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RESUMO

O Céncer de mama é a neoplasia mais comum e a maior causa de mortalidade entre mulheres
em todo o mundo, tendo forte relacdo com a idade. Isso é de grande importancia, uma vez que
0 aumento da expectativa de vida da populacdo esta relacionado diretamente ao risco de (re)
aparecimento da doenca. Entretanto, a populacdo idosa é frequentemente excluida de estudos
clinicos e tem seus tratamentos baseados em dados obtidos da populagdo mais jovem, o que
acaba ndo sendo o ideal. A etiologia do cancer de mama é multifatorial, envolvendo fatores
enddcrinos e reprodutivos, ambientais e, em pequena propor¢ao, predisposicao familiar. A
gravidade dos tumores é definida através do seu tamanho, comprometimento nodal, presenca
de metéstases e expressdo de receptores hormonais (estrogénio e progesterona), receptores de
fator de crescimento epidérmico (HER?2), e a auséncia de todos eles, que configura o subtipo
de maior gravidade. O objetivo deste trabalho é analisar as caracteristicas moleculares dos
tumores nas pacientes idosas, avaliando a hidrolise dos nucleotideos ATP a ADP e ADP a AMP,
realizada pela enzima CD39, e AMP a adenosina, realizada pela CD73, como possiveis
biomarcadores progndsticos e/ou alvos terapéuticos, a fim de aprimorar os desfechos da doenca
nesse grupo de pacientes. Foram coletadas amostras de 24 pacientes idosas (> 60 anos) do
Centro de Oncologia do Hospital S&o Lucas da PUCRS, no momento do diagnostico e apds 6
meses de tratamento, e de 15 pacientes idosas sem diagndstico de cancer (grupo controle). Os
dados de hidrolise dos nucleotideos das pacientes no momento do diagnéstico foram
relacionados ao grupo controle, a fatores prognésticos como o indice de proliferacdo Ki67 e as
amostras posteriores ao tratamento. A média de idade das pacientes foi de 68 anos, sendo destas,
66,6% com estagios | a |1, e 33,3% com estéagios Il e 1V, representando piores progndsticos.
Os resultados demonstraram alteracdo na hidrdlise de ADP e AMP, sendo estas menor e maior
qgue o grupo controle, respectivamente. Com relacdo a comparacdo entre as amostras do
diagnostico e apds 6 meses, houve reducao significativa da hidrolise de AMP apds o tratamento,
ficando esta semelhante a do grupo controle, independentemente do tipo de tratamento
utilizado. Na comparacdo com o Ki67, onde 47% apresentaram baixo indice proliferativo (Ki67
<20%), houve uma tendéncia dos pacientes com Ki67 alto apresentarem maior atividade
AMPasica, quando comparados as amostras com Ki67 baixo. Pode-se, assim, concluir que o
estudo da atividade das ectonucleotidases e o entendimento do seu papel na progressdo do
cancer de mama podem colaborar com a compreensao da complexidade desta doenga, visando

aprimorar a deteccdo precoce e abordagem terapéutica nas pacientes idosas.



Palavras-chave: Cancer de mama; Pacientes idosas; Sistema purinérgico; Ectonucleotidases;
CD39; CD73.



ABSTRACT

Breast cancer (BC) is the most common type of cancer and the biggest mortality cause among
women in whole world, being strongly associated to ageing. This has a huge importance, once
rise of population’s life expectancy is directly related to cancer (re) appearance risk. However,
elderly population is frequently excluded from clinical trials and its treatments are based in data
obtained from trials with younger population, not being ideal. This cancer’s etiology is
multifactorial, evolving endocrine, reproductive and environmental factors and, less frequently,
familiar predisposition. Tumor severity is defined by its size, node commitment, presence of
metastasis, hormone receptors (estrogen and progesterone) and human epidermal growth factor
receptor (HER2) expression, and the absence of all receptors, characterizing the most serious
subtype. This study aimed to analyze the tumor’s molecular features on elderly patients,
evaluating nucleotide hydrolysis (ATP to ADP and ADP to AMP made by CD39 and AMP to
adenosine by CD73) in plasma blood as possible prognostic biomarkers and/or therapeutic
targets, in order to improve these patients’ disease outcomes. Peripheral blood samples were
collected from 24 BC patients with age above 60 years old at the moment of diagnosis and after
6 months of treatment, and from 15 elderly patients without cancer diagnosis. The nucleotide
hydrolysis analysis of the samples from BC patients at diagnosis were related to control,
prognostic factors, like Ki67, known as proliferation rate marker and the samples from the same
patients after 6 months of treatment. The mean age of patients were 68 years old and about
66,6% with tumors stage | and 11, and 33,3% staging Ill and 1V, representing worse prognosis.
Results showed BC patients had lower ADP and higher AMP hydrolysis when compared to
control. When analyzing differences between the diagnose samples and the ones collected after
6 months, we were able to show a significant reduction on AMPase activity, making the profile
of treated individuals look like the healthy individuals’, independently of which treatment was
used. When comparing the hydrolysis rate with Ki67 results, where 47% of the patients
presented low rate (< 20%), there was a tendency of these ones present lower AMP hydrolysis.
This way, we can conclude that understanding the ectonucleotidases activity role in cancer
progression can help this disease complexity understanding, looking forward to improve early

