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RESUMO

AVALIACAO DAS ECTONUCLEOTIDADES COMO BIOMARCADORES NA

PROGRESSAO DO CANCER DE PROSTATA

O cancer de prostata (CP) € a segunda neoplasia mais diagnosticada no sexo masculino,
excetuando-se os tumores de pele ndo melanociticos, por ano sua incidéncia mundial é de 1,1
milhdes de casos e sua taxa de mortalidade de cerca de 307.000 6bitos. Ao redor do mundo ha
3.850.000 sobreviventes de CP, visto que sua sobrevida em cinco 5 anos chega a valores
superiores a 80%. Portanto, a estratificacdo adequada no diagndstico e no seguimento destes
pacientes € muito relevante. Neste estudo objetivou-se avaliar a hidrélise dos nucleotideos
ATP/ADP/AMP como biomarcadores prognosticos no CP. Sabidamente as enzimas CD39 e
CD73 sdo as principais responsaveis, respectivamente, pela transformacéo de ATP ou ADP em
AMP, e este em adenosina. Foram coletadas amostras sanguineas de 29 pacientes tratados no
Centro de Oncologia e Hematologia de Cruz Alta— COHCA e 17 controles sadios (CS), com o
objetivo de avaliar a atividade de hidrolise do ATP, ADP e AMP e correlacionar os dados entre
0s casos e controles. Além disso, os dados de hidrolise foram correlacionados com fatores
progndsticos reconhecidos como escala de Gleason (EG), estéagio clinico (EC) e niveis de PSA.
A media de idade dos pacientes selecionados foi de 63,3 anos, 71,4% apresentavam PSA < 10
no diagnostico, 82,7% estavam agrupados como baixo grau na EG e 48,3% dos pacientes
pertenciam ao EC IIB. Os resultados demonstraram diferencas estatisticamente significativas
nos perfis de hidrélise de nucleotideos entre casos e controles. Nos portadores de CP a hidrdlise
do AMP foi mais elevada quando comparada com as hidrolises de ATP e ADP. Em relacdo ao
estadiamento clinico, observou-se que a hidrolise de ATP foi maior nos estagios clinicos
iniciais, enquanto que a AMPase se manteve elevada independentemente do estagio clinico.
Portanto, pode-se concluir que o estudo da atividade das enzimas ectonucleotidases e o
entendimento do CP pode colaborar na compreenséo dos fatores que influenciam a progressao

tumoral, visando melhorar o diagndstico e a abordagem terapéutica para esta neoplasia.

Palavras-chaves: Cancer de prostata. Progressdo tumoral. Sistema purinégico.
Ectonucleotidases. CD39. CD73.
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ABSTRACT

AVALIACAO DAS ECTONUCLEOTIDADES COMO BIOMARCADORES NA
PROGRESSAO DO CANCER DE PROSTATA

Prostate cancer (PC) is the second most diagnosed neoplasm in men, with the exception of non-
melanocytic skin tumors. Its global incidence is 1.1 million cases per year and its mortality rate
is around 307,000 deaths. Around the world, there are 3,850,000 CP survivors, since their
survival in five years reaches values exceeding 80%. Therefore, adequate stratification in the
diagnosis and follow-up of these patients is so relevant. In this study, we aimed of evaluating
ATP / ADP / AMP hydrolysis as a prognostic biomarker in the CP; CD39 and CD73 enzymes
are known to be responsible for the transformation of ATP or ADP into AMP and into
adenosine, respectively. Blood samples were collected from 29 patients treated at the Cruz Alta
Oncology and Hematology Center (COHCA) and 17 healthy controls (CS), in order to evaluate
the hydrolysis activity of ATP, ADP and AMP and to correlate the data between the cases and
controls. In addition, the results of hydrolysis were correlated with recognized prognostic
factors as Gleason Score (EG), clinical stage (EC) and PSA levels. The mean age of the selected
patients was 63.3 years, 71.4% presented PSA <10 at diagnosis, 82.7% were grouped as low in
EG and 48.3% of patients belonged to EC 11B. The results demonstrated statistically significant
differences in the nucleotide hydrolysis profiles of the cases and controls. In the CP patients the
AMP hydrolysis was higher when compared to the hydrolysis of ATP and ADP. Regarding the
clinical staging, it was observed that the hydrolysis of ATP was higher in the initial clinical
stages, whereas the AMPase remained high regardless of clinical stage. Therefore, we can
conclude that the understanding of the ectonucleotidases activities and their influence on tumor
progression can collaborate for the diagnostic and improve the therapeutic approach for this

neoplasia.

Keywords: Prostate cancer. Tumor progression. Purinergic system. Ectonucleotidases. CD39.
CD73.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer de préstata

O cancer ¢ um problema de saude publica visto que nas proximas duas décadas a sua
incidéncia mundial duplicard. Segundo o documento World Cancer Biennial Report 2016 —
2017 da International Agency for Research on Cancer (larc), da Organizacdo Mundial da Salude
(OMS), em 2012 foram diagnosticados cerca de 14,1 milhdes de casos, enquanto que para o
ano de 2035 séo estimados 29,4 milhdes de casos novos desta patologia (OMS/Biennial Report
2016-2017). A estimativa mundial da Globocan/larc, mostra que em 2012 mais de 60% destes
diagnosticos ocorreram em paises em desenvolvimento. Para a mortalidade, asituacdo agrava-
se quando se constata que, dos 8,2 milhdes de dbitos, aproximadamente 70% ocorreram nesses
mesmos paises (Globocan/larc, 2012). Observa-se que, nos paises desenvolvidos, hd um
predominio dos tipos de cancer associados a urbanizacao e ao desenvolvimento, como pulméo,
mama, préstata e célon; enquanto que nos paises em desenvolvimento, ainda ha elevada
ocorréncia das neoplasias associadas a infec¢fes, como colo de Utero, estbmago, eséfago e
figado (Globocan/larc, 2012). De uma forma geral, conforme o estudo de Ferlay e
colaboradores em 2013, os tipos de cancer mais incidentes no mundo foram pulmao (1,8
milhGes), mama (1,7 milhdes), intestino (1,4 milhdes) e prostata (1,1 milhdes). Nos homens, 0s
mais frequentes foram pulmaéo (16,8%), préstata (15%), intestino (10,1%), estbmago (8,5%) e
figado (7,5%). Em mulheres, as maiores frequéncias encontradas foram mama (25,1%),
intestino (9,2%), pulmao (8,8%), colo do Utero (7,9%) e estdmago (4,8%) (Ferlay et al., 2013).

Existe um discreto predominio do sexo masculino tanto na incidéncia (53%) quanto na
mortalidade por cancer (57%). O cancer de prostata (CP) € o segundo tipo de neoplasia mais
frequente no sexo masculino, excetuando-se os canceres de pele ndo melanociticos, com cerca
de 1,1 milhGes de casos novos em 2012 (de Moor et al., 2013; Siegel et al., 2018). No Brasil,
estima-se que no biénio 2018- 2019, serdo diagnosticados 600 mil casos novos de cancer a
cada ano. Deste total, aproximadamente 68 mil casos novos de CP/ano, correspondendo a um
risco estimado de 66,12 casos novos a cada 100 mil homens; sendo mais frequente na Regiéo
Sul com 96,85/100 mil, enquanto na Regido Norte ha 29,41 casos novos a cada 100 mil homens
(INCA, Estimativa 2018).
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O CP apresenta numeros extremamente elevados, com uma mortalidade anual de cerca
de 307.000 homens ao redor do mundo. No entanto, apesar da alta incidéncia suas taxas de
mortalidade tém apresentado declinio em quase todas as regides do mundo (Ferlay et al., 2013).
No periodo 2010-2014, nos EUA, foi identificada a queda de 3,4% das mortes em consequéncia
do CP (Forman et al., 2014). Logo, por se tratar de uma neoplasia com bom prognostico, a
probabilidade de sobrevida em cinco anos é superior a 80%, com aproximadamente 3.858.000

sobreviventes ao redor do mundo (Howlader et al., 2014; Ferlay et al., 2013).

