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RESUMO

O cancer de bexiga € a segunda neoplasia urogenital mais comum, atinge mais os
homens e esta relacionado principalmente com o fumo. Os tratamentos atualmente
utilizados nao sao suficientemente efetivos, permitindo os diversos casos de recorréncia,
progressao do tumor e/ou morte do paciente. Assim, as pesquisas realizadas continuam
buscando tratamentos mais efetivos. Diversos estudos revelam o envolvimento do
sistema purinérgico na tumorigénese da bexiga, no ambito das ectonucleotidases, ha
evidéncias de alteragbes em duas delas na progressdo do cancer de bexiga: a
NTPDase3 e a ecto-5-NT/CD73. O urotélio normal dos camundongos expressa a
NTPDase3 que é expressa em linhagem de cancer de bexiga de grau 1 (RT4), mas nao
em linhagem de grau 3 (T24). Ja a ecto-5-NT/CD73, ndo € expressa no urotélio normal
de camundongos e tem baixa atividade em linhagem de cancer de bexiga de grau 1
(RT4) em comparacéo a linhagem de grau 3 (T24), evidenciando a possivel participacao
destas proteinas na progressao do cancer de bexiga. Dessa forma, o objetivo desta tese
foi investigar o envolvimento da NTPDase3 e da ecto-5-NT/CD73 na progressao e
malignidade do cancer de bexiga. A fim de caracterizar a expressdo dessas enzimas
durante a progressdo do estabelecimento do cancer de bexiga, camundongos Balb-c
receberam N-butil-N-(hidroxibutil)-nitrosamina (BBN) 0,05% em sua agua de beber por
4, 8, 12, 18 e 24 semanas. Nas primeiras 8 semanas as bexigas dos animais
apresentaram caracteristicas de inflamacdo, em 12 semanas iniciaram as
transformacbes neoplasicas que em 24 semanas caracterizaram cancer. A NTPDase3
teve sua expressao diminuida nesse processo, enquanto a ecto-5-NT/CD73 passou a
ser expressa e sua expressao foi significativamente maior no utrotélio cancerigeno. A
fim de verificar se a atividade das enzimas acompanhava as alteracdes de expressao, o
cancer de bexiga foi induzido pela BBN em ratos Wistar por 24 semanas. As hidrélises
de ATP e ADP sao maiores nas bexigas dos animais controle do que no urotélio tumoral
dos animais concordando com a expressao da NTPDase3. Por fim, no intuito de verificar
o envolvimento dessas duas enzimas na malignidade do cancer de bexiga, a NTPDase3
foi superexpressa na linhagem T24, por transfecgdo com pcDNA3, e a ecto-5-NT/CD73
foi silenciada utilizando o sistema CRISPR/Cas. Os clones de cada tranfeccdo foram
caracterizados mostrando o sucesso de ambas transformacdes genéticas. As
transfeccbes nao alteraram significativamente as respostas purinérgicas testadas e os
experimentos de implante tumoral in vivo mostram que a ecto-5-NT/CD73 esta

provavelmente envolvida na malignidade dessa neoplasia.
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ABSTRACT

The bladder cancer is the second most prevalent tumor of genitourinary tract. It is more
common among men and it is mainly associated with smoking. The current treatments
are not efficient enough to avoid the cases of tumor recurrence, progression and pacient
death. So, the researches follow the pursuit of more effective treatments. Many studies
have shown the involvement of purinergic system in the bladder tumorigenesis, in
relation to the ectonucleotidases, there is evidence of the engagement of two of them,
the NTPDase3 and the ecto05-Nucleotidase/CD73. The health urothelium expresses
NTPDase3, which is also expressed in a bladder cancer cell line of grade 1 (RT4) but it
is not expressed in bladder cancer cell line of grade 3 (T24). While ecto-5’-NT/CD73
does not is expressed in the health urothelium of mice and presents a low activity in a
bladder cancer cell line of grade 1 front of a high activity in a bladder cancer cell line of
grade 3, highlighting the possible role of these proteins in the bladder cancer
progression. In this way, the aim of this thesis was to investigate the involvement of
NTPDase3 and ecto-5-NT/CD73 in bladder cancer progression and malignancy. To
investigate the enzymes expression during the progress of bladder cancer
establishment, Balb-c mice received 0,05% of N-butyl-N-(hydroxybutyl)-nitrosamine
(BBN) in its drinking water during 4, 8, 12, 18 and 24 weeks. Until the first 8 weeks just
inflammation was observed in mice bladder, at 12 week beginning the neoplastic
alterations that culminated in cancer after 24 weeks of induction. The NTPDase3
expression was decreased in this process while ecto-5-NT/CD73 showed up and was
significantly enhanced in cancerous urothelium. To verify if the enzyme activities were in
agreement with their expression changes, bladder cancer was induced in Wistar rats with
BBN for 24 weeks. The ATP and ADP hydrolysis was higher in the urothelium of control
animals than in the cancerous urothelium, in accordance with NTPDase3 expression.
Finally, in order to verify the involvement of these two enzymes in bladder cancer
malignancy, NTPDase3 was overexpressed in T24 bladder cancer cell line, through
transfection with pcDNA3, and ecto-5’-NT/CD73 was silenced with CRISPR/Cas system.
The clones of each transfection were featured showing the success of both cell genetic
transformations. The transfections did not significantly change the tested purinergic
answers and the experiments of in vivo tumor implant shows that ecto-5-NT/CD73 is

probably involved in bladder cancer malignancy.
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APRESENTAGAO

Esta tese estd apresentada em se¢des organizadas da seguinte maneira:
Introdugdo, Resultados, Discussdo, Conclusdes, Perspectivas e Referéncias
Bibliograficas.

Na Introdugdo sdo apresentados os temas estudados, a fundamentagao
tedrica que nos levou ao desenvolvimento deste trabalho e os focos de estudo,
descritos no item Objetivos.

A secdo de Resultados esta dividida em trés capitulos de acordo com os
diferentes focos de estudo. Em cada capitulo estdo descritos os materiais e métodos
utilizados bem como os resultados obtidos, sendo o primeiro capitulo artigo cientifico
publicado. A maior parte do trabalho foi realizada na UFRGS, Porto Alegre, Rio
Grande do sul, Brasil; somente as transfecc¢des (capitulo 3) foram realizadas durante
o Doutorado sanduiche na Universidade de Laval, Québec, Québec, Canada.

A Discussao contém a argumentacado bibliograficamente embasada da
interpretacdo e da importancia dos resultados obtidos nos trés capitulos.

A secao Conclusbes aborda as hipéteses concluidas na tese.

Nas perspectivas estao elucidados os préximos passos para que os Capitulos
2 e 3 sejam complementados e publicados na forma de artigo cientifico, bem como
as novas abordagens suscitadas pela tese que podem ser investigadas a fim de
corroborar com a linha de estudo.

A secao Referéncias Bibliograficas lista as referéncias utilizadas na redacao

da tese, exceto Capitulo 1 que tem sua prépria lista de referéncias.



1. INTRODUGAO

1.1 O cancer de bexiga

1.1.1 Generalidades

O céancer de bexiga € o nono cancer mais comum no mundo, sendo o sétimo
que mais frequentemente acomete os homens, o décimo primeiro em diagnédstico e
o décimo quarto em mortes (“Globocan 20127, [s.d.]; MAHDAVIFAR et al., 2016). Em
2015, foram 468.351 novos casos no mundo dos quais 360.875 eram homens e
107.476 mulheres, sendo 179.753 o numero dos casos que resultaram na morte do
paciente (“Globocan 20127, [s.d.]). No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional do
Cancer estao previstos 9.670 novos casos para 2016, sendo 7.200 homens e que
resultarao em 3.642 mortes (“INCA, 20167, [s.d.]).

O cancer é uma doenga multifatorial cujo desenvolvimento vai ser
determinado tanto por caracteristicas do individuo bem como seus habitos e
ambiente. Cada tipo de cancer tem seu conjunto de fatores que aumentam seu risco
de ocorréncia, alguns destes podem ser evitados, como fumo, e outros n&o, como é
0 caso da idade e histdrico familiar. Os fatores de risco para o surgimento do cancer
de bexiga sao:

Dos fatores que podem ser evitados ou mudados:

- Fumo: é o principal fator de risco sendo responsavel por 50% dos
canceres de bexiga e 65% dos invasivos (KLOTZ; BRAUSI, 2015). O aumento de
triptofano na urina, como resultado da metabolizacdao “do fumo”, parece ser o
responsavel pela transformagao neoplasica (CHUNG; GADUPUDI, 2011);

- Exposicao Ocupacional: A exposicdo a aminas aromaticas como a

benzidina e a beta-naftalina usadas em fabricas de corante, bem como compostos
2



quimicos organicos utilizados nas industrias de borracha, de couro, téxtil e grafica
também aumenta a incidéncia do cancer de bexiga, o que justifica 0 aumento dos
casos com o aumento da industrializacdo (“American Cancer Society”, [s.d.];
JACOBS; LEE; MONTIE, 2010; WALLACE, 1988);

- Diabetes Tipo 2: o risco aumentado para pacientes com Diabetes Tipo
2 esta vinculado ao uso de antidiabéticos da classe das tiozolidinedionas como a
Rosiglitazona e Pioglitazona (“American Cancer Society”, [s.d.]; HAN et al., 2016)
que por isso tem sido retiradas do mercado ou indicadas com venda restrita;

Dos fatores que ndo podem ser evitados ou mudados:

- Idade: O risco de desenvolver cancer de bexiga aumenta com o
aumento da idade (“American Cancer Society”, [s.d.]; JACOBS; LEE; MONTIE,
2010). Em 2015, dos 468.351 novos casos mundiais 66,5 % (311.382) eram de
pessoas com idade maior ou igual a 65 anos (“Globocan 2012”, [s.d.]). Ja no Brasil,
dos 10.885 novos casos 70,9 % (7.713) eram de pessoas com idade maior ou igual
a 65 anos (“Globocan 20127, [s.d.]);

- Sexo: O cancer de bexiga acomete mais os homens do que as
mulheres (“Globocan 2012”, [s.d.]; MALATS; REAL, 2015);

- Exposicao macica em longo prazo a ciclofosfamida, um agente
alquilante imunossupressor usado no tratamento de diversos tumores sodlidos e
doencas autoimunes que também induz cistite hemorragica. Os efeitos toxicos da
ciclofosfamida sao atribuidos a formagao do metabdlito acroleina (BOEIRA et al.,
2011; JACOBS; LEE; MONTIE, 2010);

- Infecgdo ou irritagdo crénica: Episodios de irritagdo crénica da bexiga,
como o uso de cateteres ou pedra na bexiga, aumentam o risco de carcinoma de

células escamosas (“American Cancer Society”, [s.d.], “Diretrizes AMB”, 2016;



JACOBS; LEE; MONTIE, 2010). Infecgao pelo Schistosoma haematobium também
aumenta a possibilidade do desenvolvimento deste tipo de carcinoma que surge em
meio a inflamacgao crénica causada pelo parasita (“American Cancer Society”, [s.d.],
“Diretrizes AMB”, 2016; JACOBS; LEE; MONTIE, 2010).