detection and therapeutic approach on elderly patients.

Keywords: Breast cancer; elderly patients; purinergic system; ectonucleotidases; CD39; CD73.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer de Mama

1.1.1  Epidemiologia

Segundo o relatorio publicado na World Cancer Report 2014 pela Agéncia Internacional
de Pesquisa em cancer, a IARC (do inglés - International Agency for ResearchonCancer),
filiada a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a incidéncia de cancer, em geral, aumentou de
12,7 milhdes em 2008 para 14,1 milhGes em 2012. Esta tendéncia devera continuar, € 0 nimero
de novos casos pode aumentar mais 75%, elevando o nimero de pacientes com a doenca a
aproximadamente 25 milhGes nas proximas duas décadas [INCA, 2018; Globocan/larc, 2014].
Mais de 60% das neoplasias mundiais ocorrem na Africa, Asia e nas Américas Central e do Sul,
as quais apresentam cerca de 70% das mortes por tumores [Globocan/larc, 2014].

Entre as mulheres, os cinco tipos de neoplasias mais comuns sdo mama (25,2% do total),
colorretal (9,2%), pulmao (8,7%), colo do utero (7,9%) e estdmago (4,8%)[Globocan/larc,

2016], como mostra a Figura 1, adaptada da IARC.

Estimated number of incident cases, females, worldwide (top 10 cancer sites) in 2012

2000 000
1500000
1000000

500000

Data source: GLOBOCAN 2012
Graph production: Global Cancer Observatory (htt cho iarc.frf)
® International Agency for Research on Cancer 2017

Figura 1. Incidéncia de Cancer em mulheres no mundo. O céncer de mama aparece como mais incidente
entre mulheres, ultrapassando um milhdo e meio de casos em 2012. Em seguida, aparecem cancer colorretal,
pulmdo, cervical, estdmago, de corpo uterino, ovario, tiredide, figado e linfoma ndo-Hodgkin.Adaptada de Cancer
Hoje — IARC (Do inglés Cancer Today - IARC).
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A estimativa do Instituto Nacional do Cancer (INCA) para o biénio2018/2019 no Brasil
é de 600 mil novos casos (excetuando-se os casos de cancer de pele ndo melanoma, serdo 420
mil novos casos), sendo 60 mil somente de tumores de mama, com risco estimado de 56,33
casos a cada 100 mil mulheres. Esse tipo de neoplasia também é o mais frequente nas mulheres
das Regides Sul (73,07/100 mil), Sudeste (69,50/100 mil), Centro-Oeste (51,96/100 mil) e
Nordeste (40,36/100 mil). O Rio Grande do Sul apresentou taxa bruta de incidéncia de 88,23
ocorréncias para cada 100 mil mulheres, sendo o cancer mais prevalente no estado, ndo havendo
estatisticas especificas para a populacdo idosa[INCA, 2018].

O cancer de mama é o tipo de cancer mais comum e a maior causa de mortalidade em
mulheres no mundo. De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude, o aprimoramento dos
desfechos e da sobrevivéncia a esta doenca através da deteccéo precoce permanece sendo a base
da regulamentacdo das normas para manejo. Infelizmente, o direito a salde, apresentado na
Declaragdo Universal dos Direitos Humanos, acaba sendo prejudicado pela auséncia
generalizada de abordagens de salde publica. Tratamentos impraticaveis, mortais e
extremamente caros prejudicam o grande numero de mulheres que desenvolvem cancer de

mama pelo mundo [Akram et. al, 2017; Love et. al, 2004].

