in response to treatment with cell death—
inducing chemotherapeutic agents, such as cisplatin, paclitaxel, and doxorubicin, in the T24
bladder cancer cell line, using a strategy of protein translation modulation through RNA
interference, as well as a CD73 knockout T24 cell line. Gene expression analysis did not
demonstrate increased CD73 expression in the T24 tumor cell line compared to a set of non-
tumoral bladder tissue samples used as control. In contrast, protein expression showed a
reduction after RNA interference treatment, confirming modulation at the transcriptional level.
In cell viability assays, the isolated or combined application of chemotherapeutic agents in the
unmodified T24 cell line did not show a significant effect. After CD73 silencing by RNA
interference, a change in the drug response profile was observed. Combinations such as
cisplatin + paclitaxel and cisplatin + doxorubicin resulted in a significant reduction in cell
viability at all tested concentrations, indicating a potentiated cytotoxic effect under conditions
of purinergic pathway modulation. In the CD73 knockout T24 cell line, the isolated application
of paclitaxel and cisplatin did not promote a significant reduction in cell viability, while
doxorubicin at the lowest concentration maintained a cytotoxic effect. In this cell line,
combined treatments generally did not show consistent significant reductions in cell viability,
suggesting that the absence of CD73 may alter the response to combination therapies. Overall,
the results indicate that CD73 silencing or inhibition plays a relevant role in modulating cellular
response in the presence of the chemotherapeutic agents cisplatin, doxorubicin, and paclitaxel,
whether used alone or in combination, influencing resistance or sensitivity mechanisms
depending on the experimental context and therapeutic strategy adopted. Thus, CD73 stands
out as a potential biomarker and promising therapeutic target in bladder cancer.

Keywords: CD73; Bladder cancer; Therapeutics; Purinergic signaling.
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1 INTRODUCAO

O cancer é uma das patologias que representa as principais causas de mortalidade em
todo o mundo. (Sung, H. et al., 2021). O surgimento de clones celulares malignos é um
processo resultante de mecanismos intrinsecos preexistentes (Marine J. et al., 2020). As células
cancerigenas caracterizam-se por uma ampla variedade de vias sinalizadoras atreladas a
proliferacdo celular, resisténcia a resposta imune, a apoptose, aumento da capacidade
proliferativa e reprogramacdo do metabolismo (Yedav, U.P. et al., 2020; Zanoni. M. et al.,
2022; Labrie, M. et al., 2022).

Dentre os diferentes tipos de cancer, o de bexiga representa 0 mais comum do trato
urinario. No ano de 2023, o diagnostico para este tipo de cancer resultou em 549.393 pacientes
com a doenca e 199.922 ¢bitos em todo o mundo (INCA, 2023). Por ser uma doenga de
etiologia multifatorial, diferentes fatores de risco encontram-se associados para 0 Seu
desenvolvimento, entre estes pode-se destacar: a idade, exposicao a agentes carcinogénicos, tal
qual o tabagismo, o sexo, sendo mais prevalente em homens, e o estilo de vida, levando-se em
consideracdo o sedentarismo, habitos alimentares e o estresse. Quando ocorre o diagnostico de
cancer de bexiga, em cerca de 90% dos casos, o tumor é do tipo urotelial ou também
denominado transicional. Ja nos 10% dos casos restantes, o tumor pode ser diagnosticado como
do tipo musculo-invasivo, quando as células tumorais se encontram inseridas nas camadas mais
profundas da parede da musculatura lisa da bexiga, dando origem a metastase (Dobruch J. et
al., 2021).

A sinalizacdo purinérgica exerce um importante papel nos processos tumorais, pois esta
envolvida na disseminacdo e progressdo tumoral (Marine, J. et al., 2020). O conjunto de
reacOes desencadeadas pelo trifosfato de adenosina extracelular (eATP) e seus produtos de
hidrolise, adenosina difosfato (ADP), adenosina monofosfato (AMP) e adenosina (ADO),
compdem moléculas sinalizadoras estimulando as respostas celulares.

O eATP pode ser reconhecido por duas séries de receptores, 0s canais idnicos P2X e 0s
receptores metabotropicos P2Y (Di Virgilio, F. et al., 2018). No meio extracelular, o eATP é
rapidamente hidrolisado por acdo da ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolase (CD39)
gerando como produtos o ADP, que também pode sofrer acdo da CD39, e gerar o AMP, sendo
este convertido em ADO, pela ecto-5’-nucleotidase (CD73) (Lindem, J. et al., 2019). A ADO

pode interagir com os receptores metabotrépicos do tipo P1, que induzem um dos principais
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mecanismos promotores de imunossupressao e resisténcia a resposta imune anti-tumoral
(Boison, D., & Yegutkin, G.G. 2019) No cancer de bexiga, esta via de sinalizacdo para
formacéo de ADO atua justamente pela expressédo de CD73, tornando, assim como nos demais
tumores, um importante biomarcador de condi¢des imunossupressoras que favorecem a
progressao e resisténcia tumoral.

A alta incidéncia e mortalidade do céncer, especialmente do cancer de bexiga, ressalta
a importancia de compreender os mecanismos moleculares envolvidos na progressdo tumoral
e na resisténcia terapéutica. Nesse contexto, a sinalizagdo purinérgica destaca-se como um
importante modulador do microambiente tumoral, particularmente por meio da conversao do
eATP em ADO, mediada pelas ectonucleotidases CD39 e CD73. A ADO exerce efeitos
imunossupressores que favorecem a progressao tumoral e a evasdo da resposta imune. Assim,
a CD73 emerge como um potencial biomarcador de condi¢des imunossupressoras, justificando
sua investigacdo no cancer de bexiga como alvo relevante para o entendimento da viabilidade

celular frente a terapias antineoplasicas.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Correlacionar a ectonucleotidase CD73 como biomarcador da viabilidade celular frente
a resposta a aplicacdo de quimioterapicos indutores da apoptose, avaliando seus efeitos em
associacao com a aplicacdo de RNA de interferéncia (sSiRNA) e potencial inibicdo da expressao

de CD73.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Quantificar a expressdo proteica de CD73 e a viabilidade celular em linhagem de

cancer de bexiga e em linhagem de cancer de bexiga CD73 knockout, antes e ap0s o

tratamento com quimioterapicos em diferentes concentracoes;

e Padronizar e aplicar siRNA para o silenciamento em linhagem celular de cancer de
bexiga;

e Comparar a viabilidade celular entre células de cancer de bexiga com CD73 inibido na
presenca e auséncia dos quimioterapicos em diferentes concentragdes;

e Investigar se a inibicdo de CD73 potencializa ou reduz os efeitos citotoxicos dos

quimioterapicos, sugerindo um possivel papel funcional na resisténcia ou sensibilidade

ao tratamento.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 CANCER DE BEXIGA

O céancer de bexiga (CB) é 0 10° cancer mais comum mundialmente, contando 573.278
novos casos e 212.536 mortes registradas no ano de 2020 (World Cancer Research Fund
International). O CB acomete 9,6 a cada 100.000 homens e 2,4 a cada 100.000 mulheres
(Saginala K. et al., 2020), sendo a 62 principal causa de cancer masculino e a 172 em mulheres
(World Cancer Research Fund International). Mais de 90% dos casos de CB séo classificados
como carcinomas de células uroteliais ou também descritos como carcinomas de células
transicionais (Gandhi J. et al., 2022).

O CB tem origem no estrato urotelial, podendo invadir as camadas mais profundas deste
epitélio, incluindo a lamina propria (uma fina camada de vasos sanguineos, nervos e tecido
conjuntivo), a musculatura propria (grandes feixes espessos de musculo liso) e, o tecido
conjuntivo adiposo, que circunda a camada muscular propria e separa a bexiga dos demais
6rgdos ao seu redor (Gandhi J. et al., 2022). O cancer que se espalha do tecido conjuntivo
adiposo para os musculos da bexiga pode invadir os linfonodos e metastizar para os demais
orgdos do corpo. Quanto aos fatores de risco, mutagdes genéticas adquiridas estdo associadas
a causa mais comum do CB (Jubber I. et al., 2023; Mossanen M. et al., 2021).

MutacOes adquiridas em genes supressores como o retinoblastoma 1 (RB1) e do tumor
protein P53 (TP53), além de oncogenes como RAt Sarcoma virus (RAS) e do receptor do fator
de crescimento de fibroblastos (FGFR), encontram-se atrelados ao desenvolvimento do CB.
Em algumas raras ocasides, 0s pacientes podem apresentar uma predisposicdo congénita ao
CB, tal como a expressao de glutationa S-transferase (GST) e a N-acetiltransferase (NAT), que
sdo enzimas codificadas por genes que impedem a desintoxicacdo de carcindgenos uroteliais
pelo paciente. Individuos que possuem estas enzimas expressas apresentam um elevado risco
de CB, podendo este risco ser potencializado por outros fatores, tal como o uso da nicotina
(Jubber I. et al., 2023; Mossanen M. et al., 2021).

O tabagismo é o principal fator de risco para o CB, sendo responsavel por 30 a 60% dos
casos e contribuindo com o aumento do risco de forma dose-dependente. A combustdo do
tabaco produz mais de 62 carcindgenos que aumentam as chances de desenvolvimento do CB.
Ainda, a exposicdo a hidrocarbonetos, hidrocarbonetos aromaéticos policiclicos, aminas
aromaticas e poluentes atmosféricos aumentam as chances do CB. Por fim, o uso de

determinados farmacos, como a ciclofosfamida, um farmaco citotéxico usado tanto para
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quimioterapia quanto para imunossupressao, produz o metabolito acroleina, que propicia a
cistite hemorragica e a mutagénese da bexiga urinaria (Bjurlin MA. et al., 2021).