1.2. Rastreamento e detec¢do precoce do cancer de prostata

Atualmente, ndo existe uma Unica recomendacao para a detec¢do precoce do CP (Tabela
1), visto que ha& estudos com resultados conflitantes e com diferencas metodologicas
importantes. Os métodos de rastreamento atualmente usados sdo o toque retal (TR) e a avaliacdo
sérica do antigeno prostatico especifico (PSA), que é um biomarcador usado tanto para detec¢do
precoce do CP guanto no seu seguimento (Catalona et al.,1991; Stamey et al., 1987). Conforme
revisdo da literatura, a recomendacdo da dosagem anual do PSA tem nivel de evidéncia IB'e
grau de recomendacdo C2, ou seja, os estudos concluem que os beneficios e os riscos do
procedimento ndo justificam a generalizagdo de sua recomendacdo (Schroder et al., 2009;
Andriole et al., 2009; Carroll et al., 2011; Bibbins-Domingo et al., 2017).

O estudo europeu ERSPC (European Randomized Study of Screening for Prostate
Cancer) demonstrou que o uso do PSA no rastreamento reduz em cerca de 20% a mortalidade
decorrente desta doenca, no entanto, a incidéncia elevada de diagnésticos precoces nao reflete
em aumento absoluto da sobrevida apds mediana de 9 anos (Schroder et al., 2009). J& no estudo

americano PLCO (Prostate, Lung, Colorectal and Ovarian Cancer Screening Trial) ndo houve

INivel de evidéncia: | — Revisdo sistematica com meta-andlise. Estudo randomizado com amostra adequada. Il — Estudo
randomizado com amostra ndo calculada ou inadequada. 111 — Estudo prospectivo, ndo randomizado. IV — Estudo retrospectivo
e V — Relatos de caso, opinides de especialistas ou estudos pré-clinico.

2 Grau de recomendacdo: A — Muito forte - a evidéncia é confiavel, as incertezas sdo pequenas e pode ser usada para guiar a
pratica clinica; B — Forte - A evidéncia existente é confiavel e pode ser usada para guiar a pratica clinica na maioria dos
casos, pois ha algumas incertezas a considerar. C — Moderada - A evidéncia existente proporciona algum suporte para as
recomendacdes, mas sua aplicacdo pode ser discutivel. D — Fraca - A evidéncia existente é fraca, ou as incertezas sdo muito
grandes. As recomendag6es devem ser aplicadas com cuidado.
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beneficio com o rastreamento anual com PSA e TR apds seguimento de 7 a 10 anos (Andriole
et al, 2009).

Tabela 1:Diretrizes para o rastreamento do CP.

Orgéo

Diretriz

Sociedade
Brasileira de
Urologia

Homens acima de 40 anos com histéria familiar de CP: TR e PSA anual.
Homens sem historia familiar de CP: rastreamento a partir dos 50 anos.

Sociedade
Americana de
Cancerologia

Homens com expectativa de vida além de 10 anos devem ter a
oportunidade de discutir com seu médico os pros e contras do
rastreamento. Homens com risco familiar devem iniciar esta discussao a
partir dos 45 anos, enquanto os homens sem risco familiar ap6s os 50
anos.

US Preventive
Services Task
Force

Em 2017, voltou a recomendar a nivel americano a decisédo
individualizada de rastreamento entre 55 e 69 anos, baseado em pros e
contras e riscos do proprio paciente.

Associacao
europeia de
Urologia

Recomenda oferecer um teste de PSA (baseline) entre os 40-45 anos e
uma estratégia adaptada ao risco, baseado no resultado do PSA.

Associacao
Americana de
Urologia

Recomenda decisdo compartilhada a realizacdo do rastreamento para 0s
pacientes entre 55-69 anos e posiciona-se contra o0 rastreamento nos
demais grupos etarios.

(Sasse et al, 2017; Basch et al., 2012; Bibbins-Domingo et al., 2017; Parker et al., 2015; Carter et al., 2013).

1.3. Investigacéo inicial e estadiamento clinico

Em 1966, Donald Gleason propds a classificagdo morfoldgica para o CP. A definicéo

da Escala de Gleason (EG) também é essencial para determinar o estadiamento, conforme

observado a Figura 1.
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Gleason patterns 1-3 | Gleason score =6 Grade group |
distinct, discrete,
individual glands

Gleason score Grade group Il
3+4=7
Gleason pattern 4 Gleason score Grade group Il
fused, cribriform, or 443=7
poorly-formed glands, or
glomerularion
Gleason score Grade group IV
4+4=8
3+5=8
5+3=8
Gleason pattern 5 Gleason score Grade group V
comedo necrosis, cords, 4+45=9
sheets, solid nests, single 5+4=9
cells 5+5=10

Figura 1: Padrdes tipicos da Escala de Gleason e seus grupos prognasticos correspondentes.
(H&E: 100x-200x). (adaptado de Chen, 2016).

o

Em 1974, foi demonstrada a significancia clinica baseada na determinacéo prognostica
do tumor, tornando a Escala de Gleason reconhecida mundialmente. Seus valores finais podem
variar de 2 a 10 e estdo diretamente relacionados ao prognostico do paciente (Gleason, 1966;
Gleason et al., 1974) (Tabela 2).

Tabela 2: Relacdo entre 0s grupos prognosticos e a graduacdo de Gleason.

Grupos prognosticos Gleason Caracteristicas do Gleason
1 <ou=6 <ou=3+3
2 7 3+4
3 7 4+3
4 8 4+4
5 9 ou 10 4+55+4,5+5

(Pierorazio, 2013).
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Conforme a oitava edi¢cdo do American Joint Comittee on Cancer (AJCC — 8°) o CP

deve ser estadiado conforme o Sistema TNM; onde o T se refere ao tamanho do tumor primario,

0 N se h& ou ndo comprometimento linfonodal e determina qual a localizagdo destes linfonodos

e por fim 0 M que representa a presenca ou ndo de comprometimento metastatico a distancia

(Tabela 3; Tabela 4) com objetivo de determinar a real extensdo da doenca, determinando sua

severidade e guiando estratégias de tratamento.

Tabela 3: Agrupamento pelo Sistema TNM

Estadio

1A

11B
lHc

1A
1B
Inc
IVA
VB

T

cTla-c,
cT2a
pT2
cT1la-c,
cT2a, pT2
cT2b-c
T1-2
T1-2
T1-2
T1-2
T3-4
Qualquer T
Qualquer T
Qualquer T

N
NO

NO
NO

NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
N1
Qualquer

M
MO

MO
MO

MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
M1

PSA
<10

<10
10- 20

<20
<20
<20
<20
>20
Qualquer
Qualquer
Qualquer
Qualquer

GP

B

B WON -

1-4
1-4
5

Qualquer
Qualquer

(AJCC — 8° edicdo).

Consequentemente os pacientes serdo agrupados conforme sua estratificagcdo de risco

demonstrada abaixo:

em cada fragmento e densidade do PSA < 0,15 ng/mL/g3.

Risco muito baixo: Estadio T1c, escore de Gleason < 6, Grau 1, PSA <10 ng/mL,

menos de 3 fragmentos de bidpsia positivos com < 50% de comprometimento

Risco baixo: Estadio < T2a, escore de Gleason < 6, Grau 1 e PSA < 10 ng/mL,
excluidos os pacientes com caracteristicas de risco muito baixo (acima).

Risco intermediario: Estadio T2b ou T2c ou escore de Gleason 3 +4 =7 (Grau
2) ou escore de Gleason 4 + 3 =7 (Grau 3) ou PSA 10-20 ng/mL.

3Densidade PSA = PSA sérico pré-operatorio/ (peso da glandula prostatica — 7 g da vesicula seminal). Epstein JI, Walsh
PC, Carmichael M, Brendler CB. Pathologic and clinical findings to predict tumor extent of no palpable (stage T1c) prostate

cancer. JAMA. 1994 Feb 2; 271(5):368-74.
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e Risco alto: Estadio > T3a ou escore de Gleason 8, Grau 4, ou escore de Gleason
9 ou 10, Grau 5, ou PSA > 20 ng/mL.