1.1.2 Tipos de Cancer de Mama

De acordo com a localizacdo do tumor primario, o cancer de mama pode ser dividido
em invasivo e ndo invasivo. O cancer de mama ndo invasivo € o tipo de tumor que nédo ultrapassa
o lébulo ou dutos onde esta situado. O carcinoma ductal in situ (DCIS), por exemplo, ocorre
guando células atipicas se desenvolvem nos dutos mamarios, ndo se espalhando a tecidos
préximos ou externos. Apesar disso, pode progredir e crescer como tumor invasivo. Além do

ductal, pode ocorrer o carcinoma lobular in situ (LCIS), que se desenvolve nos l6bulos
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mamarios, ndo se disseminando aos demais tecidos mamarios [Ministério da Saude, 2018; NIH,
2018; Akram et. al, 2017].

O céancer de mama invasivo ocorre quando células anormais provenientes dos l6bulos
ou dutos mamarios se multiplicam proximas aos tecidos da mama. Pode ser classificado
conforme a localizagdo em carcinoma lobular infiltrante ou invasivo, medular, mucinoso e
tubular. Neste tipo de cancer, as células tumorais podem se disseminar para diferentes locais do
organismo através do sistema linfatico ou corrente sanguinea, ocorrendo tanto no inicio do
estabelecimento da doenga, quanto em estadgios mais avancados. Os tumores invasivos que
atingem outros orgdos, diferentes da sua origem inicial, sdo reconhecidos como tumores
secundarios ou metastaticos. Os locais mais comuns afetados sdo cérebro, 0ssos, pulmdes e
figado. Além disso, esse tipo de tumor é o de maior incidéncia em mulheres de até 75 anos de
idade, onde a prevaléncia aumenta significativamente com a idade [Ministério da Salde, 2018;
NIH, 2018; Akram et. al, 2017].

O tipo histopatol6gico invasivo mais comum (observado em mais de 90% dos casos) é
o carcinoma ductal infiltrante (CDI) e o segundo mais comum (em 5% a 10% dos casos), 0
carcinoma lobular infiltrante (CLI) [Ministério da Saude, 2018]. Os CLI possuem maior
tendéncia a apresentarem-se, ao diagnéstico, em ambas as mamas e com maior frequéncia de
doenca multicéntrica. A maioria deles acomete mulheres mais idosas, sua variante classica
comumente apresenta positividade para receptores hormonais (RH) e o seu progndstico parece
ser mais favoravel do que o das pacientes acometidas por CDI. As pacientes com CLI podem
apresentar metastases tardiamente para sitios caracteristicos como meninge, peritonio e trato
gastrointestinal [Ministério da Saude, 2018].

O cancer de mama inflamatorio apresenta-se na forma de mamas inchadas e
avermelhadas, devido ao bloqueio de vasos ou canais linfaticos pelas células tumorais. E um

tipo incomum e de crescimento rapido. Seu tratamento envolve acompanhamento frequente e
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estratégias maultiplas de ataque, como radioterapia, quimioterapia e cirurgia [Ministério da
Saude, 2018; NIH, 2018; Akram et. al, 2017].

A Doenca de Paget € um tipo incomum de céncer de mama que se apresenta por
modificacOes visiveis na area dos mamilos. Seus sintomas incluem rash cuténeo local ou
disseminado por toda a mama, afetando apenas uma das mamas, e, geralmente, inicia a partir
do mamilo, o que o difere de outras condigdes de pele, que envolvem ambas as mamas e podem
partir das aréolas. A patogénese da Doenca de Paget ainda nédo é clara, e seus sintomas incluem
sangramento e liberacdo de eczema pelo mamilo, aumento e inversdo do mesmo, aparecimento
de nddulos, e seu diagnostico é feito por bidpsia. O prognéstico é bom, se permanecer no

mamilo ou dutos mamarios[Ministério da Saude, 2018; NIH, 2018; Akram et. al, 2017].