- Historico pessoal de carcinoma urotelial: ter um carcinoma urotelial no
trato urinario, seja na bexiga, rim, ureteres ou uretra, aumenta o risco de
desenvolver um novo cancer na mesma area ou em outra parte do trato urinario
(“American Cancer Society”, [s.d.]);

- Histérico familiar. Pessoas que tem familiares que tem ou tiveram
cancer de bexiga tem risco aumentado de desenvolver a doenga. Isso pode ocorrer
porque os membros da familia estdo expostos ao mesmo agente carcinogénico (€ o
caso do tabaco), ou por compartilharem alteragdes genéticas (“American Cancer

Society”, [s.d.]).

1.1.2 Tipos de céancer de bexiga

A bexiga tem quatro camadas: urotélio, lamina propria, musculo e
gordura perivisical e a denominagao do tipo de cancer vai ser de acordo com a sua
origem:

- Carcinoma urotelial: também conhecido como carcinoma de células
transicionais (CCT), sado as neoplasias oriundas das células transicionais que
constituem o urotélio. E o tipo mais comum de cancer de bexiga representando 90%
dos casos (JUNIOR, N.R.N, 1999; MA et al., 2006). De acordo com a figura 1, os
carcinomas podem ser papilares ou planos, ndo invasivos ou invasivos, sendo 0s

nao invasivos precursores dos invasivos;



Papiloma - Carzinoma
carcinoma papilar papilar invasivo
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Figura 1. Diferentes tipos de carcinoma de células trasicionais: carcinoma
papilar e carcinoma plano n&o invasivos e seus derivados de maior malignidade, os
carcinomas papilares e planos invasivos (KUMAR, ABBAS E ASTER, 2013).

- Carcinoma de células escamosas: Tem origem nas células delgadas e
planas que surgem no urotélio depois de infeccdo ou irritacao prolongada (“INCA,
2016”, [s.d.]). Nos Estados Unidos, os casos de carcinoma de células escamosas
representam somente 1 a 2% dos casos de cancer de bexiga (“American Cancer
Society”, [s.d.]);

- Adenocarcinoma: Tem origem nas ceélulas glandulares que podem surgir na
bexiga depois de longos periodos de infecgao ou irritacdo (“INCA, 20167, [s.d.]).
Correspondem a apenas 1% dos casos dos quais a maioria sdo tumores invasivos
(“American Cancer Society”, [s.d.]);

- Sarcoma: Os tumores de origem mesenquimal (musculo) s&o raros,
correspondendo a apenas 1 a 5% dos tumores de bexiga (“American Cancer

Society”, [s.d.]; JUNIOR, N.R.N, 1999).



1.1.3 Sintomas e Diagndstico

A sintomatologia mais freqliente € hematuria indolor micro ou macroscépica
(“Diretrizes AMB”, 2016; KUMAR, ABBAS E ASTER, 2013). Ela pode ser o unico
sintoma ou ser acompanhada de irritabilidade vesical, a qual é caracterizada por
disuria, poliaciuria (“Diretrizes AMB”, 2016; JACOBS; LEE; MONTIE, 2010).

A hematuria intensa pode tornar a urina rosa ou vermelha. Contudo, a
liberagdo de pequenas quantidades de sangue na urina causada por quadros
inflamatdrios e tumores iniciais pode ser diagnosticada através de uroandlise,
realizada durante os exames de “checkup” (“American Cancer Society”, [s.d.]).

As técnicas utilizadas para o diagnéstico do céncer de bexiga s&o:
cistoscopia, citologia, ultra-sonografia, tomografia computadorizada (CT),
ressonancia magnética (MRI), tomografia por emissao de pdsitrons associada a
tomografia computadorizada (PET/CT) e resseccao transuretral (RT) (“Diretrizes
AMB”, 2016; JACOBS; LEE; MONTIE, 2010).

A cistoscopia é utilizada para diagnostico e acompanhamento apds
terapéutica, causa desconforto minimo e € bem tolerada, mas apresenta dificuldade
de detectar lesdes pequenas ou planas como carcinoma in situ (CIS) levando a
ressecgao incompleta e altas taxas de recorréncia; a citologia urinaria também é
utilizada para diagndstico e acompanhamento do paciente apds o tratamento, tem
baixa sensibilidade (35%) para tumores de baixo grau, porém alta especificidade
(84%); a ultra-sonografia detecta tumores maiores que 0,5 cm, sendo utilizada pelo
seu baixo custo e por nao ser invasiva; CT e MRI sdo usadas para diferenciar lesdes
invasivas de nao invasivas, isto é, determinar a extensdo local do tumor e a
existéncia de metastases intra-abdominais. Contudo, a CT e MRI ndo sao capazes

de detectar metastases iniciais, particularmente em linfonodos de tamanho normal,
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para isso pode-se utilizar a PET com 2-deoxi-2-['®F]flior-D-glicose (18-FDG). A
técnica PET/CT permite a localizagdo dos achados funcionais (detectados com PET)
nas estruturas anatémicas (mostradas em CT). A ressecgao transuretral é utilizada
para diagnostico definitivo, estadiamento e tratamento (“Diretrizes AMB”, 2016;

JACOBS; LEE; MONTIE, 2010).

1.1.4 Classificagao

A padronizacao da classificacdo do tumor é importante para padronizacao dos
tratamentos. A mais utilizada atualmente € a da Uni&o Internacional Contra o Cancer
(UICC), denominada TNM (tumor-nodo-metastase) onde T corresponde a extensao
clinica do tumor primario, isto é, de acordo com a sua invasividade nas diferentes
camadas da bexiga (figura 2); N ao envolvimento de linfonodos; e M a presenca de
metastases (“Diretrizes AMB”, 2016; JACOBS; LEE; MONTIE, 2010; KNOWLES;

HURST, 2015).



Figura 2. Camadas da bexiga e classificagdao tumoral: llustragdo das camadas da
bexiga e de tumores de diferentes graus de acordo com a sua invasividade nas

mesmas, conforme a Tabela 1. Adaptado de “DaHora Online”, 2016.



Tabela 1. Classificacdo dos tumores de bexiga segundo o sistema TNM.

T (Tumor primario)
Tis — Carcinoma in situ
Ta — Carcinoma papilifero restrito a mucosa
T1 — Invasao da lamina propria
T2 — Invasao da musculatura superficial
T3a — Invasdo da musculatura profunda
T3b — Invasao da gordura perivisical
T4 — Invasao de 6rgaos adjacentes e visceras pélvicas
T4a — Invasao da proéstata, vagina ou utero
T4b — Invasao da parede pélvica ou abdominal
TO — Auséncia de tumor

Tx — Extensdo tumoral nao esclarecida

N (linfonodos)
NO — Auséncia de linfonodos comprometidos
N1 — Linfonodo Unico unilateral menor ou igual a 2cm de diametro
N2 — Linfonodo Unico entre 2 e 5 cm ou varios menores que 5 cm de
didmetro
N3 — Linfonodos maiores que 5 cm
N4 — Envolvimento dos linfonodos periadrticos

Nx — Linfonodos néo estudados

M (metastase)
MO — Auséncia de metastase a distancia
M1 — Presenca de metastase a distancia

Mx — Presenga de metastases nao avaliadas




Além do estadiamento, o tumor é também classificado quanto a graduagao
histolégica. No Brasil, segue-se o consenso entre a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) e a Sociedade Internacional de Patologia Uroldgica (ISUP), conforme a figura

3 (“Diretrizes AMB”, 2016).

OMS 1973 OMS/ISUP
+ Papiloma *= - Papiloma
« Grau1l *= - Neoplasia urotelial de

baixo potencial maligno

- Grau2 % . Baixo grau

» Grau 3 ' : Alto grau

Figura 3. Classificagdo histolégica do cancer de bexiga, segundo o consenso
OMS/ ISUP de 1998 que tem melhor correlagao clinico-histoldgica (Diretrizes AMB
2016).

1.1.5 Tratamento

O tratamento do cancer de bexiga é determinado pelo estadiamento do tumor.
Para os canceres de bexiga ndo musculo invasivos (CB-NMI), superficiais e T1, o
tratamento de escolha é a resseccdo transuretral seguida de imuno, radio ou
quimioterapia (“American Cancer Society”, [s.d.], “Diretrizes AMB”, 2016; JACOBS;
LEE; MONTIE, 2010; KUMAR, ABBAS E ASTER, 2013). Uma primeira RT &
realizada para diagndstico, o objetivo da ressec¢ao como tratamento € a retirada
total do tumor que deve incluir uma porgcéao de musculo (“American Cancer Society”,
[s.d.], “Diretrizes AMB”, 2016; JACOBS; LEE; MONTIE, 2010; KUMAR, ABBAS E

ASTER, 2013). A imuno e/ou quimioterapia adjuvantes sao empregadas para
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diminuir ou retardar os casos de recorréncia e progressado tumoral, isto €, combater
possiveis focos tumorais remanescentes. Nesse sentido, o tratamento que tem
demonstrado maior eficacia é a RT seguida de instilagao intravesical do Bacilo de
Calmette-Guérin  (imunoterapia com BCG), o qual provoca uma reagao
granulomatosa tipica que promove uma resposta imune antitumoral local eficaz
(KUMAR, ABBAS E ASTER, 2013). Apesar desse ser o tratamento mais eficaz, 20 a
40% dos pacientes apresentam recorréncia tumoral (“American Cancer Society”,
[s.d.], “Diretrizes AMB”, 2016; JACOBS; LEE; MONTIE, 2010; SCHWARZER et al.,
2010).