Risco muito alto: Estadio T3b ou T4 ou padrdo do escore de Gleason primario

5/Grau 5 ou > 4 fragmentos com Gleason escore 8-10/Grau 4 ou 5.

Tabela 4: Estadiamento do Cancer de Prostata.

Tumor
primario (T)
Tx
TO
T1
Tla
Tib
Tlc

T2
T2a
T2b
T2c

T3
T3a
T3b
T4

Tumor
primario (T)

pT2
pT3
pT3a
pT3b
pT4

Linfonodos
Regionais (N)
NXx
NO
N1
Metastases a
distancia (M)
MO
M1
M1la
M1b
Mlc

Estadiamento clinico (cT)

Tumor primario nao pode ser avaliado.

N4o hé evidéncia de tumor primario.

Tumor ndo diagnosticado clinicamente, ndo palpével.

Achado histologico incidental em 5% ou menos de tecido ressecado.

Achado histolégico incidental em mais de 5% de tecido ressecado.

Tumor identificado por bidpsia de agulha fina em um ou ambos os lobos, mas nao
palpavel.

Tumor palpavel e confinado a prostata.

Tumor envolve metade ou menos de um dos lobos da prostata.

Tumor envolve mais do que a metade de um dos lobos da prostata, mas nédo os dois
lobos.

Tumor envolve ambos os lobos.

Tumor extraprostatico que ndo € fixo ou ndo invade estruturas adjacentes.
Extensdo extracapsular (unilateral ou bilateral).

Tumor invade vesicula seminal (VS).

Tumor esté fixo ou invade estruturas adjacentes, que ndo a V'S, como o esfincter
externo, reto, bexiga, musculatura elevadora pélvica/ou parede pélvica.

Estadiamento patoldgico (pT)

Confinado a préstata

Extensdo extraprostatica.

Extensdo extraprostatica (uni ou bilateral) ou invasdo microscopica do colovesical.
Tumor invade VS.

Tumor esté fixo ou invade estruturas adjacentes, que nao as VS, como o esfincter
externo, reto, bexiga, musculatura elevadora pélvica/ou parede pélvica.

Linfonodos regionais ndo avaliados.
Auséncia de metastases em linfonodos.
Presenca

Nao ha presenca de linfonodos.

Presenca de metéstases a distancia.

Metéstases em linfonodos néo regionais.

Metéstases Gsseas.

Metéstases em outros sitios com ou sem metastases dsseas.

(AJCC — 8° edicao).
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Portanto, as recomendagdes atuais séo para que 0s pacientes agrupados no baixo risco,
ndo sejam submetidos a exames para rastreamento de linfonodos (LNFs) e de metastases 0sseas;
visto que o risco de metastases em LNFs nestes casos é inferior a 10% e de metastases 0sseas
em torno de 5% (Abuzallouf et al., 2004). Ja& os pacientes dos grupos de risco intermediario e
alto, deverdo realizar mapeamento 6sseo (MO) e pesquisa de LNFs através de tomografia
computadorizada (TC) e/ou ressonancia nuclear magnética (RNM), sobretudo nos casos de
estagio clinico (EC) T3 ou T4, Gleason > 8, PSA > 20 ou caso apresente sintomas (De Rooji et
al., 2016).

Uma analise retrospectiva de 1.884 pacientes demonstrou que apenas 1,2% dos casos
com escore de Gleason <7 e 12,5% daqueles com Gleason > 8 apresentaram comprometimento
radiologico linfonodal. No entanto, a positividade patolégica para esses dois grupos foi de 6,7
e 22,9%, respectivamente (Abuzallouf et al., 2004). Logo, a investigacdo de comprometimento
linfonodal por TC (ou RNM) esta indicada em individuos com escore de Gleason > 8 edoenca
localmente avancada. Estudos recentes sobre a acuracia da RNM no estadiamento do CP
evidenciou alta especificidade e baixa sensibilidade global (De Rooji et al., 2016). A
sensibilidade e a especificidade foram de 0,57 (IC de 95%: 0,49-0,64) e 0,91 (IC de 95%: 0,88-
0,93) para deteccdo de extensédo extracapsular/T3a (45 estudos, 5.681 doentes); de 0,58 (IC de
95%: 0,47-0,68) e 0,96 (IC de 95%: 0,95-0,97) para invasao de vesicula seminal/T3b (34
estudos, 5.677 doentes); e de 0,61 (IC de 95%: 0,54-0,67) e 0,88 (IC de 95%: 0,85-0,91) para
o0 estadiamento global T3 (38 estudos, 4.001 doentes) (De Rooji et al., 2016).

Recentemente, foram publicados resultados promissores com o uso de PET/CT com o
radiofarmaco 68Ga-PSMA para deteccdo de metastases no CP, principalmente na avaliacdo
inicial de pacientes de alto risco e em pacientes com recorréncia bioquimica e baixos valores
de PSA (0,2 mg/ml a 10 ng/ml) (Brigantiet al., 2010; Morigi et al, 2015).

1.4. Tratamento do cancer de prostata

As opcdes de tratamento dependerdo da severidade da doenca, assim como da idade do
paciente, a presenca de morbidades e preferéncias individuais (Siegel et al., 2018). A taxa de
sobrevida é favoravel para os pacientes portadores de doenca em fase mais inicial, estes
geralmente sdo tratados com cirurgia e/ou radioterapia associada ou ndo a hormonioterapia

adjuvante; no entanto ambas as modalidades de tratamento apresentam efeitos colaterais e
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sequelas devido a terapéutica, como por exemplo, comprometimento sexual, urinario ou
intestinal (Alicikus et al., 2011). A combinacdo da radioterapia (RTX) com a supressdo
androgénica (SA) esta bem estabelecida para pacientes portadores de CP localmente avancado
(Bollaetal., 1997; Pipepich et al., 2005). No entanto, estes beneficios ndo estdo bem claros nos
casos de CP localizado de riscos intermediério e alto (Heidenreich et al., 2014; D" Amico et al.,
1998).

Varios estudos j& comprovaram que mais de 30% dos pacientes com diagndstico de CP
localizado, de risco intermediario a alto e que sdo submetidos @ RTX adjuvante exclusiva
apresentam recidiva bioquimica nos 5 primeiros anos (Bolla et al., 2016). A percentagem de
recidiva bioquimica é inferior naqueles pacientes que foram submetidos a RTX combinada com
SA de curta duracdo, com consequente aumento da sobrevida livre de doencga (D Amico et al.,
2008; Valicenti et al., 2011). A falha a RTX isolada ou associada a SA é definida com 2 valores
do PSA > 0,2 ng/ml em pacientes que foram submetidos a prostatectomia radical ou pelo menos
3 elevagdes do PSA apds o nadir da radioterapia, no grupo da radioterapia exclusiva ou
associada a SA (Agarwal et al., 2008).

O tratamento inicial do CP avancado é baseado na reducdo dos niveis séricos de
testosterona, com analogos de horménio liberador de gonadotrofinas (GNRH) como a
gosserrelina ou a orquiectomia bilateral e/ou na inibicdo dos receptores androgénicos tumorais,
atraves de antiandrogénicos periféricos como a bicalutamida. Invariavelmente, apesar da SA
eficaz, a doenca progride e se torna resistente a castracdo. Porém, mesmo nesse cenario o cancer
de préstata castracdo resistente (CPCR) pode manter a dependéncia da via de sinalizagdo
androgénica através de mecanismos como a hiperexpressdo ou mutacdo dos receptores
androgénicos (RA), permitindo assim a estimulacdo por analogos androgénicos fracos ou por
producdo androgénica autocrina pelas células tumorais (Chen et al., 2004).