O sinal mais comum do CB ¢ a hematuria, podendo esta condi¢édo ser indolor em 80%
dos pacientes que recebem o diagndstico. Ainda, pacientes com CB também podem apresentar
infeccdes recorrentes do trato urinério, acompanhado de poliuria, ardéncia ao urinar e retencédo
da urina (Flaig TW. etal., 2020; Meeks JJ. et al., 2021; Hinkle JL. et al., 2022). Os carcinomas
uroteliais podem apresentar dois padrGes divergentes de tumorigénese com significado
prognostico e sobrevida a longo prazo muito diferentes. Podem ser classificados como cancer
de bexiga ndo musculo-invasivo (CBNMI) ou cancer de bexiga musculo-invasivo (CBMI). A
avaliagdo da invasdo muscular orienta a abordagem cirirgica com ressec¢do com ou sem
instilacOes de bacilo Calmette Guérin (BCG) ou cistectomia radical com ou sem quimioterapia
ou imunoterapia neoadjuvante (Bjurlin MA. et al., 2021).

O sistema TNM ¢ utilizado para o estadiamento do CB. Conforme este sistema, 0
CBNMI pode ser subclassificado em Ta (carcinoma papilifero ndo invasivo), Tis (carcinoma
in situ ndo invasivo) ou T1 (invasdo da lamina propria). JA para 0 CBMI, este pode ser
subdividido em T2a (invasdo da metade interna do musculo detrusor) ou T2b (invasdo da
metade externa da musculatura prépria). Tais subdivisdes se baseiam no prognéstico, sendo
que a doenca do tipo T2b possui um risco significativamente maior de metastase linfonodal
(14% vs 30%, respectivamente), resultando em menor sobrevida livre de recorréncia apds
cistectomia. Em contrapartida, a abordagem terapéutica para as doencas T2a e T2b sdo
semelhantes, uma vez que essa diferenciacdo nem sempre é viavel. Ainda, a categoria T3,
definida como doenca localmente avancada, é subdividida em invasdo microscopica (T3a) e
macroscopica (T3b) da gordura perivesical. A disseminacdo extravesical para estruturas
circundantes (6rgaos pélvicos ou parede pélvica ou abdominal) indica a categoria T4 (Bjurlin
MA. et al., 2021).

A categoria N é definida pelo envolvimento de linfonodos regionais (N1-N3); a
categoria M constitui o envolvimento de linfonodos ndo regionais (M1a) ou metéstase a
distancia (M1b) (Alifrangis C. et al., 2019). O CBNMI representa de 80 a 85% dos tumores de
bexiga, tratando-se principalmente de lesdes papilares, multifocais, com baixa malignidade. E
muito incomum a invasao da musculatura prépria (10% dos casos); porém, sao considerados
precursores 0s CBNMI, caso ndo diagnosticado e tratado imediatamente.

As lesbes Ta possuem uma taxa de recorréncia de cerca de 55% e uma progressao de estadio
de cerca de 6% dentro da bexiga. Em contrapartida, lesdes T1 de alto grau apresentam uma

taxa de recorréncia de cerca de 45% e uma progressdo de 17% (Alifrangis C. et al., 2019). O
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CBNMI inclui todos os tumores uroteliais de alto grau e é altamente associado a disseminacgao
metastatica; a taxa de sobrevida global de 5 anos para tumores T2 é 68% apds um procedimento
cirargico radical e de 25-30% para tumores que invadem estruturas circundantes (Kardoust
Parizi M. et al., 2019).

Figura 01: Fisiopatologia do cancer de bexiga e o estadiamento conforme 0s estratos
vesicais

Ta/Tis T T2a T2b T3a T3b T4
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Legenda: Ta/Tis: Caracterizacdo de estratos de cancer de bexiga ndo musculo-invasivo. T1: Inicio da
invasdo da lamina prépria. T2a: Invasao da musculatura propria sendo a metade interna do masculo
detrusor e T2b metade externa do masculo detrusor. T3a, T3b e T4: Invasdo da gordura perivesical e
orgdos adjacentes. Desenvolvido em: https://www.biorender.com/

3.2 SINALIZACAO PURINERGICA

Hoje é amplamente aceito que o ATP, e outros nucleotideos (ADP, AMP) e o
nucleosideo ADO, atuam como importantes mensageiros celulares modulando diferentes vias
de sinalizacdo e participacdo nos mais diversos processos fisioldgicos e patologicos, através da

interacdo com receptores de membrana especificos. Os receptores purinérgicos podem ser
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classificados em duas familias: P1, sensiveisa ADO; e P2, sensiveis a nucleotideos de adenina.
Na familia P1, sdo caracteristicos os receptores metabotropicos acoplados a proteina G
(GPCR). Estes podem ser classificados em Al, A2A, A2B e A3. Al e A3 sdo acoplados a
subunidade Gi/o, logo, inibem AC e a sintese de adenosina monofosfato ciclica (CAMP); A2A
e A2B sdo acoplados a subunidade Gs, desencadeando o estimulo da sintese de CAMP ao ativar
AC. Ja os receptores P2 podem ser divididos em duas subfamilias, sendo a primeira P2X,
formados por canais catibnicos controlados por ligantes e constituidos por complexos
homotriméricos ou heterotriméricos de subunidades conhecidas (P2X1 — P2X7). Na subfamilia
P2Y sédo encontrados os P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Ye, € P2Y11.14. Tais receptores podem ser
estimulados por ATP (P2Y.e P2Y11) e ADP (P2Y1, P2Y12 e P2Y13). P2Y, P2Y4 e P2Ys
encontram-se acoplados a proteinas Gq; portanto, sua ativacdo leva ao estimulo da fosfolipase
C (PLC), arenovacéo de fosfoinositideos e a mobilizacdo de Ca*?. P2Y12, P2Y13 e P2Y14 estdo
acoplados a proteinas Gi, inibindo adenilato ciclase (AC) (Di Virgilio, F. et al., 2018).

O ATP atua como um ligante canbnico dos receptores P2X e estes quando ativados
promovem a despolarizacgéo rapida a partir do influxo de Ca*?, Na* e o efluxo de K* (Campos-
Contreras ADR. et al., 2020), também podendo interagir com receptores P2 ou ser
desfosforilado/hidrolisado por um conjunto de enzimas ectonucleotidases denominadas
ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolases (CD39), ectonucleotideo
pirofosfatase/fosfodiesterase (ENPP) (Campos-Contreras ADR. et al., 2020). A ADO
extracelular (eADO) pode interagir com receptores P1, conforme sua sequéncia e propriedades
de sinalizacdo. Por fim, a eADO e sua sinalizacdo sao controlados pela hidrélise através da
adenosina desaminase (ADA) e transportados para o interior da celula atraves de
transportadores de nucleosideos (Boison D. et al., 2019).

Quando as células se encontram injuriadas ou submetidas a estresse em virtude de
alteracdes na pressdo osmotica e deformacéo mecanica, como mecanismo de resposta ocorre o
extravasamento de ATP para o meio extracelular (Rockenbach L. et al., 2014). Além deste
mecanismo, 0 ATP pode ser extrudado por fenémenos controlados em resposta a diferentes
estimulos celulares. Tais fendmenos envolvem o efluxo através de canais e transportadores de
membrana (conexinas, panexinas, canais maxi-anionicos, canais regulados por volume e
transportadores ABC), receptores purinérgicos (P2X;) e extrusdo mediada por vesiculas
exossomais (Campos-Contreras ADR. et al., 2020). O ATP liberado no espaco extracelular
ativa a comunicagéo paracrina e autocrina e sua hidrolise leva a uma cascata de moléculas de
sinalizacdo adicionais. A grande maioria, sendo todos os tipos celulares, expressam um

conjunto de receptores purinérgicos e ectonucleotidases levando a flutuacGes constantes na
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propor¢do das concentragdes intra e extracelulares de ATP e ADO, o que corresponde a

diferentes respostas fisioldgicas e patoldgicas perante o comportamento celular.

Figura 02: Sinalizag&o purinérgica, seus principais constituintes e a interacdo entre moléculas
purinicas com seus receptores e ectoenzimas hidrolases especificas.

(1,24,6,11,12,13,14) (A1, A2A, A2B e A3)

Legenda: CD39: Ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolase. E-NPP: Ectonucleotideo
pirofosfatse/fosfodiesterase. P2X: Receptor ionotropico. P2Y: Receptor metabotrdpico.
CD73: Ecto-5’-nucleotidase. P1: Receptor metabotrépico. ADA: Adenosina
desaminase/deaminase. Desenvolvido em: https://www.biorender.com/

3.3 SISTEMA PURINERGICO E CANCER

A complexa organizagao das células cancerigenas dentro do tumor e as interagdes que
ocorrem destas células com o organismo compreende o microambiente tumoral (MAT). O
MAT é constituido por todas as interacdes entre as células tumorais e as células ndo malignas,
como as células do endotélio, fibroblastos e células imunes. Os componentes estruturais,
celulares e bioquimicos deste microambiente modulam o metabolismo, a migragcdo e a
proliferagdo das células cancerigenas, além de influenciar a resposta imune do hospedeiro
(Campos-Contreras ADR. et al., 2020).
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Na sinalizagdo purinérgica associada ao cancer, o ATP e a ADO estdo presentes em
altas concentracdes no MAT (Di Virgilio, F. et al., 2018). Dependendo dos tipos de tecidos
tumorais e linhagens de células cancerigenas, a expressdo dos receptores purinérgicos e
ectonucleotidades CD39/CD73 variam gerando diferentes respostas celulares que podem
depender do contexto celular e dos elementos especificos que constituem a sinalizagdo
purinérgica; sendo estas varia¢des denominadas de purinoma (Liu, H. et al., 2019). O eATP,
assim como a eADO, atuam como marcadores bioquimicos para o cancer, em virtude dos seus
significativos niveis no intersticio tumoral. A liberacdo de ATP e ADO pelas células
cancerigenas e a posterior ativacdo dos receptores purinérgicos e vias intracelulares encontram-
se atreladas a diversos modelos de cancer, como, por exemplo, em células de cancer de pulmao
humano, células derivadas de carcinoma ovariano, células de cancer de prostata e bexiga e
células tumorais asciticas de Ehrlich (Calik, 1. et al., 2019).