Ja o tratamento dos casos de céncer de bexiga musculo invasivo (CB-MI)
consiste em cistectomia radical ou radioterapia seguidas de quimioterapia
(“Diretrizes AMB”, 2016; JACOBS; LEE; MONTIE, 2010). A cistectomia radical
consiste na retirada total da bexiga através de procedimento cirurgico, é o
tratamento mais usual para os tumores de alto grau de malignidade e ndo deve ser
postergada a fim de evitar a progressao tumoral e o surgimento de metastases
(“American Cancer Society”, [s.d.]; JACOBS; LEE; MONTIE, 2010). Pacientes que
nao optam ou n&o estdo aptos a cistectomia radical sdo tratados com radioterapia e
quimioterapia adjuvante (“American Cancer Society”, [s.d.]; JACOBS; LEE; MONTIE,
2010). Diversos estudos tém demonstrado a eficacia deste tipo de estratégia
terapéutica, incluindo sua comparagao com a cistectomia radical, uma vez que essa
estratégia € menos invasiva e preserva a bexiga (BYUN et al., 2015; DEMIRCI et al.,
2015; KOTWAL et al., 2008).

Apds o tratamento os pacientes sdao monitorados continuamente, através

principalmente de cistoscopia e citologia urinaria, para verificagdo de recorréncia.
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Os casos de cancer avancado, em que o paciente apresenta metastases no
momento do diagndstico, sdo tratados com quimioterapia que é apenas paliativa

(“American Cancer Society”, [s.d.]; JACOBS; LEE; MONTIE, 2010)

1.1.6 Alteragbes génicas

A frequéncia de mutagdes somaticas em CB-MI (cancer de bexiga musculo
invasivo) é aproximadamente 300 mutag¢des exbnicas por amostra, com uma média
de 7,7 por megabase e dominada por transigdes C:G->T:A. Esta frequéncia que é
superada apenas por cancer de pulmao e melanoma (KNOWLES; HURST, 2015).

Das alteragcbes genéticas que acabam ocasionando o fendtipo maligno das
células cancerigenas, ja foi mostrado que mutacbes no gene p53 sdo as mais
comuns no cancer de bexiga e estdo associadas com a progressado tumoral, 76%
dos CB-MI apresentam p53 inativa (KNOWLES; HURST, 2015; KUMAR, ABBAS E
ASTER, 2013; MA et al., 2006). O gene p53 esta envolvido na regulacdo do ciclo
celular, apoptose e reparacao do DNA em varios tipos celulares.

A delecdo de ambos os bragos do cromossomo 9 (9p-/9g-) é uma
caracteristica comum entre CB-NMI e CB-MI, etapa inicial comum que afeta genes
supressores tumorais como, e principalmente, a delecao de ciclina dependente de
inibidor de kinase (CDKNZ2A), que codifica p14 e p16 que tem papel na regulagéo do
ciclo celular (KNOWLES; HURST, 2015; KUMAR, ABBAS E ASTER, 2013; WU,
2005).

Enquanto alteragcdes em p14 e p16 sdo comuns aos casos de CB-NMl e Ml e
alteragdes em p53 e RB1 (retinoblastoma 1) aparecem mais frequentemente em CB-
M, alteragdes em FGFR3 (receptor 3 de fator de crescimento de fibroblasto) e RAS

(HRAS E KHAS) aparecem mais frequentemente em CB-NMI (KNOWLES; HURST,
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2015). O FGFR3 mutante ativa a via RAS-MAPK e a fosfolipase-Y aumentando a
sobrevida e a proliferacdo das células e esta presente em até 80% dos carcinomas
papilares nao invasivos (KNOWLES; HURST, 2015).

As alteracdes génicas descritas acima estdo de acordo com a proposta de Wu
et al.,, 2005 na qual estudos clinicos mostram que carcinomas uroteliais podem
surgir por, pelo menos, duas vias distintas, conforme mostrado na figura 4. Este
comportamento diverge da maioria dos tumores epiteliais que progridem de benigno
para maligno ao longo de uma via unica, isto é, através de mutacdes sucessivas em
genes chave que regulam crescimento, sobrevivéncia, apoptose e as interagdes

célula-célula.

Hiperplasia g Tumor papilar

néo-invasivo de baixo grau

20-30%

HRAS®
FGFR3® <
'“J'OI?';)
Urotelio Recorréncia
normal 1
= — ]
B e
~19% 1 I'8p~, 11p~, 13q7, 140
]
H

CIS/diSplasia e TUMOrinvasivo ____, Metastase

(alto grau) -50%
?
N-cad, E-cad
MMPs, VEGF,
TSP1, COX2

Figura 4: Importantes defeitos genéticos e epigenéticos que caracterizam as
vias divergentes da tumorigénese urotelial. Dados clinicos e evidéncias
experimentais indicam que os tumores uroteliais surgem e progridem ao longo de
duas vias distintas. A primeira delas (superior) representa 70% a 80% dos tumores
uroteliais, é geralmente precedida por hiperplasia papilar simples e exibe uma
morfologia tumoral de baixo grau, superficial e papilar. Cerca de 70% desses
tumores irdo recorrer, mas somente 15% irdo progredir e infiltrar a musculatura

(linha tracejada). Estes tumores partem frequentemente de mutagdes no gene HRAS
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(30% a 40%) e no gene do receptor do fator de crescimento de fibroblastos (FGFR3)
(aproximadamente 70%), indicando que a ativagao do receptor tirosina quinase de
RAS (RTK-Ras), que esta constitutivamente ativo em carcinomas uroteliais, tem um
papel inicial crucial nesta via. Dele¢des nos bracos curtos dos cromossomos 8 e 11
(8p- e 11p-) e nos bragos longos dos cromossomos 13 e 14 (13p- e 14p-) estdo
geralmente associadas com a progressao tumoral e estagios invasivos. A segunda
via tumoral (inferior) (representa 20% a 30% dos tumores uroteliais) é caracterizada
por tumores musculo-invasivos de alto grau que podem ser provenientes de
carcinoma in situ, displasia severa ou de origem direta. Mais da metade desses
tumores contém defeitos funcionais e estruturais nos genes supressores tumorais
p53 e/ou na proteina retinoblastoma (RB), e 50% deles progridem para metastases
locais ou distantes apesar da cistectomia radical e quimioterapia. Invasao tecidual e
metastases sdo promovidas por diversos fatores que alteram o microambiente
tumoral, incluindo a expressao aberrante de N- e E-caderinas, metaloproteinases de
matriz (MMPs), fatores angiogénicos como fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), e fatores antiangiogénicos como trombospondina 1 (TSP1) e cicloxigenase
2 (COX2). Delecado em ambos os bragos do cromossomo 9 (9p-/99-) ocorre
inicialmente na tumorogénese urotelial, mas ndo sdo marcadores que diferenciam as
duas vias tumorais. Os asteriscos indicam proteinas mutadas. Adaptado de Wu,
2005.

O gene PTEN (fosfatase homdloga a tensina) €& responsavel por inibir a
migracao celular, suprimir a proliferacao celular e apoptose, e fazer a manutengao
da integridade do genoma. Estudos utilizando analise de tecido por microarray e
imunoistoquimica tém mostrado que a expressdo de PTEN esta diminuida em
tumores de bexiga de alto grau de malignidade (KNOWLES; HURST, 2015; YOHN
et al.,, 2011). Alteracdo de PTEN esta associada a alteragdo em TP53 (fator de
transcricao de p53) e mau progndstico (KNOWLES; HURST, 2015).

Gui e colaboradores realizaram um estudo com amostras de 51 individuos

com carcinoma de células transicionais ndo musculo invasivo (NMI-TCC) e 37 de
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carcinoma de células transicionais musculo-invasivo (MI-TCC). Neste estudo eles
confirmaram mutagdes significativas em cinco genes ja descritos: p53, RB1, HRAS,
FGFR3 e KRAS, e identificaram outros 49 genes significantemente mutados, dentre
0s quais oito genes envolvidos no remodelamento da cromatina, séo eles: UTX,
CREBBP, EP300, ARID1A, CHD6, MLL, NCOR1 e MLL3. Além disso, mostraram
que UTX foi substancialmente alterado mais frequentemente em tumores de baixo
grau de malignidade, o que lhe atribuiria um papel potencial na classificacdo e

diagnéstico do cancer de bexiga (GUI et al., 2011).

1.2 Modelos experimentais de cancer de bexiga em roedores

1.2.1 Modelo de indugao do cancer de bexiga com N-butil-N-(4-hidroxibutil)-

nitrosamina em camundongos

A N-butil-N-(4-hidroxibutil)-nitrosamina (BBN) & um representante de uma
importante classe de compostos carcinogénicos humanos: as nitrosaminas, e sua
carcinogenicidade é limitada ao urotélio. O tumor de bexiga induzido pela adi¢ao de
BBN 0,05% na agua de beber de roedores corresponde as caracteristicas
histopatologicas do principal tipo de tumor a atingir o homem: o de células
transicionais (CHEN et al., 2009; WILLIAMS; LEE; THEODORESCU, 2008). Além
das semelhancas no que diz respeito as caracteristicas histopatologicas, o modelo
de inducédo carcinogénica também divide similaridades genéticas em vias relevantes
para o desenvolvimento do tumor musculo invasivo em humanos (WILLIAMS; LEE;
THEODORESCU, 2008). O tempo de indugcdo do cancer de bexiga pela BBN em
camundongos e ratos varia de 8 a 24 semanas (PARADA et al.,, 2009, 2011;

SERENO et al., 2010, ROCKENBACH et al., 2014).
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1.2.2 Modelo de implante de tumor xenografico em camundongos
imunossuprimidos (nude mice)

A linhagem de cancer de bexiga com a qual o nosso grupo de pesquisa
trabalha é de origem humana e por isso ndo permite o uso de modelo de implante
ortotopico, no qual a linhagem celular da mesma espécie é implantada no tecido
animal correspondente. Dessa forma, para possibilitar o estudo de crescimento
tumoral destas células in vivo faz-se necessario o uso do modelo de implante de
tumor xenografico no qual as células suspensas em veiculo apropriado (meio de
cultura com ou sem adicdo de matrigel) sdo injetadas no flanco dorsal de
camundogos imunossuprimidos (nude). Os animais nude tém seu sistema imune
suprimido, permitindo o desenvolvimento do tumor de células de espécie diferente

sem o combate pelo sistema imune.