Portanto, a hormonioterapia (HMT), a quimioterapia (QTX), os bifosfonatos (como o
acido zoledrdnico) ou o denosumabe e a RTX podem ser usados isolados ou em associagdo para
o0 tratamento de pacientes com doenca mais avancada. Nos Ultimos anos, novas terapéuticas
foram aprovadas para 0 uso em pacientes com CPCR avancado sem resposta as terapéuticas
tradicionais, incluindo vacinas que estimulam as células T (Provenge®, por exemplo), e novos
farmacos anti-androgénicos, como a abiraterona (Zytiga®) ou a enzalutamida (Xtandi®), além
do Radium — 223 (Kantoff et al., 2010; Kluetz et al., 2014).
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1.5. Sistema Purinérgico

O ATP representa uma molécula chave nos processos celulares de troca de energia,
através da hidrolise ou transferéncia do grupo fosfato terminal (Bonora et al., 2012). A
sinalizacdo purinérgica utiliza nucleotideos de adenina como principais moléculas sinalizadoras
no meio extracelular (Burnstock, 1972). Tanto a adenosina (ADO) quanto o monofosfato de
adenosina (AMP) podem resultar da atividade da enzima CD39 (ectonucleosideo trifosfato
difosfohidrolase) que converte ATP ou ADP em AMP, ou ainda da enzima CD73 (ecto-5"-
nucleotidase) que converte AMP em adenosina (Zimmermann et al., 2012). Ambas enzimas,

pertencem a familia das ectonucleotidases, que séo descritas estruturalmente na Figura 2.
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Figura 2: Topografia de membrana das principais enzimas representantes da familia das ectonucleotidases, as
quais participam ativamente no metabolismo extracelular dos nucleotideos. GPI — glicosil-fosfatidilinositol
(adaptado de Cognato e Bonan, 2010).

Tais ectonucleotidases sdo agrupadas em ecto-nucleosideo trifosfato difosfohidrolase
(NTPDase — EC 3.6.1.5); ecto-nucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase (NPPs —EC 3.6.1.9/EC
3.1.4.1); fosfatase alcalina (AP — EC 3.1.3.1); ecto-5’-nucleotidase/CD73 (ecto- S’NT/CD73 —
EC 3.1.3.5) e a enzima adenosina deaminase (ADA — EC 3.5.4.4). Todas elas agem de uma
maneira bastante coordenada, controlando a sinalizacdo dos nucleotideos extracelulares ao
hidrolisa-los (Zimmermann, 2000; Robson et al., 2006; Zimmermann et al., 2012).

A maioria das ectonucleotidases recebem a designacdo de CD por parte dos

imunologistas e EC acrescida de numeros por parte dos enzimologistas; por exemplo, a
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NTPDasel também pode ser chamada como CD39 (E.C. 3.6.1.5) enquanto a ecto-5’-
nucleotidase pode ser chamada de CD73 (E.C. 3.1.3.5) (Salmi, 2005). A ectonucleotidase CD39
pertence ao grupo das NTPDases e esta localizada na superficie da membrana plasmatica (MP),
sendo responsavel pela transformacéo extracelular de ATP ou ADP em AMP, a que, por sua
vez, se liga aos receptores do sistema purinérgico, ativando-os; além de estar associada a
inibicdo da resposta das células T Natural Killer (NK), promovendo a supressdo da resposta
imune (Bastid et al., 2015).

Até o momento, foram clonados oito diferentes genes que codificam os membros
pertencentes ao grupo das NTPDases. Os subtipos individuais diferem entre si na localizagdo
celular e também nas propriedades funcionais (Zimmermann, 2000; Zimmermann et al., 2012).

Os nucleotideos de adenina promovem suas a¢des, ao atingirem concentra¢fes na ordem
de nanomolar (Di Virgilo, 2005) e interagem com receptores especificos. Ao ativa-los, eles
desencadeiam importantes e diferentes efeitos sobre inimeros processos biol6gicos incluindo
contracdo muscular, secrecdo enddcrina e exocrina, resposta imune, inflamacgéo, agregacéao
plaquetaria, dor, modulacéo das funcdes cardiacas e neurotransmissao (Strater, 2006). Portanto,
dependendo do subtipo de receptor purinérgico existente na célula e as vias de sinalizacao
possivelmente envolvidas, a estimulacdo via nucleotideos extracelulares pode mediar uma
resposta de curto prazo (resposta aguda) ou mesmo desencadear processos que afetam o
metabolismo celular como um todo incluindo adesédo celular, ativacdo da célula e migracédo
(Robson et al., 2006).

A Adenosina (ADO) se liga a receptores metabotrépicos caracterizados como P1. J& o
ATP e 0 ADP, ligam-se a receptores denominados como P2. Estes Gltimos sdo divididos em

receptores associados a canais idnicos, conhecidos como P2X e ainda receptores P2Y que sao

acoplados a proteina G (Burnstock, 2007). A Figura 3 é uma representacdo dos receptores

purinérgicos.
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Figura 3: Estrutura fundamental dos receptores purinérgicos (adaptado de Abbracchio et al., 2009).

Os receptores P1 (A1, A2a, A2s € Asz) estdo amplamente expressos, no entanto, sua
afinidade para a molécula de adenosina varia conforme o subtipo, sendo que 0s A1 e Aza tem
maior afinidade pelo nucleosideo (Kd < 30 nM) ao passo que 0s receptores Az e Azg apresentam
baixa afinidade (1-20 uM) (Ham et al., 2012).

Ja foram descritos oito subtipos de receptores da familia P2Y (P2Y1,2.46,11,12,13,14). Por
serem acoplados a proteina G da mesma maneira que os receptores P1, os receptores P2Y
apresentam sete dominios transmembrana, com a cauda N-terminal voltada para o meio
extracelular e a C-terminal voltada para o meio intracelular (Burnstock, 2006). Os P2YR podem
ativar a fosfolipase C (PLC), o que leva a liberagcdo de célcio no meio intracelular ou ainda
afetar a adenililciclase ocasionando em alteracdo nos niveis de AMP ciclico (Burnstock, 2004).
Quanto a ligacdo destes receptores a proteina-G, estes sdo subdivididos em dois grupos:
P2Y1246,11€ P2Y121314. O primeiro grupo de receptores apresenta-se acoplado a proteina-
Gq/G11, e regulam a atividade da PLC, controlando assim a liberacdo de Ca?* a partir do
reticulo endoplasmaético. O segundo grupo modula a a¢do de canais idnicos e inibe a acdo da
enzima adenilatociclase via proteina-Gi/o (Burnstock, 2006; Verkhratsky et al., 2009).

Os receptores P2X possuem uma forma trimérica composto por diferentes subunidades
(Figura 3). Estas subunidades, codificadas por genes distintos, sdo classificadas em P2X1 até
P2X7 de acordo com a ordem historica de clonagem (Verkhrasky et al., 2009) e cada
subunidade tem distintas propriedades farmacoldgicas e/ou fisiologicas (Kim et al., 2001).

A Figura 4 mostra uma representagdo das diferentes etapas da sinalizagdo purinérgica.
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Figure 4: Adenosina — geracao e sinalizagdo. A hipdxia acarreta um acimulo de ATP, e consequentemente este
ATP estimula os receptores P2 (P2XRs e P2YRs) e é degradado em adenosina (ADO) pela acdo sequencial das
ectonucleotidades CD39 e CD73. Esta via de degradacéo pode ser revertida na presenca da adenosinaguinase.
Além das ectonucleotidades, a fosfatase alcalina (FA) pode contribuir com a producgdo da ADO extracelular. Em
algumas neoplasias, NDA+ (dinucleétido de nicotinamida e adenina) lancado podem hidrolisar a adenosina através
da CD38, CD203a ou CD73 (adaptado de Vijayan et al., 2017).

1.6. Sistema Purinérgico, ectonucleotidases e cancer

A tumorogénese, a progressao e a metastatizacdo € um complexo processo in vivo que
envolve uma série de eventos, incluindo rapida proliferacdo de células mutantes, inibicdo do
apoptose, angiogénese abundante, resposta imune ineficaz além da invasdo pelas células
tumorais em oOrgdos a distancia. Nos ultimos anos, varias vias de sinalizacdo tém sido
identificadas, e a sinalizacdo purinérgica tem papel fundamental na progressdo tumoral
(Burnstock, 2013).