As ectonucleotidases CD39 e CD73, desempenham um importante mecanismo na
modulacgéo dos niveis de ATP e ADO no MAT. Praticamente todos os tipos de células podem
liberar ATP para fora da célula; logo, todas as células na interface tumor-hospedeiro podem
contribuir para a quantidade substancial de eATP. Desta forma, os nucleotideos extracelulares
atuam como uma interface de interacdo com as células cancerigenas, onde o eATP pode agir
como um sinal de “encontre-me”, estimulando as células do sistema imune ao reconhecimento
das células tumorais. Em contrapartida, o ATP pode ser hidrolisado pelo conjunto de
ectonucleotidases, gerando ADO, cujo mecanismo antagonico ao ATP encontra-se relacionado
a evasdo do reconhecimento e ataque imunoldgico, embora 0s nucleotideos presentes no
estroma tumoral possam atuar como mensageiros paracrinos-autdcrinos, estimulando respostas
celulares especificas em todos os tipos de células que constituem a massa tumoral. (Di Virgilio,
F.etal., 2018).

As acdes paracrinas-autdcrinas dos nucleotideos e nucleosideos de purinas concentram-
se num fenébmeno de retroalimentacdo que une a producao e liberacdo de ATP pelas células
cancerigenas com o subsequente estimulo a proliferacdo celular e progressao tumoral. Desta
forma, os mecanismos de sinalizacdo de eATP séo dependentes da presenca e diversidade dos
receptores especificos na propria célula que libera o nucleotideo e nas células ao seu redor,
assim como das a¢Oes das ectonucleotidases que definirdo os ligantes que estdo presentes no
meio (Ma. D.F. et al., 2018).

Os receptores para ADO encontram-se expressos em diferentes tecidos tumorais de
diferentes orgédos. Os receptores A2A e A2B sdo 0s mais caracterizados no cancer, onde sua

superexpressdo pode ser encontrada em diferentes linhagens celulares derivadas de carcinoma
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hepatocelular, carcinoma colorretal (Ma. D.F. et al., 2018) e carcinoma urotelial de bexiga
(Zhou, Y. et al., 2017). Corroborando o papel dos receptores A2A e A2B na progressao do
cancer, estudos demonstram que a inibicdo farmacoldgica ou genética desses receptores leva a
reducdo da proliferacdo celular (Ma. D.F. et al., 2018; Zhou, Y. et al., 2017). Além do que, a
expressdo de A2A pode ser encontrada descrita em linhagens celulares derivadas de cancer de
préstata e bexiga, cancer de mama e carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco (Wilkat, M.
etal., 2020).

Em todos estes tecidos, 0 A2B atuou efetivamente como um promotor da proliferacao
celular, além de que, a inibicdo de sua expressdo em linhagens celulares EJ e T24, derivadas
de carcinoma urotelial de bexiga, inibiu a proliferacdo celular e interrompeu as células na fase
G1 durante a interfase do ciclo celular (Zhou, Y. et al., 2017). Levando em consideracao que
o equilibrio entre nucleotideos e nucleosideos reflete nos sinais autocrinos e paracrinos que
regulam o crescimento tumoral, 0s elementos de sinaliza¢do purinérgica como transportadores,
receptores e ectonucleotidases surgem como importantes alvos terapéuticos farmacoldgicos e

biomarcadores para modulacdo da progressao tumoral.

Figura 03: Sinalizacdo purinérgica atrelada aos mecanismos invasores tumorais e
promotores da imunossupressao.
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Legenda: Atuacdo dos mecanismos imunossupressores por acdo da sinalizacao purinérgica
relacionada a funcdo de CD73 e formacado de adenosina. Além dos mecanismos ativadores
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da invaséo e progressdo tumoral relacionados a adenosina. Desenvolvido em:
https://www.biorender.com/

3.4 CD73 E CANCER

A atividade catalitica da CD73 leva a hidrolise de AMP para a conversdao em ADO
(Bach N.etal., 2023). Além de sua funcdo catalitica, CD73 pode ter um papel na adeséo celular
e como receptor de proteinas da matriz extracelular (Minor, M. et al., 2019). A CD73 ¢ liberada
da membrana celular pela clivagem da regido glicosilfosfatidilinositol (GPI) através da
hidrolise ou por agdo de fosfolipases que geram CD73 sollvel. Ainda, a CD73 pode ser liberada
por meio de vesiculas extracelulares apds sua ativacao por células T ou células tumorais (Wang,
M. et al., 2021; Lu, T. et al., 2022).

O promotor génico que regula a transcricdo de NT5E, o gene que codifica CD73,
apresenta diferentes sitios de ligacdo aos fatores de transcricado relacionados ao fator induzivel
por hipdéxia 1- a (HIF-a), complexo adaptador AP-2 (AP-2), specificity protein 1 (SP1),
proteinas signal transducers and activators of transcription (STAT) e sma mothers Against
decapentaplegic (SMAD’s) e elementos responsivos ao cAMP (KordaB3, T. et al., 2018). Em
condicdes inflamatorias, a expressdo de CD73 induzida por hipdxia atua como um mecanismo
de protecdo ao tecido contra danos gerados pela supressdo da resposta imune mediada pela
ADO (Lee, J. etal., 2019). No MAT hipoxico, as células tumorais sequestram esse mecanismo
utilizando deste como um efeito benéfico e favorecedor & sobrevivéncia e crescimento tumoral
(Bach N. et al., 2023).

Além da regulacgdo transcricional, a expressdo de CD73 é regulada epigeneticamente
(Bach N. et al., 2023). Dados de expressao génica de uma coorte de pacientes com cancer
mostram que 0 RNA mensageiro (MRNA) de CD73 se encontra superexpresso na grande
maioria dos tumores solidos humanos, quando em comparacdo com tecidos saudaveis
correspondentes (Jiang, T. et al., 2018). Em contrapartida, a expressdo de CD73 é heterogénea
entre diferentes tipos de cancer humano, sendo alta em glioblastoma, carcinoma de tireoide,
sarcoma, carcinoma pancreatico, carcinoma de células renais, carcinoma de bexiga e carcinoma
esofagico, porém, uma menor expressao é observada em cancer de mama, colangiocarcinoma,
melanoma e cancer de cabeca e pescoco (Yang, H. et al., 2021; Tang, K. et al., 2022; Li, H. et
al., 2022; Jeong, Y.M.et al., 2020).
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A expressdo de CD73 em células ndo tumorais, mas que se encontram presentes no
MAT circundando o tumor também pode contribuir para um ambiente promotor de tumores
em virtude do aumento da atividade da via purinérgica. Entre os tipos celulares que expressam
CD73 e demais enzimas relacionadas a sinalizacdo purinérgica , encontram-se 0os macréfagos
associados ao tumor, linfocitos B, células supressoras derivadas de mieloides e fibroblastos
associados ao cancer (Bach N. et al., 2023). A expressdo de CD73 em fibroblastos associados
ao cancer é elevada pelo estimulo do receptor A2B, gerando um circuito de retroalimentacédo
positiva e desencadeando a producao excessiva de ADO concomitante ao aumento da condicao
de imunossupressdo (Yu, M. et al., 2020).

Além da sua atuacdo na supressdo imunolégica, a CD73 favorece o crescimento
tumoral, angiogénese e resisténcia a farmacos (Bach N. et al., 2023), sendo, portanto, um
promissor alvo terapéutico (Ghalamfarsa, G. et al., 2019). No cancer, a CD73 promove 0
crescimento tumoral ao impedir a infiltracdo e ativacdo dos linfocitos T (Bach N. et al., 2023),
prejudicando a funcgdo citotoxica das celulas T CD8+ infiltrantes do tumor (Faraoni, E. Y. et
al., 2023). A CD73 também pode alterar a funcdo de outras células do sistema imune, como,
por exemplo, a diferenciacdo de células mieloides em macrofagos M2 promotores do
crescimento tumoral (Jacoberger-Foissac, C. et al., 2023).

Levando em consideracdo o envolvimento da CD73 na progressdo do cancer, as altas
expressdes de CD73 nos tecidos cancerigenos demonstram um valor prognostico negativo, o
que aumenta as chances de progressdo da doenca e metastase (Allard, D. et al., 2019). Desta
forma, CD73 atua como um potencial biomarcador que indica a magnitude da resposta ao
tratamento em diferentes tipos de cancer. A mensuracao de CD73 e a sinalizacdo da producdo
de ADO podem ser Uteis para o rastreio de pacientes a terapia modulatoria via sinalizagao
purinérgica (Rockenbach L. et al., 2013). Como ndo € possivel medir os niveis extracelulares
de ADO na rotina clinica, outros marcadores e assinaturas genéticas especificas da sinalizacao
de ADO tém sido investigados como biomarcadores (Siders, B. et al., 2020). Logo, a inibi¢éo
de CD73 representa um efeito antitumoral promissor considerando o silenciamento e a

combinagéo com a terapia farmacoldgica e a imunoterapia (Yang, H. et al., 2021).



29

Figura 04: Mecanismos de acdo de CD73 que contribuem para a progressao tumoral.
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Legenda: Ac¢do angiogénica, resisténcia farmacoldgica, reprogramacdo imune e crescimento
tumoral relacionado a formagdo de adenosina via sinalizacdo purinérgica.
Desenvolvido em: https://www.biorender.com/

3.5 FARMACOS ANTITUMORAIS

3.5.1 Cisplatina

O CB é sensivel a quimioterapia, especialmente aos regimes a base de cisplatina. Por
muito tempo, a quimioterapia a base de cisplatina tem sido o principal tratamento
farmacoterapéutico no CB metastatico, trazendo beneficios significativos a sobrevida dos
pacientes (KH. et al., 2025) A farmacodinamica citotdxica da cisplatina atua principalmente
pela interagdo com o DNA apos a infiltragdo nas células tumorais. A formacdo de adutos
covalentes com o DNA leva a reacdes de hidratacdo pela incorporacdo de ions hidroxila ao
DNA, fazendo com que a cisplatina se ligue mais facilmente as bases nitrogenadas no interior
da dupla hélice e forme ligacbes covalentes com os atomos N7 presentes entre as bases
nitrogenadas guanina e adenina Essas modificaces permitem o desenrolamento e distor¢do da
dupla-hélice, inviabilizando a transcricdao e replicacdo, levando a parada do ciclo celular e
ativacgao da cascata apoptotica (Xie, M. et al., 2024).