1.3 Sistema purinérgico

As purinas e pirimidinas extracelulares sdo moléculas sinalizadoras que
apresentam diversos efeitos sobre muitos processos biolégicos, incluindo
neurotransmissao, contragao muscular, secregao, resposta imunoldgica, inflamacéo,
agregacao plaquetaria, dor, modulagdo da funcédo cardiaca, ciclo, diferenciacédo e
morte celular, entre outros (BURNSTOCK, 2004; SHABBIR; BURNSTOCK, 2009).
Os eventos induzidos por nucleotideos extracelulares ocorrem via purinoreceptores
e sao controlados pela acdo de ecto-enzimas.

Os purinoreceptores sao divididos em duas classes: P1 e P2 (RALEVIC;
BURNSTOCK, 1998). Os receptores P1 sao sensiveis a adenosina, sendo
subdivididos em A1, Aza, Agp € A3, todos acoplados a proteina G, estao ligados a vias
de sinalizacdo intracelulares que desempenham importantes papéis na
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sobrevivéncia das células (ZIMMERMANN, 2006). Os receptores do tipo P2 tém
grande preferéncia por nucleosideos di- e trifosfatados, como ATP e ADP
(adenosina tri- e difosfato), e sdo subdivididos em P2X (ionotrépicos) e P2Y
(metabotrépicos) (WHITE; BURNSTOCK, 2006). Sao conhecidos sete subtipos de
receptores P2Y (P2X1 2, 4,6, 11, 12, 13 ¢ 14) Que sdo sensibilizados por ATP, ADP e mais
alguns nucleotideos (FERRARI et al., 2015; WHITE; BURNSTOCK, 2006).

As ectonucleotidases sao responsaveis pela hidrolise dos nucleotideos até
seus respectivos nucleosideos, constituindo uma cascata enzimatica altamente
eficiente, sdo responsaveis pelo controle da concentragao e do tempo em que essas
moléculas sinalizadoras permanecem no meio extracelular estimulando seus
receptores (ZIMMERMANN, 2000). Essas enzimas podem variar consideravelmente
sobre diversos aspectos, mas todas elas apresentam 5 sequéncias conservadas,
denominadas de “regides conservadas da apirase” (ACRs). E devido a presenca das
ACRs que ha semelhangca dessas enzimas em suas atividades cataliticas
(ZIMMERMANN, 2000). Além disso, elas fazem uso de cations divalentes como ca*
ou Mg?* e pH alcalino (7,5 — 8,0) para atingirem sua atividade maxima (YEGUTKIN,
2008).

A familia das ectonucleotidases ¢é composta pelas E-NTPDases
(ectonucleosideo trifosfato difosfoidrolases), E-NPPs (ectonucleotideo
pirofosfatase/fosfodiesterases), ecto-fosfatases alcalinas e pela ecto-5"-nucleotidase
(ecto-5’-NT/CD73) (YEGUTKIN, 2008). Um trabalho prévio do nosso grupo mostrou
que nas nossas condigdes de ensaio e linhagens de cancer de bexiga humanas

utilizadas (T24 e RT4) apenas as seguintes enzimas purinérgicas estdo envolvidas
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na cascata de hidrdlise extracelular do ATP (figura 5): NTPDase3 e ecto-5-NT/CD73

(STELLA et al., 2010).

AP AI@ IPr:D Ade

Meio extracelular

b ‘.fDD:DMP

Meio intracelular
1. E-NTPDase ATP - ADP + P;; ADP - AMP + P;
2. Ecto-5'-nucleotidase AMP - adenosina + P;

Figura 5. Sistema de hidrolise dos nucleotideos da adenina estudado no
cancer de bexiga. O ATP e o ADP s&o hidrolisados por E-NTPDases gerando AMP,
que por fim é hidrolisado até adenosina pela agéo da ecto-5"-nucleotidase (Adaptado
de Yegutkin, 2008).

1.3.1 As NTPDases/ NTPDase3

As E-NTPDases sao ectonucleotidases que hidrolisam nucleosideos di- e
trifosfatados. Sdo conhecidos oito membros dessa familia, as NTPDases 1-8 que se
diferenciam pela localizagéo e especificidade para os substratos (ATP, ADP, UTP e

UDP) (AL-RASHIDA; IQBAL, 2014; ZIMMERMANN, 2006).

As NTPDases 1-3 e 8 se encontram ancoradas na membrana plasmatica por
dois dominios hidrofébicos e tém o sitio catalitico voltado para o meio extracelular, ja
as demais, NTPDases 4-7, apresentam-se associadas a organelas intracelulares
(AL-RASHIDA; IQBAL, 2014). A NTPDase1 (CD39) hidrolisa o ATP praticamente

direto a AMP, sem acumulo de ADP; A NTPDase 2 hidrolisa muito mais o ATP do
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que ADP, acumulando ADP transitoriamente; As NTPDases 3 e 8 também
apresentam uma taxa de hidrélise de ATP maior que de ADP, com uma razao de
hidrolise ATP:ADP intermediaria entre as NTPDases 1 e 2 (AL-RASHIDA; IQBAL,
2014).

Um importante estudo com bexiga de camundongos mostrou que neste tecido
ha expressao das NTPDases 1, 2 e 3. A NTPDase1 é expressa no musculo detrusor
e nos vasos sanguineos. A NTPDase2 é expressa por células da lamina propria e
células que rodeiam e se intercalam entre os feixes musculares e a NTPDase 3 € a
Unica expressa no urotélio (YU; ROBSON; HILL, 2011). Esta informagao concorda
com os dados que mostram que a NTPDase3 é a unica NTPDase de membrana
plasmatica expressa na linhagem humana de carcinoma de bexiga de grau 1, RT4 e
ndo é expressa em uma linhagem também humana de grau 3, T24 (STELLA et al.,
2010).

Na bexiga, a NTPDase3 expressa pelas células uroteliais basais e ndo pelas
células “umbrella”, esta envolvida na sinalizagdo autdcrina e paracrina do ATP e
explica diferente cinética do ATP nas superficies luminal e serosa desta camada
(YU; ROBSON; HILL, 2011). A NTPDase3 ¢é também expressa em células
hipotalamicas e pituitarias (HE et al., 2005), linfocitos (VUADEN et al., 2007), no
plasma humano (JIANG et al., 2014), astrocitos (BRISEVAC et al., 2013) e regula a
secrecao de insulina pelas células B—pancreaticas (SYED et al., 2013). Além do que
ja foi descrito por Stella et al., 2010, até o presente trabalho ndo ha outras

evidéncias do envolvimento da NTPDase3 com cancer.
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1.3.2 A ecto-5"-nucleotidase

A ecto-5-NT/CD73 se encontra ancorada a membrana plasmatica por residuo
C-terminal de glicosilfosfatidilinositol (GPI), e € a ectonucleotidase responsavel pela
hidrélise de nucleosideos monofosfatados, principalmente AMP a adenosina, sendo
a principal fonte de adenosina no meio extracelular (ZIMMERMANN, 1992, 2000,
2006). Na membrana plasmatica esta enzima estd co-localizada com os
microdominios de membrana (BIANCHI; SPYCHALA, 2003) e também pode ser
encontrada em sua forma soluvel no citosol ou no meio extracelular (resultado da
hidrolise da ligacao GPI que a ancora a membrana por acédo de fosfolipase C e D
GPI especificas) (AL-RASHIDA; IQBAL, 2014). Ela apresenta maxima atividade
catalitica na presenca de M92+, além de ser considerada uma metalo-enzima ja que
apresenta atomos de zinco, e outros metais divalentes, fortemente ligados a sua
estrutura. Os nucleotideos ATP, ADP e o APCP (adenosina 5'-[ a, B- metileno
difosfato]) s&o inibidores competitivos altamente eficientes dessa enzima
(ZIMMERMANN, 1992, 2000, 2006)

A ecto-5-NT/CD73 é também denominada como CD73 por ser altamente
expressa por linfécitos B e T, constituindo um marcador de maturagdo para essas
células (YEGUTKIN, 2008).

Esta enzima é expressa em uma variedade de tecidos, com expressao
abundante no colon, coragdo, pulmao, cérebro, rim e figado onde seu papel
fisiolégico principal parece ser a regulagdo da cascata de sinalizagdo purinérgica
(YEGUTKIN, 2008), gerando adenosina que possui uma variedade de fungdes
fisiolégicas como vasodilatagdo, inibicdo da liberagdo de neurotransmissores,
inibicdo das respostas imune e inflamatéria, relaxamento do musculo liso

(SPYCHALA, 2000; YU et al., 2006).
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1.3.2.1 Ecto-5-NT/CD73 e cancer

A ecto-5’-NT/CD73 é altamente expressa na maioria dos tumores sodlidos
sendo que seu nivel de expressdo esta associado com a neovascularizagio,
invasividade e metastases (SPYCHALA, 2000; STAGG et al., 2010; ZHANG, 2012;
ZHI et al., 2007). O aumento da sua expressao foi descrito para diversos canceres e
0 nivel de sua atividade enzimatica demonstra uma elevada correlagdo com a
localizacdo e o grau do tumor (SPYCHALA, 2000). Por exemplo, o aumento da
expressao da ecto-5’-NT/CD73 indica maior grau de invasividade e capacidade
metastatica em melanomas e tumores de mama (SADEJ; SPYCHALA,
SKLADANOWSKI, 2006; WANG et al.,, 2008), tem valor de prognédstico para
pacientes com cancer de célon e tem sido sugerida como diagndstico de apoio em
carcinomas papilares de tiredide (ZHANG, 2012).

