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O Cancer de Bexiga (CaB) ¢ uma doenga desafiadora para a saude publica, sendo a
segunda neoplasia mais comum do sistema geniturinario. Em 2022, causou 220 mil mortes,
especialmente entre homens, onde € o sexto cancer mais prevalente (Globocan, 2022).

A investigagdo dos mecanismos celulares que contribuem para o desenvolvimento do
CaB ¢ de grande interesse médico. A literatura cientifica indica que células tumorigénicas t€ém
alteragdes significativas em vias de sinalizacdo que regulam crescimento, proliferagdo e
apoptose celular, favorecendo a invasividade de células malignas e o desenvolvimento de
metastases (Vaghari-Tabari et al., 2021). Nesse contexto, a sinalizagdo purinérgica ganha
destaque porque muitos estudos tém mostrado uma relagdo estreita entre neoplasias,
desenvolvimento e progressdao do cancer, e os niveis de nucleotideos de adenina e adenosina

(Ado) séricos e no microambiente tumoral (Kepp et al., 2021; Yegutkin; Boison, 2022).

2 Objetivos

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade das enzimas purinérgicas E-NTPDase e
Adenosina Desaminase (ADA) em linfocitos, além de dosar os niveis de interleucinas
plasmaticas em pacientes com CaB em diferentes estdgios da doenca, comparando-os com o

grupo controle.
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3 Metodologia

Este estudo quantitativo transversal fez parte do Projeto “Guarda-Chuva” intitulado:
“Biorrepositério de bidpsias tumorais para avaliacdo da expressdao génica e proteica dos
receptores e enzimas do sistema purinérgico em énfase em tumores de mama, prostata e
colorretal”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) com Seres Humanos da
Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS) (protocolo nimero 87508918.4.0000.5564).

Participaram da pesquisa 65 individuos: 29 pacientes com CaB em estagios iniciais,
recentemente diagnosticados e antes de qualquer tratamento, e 36 pessoas de idade
semelhante formando o grupo controle. A sele¢do foi por conveniéncia, com critérios de
inclusdo e exclusdo bem definidos. Os pesquisadores recrutaram os pacientes através do
servico de Urologia e Quimioterapia do Hospital Regional do Oeste (HRO), em Chapecd/SC,
onde foram informados sobre o estudo e convidados a assinar o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE).

O sangue venoso coletado foi usado para isolar linfocitos e separar o plasma. As
analises bioquimicas ¢ moleculares foram feitas nos laboratorios da UFFS. Informagdes dos
prontudrios médicos do HRO complementaram as anélises bioldgicas. A atividade enzimatica
do sistema purinérgico foi avaliada nas amostras de linfocitos e os biomarcadores
inflamatorios no plasma. A atividade das enzimas E-NTPDase seguiu o protocolo de Leal et
al. (2005) e a da ADA seguiu o protocolo de Giusti e Galanti (1984). Parametros
inflamatérios foram determinados com o kit CBA (Cytometric Bead Array).

A analise estatistica foi realizada com o software GraphPad Prism 8.0.1, usando o
teste de normalidade Shapiro-Wilk. As variaveis foram submetidas ao teste t de Student e ao
teste de Mann-Whitney, e as diferengas entre subgrupos foram avaliadas por analise de
varidncia de um fator (ANOVA One-way). Resultados com p < 0,05 foram considerados

significativos.

4 Resultados e Discussiao

Os resultados obtidos revelaram diferencas significativas na atividade da enzima E-
NTPDase, responsavel pela hidrolise da adenosina trifosfato (ATP) e da adenosina difosfato
(ADP), entre pacientes com CaB e o grupo controle. A atividade da E-NTPDase para a

hidrolise do ATP foi consideravelmente maior no grupo de pacientes com CaB no
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Estadiamento I do que no grupo controle [143.6 + 32.26 vs. 8§7.30 + 4.708 nmol Pi/min/mg de
proteina, em pacientes no Estadiamento I e no grupo controle, respectivamente] (p < 0,005).
Em rela¢do aos pacientes no Estadiamento 0 do CaB, ndo houve diferenga estatisticamente
significativa comparado com o grupo controle [65.78 + 13.10 vs. 87.30 = 4.708 nmol
Pi/min/mg de proteina, em pacientes no Estadiamento 0 e no grupo controle, respectivamente]
(p > 0,05). Em relagdo a hidrolise do ADP, observou-se aumento significativo em pacientes
com CaB em Estadiamento 0 e em pacientes com CaB em Estadiamento I, quando comparado
com o grupo controle [94.75 £+ 18.55 vs. 30.93 £+ 2.520 nmol Pi/min/mg de proteina, em
pacientes no Estadiamento 0 e no grupo controle, respectivamente] (p < 0,0005); [143.1 £
38.42 vs. 30.93 £+ 2.520 nmol Pi/min/mg de proteina, em pacientes no Estadiamento I e no
grupo controle, respectivamente] (p < 0,0005).