Caracteristicamente, 0s receptores purinérgicos estdao expressos em varias neoplasias,

sendo o receptor P2X7 (P2X7R) o mais consistentemente superexpresso (Zhang et al., 2004;

25



Deli et al., 2007; Slater et al., 2004; Raffaghello et al., 2006; Adinolfi et al., 2002). Além de ser
uma promessa como terapia alvo no cancer de préstata (Ying et al., 2014), o P2X7R também
esta envolvido na resposta de determinados tumores & radioterapia. Gehring e colaboradores
demonstraram em 2015, que o nivel de expressdo de P2X7R esta diretamente relacionado a
resposta de gliomas a radioterapia (Gehring et al., 2015). Além disso, sabe-se que diferentes
receptores purinérgicos podem regular funcdes celulares diferentes (White et al., 2005).

Conforme mencionado anteriormente, o ATP extracelular interage com os receptores
do sistema purinérgico e intermedia vérias fungdes bioldgicas tumorais, incluindo proliferacdo
celular, migracdo, diferenciacdo e morte celular (Abbracchio et al., 1998). Logo, esta molécula
tanto pode agir na promocdo do crescimento tumoral como pode apresentar uma funcgéo
antineoplasica (Rapaport et al., 1989; Spychala et al., 2000).

Estudos em gliomas tém proposto que a baixa atividade E-NTPDaésica poderia favorecer
0 acimulo de ATP no intersticio do tumor e a sua progressado tumor (Wink et al., 2003; Morrone
et al., 2005). O catabolismo do ATP é extremamente baixo nestas células tumorais em
compara¢do com astrocitos normais, devido a uma reducdo acentuada na expressao e atividade
das ectonucleotidases, e a deplecdo de ATP tem sido relatada em reduzir o tamanho e as
caracteristicas dos tumores invasivos em um modelo animal de glioma (Morrone et al., 2006).
De maneira interessante, a co-injecdo de apirase/NTPDasel (baixa razdo de hidrolise
ATP/ADP) com células de glioma diminuiu o crescimento de tumores implantados em ratos
(Morrone et al, 2006). Outro dado interessante, mostrou que as células de glioma humano
resistem a morte pelo ATP em altas concentraces (5mM) e ao BzATP (agonista do receptor
P2X7) (Morrone et al., 2005), tornando-se relevante a investigacdo dos mecanismos
envolvidos.

Além disso, a compreensdo do microambiente tumoral (MT) tem levado a identificacdo
de vias metabolicas indispensaveis a sobrevivéncia das células tumorais (Vijayan et al., 2017).
A hipoxia tumoral induz a uma ampla rede de alteragbes metabdlicas e imunologicas que
favorecem o crescimento e a progressao tumoral (Hatfield et al.,2015; Semenza et al., 2013),
acarretando o acumulo de ATP extracelular, e consequentemente de ADO nos tumores (Busse
et al.,1996; Blay et al., 1997), com efeito imunossupressivo e proangiogénico (Antonioli etal.,
2013). Esse processo promove uma forte selecdo entre as células tumorais acarretando em um
aumento de sua agressividade (Biswas et al., 2015). Portanto, 0 MT é um sitio de producéo e

liberacdo de ATP extracelular e de conversédo desta molécula em ADO (Wilhelm et al., 2010).
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Sabe-se que os mecanismos de imunossupressao estdo alterados nos tecidos tumorais,
principalmente devido a hipoxia tecidual, consequentemente as células tumorais ndo séo
destruidas pelo sistema imune (Sitkovsky et al., 2014), apesar de que grande parte desses
tumores seja infiltrado por células imunes, incluindo células T citotdxicas e células NK, mas
sem que ocorra resposta antitumoral efetiva (Hanahan et al., 2011).

A producdo de ADO pela via CD39/CD73 é reconhecida como o principal mecanismo
de controle das células T regulatérias (Tregs). Tais células representam uma subpopulacgdo das
celulas T/CD4+, que sdo responsaveis pelo o controle da resposta imune aos antigenos (Bastid
et al., 2013). A concentracdo de Tregs/CD39/CD73 esta aumentada em diversos tipos de
canceres, portanto diretamente relacionada com o processo de crescimento tumoral e
metastatizacao (Bastid et al., 2014 e Jin et al., 2010).

A compreensdo das acdes da CD39 no processo de imunossupressao tumoral é de suma
importancia, pois a imunorregulacédo desta via pode promover beneficios na sobrevida de alguns
pacientes com cancer, alcancando bons resultados clinicos e respostas duradouras;
consequentemente imunoterapias anticancer poderiam ser mais bem estudadas (Bastid et al.,
2015). Sabe-se que a expressdo da CD39 é mais alta nos tumores endometriais, no melanoma e
nos tumores de prostata do que nos tecidos normais, mas esta diferenca ndo é estatisticamente
significativa, no entanto sua expressdao em linfomas esta significativamente mais elevada
(Kansas et al., 1991; Pulte et al., 2007).

Assim como a CD39, a CD73 tem sua expressdo aumentada em diversos tipos de
neoplasias, como por exemplo no cancer de mama. Loi e colaboradores demonstraram que
guanto maior sua expressao, pior o progndstico nas pacientes portadoras de cancer de mama
triplo negativo (Loi et al., 2012). Em relacdo ao CP, Yang e colaboradores observaram que a
expressdo de CD73 elevada estd mais frequentemente associada a metastases linfonodais (Yang
etal., 2013).

Este estudo baseia-se na caréncia de estudos que analisem as interacdes entre o sistema
purinérgico e o comportamento de malignidade dos tumores prostaticos, assim como a
avaliacdo das ectonucleotidases como biomarcadores de progressdo tumoral em pacientes com
CP.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Investigar o papel das ectonucleotidases como biomarcadores de progresséo tumoral em
amostras de plasma de pacientes com diagndstico cancer de prostata.

2.2. Objetivos Especificos

. Comparar a atividade de hidrdlise do ATP, ADP e AMP em amostras sanguineas
de pacientes portadores de cancer de prdstata com voluntarios sadios.

. Correlacionar dados clinicos e epidemiol6gicos provindos dos prontuarios
médicos com a as atividades de hidrdlise do ATP, ADP e AMP.
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Abstract

Prostate cancer is among the major malignancies that affect men around the world. Adenine
nucleotides are important signaling molecules that mediate innumerous biological functions in
pathophysiological conditions, including cancer. These molecules are degraded by several
ectoenzymes named ectonucleotidases that, in a coordinated manner, produce adenosine in the
extracellular medium. These enzymes can be found in cell membrane surface and soluble in the
blood stream. Thus, the present study aimed to evaluate the hydrolysis of adenine nucleotides
(ATP, ADP and AMP) in the plasma blood of patients with prostate cancer. Peripheral blood
samples were collected and questionnaires were filed based on the clinical data of the medical
records. The nucleotide hydrolysis was performed by malachite green method using ATP, ADP
and AMP as substrates. Prostate cancer patients presented an elevated hydrolysis of all
nucleotides evaluated when compared to healthy individuals. The correlation of ATP, ADP and
AMP hydrolysis with clinico pathological data showed that patients with lower clinical stage
(CS-11A) presented an elevated ATP hydrolysis when compared to more advanced clinical
stages (CS-11B and CS-I11). All clinical stages presented elevated AMPase activity. Therefore,
we can suggest that the hydrolysis of ATP, ADP and AMP, producing adenosine in the blood
stream, could be associated to prostate cancer progression, favoring the suppression ofimmune

tumor response and favoring the cancer cell proliferation.

Key-words: prostate cancer; ATP; ADP; AMP; hydrolysis; plasma blood.
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Introduction

Prostate cancer (PC) is one of the most common malignancies that affect men. In 2012,
there were registered 1.1 million of cases [1, 2] and PC is considered one of the main causes of
death among men in the world [3]. In 2014, there were about 3 million men living in the United
States and around 233,000 of them were diagnosed with PC [4]. In Brazil, it is estimated that
in the biennium 2018-2019, 600 thousand new cancer cases per year will be diagnosed. From
these, approximately 68 thousand will be new cases of PC [5]. It is known that between 65-
75% of PC patients evolved to bone metastasis and, early diagnosis and treatment can prevent
such events, tending to prolong survival rate [6]. Prostatic cancer main risk factor is related to
longevity, being rare in men younger than 50 years and common among men over 65,
concentrating approximately 65% of the diagnosis in this age group [3].