Além disso, a ecto-5-NT/CD73 apresenta outras fungdes independentes da
sua atividade enzimatica, estando envolvida nas interagcdes célula-célula e célula
matriz, adesédo e migragao celular (WANG et al., 2008; ZHANG, 2012; ZHOU et al.,
2007) bem nos mecanismos de resisténcia a drogas (UJHAZY et al., 1996). Assim,
seu papel na promocédo do crescimento tumoral e de metastases parece envolver
tanto sua funcédo enzimatica como de proteina de adeséao.

Ligado a sua atividade enzimatica e a ativacdo dos receptores Apn esta
proteina tem demonstrado papel imunossupressor, participando do mecanismo de
escape do tumor a resposta imune (ZHANG, 2012).

Dessa forma, essa proteina tem sido bastante estudada e descrita como uma
molécula importante na progressdo do céancer, demonstrando envolvimento no

controle do crescimento celular, maturagédo, diferenciagdo, promog¢éo tumoral
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incluindo a promogédo dos processos de adesdo, migragao, invasdo e mestatases
(BAVARESCO et al., 2008; SPYCHALA, 2000; WANG et al., 2008; ZHANG, 2012).
Contudo, apesar da intensa descricido desta enzima como fator de
malignidade para diversos tipos de cancer, os resultados da alteracdo da sua
expressao e atividade devem ser investigados de acordo com cada tipo de cancer e
tratamento uma vez que trabalhos mostram a ligacdo desta enzima com progndstico
favoravel de meduloblastomas (CAPPELLARI et al., 2012) e de pacientes com CB-
NMI (WETTSTEIN et al., 2015). E ainda porque foi demonstrado o aumento da sua
expressdo com a diminuicdo de linfcitos pré-tumorais em glioma (FIGUEIRO et al.,

2016).

1.3.3 O sistema purinérgico e o reflexo de micturagao

Na bexiga, o sistema purinérgico tem um papel essencial: a contragdo e o
relaxamento muscular durante os ciclos miccionais, ja demonstrado em
camundongos (YU; ROBSON; HILL, 2011). Para iniciar a miccado 0s nervos
parassimpaticos liberam ATP estimulando a contracdo do musculo liso da bexiga via
receptor P2Xy. A NTPDase1 converte rapidamente o ATP a AMP que é entdo
hidrolisado a adenosina pela ecto-5’-NT/CD73 cessando o efeito do ATP sobre os
recptores P2X1 e faciltando o relaxamento muscular via receptores Az da
adenosina. Assim, o ATP é considerado um “efetor duplo” porque € responsavel
tanto pela fase de contragcdo quanto via NTPDase1/ecto-5-NT/CD73 pela fase de

relaxamento muscular do reflexo de micturacéo (YU; ROBSON; HILL, 2011).
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1.4 A relagao entre o cancer de bexiga e o sistema purinérgico

Os tratamentos atualmente utilizados para combater o cancer de bexiga nao
sdo suficientemente efetivos, permitindo os diversos casos de recorréncia,
progressao do tumor e/ou morte do paciente (“Diretrizes AMB”, 2016; JACOBS; LEE;
MONTIE, 2010; SCHWARZER et al.,, 2010). Além disso, muitos tratamentos
apresentam diversos efeitos adversos porque atingem também as células sadias.
Nesse sentido, vale lembrar que o cancer surge de uma célula normal que sofreu
diversas transformacgdes adquirindo caracteristicas de resisténcia a morte e alta taxa
proliferativa, de forma que, proteinas ou rotas alteradas que diferem entre as células
sadias e as do cancer sao alvos terapéuticos promissores, cuja identificagdo € de
extrema importancia. Somado a isso, diversos estudos tém revelado o envolvimento
do sistema purinérgico na tumorigénese da bexiga (BURNSTOCK, 2011; SHABBIR;
BURNSTOCK, 2009).

No &mbito das ectonucleotidases, ha evidéncias de alteracdes em duas delas
na progressdo do cancer de bexiga: a NTPDase3 e a ecto-5-NT/CD73. O urotélio
normal dos camundongos expressa a NTPDase3 (YU; ROBSON; HILL, 2011), que é
expressa em linhagem de cancer de bexiga de grau 1 (RT4), representativo de um
tumor menos invasivo, mas ndo em linhagem de grau 3 (T24), representativo de um
tumor mais maligno (STELLA et al., 2010). J&a a ecto-5'-NT/CD73, n&o € expressa no
urotélio normal de camundongos (YU; ROBSON; HILL, 2011) e tem baixa atividade
em linhagem de cancer de bexiga de grau 1 (RT4) em comparagéo a linhagem de
grau 3 (T24) (STELLA et al., 2010), o que evidencia a possivel participacao desta
proteina na progressao do cancer de bexiga. Além disso, um estudo prévio do nosso
laboratério demonstrou que inibidores dessa enzima, como a quercetina, podem ser

bons candidatos para o desenvolvimento de novos tratamentos (ROCKENBACH et

23



al., 2013). Logo, a possivel perda da expressao da NTPDase 3 e ganho da ecto-5’-
NT/CD73, podem ser alteragbes importantes da sinalizagdo purinérgica para

progressdo do cancer de bexiga e merecem ser melhor investigadas.
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2. OBJETIVO

O objetivo geral desta tese foi investigar o envolvimento da NTPDase3 e da

ecto-5'-NT/CD73 na progressao e malignidade do cancer de bexiga.

2.1 Objetivos especificos
Esta tese sera apresentada em trés capitulos que visaram atingir os seguintes

objetivos:

Capitulo I:
- Investigar a expresséo das enzimas NTPDase3 e ecto-5-nucleotidase/CD73
durante a progressao do estabelecimento do cancer de bexiga induzido por BBN em

camundongos.

Capitulo II:
- Padronizar a indugdo do cancer de bexiga em ratos e investigar as
alteracdes que ocorrem na hidrélise dos nucleotideos com a transformacgao maligna

do urotélio.

Capitulo llI:

- Investigar o efeito da super-expressdo da NTPDase3 e do silenciamento da

ecto-5’-nucleotidase/CD73 no crescimento tumoral in vitro e in vivo.
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3. CAPITULO |

NTPDase3 and ecto-5’-nucleotidase/CD73 are differentially expressed during
mouse bladder cancer progression

Artigo publicado na revista Purinergic Signaling.
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4. CAPITULO II
Caracterizagdo das atividades das ectonucleotidases por histoquimica em
modelo de céancer de bexiga induzido por N-butil-N-(4-hidroxibutil)-nitrosamina
em ratos

Apos verificar a inversao da imunofluorescéncia da NTPDase3 e da ecto-5'-
NT/CD73 no cancer de bexiga induzido por N-butil-N-(4-hidroxibutil)-nitrosamina
(BBN) em camundongos em relagéo ao tecido sadio (ROCKENBACH et al., 2014)(
Capitulo 1), o préximo passo foi investigar se a atividade dessa proteinas
acompanha essas alteragdes. A literatura mostra que indugdo do cancer de bexiga
pela BBN em ratos requer menos tempo e resulta em tumores mais proeminentes
(PARADA et al., 2009, 2011; SERENO et al., 2010). Dessa forma, a fim de otimizar a
metodologia também objetivamos padronizar o método de indugdo de céancer de

bexiga por BBN em ratos.
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5. CAPITULO llI

Efeito da super-expressao da NTPDase3 e do silenciamento da ecto-5’-
nucleotidase/CD73 no crescimento do cancer de bexiga in vitro e in vivo.

Uma vez que o envolvimento da NTPDase3 e da ecto-5-nucleotidase/CD73
na progressao do cancer de bexiga foi evidenciado devido a alteragao da expressao
e da atividade dessas enzimas in vitro (Stella et al., 2010) e in vivo (Capitulos 1 e 2),
a importancia dessas enzimas para o crescimento e progressao do carcinoma
urotelial foi também investigada. Esta investigagao foi feita através da construgéo de
linhagens T24 super-expressando a NTPDase3 ou com a ecto-5-nucleotidase/CD73
silenciada, isto é, a partir de uma linhagem maligna proveniente de um tumor de
grau 4 foram obtidas células com o perfil das enzimas purinérgicas do tecido

saudavel.
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6. DISCUSSAO

O cancer de bexiga € a segunda neoplasia urogenital mais comum, (MORI et
al., 2009; SHABBIR et al., 2008; SWELLAM et al., 2003) atinge mais os homens e
esta relacionada principalmente com o fumo (JACOBS; LEE; MONTIE, 2010) e a
idade. Apesar de possuir tratamento, este tipo de tumor continua sendo amplamente
estudado devido aos muitos casos de recorréncia e progressao tumoral (“American
Cancer Society”, [s.d.]; DOZMOROV et al., 2006; JACOBS; LEE; MONTIE, 2010; MA
et al., 2006; SHABBIR et al., 2008). Atualmente, o tratamento mais efetivo para tratar
carcinomas de bexiga in situ é a instilagdo intravesical de BCG, contudo, em
aproximadamente 20 a 40% dos pacientes os tumores recorrem (JACOBS; LEE;
MONTIE, 2010). Além disso, a instilacado de BCG tem efeitos adversos como dor
vesical, hematuria, febre, sendo que o mais comum é cistite e 0 mais grave a sepse
(JACOBS; LEE; MONTIE, 2010). A quimioterapia é utilizada como tratamento
adjuvante, junto a cistectomia radical ou radioterapia, para o tratamento de tumores
de bexiga de maior grau de malignidade. Ela consiste em injetar a droga que fica
sistematicamente disponivel e entdo pode atingir e matar as células tumorais.
Contudo, a maioria das drogas é toxica tanto para o tumor quanto para as células
normais, por isso causa tantos efeitos adversos nos pacientes (LOPEZ-LAZARO,
2010). Portanto, as investigacdes correntes visam tratamentos mais efetivos em
evitar os casos de recorréncia e progressdo tumoral e cujos alvos terapéuticos
sejam exclusivos das células tumorais, minimizando os efeitos adversos.