Apesar dos mecanismos antitumorais ativados pela cisplatina, uma parcela dos
pacientes é considerada inelegivel para quimioterapia por conta da sua toxicidade,
especialmente a nefrotoxicidade. E, ainda, alguns subtipos histologicos complexos de CB
podem oferecer resisténcia a cisplatina atenuando sua eficacia. (Alifrangis, C. et al., 2019).

Portanto, as quimioterapias combinadas a base de cisplatina tornaram-se importantes terapias
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adjuvantes para pacientes em tratamento contra o CB, em virtude da maioria dos pacientes

desenvolver progressivamente resisténcia ao farmaco (Xie, M. et al., 2024).

3.5.2 Paclitaxel

O paclitaxel constitui uma molécula bioativa com propriedades anticancerigenas bem
documentadas. Sua interacdo com diferentes genes modula respostas ao ataque anti-tumoral
em diferentes tipos de cancer (Farooqi. A, et al., 2018; Rutz, J. et al., 2020; Hernandez-Prat.
A. et al., 2019). Sendo um agente quimioterapico extraido da casca da planta Taxus sp; suas
propriedades antitumorais compreendem a regulagdo positiva da proteina phosphatase and
tensin homolog (PTEN), que age recrutando a proteina P53, suprimindo o crescimento e
proliferacdo das células tumorais. A PTEN quando ativada impede a fosforilacdo da proteina
quinase serina/treonina (Akt) e da proteina murina double minute 2 (MDMZ2), inviabilizando a
expansdo tumoral (Khan. K. et al.,, 2020). Ainda, o paclitaxel atua promovendo a
despolimerizacdo dos monomeros de tubulina, induzindo a morte celular pelo blogueio
mitotico (Sridhar, SS. et al., 2020, Yu. DL. et al., 2020; Sharifi-Rad, J. et al., 2021), sendo,
portanto, eficaz contra células em fases G2 e M do ciclo e amplamente utilizado na
quimioterapia do CB.

Por conta destes mecanismos, o paclitaxel pode ser administrado em abordagens
terapéuticas em sinergia com outros farmacos de uso no tratamento do cancer. No entanto, a
resisténcia ao paclitaxel no tratamento do CB também pode ser observada pela reducdo da
eficacia terapéutica e prejuizo no prognostico clinico. Os mecanismos subjacentes a esta
resisténcia nao sdo bem compreendidos, 0 que ressalta a importancia de investigacao sobre 0s
mecanismos bioldgicos e moleculares atrelados ao desenvolvimento da resisténcia a este
farmaco (Rutz, J. et al., 2020).

3.5.3 Doxorrubicina

A doxorrubicina é um farmaco quimioterapico eficaz sendo comumente utilizado como
tratamento padrdo ouro para o cancer. Dentre 0s seus mecanismos de acéo, a interrup¢do do
reparo do DNA e a gerac¢do de radicais livres torna este farmaco uma das drogas mais potentes
(Packeiser EM. et al., 2023). Em especifico, a doxorrubicina interage com a DNA
topoisomerase I[lo. (TOP2A), topoisomerase que age desenrolando o DNA compactado durante

a transcricdo e replicacdo formando quebras e reconexao de fita simples (Sahabi, K. et al.,
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2022). Nesse processo, as células tumorais podem recorrer a mecanismos de superacao a efeitos
citostaticos, como o aumento do efluxo de farmacos, metabolismo de depuracdo do farmaco,
reparo do DNA e resisténcia a apoptose (Packeiser EM. et al., 2023).

A resisténcia a doxorrubicina também é uma barreira para o insucesso da terapia anti-
tumoral limitando significativamente sua aplicagdo clinica em virtude de potenciais efeitos
colaterais (Li Z, et al., 2022). Entre os principais mecanismos envolvidos destacam-se a
superexpressdo de transportadores de efluxo, como a glicoproteina-P (P-gp/ABCB1), que
reduz o acumulo intracelular do farmaco, além de alteragdes em vias de sinalizagdo celular
associadas a sobrevivéncia, como fosfoinositideo 3-quinase (PI3K)/AKT e o fator nuclear
kappa-B (NF-kB). Adicionalmente, mudangas no estado redox celular e na dindmica
mitocondrial contribuem para a diminuicdo da inducdo de apoptose, favorecendo a
sobrevivéncia tumoral mesmo na presenca do quimioterapico. A modulacdo de enzimas
antioxidantes e o aumento da capacidade de reparo de danos ao DN A também desempenham
papel central nesse contexto, reforcando o fendtipo resistente observado em diferentes tipos de
cancer (Li Z. et al., 2022; Packeiser EM. et al., 2023).

Estratégias terapéuticas que visam contornar a resisténcia a doxorrubicina tém sido
amplamente investigadas, incluindo o uso de inibidores de bombas de efluxo, terapias
combinadas com agentes que modulam vias de sobrevivéncia celular e abordagens baseadas
em siRNA para o silenciamento génico especifico (Xie, M. et al., 2024). Nesse sentido, a
identificacdo de biomarcadores moleculares, como a ectonucleotidase CD73, pode contribuir
significativamente para a compreensdo da resposta celular ao tratamento quimioterapico,
permitindo a estratificacdo de pacientes e a otimizacdo de protocolos terapéuticos (KH. et al.,
2025).
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4 METODOLOGIA

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de uma andlise experimental in vitro utilizando as linhagens de células
transicionais de cancer de bexiga humano T24 e T24 knockout para o gene CD73 (CD73-KO),
obtida por Clustered Regularly Interspaced Palindromic Repeats/Cas9 (CRISPR/Cas9).
Adicionalmente, tecidos de bexiga ndo tumoral foram utilizados como controle, sendo
provenientes de areas adjacentes livres de tumor coletadas no momento da biopsia, conforme
protocolo aprovado pelo Comité de FEtica em Pesquisa da UFFS (CAAE:
87508918.4.0000.5564).

As linhagens celulares foram gentilmente cedidas pela Proft. Dré Fernanda Bueno
Morrone, responsavel pelo Laboratério de Farmacologia Aplicada da Pontificia Universidade
Catolica do Rio Grande do Sul (PUCRS). A linhagem T24 representa um modelo de alto grau
(grau 3) de invasividade muscular, sendo amplamente utilizada em ensaios experimentais para
avaliacdo de viabilidade celular apds tratamento com farmacos e compostos indutores de morte
celular. Por sua vez, a linhagem T24 CD73-KO esta associada a reducédo da capacidade invasiva
celular e a interrupcdo da sinalizacdo mediada por adenosina (ADO), resultando em menor
potencial de invasdo e progressdo tumoral, além de favorecer a resposta imune antitumoral
(Mantwill et al., 2023).

Neste estudo foram realizadas analises de expressdo génica e proteica nos seguintes
momentos:
e Expressdo génica de CD73 na linhagem T24 previamente a aplicacdo de siRNA e pre-
tratamentos com 0s quimioterapicos;
e Expressdo proteica de CD73 nas linhagens T24 pré e pds aplicacdo de siRNA e T24

CD73-KO0, sem tratamentos com 0s quimioterapicos.
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Ja os ensaios de viabilidade celular na linhagem T24 foram realizados nos seguintes
momentos:
e Pré-aplicacdo de siRNA e tratamentos dos quimioterapicos ndo associados;
e Pré-aplicacdo de siRNA e tratamentos dos quimioterapicos associados;
e Pods-aplicagdo de siRNA e tratamentos dos quimioterapicos ndo associados;

e Pds-aplicacdo de siRNA e tratamentos dos quimioterapicos associados.

Os ensaios de viabilidade celular na linhagem T24 CD73-KO foram realizados nos
seguintes momentos:
e Pds-tratamentos com 0s quimioterapicos nao associados;

e Pds-tratamentos com os quimioterapicos associados.

4.2 EDICAO GENICA POR CRISPR Cas9 DA LINHAGEM T24

O gene CD73 foi editado na linhagem T24 com plasmideo de edi¢do genética
CRISPR/Cas9 pSpCas9 (BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 (PX459) e o RNA guia (sgrRNA)
projetado para CD73. Os vetores ligados foram transferidos para as células T24 e realizado a
extracdo plasmidial pos-transferéncia. O alvo do plasmideo CRISPR/Cas9, CD73, foi
transfectado com Lipofectamine 300 Transfection Reagent (Thermo Scientific) por 24 horas,
sendo realizado a selecdo com puromicina (10 ug/mL) por 3 dias. Apds o crescimento, ensaios
de Western Blotting e RT-gPCR foram realizados para avaliar o nocaute. As células em que
ndo houve a edigdo génica foram identificadas como células T24 selvagens, enquanto as células
de controle negativo foram denominadas de negative control (NTC) T24 (Rockenbach L. etal.,
2014).

Os primers projetados para os sgRNA’s utilizados foram:

mm-CD73-sg1- forward: 5° — CACCgCCCACTCAGCGTCCGCTTC-3, reverse: 5° —
AAACGCAGCGGCACGTCTGAGTGGC-3’

mm-CD73-sg2- forward: 5° — CACCgQCCTCTAGCACATCAGATATC-3’, reverse: 5° —
AAACGATATCTGATGTGCTAGAGGC -3’

hu-CD73-sgl- forward: 5> — CACCgCGCCCTGCGCTACGATGCCA — 3’, reverse: 5 —
AAACTGGCATCGTAGCGCAGGGCGC -3’

hu-CD73-sg2- forward: 5° — CACCQTGTGGACGTCGTGGTGGG - 3°, reverse: 5° —
AAACCCCACCACGACGTCCACACC -3’
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4.3 MANUTENCAO DAS LINHAGENS T24 E T24 CD73-KO

Ambas as linhagens celulares foram cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibiotico e
antifungico. As células foram mantidas em incubadora de cultura celular com atmosfera mida

e contendo 5% de didxido de carbono (CO2) & temperatura de 37 graus centigrados (°C).