Nowadays, the tracking methods used to determine tumor degree in PC include rectal
touch (RT) and evaluation of prostatic serum antigen (PSA) levels, which is considered as a
biomarker used to early detection and follow-up of illness [7, 8]. Following, digital rectal
examination and core needle biopsy determine the tumor grade that is named as Gleason Score
[9, 10]. After diagnosis, the tumor needs to be staged in accordance to the 8™ edition of
American Joint Committee on Cancer (AJCC — 8™) and grouped as its Clinical Stage (CS)
[2,11]. The main treatment used to early stages of PC recommends radical prostatectomy or
transurethral resection followed by radiotherapy plus androgenic suppression. The prognosis is
good, with 80% until 5 years of survival [12, 13].

The Tumor Microenvironment (TME) presents great relevance to control cancer
development and suppression of the tumor immune response [14]. Among the uncountable
molecules that are in TME, we can highlight the nucleotide ATP and the nucleoside adenosine

(ADO), which are present in the hypoxic environment of solid tumors [15]. Both are
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extracellular molecules that promote important functions related to tumor progression. ATP is
involved into initial tumor establishment to recruit immune cells to tumor host. It is released to
extracellular medium by cell death and induces secretion of IL-1p and IL-18 by dendritic cells.
These cytokines promote the activation of NK cells, T-cells and macrophages, generating an
inflammatory environment. On the other hand, ADO, which is a product of ATP hydrolysis,
suppresses the antitumor immune system and subsequently protects the tumor mass favoring
its progression [16].

Two main enzymes are responsible to control of extracellular ATP and ADO levels:
NTPDasel/CD39 (CD39) and ecto-5"-NT/CD73 (CD73), respectively. Both are extracellular
enzymes linked to cell membrane where CD39 promotes ATP and ADP hydrolysis, while CD73
hydrolyzes AMP and, in a coordinated way, producing ADO [15-17]. It was described that
these ectoenzymes might be released in a soluble form associated to exosomes. These
microvesicles were found in in vitro supernatant of cancer cells culture and in human blood
samples [18-20]. It is very well established that CD39 and CD73 promote the tumor mass
progression in different kinds of cancer [17] and still, they act modulating immune system to
ensure the tumor progression [16]. Previous works demonstrated a high CD73 activity in serum
of patients with head and neck cancer [21] and with intracranial neoplasias [22]. Clayton and
collaborators 2011, shown that the supernatant of different kinds of tumor cells secreted
exosomes with CD39 and CD73 activity, which modulated isolated T-cells [19]. In addition,
samples of platelet-rich plasma of patients with breast cancer, presents ATP, ADP and AMP
hydrolysis, which was attributed to CD39 and CD73 enzymes [23]. There are works that shown
the involvement of ATP and ADO such as CD39 and CD73 in PC cell lines [17], however, few
studies demonstrate the action of this system in patients’ blood samples.

Actually, there is not a single recommendation to early PC detection. As mentioned

above, the incidence of PC is elevated and the late diagnosis increase the proportion of relapse,
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prolongs the time of illness and reduces patient’s quality of life. Therefore, it is very important
the search for new biomarkers and tools that facilitate the diagnosis and make it faster, reducing
thus the time of treatment. In addition, knowing that CD39 and CD73 can modulate in a positive
manner the tumor progression, mainly through the modulation of immune system, this work
aims to evaluate ATP, ADP and AMP hydrolysis, which are substrates of these enzymes, in
plasma blood samples of PC patients. Additionally, we intended to correlate these values with

clinicopathological data, in order to find new biomarkers for PC detection.

Methods

Chemicals
Adenosine-5"triphosphate  (ATP), Adenosine-5"diphosphate (ADP), Adenosine-
5"’monophosphate (AMP), Malaquite Green, Coomassie Blue and Tris-HCI were purchase by

Sigma Aldrich.

Subjects

Twenty nine (29) patients with prostate cancer, monitored at Centro de Oncologia e
Hematologia de Cruz Alta (COHCA) participated in this study which had a transversal
character. Seventeen (17) healthy volunteers, without altered liver function or presence of
chronic or acute disease, were included as controls in the study. All of them formalized their
participation in the study through Adherence to Informed Consent Standards (AICS) before
blood collection. The PC diagnosis was determined by a pathologist through pathological
analysis, and they were grouped the by clinical stage (CS), graduation in the Gleason Score
(GS), PSA and specific treatments that were submitted.

All clinical and pathological data of the patients studied are summarized at Table 1.
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Data collection

Healthy and PC patients were submitted to peripheral blood collection (4mL) which was
stored at plastic tubes with heparin. For blood plasm isolation, samples were centrifuged at
4000 rpm for 12 min. At the sequence, the supernatant was stored at -80°C until enzymatic
analysis.

The study was approved by the Ethical Committee of the Pontificia Universidade
Catolica do Rio Grande do Sul, Porto Alegre (CAAE: 62424416.0.0000.5336) and by the

Ethical Council of the Hospital S&o Vicente de Paulo-CACON, Cruz Alta, RS (2017- 001).

Protein Analysis
The quantification of protein levels in healthy and patients plasma samples was
performed by Coomassie Blue method, as described by Bradford et al., 1976, using bovine

serum albumin as standard [24].

Nucleotide hydrolysis evaluation

Briefly, for determination of nucleotide hydrolysis in blood plasma, the samples were
incubated with Tris-HCI buffer 112.75 mM at final concentration and pH 8.0. The incubation
protocol was performed as described by Moritz et al., 2017 [25]. Samples plus Tris-HCI buffer
were pre-incubated for 10 min at 37°C and to start the reaction, nucleotides (ATP, ADP and
AMP) were added at 3 mM as final concentration. After 50 min, the reaction was stopped with
trichloroacetic acid (TCA) 5% at final concentration and subsequently chilled on ice.
Following, samples were centrifuged at 14.000 rpm by 12 minutes. In accordance to Chan et
al., 1986 [26], the amount of inorganic phosphate (Pi) was determined by Malaquite Green

method with minor modifications. A hydrolysis spontaneous control was performed to exclude
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the non-enzymatic nucleotide hydrolysis. To this, plasma blood was added after the reactions
had been stopped with TCA. All experiments were performed in triplicate. The levels of

nucleotide hydrolysis were determined as nmol Pi/min/mg Protein.

Statistical analysis

Results were expressed as mean + standard error mean (SEM). Statistical analyzes were
performed through the Wilcoxon-Mann-Whitney with o = 5%, using the program R-3.3.0. The
graphics were produced using Graphpad Prism 5.01, San Diego, CA, USA. Differences were

considered significant when p< 0.05.

Results

In this study, we analyzed 29 patients with diagnostic of prostate adenocarcinoma. The
median age of these patients was 63.3 years, and 20 (71.4%) presented PSA levels <10.
According to Gleason Scale, 24 patients (82.7%) were diagnosed as low grade and 5 (17.3%)
were high grade GS. These evaluations generated the following classification of Clinical Stage:
1 (3.4%) patient with CS-I; 8 (27.6%) with CS-11A; 14 (48.3%) with CS-11B and 6 (20.7%)
with CS-11l. Twenty-eight (96.6%) patients were conducted to surgery, while 24 (82.2%)
received hormone therapy and 16 (55.2%) received radiotherapy (Table 1).