No que diz respeito a possiveis novos alvos terapéuticos, o sistema
purinérgico tem sido descrito por estar envolvido no processo de progressao de

diversos tipos de cancer (BRAGANHOL et al., 2009; STAGG et al., 2010; WHITE;
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BURNSTOCK, 2006), inclusive o cancer de bexiga (BURNSTOCK, 2011; SHABBIR;
BURNSTOCK, 2009; STELLA et al., 2010). Nosso grupo mostrou que na progressao
do cancer de bexiga in vitro hd uma inversdo na atividade de hidrolise dos
nucleotideos, onde, em uma linhagem de tumor de grau 1 ha uma alta hidrdlise de
nucleotideos di- e trifosfatados, pela NTPDase3, e a hidrélise dos nucleotideos
monofosfatados é baixa; enquanto na linhagem T24, de grau 3, ha baixa hidrdlise de
nucleotideos di- e trifosfatados e em contraste ha uma alta atividade da ecto-5'-
NT/CD73 (STELLA et al., 2010). Esses resultados ja demonstravam uma possivel
associacdo dessas enzimas com a malignidade do tumor de bexiga, e foram
fortalecidos pelo trabalho de Yu, et al., 2011, que mostrou que o urotélio sadio de
camundongos expressa a NTPDase3 e ndo expressa a ecto-5-NT/CD73,
justificando a investigagao do envolvimento dessas duas proteinas na progressao e
malignidade do cancer de bexiga.

O primeiro passo desse trabalho foi investigar a expressdo das enzimas
NTPDase3 e ecto-5-NT/CD73 durante o estabelecimento e a progressao do cancer
de bexiga induzido por N-butil-N-(4-hidroxibutil)-nitrosamina (BBN) em camundongos
(Capitulo 1). Os resultados mostraram que, apés 4 e 8 semanas de ingestao, as
alteracdes celulares induzidas pela BBN, séo caracteristicas histopatologicas tipicas
de quadro inflamatério, com forte edema na submucosa e algumas lesdes pré-
neoplasicas (Capitulo 1/ “Table 1”). Além disso, o peso umido das bexigas foi
significativamente maior nos camundongos que receberam BBN por 4 e 8 semanas
(Capitulo 1/ “Figure 1”), o que esta de acordo com o forte edema observado na
bexiga desses animais por coloragao de HE (Capitulo 1/ “Figure 27).

Apds 12 semanas e principalmente apds 18 semanas, pode-se observar uma

progressiva diminuicdo do quadro inflamatdrio, ao mesmo tempo, que aumentam as
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transformacdes malignas das células uroteliais. Finalmente, em 24 semanas as
bexigas dos camundongos apresentaram apenas caracteristicas de carcinoma de
células transicionais (Capitulo 1/ “Table 1”). Essa seqUéncia de altera¢gdes concorda
com dados da literatura nos quais é bem estabelecido que a administragcao por longo
tempo de compostos carcinogénicos leva a uma série de mudancas proliferativas na
mucosa da bexiga antes do desenvolvimento de um tumor invasivo (COHEN et al.,
1976; ITO, 1976; OYASU et al.,, 1978). Primeiro ocorre hiperplasia seguida de
hiperplasia papilar e/ou nodular e entao carcinoma invasivo (OYASU et al., 1978).

Conforme suscitado pela literatura, a NTPDase3 expressa nas células do
urotélio sadio (YU; ROBSON; HILL, 2011) e na linhagem de cancer de bexiga de
grau 1 de malignidade (RT4) (STELLA et al., 2010), tem sua expressao diminuida ao
longo do processo de estabelecimento do céncer de bexiga in vivo (Capitulo1/
“Figure 3”). Pouco é conhecido a respeito do papel da NTPDase3 no cancer, no caso
do carcinoma urotelial de bexiga, a auséncia da unica NTPDase expressa pelo
urotélio normal pode estar relacionada a desregulacdo dos niveis extracelulares dos
nucleotideos ATP e ADP. Uma vez que o ATP é responsavel pelo reflexo de
micturagdo (YU; ROBSON; HILL, 2011), a auséncia da NTPDase3 pode levar ao
acumulo deste nucleotideo o que pode estar relacionado a urgéncia miccional, um
dos possiveis sintomas desta malignidade (SILVA-RAMOS et al., 2015). Esses
achados sugerem novas perspectivas, entretanto, mais estudos sdo necessarios
para confirmar essa hipotese .

Também de acordo com a literatura, a ecto-5-NT/CD73 que ndo é expressa
no urotélio sadio (YU; ROBSON; HILL, 2011), mas é expressa em linhagens de
cancer de bexiga (STELLA et al., 2010), é expressa no urotélio inflamado e tem sua

expressao significativamente aumentada no urotélio canceroso in vivo (Capitulo1/
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“Figura 4”). O aumento da expressao da ecto-5’-NT/CD73 nao é exclusivo do cancer
de bexiga, ja foi mostrado em outros tipos de cancer como: mama, glioma e
melanoma (BAVARESCO et al., 2008; MUNOZ et al., 2010; SPYCHALA, 2000),
evidenciando sua possivel ligagdo com o processo de transformacgado neoplasica. A
auséncia de expressao da ecto-5’-NT/CD73 no urotélio sadio e em contrapartida sua
alta expresséo no tecido tumoral a converte em um potente alvo terapéutico.

Verificada a inversdo no imunoconteudo da NTPDase3 e da ecto-5-NT/CD73
no cancer de bexiga induzido por BBN em camundongos em relagcido ao tecido sadio
(ROCKENBACH et al., 2014) (Capitulo 1), o proximo passo foi padronizar o método
de indugdo de cancer de bexiga por BBN em ratos e investigar se a atividade
enzimatica dessas proteinas acompanhava essas alteragdes (Capitulo 2).

A toxicidade da BBN se limita ao urotélio e mimetiza o que acontece no
cancer de bexiga humano, o acumulo de um carcinégeno por tempo prolongado que
induz alteragdes celulares até culminar no desenvolvimento do cancer (COHEN et
al., 1976; ITO, 1976; OYASU et al., 1978). De acordo com essa toxicidade limitada,
no estabelecimento do cancer de bexiga de ratos, observamos que n&o houve
diferenca entre o peso corporal dos animais que receberam BBN e o dos animais
controle (Capitulo 2/ Figura 8). O peso umido da bexiga costuma ser uma medida de
edema (DIETRICH et al., 2015) quando se trata de inflamagéo, nés mostramos que
esta medida foi significativamente maior para os ratos que receberam BBN por 24
semanas em relagdo aos animais controle (Capitulo 2/ Figura 9) e isso,
provavelmente, se deve a presenga dos tumores papilares.

Varios artigos cientificos mostram a indugdo do cancer de bexiga em ratos
ap6s 12 semanas de consumo de BBN 0,05%, em nosso estudo, apds 12 semanas

observamos apenas caracteristicas de inflamacao, e somente apés 16 semanas
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observamos o inicio de transformacbes neoplasicas (Capitulo 2/ Figura 7). O
aparecimento de tumores papilares proeminentes foi observado somente apés 24
semanas (Capitulo 2/ Figura 10). Apesar de mais tardia a indugdo do cancer de
bexiga pela adigdo de BBN a agua de beber dos animais foi 100% efetiva, tanto em
ratos como em camundongos (Capitulo 1), o que representa uma vantagem frente a
outras metodologias de administragcdo, como a instilacdo intravesical de N-metil-N-
nitrosureia, que além de mais invasiva € menos efetiva (REIS et al., 2015).

A analise histopatologica das bexigas extraidas apds 24 semanas de inducéo,
apresentou caracteristicas de cancer de bexiga, como perda das células “umbrella”,
metaplasia escamosa, nucleos atipicos, erosao e perda de coesdo entre as células e
infiltrado inflamatdrio intratumoral (Capitulo 2/ Figuras 10 e 11,Tabela 3).

A proteina Ki67 é uma proteina nuclear (ndo histona) que esta presente
exclusivamente na fase ativa da célula e cuja expressao esta estritamente
relacionada ao ciclo celular, estando aumentada durante as fases G2, M e na ultima
metade da fase S (TAN et al.,, 2005). Esta proteina é usada como marcador de
proliferacao celular e vem sendo associada com mau prognéstico em individuos com
cancer de bexiga, cérebro, mama, rim, pulmao, entre outros (JOHANNESSEN;
TORP, 2006; KANKURI et al., 2006; KILICLI-CAMUR et al., 2002; MUNSTEDT; VON
GEORGI; FRANKE, 2004; SHIBA et al., 2000; STUART-HARRIS et al., 2008). A
malignidade do tumor induzido com BBN €& comprovada pela marcacgao
intensamente positiva para Ki67 na bexiga dos animais com carcinoma, comparada
aos animais controle (Capitulo 2/ Figura 13).

Os resultados da determinagao da atividade de NTPDase3 diretamente em
fatias de tecido mostrou que a hidrélise de ATP e ADP é maior no urotélio da bexiga

dos animais controle do que no urotélio canceroso, € € maior para o ATP do que
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para o ADP (Capitulo 2/ Figura 14). Estes dados estdo plenamente de acordo com a
enzima responsavel por essa hidrolise, a NTPDase3, que hidrolisa mais ATP do que
ADP, e cuja expressao diminui com a progressado do cancer (ROCKENBACH et al.,
2014) (Capitulo 1). A forte hidrolise desses nucleotideos observada no musculo e
nos vasos deve-se a presenca da NTPDase1 nessas estruturas, e a NTPDase2 na
lamina propria (YU; ROBSON; HILL, 2011). Entretanto, a mesma metodologia nao
pode ser utilizada para a avaliagcao da atividade de hidrélise do AMP (Capitulo 2). Na
tentativa de resolver esse problema, fizemos duas modificagdes na técnica,
aumentamos a concentracdo de substrato para 2mM e tempo para 45 minutos.
Mesmo assim, a coloracao resultante nao foi intensa o suficiente, evidenciando uma
possivel instabilidade ou alteracao estrutural da proteina que pode ter sido causada
pelo processo de congelamento/descongelamento. Dessa forma, para a hidrdlise do
AMP precisamos tentar outras alteragcdes nas condi¢des de ensaio.