4.4 EXTRACAO DE RNA, QUANTIFICACAO, TRATAMENTO COM DNAse,
SINTESE DE cDNA E ANALISE DE EXPRESSAO GENICA RT-gPCR

O RNA total da linhagem T24 foi isolado utilizando o reagente TRIzol™ (Thermo
Fisher Scientific), conforme as recomendacdes do fabricante. A concentracdo e a pureza do
RNA extraido foram determinadas por espectrofotometria utilizando o equipamento NanoDrop
One/OneC (Thermo Scientific). Foram consideradas as razdes de absorbancia A260/A280 e
A260/A230 como indicadores de pureza, sendo os valores registrados para posterior analise.

Para eliminacdo de possiveis contaminacdes por DNA genémico, as amostras de RNA
foram tratadas com DNase | (Thermo Scientific), conforme protocolo do fabricante. A sintese
de cDNA foi realizada a partir de 200 ng de RNA utilizando o kit High-Capacity cDNA
Reverse Transcription (Thermo Scientific). Apos a sintese, 0 cDNA foi armazenado a -20°C
até sua utilizac&o.

A analise da expressdo génica foi realizada por reagdo em cadeia da polimerase em
tempo real (RT-gPCR), utilizando o sistema QuantStudio™ 7 Pro Real-Time PCR (Thermo
Fisher Scientific) e o reagente PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix. Foram utilizados
primers especificos para o gene alvo CD73 e para o gene de referéncia f-actina (sequéncias
forward e reverse para B-actina (ACTB) e CD73, respectivamente: F: 5’-
GATGCAAGAAGGAGATCACTGC-3’, R: 5’- AGTACTTGCGCTCAGGAGGA-3’; F: 5’-
GTGCCTTTGATGAGTCAGGTAG-3’, R: 5’- TTCCTTTCTCTCGTGTCCTTG-3"). As
reacdes foram conduzidas em volume final de 10 pL, contendo 3 pL de cDNA
(aproximadamente 10 ng), primers forward e reverse, SYBR Green Master Mix e agua
ultrapura. As condi¢des de amplificacdo incluiram etapa inicial a 50°C por 2 minutos, seguida

de desnaturagdo inicial a 95°C por 2 minutos, e 40 ciclos de amplificagdo (95°C por 15
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segundos e 60°C por 1 minuto). Ao final, foi realizada curva de dissociagdo (melting curve)
para verificacdo da especificidade dos produtos amplificados.

Todas as amostras foram analisadas em triplicata técnica. Os valores de Cycle
Threshold (Ct) foram obtidos e utilizados para calculo da expressao génica relativa pelo método
do AACH, utilizando o gene ACTB como controle endégeno e uma amostra calibradora como

referéncia. A expressao relativa foi determinada pela equacéo 2”-AACt

4.5 APLICACAO DE siRNA CONTROLE NEGATIVO, siRNA CONTROLE POSITIVO E
siRNA ALVO CD73

A linhagem T24 foi tripsinizada e plaqueada com meio DMEM em placa de 6 pocos
com nmero total de 1x108 células por poco. Ap6s o plagueamento, as células foram mantidas
em incubadora de cultura de células por 24h antes da aplicacdo das respectivas sSiRNAS, sendo
utilizado um poco para cada aplicacdo de siRNA.

O tubo contendo a solucdo de Lipofectamine RNAIMAX Transfection Reagent
(RNAIMAX) (Thermo Scientific) foi brevemente vortexado e dado spin para completa
homogeneizacdo do contetdo. Apds, aspirou-se 27 uL do contetdo e este foi transferido para
microtubo contendo 450 uL de meio Opti-MEM™ [ Reduced-Serum Medium is an improved
Minimal Essential Medium (MEM) (Thermo Scientific). A solu¢do foi homogeneizada e
armazenada em geladeira até sua utilizacdo.

Inicialmente, foi dado spin no tubo contendo MISSION® siRNA Universal Negative
Control #1 (Sigma-Aldrich) e o conteudo liofilizado foi ressuspendido com 100 uL de &gua
ultrapura ficando a uma concentracéo de 100 micromolar (uM) de solucdo mée. Para o preparo
da solucéo trabalho a 10 uM, procedeu-se a diluigdo 1:10 em microtubo, este foi vortexado,
dado spin e devidamente identificado como siRNA controle negativo solugéo trabalho a 10
uM.

A partir da solucdo de trabalho, a solucéo de transfeccédo foi preparada utilizando 3 uL
da solucdo trabalho adicionando 150 uL de meio de transfeccdo MEM. Para a diluicdo de
MISSION® esiRNA targeting human KIF11 Positive Control (Sigma-Aldrich), procedeu-se os
mesmos passos de homogeneizacéo e ressuspensao do liofilizado com 0 mesmo volume de 100
uL, porém, com tampao Tampdo TE, 10X concentrado, solucdo estéril. pH 8,0 (NOVA
BIOTECNOLOGIA), ficando a solugdo méde a uma concentracdo de 200ng/uL. A solucéo foi
vortexada e dado spin e o preparo da solucgdo de transfeccdo ocorreu utilizando 3 uL da solucéo
mée com 150 uL de meio de transfeccdo MEM. Por fim, a diluicdo de MISSION® esiRNA
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targeting human NT5E (Sigma-Aldrich) seguiu 0os mesmos passos de homogeneizacdo e
ressuspensdo. O liofilizado foi ressuspendido com 250 uL de tampdo TE ficando a uma
concentracdo de 200ng/uL. Vortex e spin foram realizados e o preparo da solucdo de
transfeccdo ocorreu com 3 uL da solugdo mée e 150 uL de meio de transfeccdo MEM.

Em um microtubo correspondente a cada siRNA, a solugdo de transfeccdo foi preparada
contendo 150 uL de lipofectamina RNAIMAX com meio MEM, acrescido de 150 uL de cada
siRNA. Com o reagente de transfeccdo pronto, este foi incubado por 5 min a temperatura
ambiente e armazenado em geladeira até sua aplicacdo na placa. A placa contendo as células e
0 meio, ap6s as 24h de incubacdo, foi removida da incubadora e as células observadas em
microscopia de luz. O meio foi removido de cada poco e lavado com 2 mL de solugéo
fisiologica 0,9%. Apos, aplicou-se 0 volume de 1.750 uL de meio MEM e entdo, em cada
poco devidamente identificado, foi aplicado um volume de 250 uL do respectivo reagente de
transfeccdo de SiRNA controle negativo, controle positivo e CD73. A placa foi fechada,

levemente homogeneizada e levada a incubadora de cultura celular por 72h.

4.6 SILENCIAMENTO GENICO POR siRNA EM LINHAGEM T24

A linhagem celular T24 foi submetida a tripsinizacdo e posteriormente plaqueada em
placas de 6 pogos, na densidade de 1x10° células por pogo, em meio DMEM. Apds o
plaqueamento, as células foram incubadas por 24 horas a 37 °C em atmosfera umidificada
contendo 5% de CO-, permitindo a adesdo celular antes da transfecg¢ao.

O processo de silenciamento génico foi realizado utilizando o reagente
Lipofectamine™ RNAiIMAX (Thermo Fisher Scientific), conforme protocolo do fabricante.
Inicialmente, o reagente de transfec¢do foi diluido em meio Opti-MEM™ Reduced-Serum
Medium e mantido sob condi¢des adequadas até sua utilizacdo. Os siRNAs utilizados
incluiram: controle negativo (MISSION® siRNA Universal Negative Control #1), controle
positivo (MISSION® esiRNA targeting human KIF11) e siRNA especifico para o gene NT5E
(CD73) (MISSION® esiRNA targeting human NT5E), todos obtidos comercialmente (Sigma-
Aldrich). Os oligonucleotideos liofilizados foram ressuspendidos conforme especifica¢des do
fabricante, preparados em solucGes estoque e posteriormente diluidos para obtencdo das

solucgGes de trabalho utilizadas nos ensaios de transfeccéo.
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Para a formacdo dos complexos de transfeccdo, os siRNAs foram diluidos em meio
MEM e combinados com a solu¢dao de Lipofectamine™ RNAiIMAX previamente preparada,
sendo incubados por 5 minutos a temperatura ambiente para permitir a formacdo dos
complexos lipossomais. Apds 24 horas de incubagdo inicial, o meio de cultura das células foi
removido e as células foram lavadas com solucgéo fisiologica estéril (0,9%). Em seguida, foi
adicionado meio MEM fresco a cada poco, seguido da aplicacdo dos complexos de transfeccao
contendo os respectivos siRNAs (controle negativo, controle positivo e CD73). As células

foram entdo incubadas por 72 horas em condic¢Ges padrdo de cultura celular.

4.7 ANALISE DE EXPRESSAO PROTEICA POR WESTERN BLOT

Passadas as 72h de incubacdo apds aplicagdo das sSiRNAS, todo volume de reagente de
transfeccédo contido nos pogos foi removido. Os pogos foram lavados com 1 mL de phosphate-
buffered saline (PBS) e aplicados 100 uL da solucéo inibidora de protease Halt™ Protease and
Phosphatase Inhibitor Cocktail, EDTA-free (100x) (Sigma-Aldrich). Apds, com uma ponteira
de 1 mL, as células aderidas ao fundo do poco foram “raspadas” e lavadas com a solucdo
inibidora de protease. O contetdo formado apds a raspagem foi transferido para microtubo e
centrifugado a 15.000g por 10 min a4 °C. Terminado a centrifugagdo, o contetdo sobrenadante
foi distribuido para novos microtubos. As amostras de proteinas extraidas foram armazenadas
a-20°C.

Do microtubo contendo a proteina extraida, aspirou-se 2 uL de proteina e transferiu-se
para novo microtubo contendo 38 uL de RIPA Lysis and Extraction Buffer (Sigma-Aldrich),
sem inibidor. A solu¢do foi homogeneizada e armazenada em geladeira até sua utilizacao.