We evaluated the nucleotides (ATP, ADP and AMP) hydrolysis profile in plasma blood
of PC patients in comparison to healthy individuals (Figure 1A, 1B and 1C). The results
demonstrated that PC patients presented elevated hydrolysis levels of all nucleotides tested
(ATP 1.69 £ 0.31; ADP 1.42 + 0.33; AMP 2.86 * 0.43) when compared to healthy individuals
(ATP 0.1094 +0.037; ADP 0.046 +0.021; AMP 0.185 £ 0.023). When we compared the
nucleotides hydrolysis activity profile in PC cancer patients, we observed that there was a

significant higher AMPase activity in comparison to the other groups evaluated (Figure 1D).
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Subsequently, the results of nucleotides hydrolysis obtained into plasma blood were
correlated with clinical and pathological data of PC patients. No significant differences were
found in the correlation analysis of ATP, ADP and AMP hydrolysis with PSA levels and
Gleason Score Grade (Figure 2 and 3). Interestingly, in the comparison with the patients
Clinical Stage (CS), it was observed that patients with lower CS (I1A) presented a significant
higher ATPase activity in relation to CS-11B and CSIII (Figure 4A).

When we evaluated the nucleotides hydrolysis profile with each group of CS, it was
possible to observe that in the CS-11A, there were no significant differences between ATP, ADP
and AMP hydrolysis (Figure 4B). However, for CS-11B and CS-111 the levels hydrolysis of ATP
and ADP were reduced, and the AMP hydrolysis remained high. These results were more
evident in the CS-I11 group (Figure 4B). Data presented herein lead us to suggest that patients
with lower CS presented a higher ATP hydrolysis. On the other hand, AMPase activity was

continuously elevated in PC patients, independent of their clinical stage.

Discussion

Data of the World Cancer Biennial Report 2016-2017 from the International Agency for
Research on Cancer (IARC) and World Health Organization (WHO)[3], showed that cancer is
an unquestionable public health problem and that there is need of more innovation in strategies
for tracking, treating and following the patients [12,13]. Among the countless alternatives that
have been studied in the last years, the components of the purinergic system are highlighted
[27]. It is known that ATP and ADO act in an orchestrated manner on antitumor immune
response, resulting in pro-tumor benefits [17]. Here we demonstrated that samples of plasma
blood of PC patients presented a high ATP, ADP and AMPase activity when compared to
healthy individuals (Figure 1), showing that this malignancy promotes an alteration in the

blood nucleotides metabolism.
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In the tumor host, dead and tumor cells secrete ATP that acts as a chemoattractant to
immune cells [16].1ts extracellular levels can reach micromolar concentrations promoting
tumor cell death [28]. In this way, NTPDases, such as CD39,are required to maintain the tumor
homeostasis by hydrolyzing ATP and producing ADP, and subsequently AMP which is
substrate for CD73, that is considered the main responsible for extracellular ADO production
[29]. In the inflamed tumor microenvironment, ADO promotes immunosuppression, protecting
the tumor cells [16]. Beyond that, this nucleoside can promote cancer cell proliferation,
differentiation, apoptosis of healthy stroma cells and favors angiogenesis [30]. Therefore, CD39
and CD73 coordinate the promotion of a pro-tumoral niche [28]. In fact, CD39 expression is
altered in different kinds of tumors when compared to the respective normal tissue, including
prostate cancer [31]. The same is demonstrated to CD73 that present a high expression in solid
tumors [30] and is related to high malignancy grade and tumor progression [16; 32]. In addition
to its function in the tumor microenvironment, CD39 and CD73 are described to be secreted in

blood stream, associated to microvesicles named as exosomes [20; 33].

In the present study, we performed biochemical approaches to investigate the correlation
among the nucleotide hydrolysis and patient’s clinicopathological data including, PSA levels,
Gleason Score and Clinical Stage. Regarding the results obtained, only the correlation of the
nucleotides hydrolysis and CS showed significant results. Corroborating to our data, a study of
Clayton and collaborators in 2011 [19], identified exosomes in the supernatant of different
tumor cells, including DU-145 and PC3 lineages, both representative of prostate cancer, that
expressed CD39 and CD73 and were capable of hydrolyzing ATP and AMP. In addition, this
enzymatic activity attributed to exosomes derived from prostate cancer cells, promoted the
activation of T-cells and dendritic cells, isolated from different individuals [19, 33]. Thus, we

could suggest that ATP and AMP hydrolysis evidenced in the plasma samples of PC patients
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presented here could be attributed to CD39 and CD73 activity, which are linked to circulating
exosomes in the blood stream.

In an interesting way, patients with CS-11A presented higher ATPase activity than CS-
[1B and 11 patients (Figure 4A).On the other hand, ADPase and AMPase activities did not show
significant differences among the CS. When we evaluated the nucleotides hydrolysis profile for
each group of CS, it was possible to see that in patients with CS-11A, the hydrolysis of ATP,
ADP and AMP presented similar levels. However, in the CS-11B and CS-111 we observed that
there was a significant reduction of ATP and ADP hydrolysis in comparison to AMP, which
remained elevated in the all CS studied (Figure 4B). These hydrolysis profiles lead us to suggest
that high ATPase activity observed in initial CS was involved in the initial tumor development,
where hypoxic environment induces an elevated ATP secretion, which promotes the
recruitment of immune system to tumor host [16] and protecting the tumor mass of the cytotoxic
effect promoted by elevated ATP concentrations [26]. One could infer that the
immunosuppression is promoted by ADO, which is a product of AMP hydrolysis evidenced in
all CS (Figure 4B).

In conclusion, we can suggest that the coordinate action of NTPDases CD39 and CD73
observed in PC patients studied could modulate the immune system [30], and thus assure a
favorable environment to PC progression. Additional experiments are necessary to corroborate
this hypothesis, demonstrating the expression of these enzymes in the plasma and biopsies of

PC patients.
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Figure Legends

Figure 1 — Comparison of nucleotide hydrolysis between healthy individuals and PC
patients. A) ATP, B) ADP and C) AMP hydrolysis was evaluated into plasma blood and final
values were demonstrated as nmol Pi/min/mg Protein, as described in Material and Methods.
The figure D) demonstrates the evaluation of nucleotide hydrolysis profile between PC patients.
The experiments were performed in triplicate and data were expressed as mean £ SEM. The *
represent the significant difference in relation to ATP hydrolysis (* p <0.05; ** p < 0.001; ***

p <0.001) and # represent the significant difference in relation to ADP hydrolysis (## p < 0.01).

Figure 2 — Nucleotide hydrolysis in accordance to PSA levels. The nucleotide hydrolysis
was considered in accordance to PSA levels: A) PSA < 10, B) PSA 10 to 20 and C) PSA >20.

Data were expressed as mean + SEM.

Figure 3 — Nucleotide hydrolysis in accordance to Gleason Score. The nucleotide hydrolysis:
A) ATP, B) ADP and C) AMP were considered in accordance to Gleason Score. Patients were
divided as Low Grade (Gleason 1 to 3) and High Grade (Gleason 4 and 5). Data were expressed

as mean * SEM.

Figure 4 — Evaluation of nucleotide hydrolysis considering the Clinical Stage (CS) of PC
patients.A) Analysis of each nucleotide hydrolysis profile between the different CS (11A, 1B
and I11). The * represent the significant difference in relation to CS-11A group (* p <0.05). B)
Profile of nucleotide hydrolysis in side of each CS group. The * represent the significant
difference in relation to ATP hydrolysis (* p < 0.05) and # represent the significant difference

in relation to ADP hydrolysis (# p < 0.05). The experiments were performed in triplicate and
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data were expressed as mean = SEM. The statistical analysis was performed using Kruskall-

Wallis analysis follow by Dunn Posthoc test.

48



Table
Table 1: Clinical and pathological data of prostate cancer patients.