A acdo enzimatica da NTPDase3 e da ecto-5-NT/CD73 resultam,
respectivamente, na hidrélise do ATP e na producdo de adenosina, que tem
atividade imunossupressora. A inflamacdo age em todos os estagios da
tumorigénese, nos estagios iniciais cria um microambiente que favorece mutagdes,
instabilidade genémica e modificagdes epigenéticas; enquanto na progressao do
cancer estimula a angiogénese, escape imune e o crescimento tumoral
(COUSSENS; WERB, 2002; GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010). O ATP e a
adenosina participam dessa sinalizacao inflamatéria (BOURS et al., 2006). O ATP
tem sido descrito como uma molécula proé-inflamatéria que atua como um sinal
quimiotatico para fagdcitos (SAVE; PERSSON, 2010; STAGG; SMYTH, 2010),
enquanto a adenosina tem um papel imunossupressor por inibir as respostas imunes

inatas e a adaptativas (STAGG; SMYTH, 2010). A participacédo da expressao
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alterada das ectonucleotidases ja foi descrita e relacionada com a modulagao das
células imune que contribui com a progressado do cancer em gliomas (BERGAMIN
et al., 2012); cancer cerebral agressivo que tem um padrdo de atividade
ATP/ADP/AMPase semelhante ao cancer de bexiga. No glioma o perfil de
metabolismo dos nucleotideos favorece o acumulo de ATP e adenosina no intersticio
tumoral, assim, enquanto o ATP é capaz de induzir a morte das células sadias que
circundam o tumor, proliferagdo tumoral, e recrutamento de células imune, a
adenosina € responsavel pela angiogénese e imunossupressdo (BERGAMIN et al.,
2012). No cancer de bexiga este mesmo acumulo de ATP e adenosina deve ocorrer
a medida que, conforme mostrado neste estudo, ha diminuicdo da expressao e
atividade da NTPDase3 e aumento da expressao da ecto-5-NT/CD73. Embora a
atividade antitumoral da BCG seja devida a estimulagdo da resposta imune aguda
local e recrutamento de neutréfilos (LEE et al., 2009), a presenca do ATP e da
adenosina pode ser importante na criagdo das condigbes inflamatdrias crbnicas
observadas no microambiente tumoral, as quais suprimem a resposta imune. Esta
hipétese é reforgada pela crescente presenga de células imunes no urotélio durante
o tratamento com BBN. Além disso, a presenga massiva de macréfagos associados
ao tumor nos estagios clinicos tardios de pacientes com cancer de bexiga (ZHANG
et al., 2012) e a associagao entre infiltrado linfocitico tumoral e a recorréncia do
cancer de bexiga ndo musculo invasivo (KRPINA et al., 2012) sugere a relagao entre
o processo inflamatdrio cronico e a progressao tumoral.

Além disso, ambos, ATP e adenosina tém sido extensivamente descritos por
participarem na sinalizagdo de processos fisiopatolégicos na bexiga (BURNSTOCK,
2013; KUMAR; CHAPPLE; CHESS-WILLIAMS, 2004; MUNOZ et al., 2010; WANG et

al., 2005; YU et al., 2006; YU; ROBSON; HILL, 2011). O urotélio é sitio de liberagao
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de ATP (KUMAR; CHAPPLE; CHESS-WILLIAMS, 2004; MUNOZ et al., 2010; YU;
ROBSON; HILL, 2011) e também de biosintese de adenosina, e ambos, ATP e
adenosina, atuam na exocitose nas células “umbrella” (WANG et al., 2005; YU et al.,
2006) que é o mecanismo pelo qual estas células aumentam sua superficie luminal
quando a bexiga se distende pelo conteudo urinario aumentado. Para aumentarem
sua superficie luminal, vesiculas citoplasmaticas discoidias/fusiformes fundem com a
membrana plasmatica apical (TRUSCHEL et al., 2002). O ATP liberado pelo urotélio
€ também responsavel pelo reflexo de micturagao, através dos receptores P2X3 das
fibras nervosas subepiteliais (FORD; COCKAYNE, 2011). Entdo, embora precisem
ser melhor elucidados, nossos resultados sugerem que as mudangas na expressao
e atividade da NTPDase3 e da ecto-5-NT/CD73 que ocorrem com a transformacéao
maligna das células uroteliais, acabariam por perturbar a sinalizagdo dos
nucleotideos na bexiga e consequentemente afetar suas fungdes.

As células de cancer de bexiga nao hidrolisam o ATP de forma eficaz devido
a auséncia ou diminuicdo da expressdo e atividade da NTPDase3 em sua
membrana plasmatica, assim, no microambiente tumoral ha um acumulo de ATP. O
ATP é capaz de induzir a morte das células sadias que circundam o tumor,
proliferacdo tumoral, e recrutamento de células imune (BERGAMIN et al., 2012).
Além disso, na periferia do tumor esse ATP também pode ser eficazmente
hidrolisado até AMP pelas células normais adjacentes que expressam a NTPDase3,
mas que por nao expressarem a ecto-5-NT/CD73 nao sdo capazes de hidrolisar o
AMP (YU; ROBSON; HILL, 2011). Este AMP gerado na interface tecido-tumor, se
nao hidrolisado, é toxico para as células tumorais (ROCKENBACH et al., 2013), mas
a expressao da ecto-5-nucleotidase nas células de carcinoma de bexiga as torna

capazes de hidrolisar o AMP até adenosina, funcionando como mecanismo de
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“protecao” para o tumor. Além disso, a adenosina poderia ser captada pelas células
tumorais e sequencialmente refosforilada até ATP, que é muito importante para
estas células devido ao seu alto gasto energético produto do seu metabolismo
acelerado e da sua alta taxa de proliferagdo, auxiliando na progressao tumoral.
Apesar da adenosina nao ter efeitos proliferativos sobre as linhagens humanas de
cancer de bexiga (ROCKENBACH et al., 2013), ela € amplamente descrita como
uma molécula que contribui para o crescimento de diversos tumores pelo seu papel
imunossupressivo (STAGG; SMYTH, 2010). A figura 29 resume essa sequéncia de
acontecimentos que culmina na ecto-5-NT/CD73 protegendo o tumor e auxiliando
na sua progressao através da adenosina.

Ecto-5'-NT

E:j’ P PROLIFERAGAO

ATP S Wapo\ TUMORAL
AMP \ v ADO ADO

AMP‘\/\ ADO
L , AMP - amp AmP \ ' |
! AMP .
Urotélio sadio Urotélio tumoral
adjacente ao
tumor

Figura 29. Modelo proposto para as fungdes enzimaticas de protegcao e
progressao tumoral da ecto-5-NT/CD73 em cancer de bexiga. As células
tumorais de bexiga possuem baixissima expressao e atividade de NTPDase3, o que
permite o acumulo de ATP no tumor. Na periferia do tumor, este ATP poderia levar
as células sadias a morte, mas as células sadias possuem alta expressido e
atividade de NTPDase3 convertendo eficasmente o ATP em AMP. Este AMP gerado
na interface tecido sadio/Tumor € toxico para as células transicionais cancerosas
cuja alta expressao e atividade de ecto-5-NT/CD73 serve como protegdo ao
converter AMP em ADO. Por fim, a adenosina gerada participa da promog¢ao da

proliferacéo e progressao tumorais.
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Para entender e a fim de melhor elucidar a importancia dessa inversao na
expressao e atividade das enzimas NTPDase3 e ecto-5-NT/CD73 na progressédo do
cancer de bexiga, novas ferramentas de trabalho foram construidas durante meu
estagio “sanduiche” no Laboratério do Dr. Jean Sévigny na Universidade de Laval,
em Québec, no Canada. Assim, células T24 super expressando a NTPDase3 e
células T24 silenciadas para ecto-5-NT/CD73 foram produzidas, e a selegcado de
diferentes clones foi realizada, os quais foram utilizados para avaliar a progressao
do cancer de bexiga em modelo in vitro e in vivo (Capitulo 3).

Primeiramente, a eficacia da superexpressao da NTPDase3 com o plasmideo
pcDNA3 contendo o gene de resisténcia a geneticina foi comprovada pela
caracterizacdo dos clones que mostraram aumento na expressdo da proteina na
membrana plasmatica das células acompanhado do aumento de cerca de 30 vezes
na atividade de hidrélise de ATP (Capitulo 3/ Figura 17). O crescimento em cultura
das células de cancer de bexiga T24 superexpressando a NTPDase3 foi mais lento
do que as células T24 selvagem (Capitulo 3/ Figura 21). Em especial o crescimento
do clone 94 mostrou-se significativamente mais lento (Capitulo 3/ Figura 21), o que
precisa ser melhor investigado para entendermos o quanto essa alteragdo é
resultado da maior expressdo da NTPDase3, que é caracteristica de célula urotelial
saudavel. Interessantemente, foi observado aumento da expressdo da ecto-5'-
NT/CD73 no clone 94 que superexpressa a NTPDase3, (Capitulo 3/ Figura 22). No
entanto, este aumento da expressao ndo se refletiu na atividade da ecto-5'-
NT/CD73, que permaneceu inalterada (Capitulo 3/ Figura 22), sugerindo uma
possivel ligagdo entre a regulagdo da expressao dessas duas enzimas ainda nao
mostrada na literatura. Esse aumento de expresséo precisa ser investigado, pois

pode refletir alteragdes nas fungdes que a ecto-5-NT/CD73 tem como proteina, por
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exemplo, na migragao e adeséao celular (WANG et al., 2008; ZHANG, 2012; ZHOU et
al., 2007).