A curva padréo de proteina foi preparada a partir de uma solucéo estoque de albumina
sérica bovina (BSA) na concentracdo de 2000 pug/mL. As diluicdes foram realizadas em tampao
RIPA, obtendo-se concentragdes finais de 1500, 1000, 750, 500, 250 e 125 pg/mL por meio de
diluicdo seriada. Cada ponto da curva foi preparado em volume final de 200 pL. Ao lado de
cada ponto da curva, foram pipetados, em duplicata, 9 uL da solucdo de proteina extraida
contendo RIPA Lysis and Extraction Buffer (Sigma-Aldrich), sem inibidor.

O volume de 12 uL de proteinas extraidas foi pipetado junto com 12 uL de Laemmli
SDS sample buffer (Sigma-Aldrich), em microtubo, esta solugdo foi homogeneizada, levada ao
termociclador e incubado a 5 min na funcdo boil (aquecimento). Terminado o tempo de

incubacdo, nas canaletas subsequentes a canaleta do marcador de peso molecular, pipetou-se
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12 uL da solucdo proteica Laemmli SDS sample buffer (Sigma-Aldrich), referente a cada
proteina extraida apos aplicacdo das respectivas sSiRNAsS.

A ordem de pipetagem das canaletas foi, da esquerda para direita: marcador de peso
molecular Gel Loading Dye, Blue (6X) (New England Biolabs), siRNA controle negativo,
SsiRNA controle positivo, T24, T24 CD73 silenciado e T24 CD73-KO. Com as amostras
pipetadas nas canaletas do gel, deu-se inicio a corrida por um periodo inicial de 10 min e
voltagem de 90 V (volts); passados os primeiros 10 min, aumentou-se a voltagem para 130 V
e o tempo de corrida foi de 1 h e 30 min.

O tampdo de transferéncia foi preparado com os seguintes reagentes: 100 mL de tris
glicina 10x, 100 mL de metanol e 800 mL de agua destilada. Para a montagem do sanduiche,
preparou-se o suporte de transferéncia submerso ao tampéo de transferéncia, na sequéncia foi
posicionado a malha de transferéncia, o filtro de transferéncia, o gel de corrida, a membrana
de transferéncia - polivinilideno difluoreto (PVDF), o filtro de transferéncia, a malha de
transferéncia e selado o “sanduiche”. Apos, conectou o “sanduiche” ao cassete de transferéncia,
que depois foi acoplado a cuba de transferéncia e esta preenchida até sua marcagdo com o
tampéo de transferéncia. Por fim, a corrida para a transferéncia se deu por 1h e 30 min, a 100
V.

Terminado a corrida de transferéncia das proteinas, o “sanduiche” foi desfeito e a
membrana de transferéncia lavada com ponceau. Terminado a lavagem, o ponceau foi
removido e a membrana lavada 3 vezes com PBS e Twin num intervalo de 3 min cada e
novamente lavada somente com PBS, também por 3 vezes com intervalos de 3 min cada, todas
as lavagens foram feitas sob agitacéo.

O anticorpo primario anti-CD73 Anti-CD73 antibody ab133582 (Abcam) foi diluido
1:1000 em PBS, Twin e BSA e acrescido a membrana de transferéncia que ficou incubado por
3h sob agitagdo. Passado o periodo de incubacdo do anticorpo primario anti-CD73, a membrana
foi lavada nas mesmas condi¢bes de tempo e intervalo com PBS e Twin e somente PBS.
Terminado as lavagens, aplicou-se o anticorpo secundario Goat anti-Rabbit 1gG (H+L)
Secondary Antibody (Sigma-Aldrich) que foi preparado a uma dilui¢cdo 1:2000 em uma solucao
de leite desnatado em pd, PBS e Twin e aplicado a membrana que ficou sob agitacéo por 1
hora. O anticorpo anti- B-tubulina, marcador constitutivo, foi preparado a uma dilui¢do 1.1000
em solucdo BSA diluida em PBST e Twin. Apds, acrescentou-se a membrana de transferéncia
e foi deixado agitar por 3h.

Terminado o periodo de agitacdo com os anticorpos, as solugdes foram descartadas e

uma nova lavagem da membrana com PBS — Twin e somente PBS foi iniciada, com as mesmas
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condicdes de frequéncia e tempo de lavagem. Apds as lavagens, a membrana foi incubada com
aplicacdo do reagente Pierce™ ECL Western Blotting Substrate (ThermoFisher Scientific),
sendo aplicado 1 mL de luminol e 1mL de solucdo de per6xido a membrana, apds aplicacdo
destes reagentes, a membrana foi incubada por 5 min no escuro e procedido a leitura a -10°C

no Fotodocumentador (L- Pix Chemi Express).

4.8 ENSAIOS DE VIABILIDADE CELULAR MTT E APLICACAO DOS TRATAMENTOS
COM OS FARMACOS

As células T24 e T24 CD73-KO foram tripsinizadas e plaqueadas na densidade de
1x108 células por poco. Apds 24h de incubacéo, as células ndo submetidas ao silenciamento
foram tratadas com os farmacos, isoladamente ou em combinagao. Para as células submetidas
ao silenciamento transcricional, o protocolo de transfecgao foi realizado previamente, seguido
de incubacdo por 72 h antes da aplicacdo dos tratamentos farmacoldgicos. Além disso, um
grupo controle foi mantido apenas com o silenciamento, sem exposi¢ao aos farmacos. Aquelas
que receberam o silenciamento, tiveram o protocolo de silenciamento replicado e foram
incubadas 72h antes da aplicacdo dos farmacos isolados e associados. Assim como aquelas que
receberam apenas o silenciamento, mas ndo tiveram tratamento com os farmacos.

Os farmacos cisplatina, paclitaxel e doxorrubicina foram preparados nas concentracées
0,1 micromolar (uM), 0,4 uM e 1,6 uM, além do controle sem tratamento. Em seguida, 50 uL
de cada concentragdo foram distribuidos em oitoplicata nas placas experimentais com 0s
diferentes farmacos. Apoés a aplicacdo dos tratamentos, as placas foram incubadas por 24 h.
Passados as 24h apoés aplicagdo dos farmacos, foi realizado o ensaio de MTT. O conteddo dos
pocos foi removido e aplicado um volume de 100 uL de MTT em cada poc¢o. Apos, as placas
foram incubadas em atmosfera Umida, com temperatura de 37 °C e concentracdo de CO2 de 5%
por 2h. Na sequéncia, o MTT foi removido e aplicado 200 uL de dimetilsulféxido (DMSO),
incubado a temperatura ambiente por 5 min e procedido a leitura em espectrofotometro a 490
nm de absorbancia. Os valores obtidos foram registrados e posteriormente realizado o calculo
da porcentagem de viabilidade celular de cada concentracdo: % Viabilidade Celular =

Absorbancia com o téxico x 100 / Absorbancia do controle.
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4.9 ANALISE IN SILICO DA ASSOCIACAO ENTRE A EXPRESSAO DE CD73 E
DESFECHOS CLINICOS EM CANCER DE BEXIGA

As analises de sobrevida foram realizadas utilizando a plataforma UCSC Xena Browser

(https://xenabrowser.net), uma ferramenta web para exploracdo e integracdo de dados

genémicos e clinicos provenientes de grandes consorcios internacionais, incluindo o The
Cancer Genome Atlas. Foram selecionados dados de pacientes com cancer de bexiga (Bladder
Urothelial Carcinoma — BLCA), incluindo informacfes de expressdo génica (RNA-seq) e
dados clinicos associados. O gene NT5E, que codifica a ectonucleotidase CD73, foi definido
como variavel de interesse para as analises.

A estratificacdo dos pacientes foi realizada com base nos niveis de expressao génica de
NT5E, sendo os individuos divididos em dois grupos (alta e baixa expressao) de acordo com o
valor mediano de expressdo, conforme padrdo da plataforma. As curvas de sobrevida foram
geradas pelo método de Kaplan—Meier diretamente na plataforma, a partir da funcionalidade
de analise de sobrevivéncia. Foram avaliados diferentes desfechos clinicos disponiveis,
incluindo sobrevida global (Overall Survival — OS), intervalo livre de progresséo (Progression-
Free Interval — PFI) e sobrevida livre de doenca (Disease-Free Survival — DFS), quando
disponiveis no banco de dados.

A comparacéo entre os grupos foi realizada por meio do teste log-rank (Mantel-Cox),
com calculo automatico do valor de p pela propria plataforma, sendo considerados
estatisticamente significativos valores de p < 0,05. Os dados utilizados para a construgao das
curvas sao obtidos em tempo real a partir dos repositérios integrados ao Xena, e os calculos
estatisticos sdo realizados diretamente no ambiente da ferramenta. As figuras das curvas de
Kaplan—Meier foram exportadas diretamente da plataforma em formato grafico para posterior

organizagao e apresentacdo nos resultados.
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 8.0.01. Para
expressao génica e viabilidade celular, outliers foram avaliados e excluidos quando apropriado,
e a normalidade foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Dados paramétricos foram expressos
como média + desvio padrdo e analisados pelo teste t ndo pareado (expressdo génica) ou
ANOVA one-way seguida de pés-teste de Dunnett (viabilidade celular). Para dados ndo
paramétricos, os resultados foram apresentados como mediana e intervalo de confianca. Foi

considerado significativo p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 EXPRESSAO GENICA E PROTEICA

Né&o foi observada diferenga na expressdo de CD73 na linhagem T24 em relacdo ao
tecido ndo tumoral da bexiga (tabela 1, figura 5). A linhagem T24 demonstrou a expresséo da
proteina CD73 por Western Blot e ap6s o silenciamento por siRNA nas células da linhagem
T24 e nas células CD73-KO, demonstrou-se a reducdo/auséncia da banda de expressao de

CD73, confirmando a inibicdo da expressdo da proteina (Figura 6).