Os nucleotideos sao amplamente reconhecidos na literatura como sinalizadores
endogenos de lesdes. Em estdgios iniciais de doencas tumorais, como os Estadiamentos 0 e I
do CaB, que preservam a camada muscular da bexiga, o ATP ¢ a principal molécula
sinalizadora de dano celular (Morello et al., 2021). Durante o desenvolvimento e progressao
do CaB, grandes quantidades de ATP sdao liberadas no meio extracelular, criando um
microambiente tumoral pro-inflamatorio. Este ambiente ¢ intensificado a medida que a
progressdo tumoral avanga, pois a atividade da E-NTPDase aumenta significativamente em
pacientes no Estadiamento I do CaB em comparag¢ao com aqueles no Estadiamento 0. A maior
disponibilidade de ATP extracelular favorece a maxima atividade da E-NTPDase, devido a
presenca de altas concentragdes de substrato.

A atividade da E-NTPDase na hidrélise do ADP, um sinalizador endégeno que induz a
agregacao plaquetaria, foi evidenciada neste estudo. No entanto, os participantes ndo parecem
estar sob risco trombotico, j& que o ADP estd sendo amplamente hidrolisado a adenosina
monofosfato (AMP). Corroborando com esses resultados, altas concentragdes de ADP sdo
encontradas em estagios tumorais avangados, estimulando a formagdo de trombos (Morello ef
al., 2021).

Com base nesses resultados, pode-se inferir que ha geracao significativa de Ado nos
pacientes com CaB estudados, com Ado sendo regulada pela atividade da ADA. Observou-se
um aumento na atividade da ADA tanto em pacientes com CaB em Estadiamento 0, quanto

em pacientes com CaB em Estadiamento I, quando comparado com o grupo controle [60.86 +
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13.22 vs. 4.691 + 0.3456 nmol Pi/min/mg de proteina, em pacientes no Estadiamento 0 e no
grupo controle, respectivamente] (p < 0,0005); [70.45 £ 17.35 vs. 4.691 £ 0.3456 nmol
Pi/min/mg de proteina, em pacientes no Estadiamento I e no grupo controle, respectivamente]
(p <0,0005).

Este estudo demonstrou que a atividade da ADA esta aumentada no CaB, controlando
os altos niveis de Ado gerados pela atuacdo das enzimas. Esse mecanismo pode controlar a
progressdo tumoral e evitar a invasdo de tecidos adjacentes, melhorando o progndstico. O
acimulo de Ado, devido ao esgotamento da atividade de ADA em tumores mais avancados,
pode resultar em linfotoxicidade e promover imunodeficiéncia combinada grave (Zanini et al.,
2019).

Associado a este estudo, observou-se um aumento significativo dos niveis de 1L-4, IL-
6 ¢ IL-10 nos pacientes com CaB em relacdao ao grupo controle. A) IL-4: [6.979 = 0.7140
pg/mL vs. 5.470 £+ 0.3350 pg/mL, em pacientes e no grupo controle, respectivamente]. B) IL-
6: [14.85 £ 2.611 vs. 3.350 = 0.3011 pg/mL, em pacientes € no grupo controle,
respectivamente]. C) IL-10: [3.364 = 0.2321 vs. 2.564 £ 0.1750 pg/mL, em pacientes € no
grupo controle, respectivamente]. Corroborando com as investigacoes, pesquisas mostram que
o aumento dos niveis de IL-4 estd associado ao processo tumorigénico e a formagdo de
metastase (Venmar et al., 2015). Em estado homeostatico normal, os niveis de IL-6 sdo muito
baixos, ja em grandes quantidades pode amplificar a inflamagdo cronica pro-carcinogénica
(Whitley et al., 2018). Outrossim, a secrecao de IL-10 pelas proprias células tumorais indica

uma relacao causal entre IL-10 e crescimento tumoral (Mark et al., 2015).

5 Conclusio

Pela primeira vez, relacionou-se a atividade da E-NTPDase e da ADA com diferentes
estadiamentos tumorais no CaB. A maior disponibilidade de substrato da E-NTPDase
promove o aumento da atividade dessa enzima. A maior atividade da ADA consome Ado,
protegendo o organismo das acgdes imunossupressoras dessa molécula. Isso pode ser
justificado pelo perfil dos pacientes incluidos no estudo. Experimentos adicionais sobre a
expressdo de receptores e andlises no tecido tumoral s3o necessarios para confirmar esses
resultados e possibilitar a integragdo da modulagcdo da sinalizacdo purinérgica em novos

farmacos e protocolos terapéuticos para o controle do CaB.
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