O silenciamento da ecto-5'-NT/CD73 com o sistema CRISPR/Cas foi efetivo.
Este sistema descoberto como “sistema imune de bactérias” foi aperfeicoado para
atingir a melhor eficiéncia possivel em células humanas (HWANG et al., 2013; LIU et
al., 2015; RAN et al., 2013). A sua alta eficiéncia de transfecgdo deve-se a acao da
enzima Cas9, que por quebrar as duas fitas do DNA dificulta a agdo do sistema de
reparo, aumentando a probabilidade de delecdes e insercbes errbneas de
nucleotideos (LIU et al., 2015; RAN et al., 2013). Dois dos clones resultantes do
silenciamento da ecto-5'-NT/CD73 foram escolhidos: um com cerca de metade da
expressao e da atividade da enzima e um totalmente silenciado (Capitulo 3/ Figura
20). Este clone parcialmente silenciado deve-se provavelmente ao silenciamento de
somente um dos alelos da ecto-5-NT/CD73 no cromossomo 6, de forma que o outro
alelo é responsavel pela expressao remanescente da enzima ativa. O perfil de
expressao/atividade dos clones escolhidos representa uma importante ferramenta
experimental, estas células podem ser testadas frente a diferentes mecanismos e
quando produzirem respostas correspondentes ao grau de expressdo da enzima
ficara evidenciado a relagao direta da ecto-5-NT/CD73 com essa caracteristica.

O silenciamento da ecto-5-NT/CD73 nao alterou nem a expressdo nem tao
pouco a atividade da NTPDase3, mostrando que sua expressdo ndo regula a
expressao da enzima “up stream” (Capitulo 3/ Figura 23).

O tratamento dos diferentes clones com os principais sinalizadores
purinérgicos ATP, AMP e adenosina mostrou que ndo ha uma ligagdo entre a
superexpressdo da NTPDase3 e o silenciamento da ecto-5-nucleotidase com a

sensibilidade a estes tratamentos (Capitulo 3/ Figuras 24 e 25). A maior
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sensibilidade ao tratamento com adenosina 0,1 mM foi observada nas trés células
transfectadas, incluindo o vetor vazio, portanto, nado correlacionada com a
superexpressdo da NTPDase3 mas com o processo de transfeccdo. O potencial
antiproliferativo do ATP 1 mM esta de acordo com o estudo feito por Shabbir et al.,
2007, onde o ATP reduz o crescimento celular de maneira dose dependente pela
ativacao dos receptores P2Xs e P2Y44. O forte efeito antiproliferativo da adenosina 1
mM ainda ndo havia sido demonstrado, contudo, n&o surpreende uma vez que se
trata de uma concentracdo suprafisioldgica e a literatura mostra efeitos
antiproliferativos da ativagao de receptores P1 (KIM et al., 2010; STAGG; SMYTH,
2010).

Finalmente, observamos que nao houve diferenga significativa no crescimento
e no peso dos tumores produzidos pelos clones da ecto-5-NT/CD73 silenciada
inoculados no flanco dorsal de camundongos imunossuprimidos (Capitulo 3/ Figura
26). Porém, a avaliagdao do tamanho do tumor extraido, mostra uma tendéncia a
diminuicdo nos com menor expressdo da ecto-5-NT/CD73. Este dado é reforgado
pela provavel maior malignidade do tumor proveniente da linhagem T24 selvagem,
observada nas laminas coradas com HE, devido ao maior numero de células, a
maior coesdo entra as células e a maior quantidade de infiltrado inflamatdrio
(Capitulo 3/ Figura 27) e por fim pela maior taxa de proliferacdo mostrada na
marcacao com Ki67 (Capitulo 3/ Figura 28). Uma vez que estes resultados foram
obtidos a partir de um pequeno grupo amostral, devido a baixa disponibilidade deste
tipo de animal no UEA/HCPA, a repeticao da metodologia com aumento do numero
amostral sera necessaria para confirmar se a tendéncia a diminuigao dos tumores

esta relacionada com o silenciamento da ecto-5-NT/CD73.
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Além do envolvimento da ecto-5-NT/CD73 na progressdo tumoral devido a
sua atividade enzimatica de degradagcdo do AMP gerando adenosina e sua
participacdo no escape imune tumoral (STAGG; SMYTH, 2010), a relagao entre a
diminuicdo no tamanho dos tumores com a expressao desta proteina pode também
estar ligada as suas fungbes nado enzimaticas. Alguns trabalhos mostram que a
superexpressao da ecto-5-NT/CD73 promove invasdo, migracao, adesao e
metastase em células de cancer de mama humano (STAGG et al., 2010; ZHOU et
al., 2007), mostrando também maior invasdo e capacidade metastatica em
melanomas (SADEJ; SPYCHALA; SKLADANOWSKI, 2006; STAGG et al., 2011).
Ainda Mikhalov e colaboradores mostraram que a proteina ecto-5-NT/CD73
participa da multirresisténcia celular e protege linhagem de leucemia (Jurkat/ A4) da
morte apoptética induzida por TRAIL, “tumor necrosis factor-related apoptosis-
inducing ligand” (ligante indutor de apoptose relacionado a necrose tumoral)
(MIKHAILOV et al., 2008). No mesmo trabalho foi mostrado que células de leucemia
gue superexpressam a ecto-5’-NT/CD73 sao resistentes a morte induzida por TRAIL,
enquanto que o silenciamento desta proteina sensibiliza as células para este tipo de
morte. Este efeito da ecto-5-NT/CD73 é provavelmente devido a interagdo com o
receptor de TRAIL, o DR5, que esta co-localizado com esta enzima, e independe da
atividade de hidrélise do AMP (MIKHAILOV et al., 2008). O TRAIL é ligante indutor
de apoptose relacionado a necrose tumoral, sendo capaz de induzir seletivamente
as células de cancer a apoptose sem efeitos nas células sadias normais (SILVA et
al., 2014; WHITE-GILBERTSON et al., 2009). O TRAIL induz apoptose pela via
extrinseca por sua afinidade pelos receptores de morte DR4 e DR5 (SILVA et al.,
2014; WHITE-GILBERTSON et al., 2009). Além disso, ja foi demonstrado que a

liberagdo de TRAIL por neutrdfilos esta envolvida na agao antitumoral do BCG,
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tratamento padrado apos a ressecgéao transuretral do cancer de bexiga (LUDWIG et

al., 2004; SIMONS; O'DONNELL; GRIFFITH, 2008), de forma que tumores com alta

expressao da ecto-5-NT/CD73 sao provavelmente menos

tratamento com BCG (Figura 30).
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Figura 30. Modelo proposto para a funcdao nado enzimatica da ecto-5-

nucleotidase de protegcao e progressao tumoral em cancer de bexiga. Conforme

ja demonstrado para linhagem de leucemia, e parte do mecanismo de acio da

instilacdo intravesical de BCG, (A) os neutrofilos liberam TRAIL que liga no seu

receptor DR5 nas células de cancer levando essas células a morte apoptética. (B)

No entanto, quando ha alta expressao de ecto-5-NT/CD73, esta proteiina, por um

mecanismo independente de sua atividade enzimatica, leva ao escape da morte por

TRAIL por se associar e inativar o receptor DR5 contribuindo para a progressao

tumoral.
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Portanto, a diminuicdo da NTPDase3 é importante para a progressdo do
cancer por causar acumulo de ATP no microambiente tumoral, enquanto o aumento
da expressao da ecto-5-NT/CD73 contribui para malignidade tanto através do seu
papel enzimatico de gerar adenosina como pelas suas agcbes na promocgiao de
invasao, migracédo e por impedir a morte celular induzida por TRAIL.

Por fim, esta tese mostra em diferentes sistemas, in vitro e in vivo, que a
alteracdo tanto da expressao quanto da atividade das ectonucleotidases envolvidas
no cancer de bexiga, a NTPDase3 e a ecto-5-NT/CD73, esta provavelmente
vinculada a progressdo desta malignidade. Apesar de mais estudos serem
necessarios para compreender 0s mecanismos pelos quais estas enzimas
participam da malignidade do cancer de bexiga e se essas alteragdes sdo causa ou
consequéncia da transformagédo maligna do urotélio, a ecto-5-NT/CD73 se mostra

cada vez mais um importante novo alvo para futuros tratamentos dessa malignidade.
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7. CONCLUSOES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

A NTPDase3 tem sua expressdo e atividade diminuidas com o
estabelecimento e progressédo do cancer de bexiga;

A ecto-5-nucleotidase/CD73 passa a ser expressa durante a inflamacao do
urotélio e tem sua expressao significativamente aumentada no cancer de
bexiga;

O modelo de cancer de bexiga induzido por BBN em ratos foi padronizado
COm SUCesSo;

Como ja descrito na literatura para outros tipos de tumor, a expresséao da
ecto-5’-nucleotidase somente nas células uroteliais tumorais evidencia seu
envolvimento com a progressao do cancer de bexiga;

A superexpressado da NTPDase3 e o silenciamento da ecto-5-NT/CD73 foram
realizados com sucesso, constituindo novas ferramentas de trabalho para os
estudos com cancer de bexiga.

Apesar de necessitar de repeticdo para aumento do namero amostral, os
resultados parciais com o modelo xenografico mostram a relevancia da ecto-
5-NT/CD73 para o crescimento tumoral in vivo do carcinoma de células
transicionais da bexiga;

A ecto-5-NT/CD73 mostrou-se um promissor alvo terapéutico para o
tratamento do cancer de bexiga, principalmente por ser exclusivo das células

uroteliais malignas.
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8. PERSPECTIVAS

1) Fazer os ajustes necessarios para padronizagdo da técnica de histoquimica
enzimatica para avaliagao da atividade ecto-5’-NT/CD73 nas bexigas dos ratos com
cancer de bexiga induzido por BBN;

2) Investigar possiveis alteragbes na expressdo dos receptores purinérgicos nas
bexigas dos ratos com cancer de bexiga induzido por BBN;

3) Analisar a toxicidade de diferentes tratamentos como quercetina, resveratrol e
cisplatina nos clones com superexpressdo da NTPDase3 e nos clones com a ecto-
5-NT/CD73 silenciada;

4) Repetir os experimentos de inoculacdo das células silenciadas para ecto-5'-
NT/CD73 nos camundongos imunossuprimidos;

5) Inocular as células com superexpressdao de NTPDase3 nos camundongos
imunossuprimidos para melhor entender a importdncia dessa proteina na
malignidade do cancer de bexiga;

6) Investigar o possivel envolvimento da ecto-5-NT/CD73 na sensibilizacédo e
potencializacdo da morte apoptética induzida por TRAIL pela cisplatina e pela
curcumina, bem como demonstrar a efetividade da ecto-5-NT/CD73 como alvo

terapéutico para quimioterapias adjuvantes no tratamento de cancer de bexiga.
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