Tabela 01 - Dados estatisticos entre amostra controle e linhagem T24

Expressdo Génica de CD73

Amostras Controle T24
Média 0,85 2,17
Desvio Padrao +0,71 +1,99
Valor de p p=0,22

Figura 05: Expressdo Génica de CD73
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Legenda: Resultado da expressdo génica da CD73 em tecido ndo tumoral e linhagem tumoral
T24 de cancer de bexiga. CT: Controle (tecido ndo tumoral da bexiga), T24: Linhagem
tumoral T24 de cancer de bexiga.
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Figura 06: Expressédo proteica de CD73

p - Tubulina (50 KDa) —---d
CD73 (61 KDa) ———
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siRNA KO
Legenda: Resultado da expressdo proteica por Western Blotting pos silenciamento de CD73.
CT+ : Controle positivo para o silenciamento. CT - : Controle negativo para o silenciamento.
T24: Linhagem T24 de cancer de bexiga ndo silenciado. T24 CD73 siRNA: Linhagem T24
com 0 RNA mensageiro de CD73 silenciado. T24 CD73 — KO: Linhagem T24 de cancer de
bexiga com edicao génica de CD73 por CRISPR Cas9.

5.2 ENSAIOS DE VIABILIDADE CELULAR - MTT

A figura 7 apresenta a linhagem T24 tratada com os quimioterapicos ndo associados. O
tratamento com Paclitaxel e Cisplatina ndo demonstrou efeito na viabilidade celular, ja o
tratamento com Doxorrubicina na concentragdo de 0,1 uM induziu a reducéo da viabilidade

celular.

Figura 07: Viabilidade celular ap6s tratamento com farmacos ndo associados
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Legenda: Resultados dos tratamentos pos aplicagdo de Paclitaxel, Cisplatina e Doxorrubicina ndo associados a

linhagem T24 de cancer de bexiga.
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A figura 8 apresenta a linhagem T24 tratada com os quimioterapicos associados. O
tratamento com cisplatina e paclitaxel demonstrou reducdo da viabilidade celular na
concentracdo de 0,1 uM, enquanto as demais concentracdes ndo demonstraram efeito
significativo. Os demais tratamentos com as combinagdes de cisplatina e doxorrubicina e
paclitaxel e doxorrubicina ndo demonstraram efeito significativo na viabilidade das células
T24.

Figura 08: Viabilidade celular apés tratamento com farmacos associados
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Legenda: Resultados dos tratamentos pos aplicagdo dos farmacos associados — Cisplatina e Paclitaxel; Cisplatina e

Doxorrubicina; Paclitaxel e doxorrubicina na linhagem T24 de cancer de bexiga.
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A figura 9 apresentam a linhagem T24 tratada com 0s quimioterapicos ndo associados
e pos-silenciadas com siRNA para CD73. O tratamento com paclitaxel apds o silenciamento
de CD73 demonstrou efeito no aumento da viabilidade celular quando aplicado a concentracao
de 0,1 uM. As demais concentracdes ndo tiveram efeito significativo. Quanto ao tratamento
com doxorrubicina apds o silenciamento, nenhuma das concentracdes gerou efeito na
viabilidade celular. Para os tratamentos com cisplatina apds o silenciamento de CD73, na
concentracao de 0,1 uM houve aumento da viabilidade celular em comparacdo ao controle. O
mesmo se observa na concentracdo de 0,4 uM, onde houve um pequeno acréscimo na
viabilidade das células T24. E, na concentracdo de 1,6 uM, embora tenha havido uma sutil

reducéo na viabilidade das células T24, esta ainda se apresenta elevada em relacdo ao controle.

Figura 09: Viabilidade celular apds silenciamento de CD73 e tratamentos com farmacos nao

associados
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Legenda: Resultados dos tratamentos pos aplicagdo dos farmacos ndo associados — Cisplatina, doxorrubicina e

paclitaxel apos silenciamento de CD73.

A figura 10 apresentam a linhagem T24 tratada com os quimioterapicos associados e
pos-silenciadas com siRNA para CD73. O tratamento com cisplatina e paclitaxel apds o
silenciamento de CD73 demonstrou reducédo da viabilidade celular em todas as concentracdes
aplicadas, quando em comparagdo ao controle. Nota-se que na concentracdo de 1,6 uM, houve

um pequeno aumento na viabilidade celular em comparacédo as primeiras concentra¢des, mas
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em relagdo ao controle, a viabilidade permanece reduzida. No tratamento combinado de
cisplatina e doxorrubicina, observa-se um resultado semelhante ao tratamento anterior. As
concentracdes de tratamento induziram reducéo da viabilidade celular em relacdo ao controle,
mas na concentracdo de 1,6 uM a viabilidade celular apresenta-se superior as duas primeiras
concentracdes de tratamento. Em contrapartida, em relacdo ao controle, a viabilidade das
células T24 ainda € reduzida. Para o tratamento combinado de paclitaxel e doxorrubicina ap6s
o silenciamento de CD73, nenhuma das concentracbes de tratamento interferiu

significativamente na viabilidade celular.

Figura 10: Viabilidade celular apo6s silenciamento de CD73 e tratamentos com farmacos

associados
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Legenda: Resultados dos tratamentos pos aplicacdo dos farmacos associados —Cisplatina e paclitaxel; cisplatina e

doxorrubicina; paclitaxel e doxorrubicina apés silenciamento de CD73.

A figura 11 apresentam a linhagem T24 CD73 - KO tratada com 0s quimioterapicos
nédo associados. O tratamento com paclitaxel ndo resultou em efeito significativo em nenhuma
das concentragdes aplicadas. O mesmo pode ser observado quando as celulas T24 CD73 - KO
foram tratadas com cisplatina. Porém, na aplicacéo de doxorrubicina, a concentracéo de 0,1 uM

resultou na reducéo da viabilidade em comparacgao ao controle.
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Figura 11: Viabilidade celular na linhagem T24 CD73 - KO e tratamentos com farmacos nao

associados
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Legenda: Resultados dos tratamentos pos aplicacdo dos fArmacos ndo associados — paclitaxel, cisplatina e

doxorrubicina na linhagem CD73 de cancer de bexiga apos edi¢do génica de CD73 por CRISPR Cas9.

A figura 12 apresenta a linhagem T24 CD73 - KO tratada com 0s quimioterapicos
associados. Nenhum dos tratamentos com os farmacos associados resultou em alteraces na
viabilidade das células T24 CD73 - KO.

Figura 12: Viabilidade celular na linhagem T24 CD73 - KO e tratamentos com farmacos

associados
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Legenda: Resultados dos tratamentos pos aplicagdo dos farmacos associados —cisplatina e paclitaxel; cisplatina e

doxorrubicina; paclitaxel e doxorrubicina em células T24 de cancer de bexiga com edi¢cdo génica de CD73 por

CRISPR Cas9.

Tabela 02 - Dados apresentados como média + desvio padrdo ou mediana e intervalo de

confianga de 95%, conforme distribuicdo dos dados. Valores estatisticamente significativos
(p < 0,05) destacados em negrito.

Grupo Tratamento 0,1 uM 0,4 uM 1,6 uM Valores de p
Experimental
T24 Paclitaxel 113,7 108,3 100,6 p>0,99/p>0,99/p=0,08
T24 Cisplatina 117,7+6,0 85,61+1395 8834+1283 p=0,99/p=0,22/p=0,99
T24 Doxorrubicina 46,86 48,59 87,79 p=0,04/p=0,16/p=0,82
T24 Cisplatina + 51,49 + 12,71 72,34 + 4,98 66,63+11,32 p=0,01/p=0,13/p=0,05
Paclitaxel
T24 Cisplatina + 57,63 64,41 243,1 p=051/p>099/p=0,30
Doxorrubicina
T24 Paclitaxel + 47,04 101,3 460,0 p=0,30/p>0,99/p=0,30
Doxorrubicina
Pds-siRNA Paclitaxel 136,0 £ 18,70 101,3 £ 10,22 105,1+1261 p=0,04/p=0,98/p=0,63
CD73
Pbs-siRNA Doxorrubicina 46,86 48,59 87,79 p=0,04/p=0,16/p=0,82
CD73
Pds-siRNA Cisplatina 287,8 + 56,45 295,0+0,21 2704+981 p=0,04/p=0,01/p=0,02
CD73
Pbs-siRNA Cisplatina + 58,26 + 8,81 57,19 + 8,15 7194+476 p=0,01/p=0,002/p=
CD73 Paclitaxel 0,002
Pds-siRNA Cisplatina + 32,60 +7,03 37,18 £ 8,12 62,09+320 p=0,002/p=0,006/p=
CD73 Doxorrubicina 0,002
Pds-siRNA Paclitaxel + 27,46 46,77 161,6 p=0,08/p=0,08/p=0,08
CD73 Doxorrubicina
CD73-KO Paclitaxel 105,1 +£42,37 121,6 £4,52 105,7+34,79 p=0,24/p=0,61/p=0,70
CD73-KO Cisplatina 41,04 65,89 210,8 p=042/p=0,70/p=0,13
CD73-KO Doxorrubicina 54,95 65,75 119,0 p=0,04/p=0,51/p>0,99
CD73-KO Cisplatina + 203,0 93,89 39,36 p>099/p>0,99/p=0,82
Paclitaxel
CD73-KO Cisplatina + 37,71+1150 5883+2205 116,1+57,75 p=0,15/p=0,53/p=0,68
Doxorrubicina
CD73-KO Paclitaxel + 20,38 + 6,87 47,62 + 4,75 1850+2545 p=0,36/p=0,70/p=0,09

Doxorrubicina
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5.3 ANALISE DE SOBREVIDA DE PACIENTES

A analise de sobrevida baseada na expressdo do gene CD73 em pacientes com cancer
de bexiga ndo demonstrou associacdo estatisticamente significativa com os desfechos clinicos
avaliados. Painel A - Sobrevida Global: A analise de sobrevida global ndo evidenciou diferenca
significativa entre os grupos com alta e baixa expressdo de NT5E. As curvas de Kaplan—Meier
mostram comportamento semelhante ao longo do tempo, com sobreposi¢éo entre 0s grupos,
corroborado pelo teste de log-rank (p = 0,89). Esses achados indicam que a expressao de CD73
ndo esta associada a sobrevida global nesta coorte.