Characteristics N %
Age (years)

Mean 63,3

Range 511to0 82
PSA

<10 20 71.4

10to 20 5 17.9

> 20 3 10.7
Gleason — Grade

Low grade 24 82.7

High grade 5 17.3
Histology

Adenocarcinoma 29 100
Clinical Stage

Cs-l 1 3.4

CS-11A 8 27.6

CS-11B 14 48.3

Cs-1 6 20.7
Surgery

Yes 28 96.6

No 1 34
Transurethral Resection of the Prostate ~-TURP

Yes 17 58.6

No 12 41.4
Radical Prostatectomy

Yes 18 62.1

No 11 37.9
Radiotherapy

Yes 13 55.2

No 16 4.8
Hormonotherapy

Yes 24 82.8

No 5 17.2
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Figure 3
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Figure 4
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CAPITULO IlI

CONSIDERACOES FINAIS
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O céncer de prostata € uma das neoplasias mais frequentes, assim como uma das
principais causas de morte no sexo masculino ao redor do mundo (Siegel et al., 2018). Visto
que a maioria dos pacientes morre devido as complicacBes ocasionadas por metéstases
(Valastyan et al., 2011) € imperativo o reconhecimento atraves de biomarcadores de quais serao
0s pacientes que apresentardo pior desfecho. Por outro lado, a neoplasia de prostata apresenta
taxa de sobrevida favoravel, que permite que estes pacientes sejam acompanhados por longos
periodos, também reforcando tal necessidade de seguimento adequado com biomarcadores
sensiveis, além dos fatores progndsticos usados na atualidade.

No presente estudo, utilizamos abordagens bioquimicas a fim de investigar a relacdo
das ectonucleotidases no plasma de pacientes com CP e voluntérios sadios, através da andlise
direta da hidrolise dos nucleotideos ATP/ADP/AMP. Os resultados demonstraram que 0s
pacientes portadores de CP apresentavam elevado perfil de hidrélise dos trés nucleotideos em
relacdo aos controles sadios. Além disso, destacamos também o conhecimento do perfil de
hidrélise do ATP/ADP/AMP em pacientes portadores de CP conforme seu EC, demonstrando
diferencas estatisticamente significativas entre eles. Por exemplo, os pacientes pertencentes ao
EC IIA apresentaram atividade ATPase superior aos pacientes dos EC IIB e Ill. J& na
observacao individual dos ECs, percebeu-se que no estagio clinico 1A ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre as hidrolises do ATP/ADP/AMP, no entanto nos EC 1IB e
I11 é observada reducdo importante nas hidrélises do ATP e ADP. A hidrélise do AMP mantém-
se elevada independentemente do EC avaliado.

Tais perfis diferentes nos estagios clinicos iniciais (EC 11A) nos faz pensar que essa
elevacdo se deve as alteragdes no MT, onde a hipdxia tecidual gera a liberacdo de acentuadas
concentragdes de ATP no meio extracelular, consequentemente este ATP elevado sofre as agoes
das ectonucleotidades, CD39/CD73, principalmente, originando ADO. Esta ADO liga-se a
receptores purinérgicos P1 e inibindo a atividade das células T e natural killer, suprimindo a
resposta imune. J& nos estagios mais avancados, EC 1IB e EC Ill ha menos ATP e ADP
circulante, acarretando um menor recrutamento das celulas imunes, com consequente maior
atividade e agressividade por parte das células tumorais.

Correlacionando as atividades ATPase, ADPase e AMPase com os EC e sugerindo que
estas atividades sejam relacionadas a CD39 e CD73 é possivel supor que ha o envolvimento

das ectonucleotidases durante o processo de progressdo do CP, onde EC menores apresentam
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uma elevada atividade ATPéasica e AMP4sica, enquanto que em EC mais avancados temos uma
menos atividade ATP4&sica e uma elevada atividade AMP4sica. No entanto serdo necessarios
mais estudos para esta confirmacdo, idealmente estudos de carater prospectivo, onde poderdo
ser analisadas as expressdes desta enzima no plasma de pacientes e também através da
imunohistoquimica, no momento do diagnostico anatomopatolégico, como ja anteriormente
relatado por Bastid em 2017; além de correlaciona-las com anélises do plasma no momentodo
diagndstico, apds o tratamento e no caso de recidivas bioquimicas por exemplo.

Diante do exposto, € de suma importancia a compreensao dos fatores que influenciam a
progressao tumoral e o entendimento das agdes das ectonucleotidases neste processo, visando

melhorar a expectativa e a qualidade de vida dos pacientes com este tipo de cancer.
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6.2. Anexo C - Aprovacdo do CEP/HSPV

ital
de Paulo

§

AUTORIZAGAO

~ Eu, Dr. Paulo Viecili, Presidente substituto do Comité
jo Hospital Sao Vicente de Paulo de Cruz Alta, autorizo
realizar o estudo na Unidade de Oncologia da
com o titulo * A AVALIAGAO DA ATIVIDADE DAS
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6.3. Anexo D — Modelo do TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Estamos convidando o senhor a participar de um estudo chamado “A AVALIACAO DA
ATIVIDADE DAS NTPDases NO SORO DE PACIENTES PORTADORES DE CANCER
DE PROSTATA”.

1 O objetivo desta pesquisa éavaliar a atividade das NTPDases presentes no sangue
periférico de pacientes portadores de cancer de préstata como fator progndéstico e

compara-lo com controles.

2. Caso participe da pesquisa, seranecessario realizar UMA UNICA COLETA DE
SANGUE PERIFERICO (4ML) da veia do antebraco, para determinacio desta
enzima no sangue periférico. TAMBEM SERAPREENCHIDO QUESTIONARIO
COM 0S DADOS CLINICOS DO PRONTUARIO MEDICO.

3. Os riscos associados a coleta de sangue incluem: dor local, hematoma, ou outro
desconforto no local da coleta. Raramente desmaio, infeccdo no local da puncéo

podem ocorrer. Cuidados devem ser tomados para minimizar os riscos.

4. Os beneficios esperados com essa pesquisa serdo a analise de fatores prognosticos/
preditivos em relacdo ao cancer de prostata.

5 Asua participacdo neste estudo évoluntaria e se 0 senhor ndo quiser mais fazer parte
da pesquisa poderadesistir a qualquer momento e retirar o seu consentimento. Essa
decisdo ndo prejudicardde forma alguma o seu atendimento, tratamento ou

acompanhamento.

6. As informacg0Oes relacionadas a este estudo poderdo ser conhecidas por pessoas
autorizadas. No entanto, se qualquer informacdo for divulgadagarantimos que a

identidade do senhor serapreservada e mantida em segredo.

7. As despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa ndo sdo de sua
responsabilidade e pela sua participacdo no estudo vocénéo receberaqualquer valor

em dinheiro.
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8Os materiais coletados do senhor serdo utilizados exclusivamente para atender aos
objetivos desta pesquisa e, caso haja sobra, serdo devidamente eliminados ao final
do estudo.

Eu, li esse termo

de consentimento e compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual concordei em
participar. A explicacdo que recebi tratou dos riscos e beneficios. Eu entendi que sou
livre para interromper minha participacdo a qualquer momento sem justificar minha
decisdo e sem que esta decisdo afete meu tratamento. Eu fui informado que serei
atendido sem custos para mim, caso eu apresente algum dos problemas relacionados no
item 3.

Este documento éemitido em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e pelo
pesquisador, ficando uma via com cada um de nds. Sendo assim, eu concordo

voluntariamente em participar deste estudo.

(Assinatura do participante da pesquisa)

Cruz Alta, de de 2017.

Também fui informado de que hé interesse em se guardar o material biolégico coletado para estudos futuros e entendi
as razdes para isso, de forma que:

() Autorizo a guarda do material.

() Né&o autorizo a guarda do material.

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste individuo ou de seu representante legal para a participacdo neste
estudo.

. .

Cruz Alta, de de 2017.
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6.4. Anexo E —Modelo do questionario de coleta de dados

Questionario para coleta de dados:

« 1:SIM

« 2:NAO

NOME:

NUMERO DO PRONTUARIO:

IDADE NO MOMENTO DO DIAGNOSTICO:

DATA DE NASCIMENTO: / /
PROCEDENCIA: CIRURGIA: 1 (@
DATA DA CIRURGIA: / /

RTU (1) (2) PROSTATEC (1)
BIOPSIA:

AP:

(2)

DATA / /
IMUNO: DATA:

/

ESTADIAMENTO CLINICO: T _N_M__G_
EC

Gleason

PSATOTAL DATA / / PSA

LIVRE DATA

HORMONIOTERAPIA: (1) (2)

/

/

RADIO: (1) (2) SESSOES: DATA:/ |/

RECIDIVAS: (1) (2)
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