Painel B - Sobrevida Especifica da Doenca: Também ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos estratificados pela expressao de NT5E (p = 0,96).
As curvas apresentam padrdo semelhante, sugerindo que a expressdo do gene ndo influencia
diretamente a mortalidade atribuida ao cancer de bexiga.

Painel C - Intervalo Livre de Doenca: Nao foram identificadas diferencas significativas
entre pacientes com alta e baixa expressdo de NT5E (p = 0,46). Apesar de uma tendéncia visual
de maior intervalo livre de doenca no grupo com maior expressao, essa diferenca nao alcancou
significancia estatistica.

Painel D - Intervalo Livre de Progressdo: Também ndo demonstrou associacao
significativa com a expressdo de NT5E (p = 0,85). As curvas de Kaplan—Meier indicam
comportamento semelhante entre 0s grupos ao longo do tempo, sugerindo que a expressao de

CD73 ndo impacta a progressao da doenga nesta populacéo.

Figura 13: Curvas de Kaplan—Meier para desfechos clinicos em cancer de bexiga de acordo
com a expressdo do gene CD73
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Legenda: Resultados da Anélise de associacéo da expressdo de CD73 com desfechos clinicos de pacientes
acometidos com cancer de bexiga. A) Expressao de CD73 relacionado a probabilidade de sobrevida geral. B)
Expressao de CD73 relacionado a sobrevivéncia especifica da doenca. C) Expressdo de CD73 relacionado ao

intervalo livre de doenca. D) Expressdo de CD73 relacionado ao intervalo livre de progressao.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo investigou o papel da ectonucleotidase CD73 como moduladora da
resposta a quimioterapicos na linhagem de cancer de bexiga T24, considerando diferentes
abordagens experimentais: células ndo modificadas, silenciamento génico por siRNA e
knockout génico por CRISPR/Cas9. De forma geral, os resultados demonstram que a
modulacdo de CD73 impacta a resposta celular aos farmacos, de maneira dependente do
contexto experimental e da estratégia de inibi¢do adotada.

Inicialmente, a analise de expressdo génica ndao evidenciou aumento significativo de
CD73 na linhagem tumoral T24 em relacdo ao tecido ndo tumoral. Esse achado diverge de
estudos que relatam superexpressdao de CD73 em tumores sélidos, incluindo cancer de bexiga
(Jiang et al., 2018; Yang et al., 2021; Tang et al., 2022). No entanto, essa discrepancia pode ser
explicada pela heterogeneidade tumoral e pelos mecanismos regulatorios pos-transcricionais
que modulam a expressao de CD73 (Bach et al., 2023). De fato, a analise proteica confirmou a
presenca da enzima e demonstrou reducdo apos o silenciamento por siRNA, indicando que a
modulacdo funcional da CD73 foi eficaz, mesmo na auséncia de diferencas significativas no
nivel de mMRNA.

Nos ensaios de viabilidade celular, a linhagem T24 ndo modificada apresentou baixa
sensibilidade aos quimioterapicos quando administrados isoladamente, com excecdo da
doxorrubicina em baixa concentracdo. Esse perfil sugere resisténcia basal, possivelmente
associada a mecanismos como ativacdo de vias de sobrevivéncia celular, aumento do efluxo de
farmacos e alteracGes metabolicas (Packeiser et al., 2023; Li et al., 2022). No cancer de bexiga,
a resisténcia a cisplatina e outros quimioterapicos é amplamente descrita, sendo relacionada a
alteracfes em vias como PI3K/AKT, reparo de DNA e evasdo apoptdtica (Alifrangis et al.,
2019; Xie et al., 2024).

Quando os farmacos foram utilizados em associacdo na linhagem T24, observou-se
efeito citotoxico limitado, indicando auséncia de sinergismo relevante nas condi¢des testadas.
Esse resultado estd em consonancia com estudos que demonstram que a eficacia de terapias
combinadas depende de fatores moleculares especificos do tumor, incluindo o estado da
sinalizacdo purinérgica e a presenca de mecanismos de resisténcia intrinseca (Di Virgilio et al.,
2018; Campos-Contreras et al., 2020).

Apos o silenciamento de CD73 por siRNA, observou-se alteragao significativa no perfil
de resposta celular. A aplicacdo isolada de cisplatina e paclitaxel resultou, em algumas

condicdes, em aumento da viabilidade celular, sugerindo um possivel mecanismo
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compensatorio. Esse efeito pode estar relacionado a reducdo da producdo de adenosina
extracelular (ADO), que, embora associada a imunossupressao, também participa da regulacao
de vias intracelulares de estresse e sobrevivéncia celular, ativando receptores P1 que favorecem
a sobrevivéncia celular e reduzem respostas inflamatorias e de estresse, contribuindo para a
adaptacdo tumoral (Boison & Yegutkin, 2019; Bach et al., 2023).

Por outro lado, quando os quimioterapicos foram administrados em combinacdo apds o
silenciamento de CD73, observou-se reducdo significativa da viabilidade celular,
especialmente nas associagdes cisplatina + paclitaxel e cisplatina + doxorrubicina. Esse achado
sugere que a inibicdo de CD73 pode sensibilizar células tumorais a terapias combinadas,
possivelmente por interferir na geracdo de adenosina e reduzir sinais pro-tumorais no
microambiente estimulando vias que favorecem proliferacéo, sobrevivéncia celular e escape
imunoldgico tumoral, de modo que sua reducdo pode aumentar a sensibilidade aos
quimioterapicos (Boison & Yegutkin, 2019; Bach et al., 2023). Evidéncias no cancer de bexiga
indicam que a expressao de CD73 esta associada a progressdo tumoral, imunossupressao e pior
prognostico, sendo sua inibicdo capaz de reduzir a proliferacdo celular e modular a resposta
terapéutica (Zhou et al., 2017; Yu et al., 2020; Allard et al., 2019).

De forma interessante, os resultados obtidos na linhagem T24 CD73 knockout ndo
reproduziram completamente os achados observados com o silenciamento por siRNA. Nessa
linhagem, tanto os tratamentos isolados quanto os combinados ndo resultaram em redugdes
consistentes da viabilidade celular. Essa diferenca pode ser explicada por mecanismos
adaptativos decorrentes da delecdo permanente do gene, levando a reprogramacéo celular e
ativacdo de vias compensatorias que mantém a sobrevivéncia celular, tal como a ativagdo
compensatoria de vias antiapoptdticas e de metabolismo energético, como PI3K/AKT e
aumento da glicolise (Mantwill et al., 2023).

Essa discrepancia reforca que a resposta celular a modulagdo de CD73 depende ndo
apenas da sua auséncia, mas da forma como essa modulagdo ocorre. O silenciamento transitorio
pode induzir um estado de vulnerabilidade celular, enquanto o knockout permanente pode
favorecer adaptacdo fenotipica. Esse aspecto é altamente relevante, considerando que
estratégias terapéuticas clinicas geralmente envolvem inibigdo farmacoldgica transitéria, mais
proxima do modelo de siRNA do que do knockout génico.

Além disso, considerando o papel central da CD73 na conversdo de AMP em adenosina,
os efeitos observados podem estar diretamente relacionados a modulacdo da sinalizagdo
purinérgica no microambiente tumoral. A adenosina atua como um potente mediador

imunossupressor e promotor de progressdo tumoral, influenciando proliferacdo, angiogénese e
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resisténcia terapéutica (Di Virgilio et al., 2018; Boison & Yegutkin, 2019; Bach et al., 2023).
No cancer de bexiga, essa via tem sido associada a evasao da resposta imune e ao aumento da
agressividade tumoral (Zhou et al., 2017; Wilkat et al., 2020).

Por fim, é importante destacar que o modelo experimental utilizado é limitado a analise
in vitro, ndo contemplando a interagdo com o sistema imune, que desempenha papel
fundamental nos efeitos da adenosina no microambiente tumoral. Dessa forma, os resultados
refletem predominantemente mecanismos intrinsecos das células tumorais, o que deve ser
considerado na interpretacdo dos dados.

Em conjunto, os achados deste estudo indicam que a CD73 exerce papel relevante na
modulacdo da resposta a quimioterapicos no cancer de bexiga, especialmente em contextos de
terapia combinada. Sua inibicao, particularmente por abordagens transitorias, pode aumentar a
sensibilidade celular, enquanto a auséncia permanente pode desencadear mecanismos
compensatorios. Assim, a CD73 se destaca como um potencial biomarcador e alvo terapéutico,
embora estudos adicionais sejam necessarios para compreender plenamente seu papel em

diferentes contextos bioldgicos e terapéuticos.



54

7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstram que a ectonucleotidase CD73 desempenha papel
relevante na modulacéo da resposta a quimioterapicos na linhagem de cancer de bexiga T24,
sendo sua influéncia dependente da forma de inibicdo e do contexto experimental. Embora nao
tenham sido observadas diferencas significativas na expressdo génica, a reducdo da expressao
proteica apos o silenciamento por siRNA confirmou a modulacéo efetiva de CD73. A linhagem
T24 apresentou baixa sensibilidade aos quimioterapicos em condic¢des basais, sugerindo um
perfil de resisténcia intrinseca.

A inibicdo transitéria de CD73 alterou significativamente a resposta celular,
destacando-se a reducdo da viabilidade em tratamentos combinados, especialmente aqueles
envolvendo cisplatina. Em contraste, a delegdo permanente do gene ndo reproduziu esse efeito,
sugerindo a ativacdo de mecanismos compensatérios celulares. Em conjunto, os achados
posicionam a CD73 como um modulador da sensibilidade a quimioterapicos e reforcam seu
potencial como biomarcador e alvo terapéutico no cancer de bexiga, particularmente em
estratégias de terapia combinada.

Esses resultados ampliam a compreensdo dos mecanismos de resisténcia tumoral e
destacam a sinalizagdo purinérgica como um eixo promissor para o desenvolvimento de

abordagens terapéuticas mais eficazes.
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