1.1.3 Deteccdo e Diagnostico

A triagem do cancer de mama tem sido implementada em diversos paises da Europa
para detectar a doenca em estagios iniciais e diminuir sua mortalidade. Nestes programas, a
idade geralmente considerada 6tima para o inicio do monitoramento regular é a de 50 anos,
devido ao aumento da incidéncia da doenca apds esse periodo. Contudo, existem paises e
regibes que estimulam as mulheres com menos de 50 anos a serem monitoradas [Koleva-
Kolarova et. al, 2017].E preciso diferenciar a deteccio precoce das acbes de prevencio
primaria, pois essas tém por objetivo evitar a ocorréncia da doenca e suas estratégias sao
voltadas para a reducdo da exposicao aos fatores de risco. Por outro lado, 0s métodos existentes
para a deteccdo precoce do cancer de mama ndo reduzem a incidéncia, mas podem reduzir a
mortalidade pela doenga, pois 0s tumores em estado inicial s&o mais facilmente
trataveis[Ministério da Saude, 2018; INCA, 2015].

A estratégia de diagnostico precoce do cancer de mama mais aceita mundialmente nos

ultimos anos é formada pelo tripé: alerta para os sinais e sintomas suspeitos de cancer;
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profissionais de salide capacitados para avaliagdo dos casos suspeitos; e sistemas e servicos de
salde preparados para garantir a confirmacéo diagndstica oportuna. Ja o rastreamento é uma
estratégia baseada na realizacdo de testes relativamente simples em pessoas sadias, com 0
intuito de identificar doencas em sua fase pré-clinica (assintomética) [INCA, 2017]. Os
melhores resultados em sobrevida em paises desenvolvidos estéo relacionados principalmente
ao diagndstico precoce por mamografia (MMG). Este exame é considerado um método eficaz
de rastreamento populacional quando indicado nas faixas etarias e periodicidade adequada, e a
evolugéo dos tratamentos adjuvantes. No Brasil, a conduta quanto aos riscos de as mulheres
desenvolverem cancer de mama esta contemplada nas diretrizes do Ministério da Saude, para a
deteccdo precoce. As estratégias adotadas sdo: o rastreamento mamogréafico entre mulheres de
50 a 69 anos, a cada dois anos; e a conscientizagdo sobre os sinais e sintomas suspeitos, com

encaminhamento para servico de diagnostico de cAncer mamario [Ministério da Sadde, 2018].

1.1.4 Estadiamento do Cancer de Mama

Além da classificacdo molecular, é necessario o estadiamento do tumor baseado nos
fatores anatdbmicos do tumor primario para defini¢do da linha de tratamento a ser seguida, que
pode variar de uma mastectomia radical até terapias conservadoras [Bagaria, 2014]. Definida
pelo Comité Conjunto Americano de Cancer (Do inglés American Joint Commitee of Cancer -
AJCC), o sistema de estadiamento TNM leva em consideracdo o tamanho do tumor primario
(T), envolvimento de linfonodos (N) e a presenca ou ndo de metéstases (M) [AJCC, 2018;
Bagaria, 2014; Edge, 2010]. No entanto, estudos j& sugerem incorporar a categoria “B” (de
biologia) ao sistema, uma vez que pacientes que sdo estadiados similarmente tem desfechos
significativamente diferentes baseados na biologia do tumor, e o grau histolégico do tumor tem
mostrado valor prognéstico, mas sua reprodutibilidade é questionada quando excluido do

estadiamento [AJCC 2018; Bagaria et. al, 2014].
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O sistema de estadiamento da AJCC atualizado em janeiro de 2018 engloba tanto
aspectos clinicos quanto patolégicos. O estadiamento patolégico (também chamado cirdrgico)
é determinado pela analise do tecido removido por procedimento cirdrgico. Em alguns casos,
quando a cirurgia ndo € possivel, é realizado o estadiamento clinico, que é baseado em
resultados do exame fisico, bidpsia e exames de imagem. O estadiamento clinico é utilizado
para planejar o tratamento. Porém, em alguns casos, a disseminagdo do tumor ocorre além do
que o exame clinico pode estimar, podendo ndo ter a mesma precisdo do estadiamento
patoldgico [AJCC, 2018; Sanjay et. al, 2014].

A classificacdo TNM é baseado em 7 informagdes fundamentais:

e Tamanho do tumor (T): Qual a extensdo do cancer? Houve crescimento em areas

adjacentes? (Figura 2)

e Disseminacdo a linfonodos proximos (N): Houve disseminagdo a linfonodos préximos?

Se sim, quantos linfonodos foram comprometidos? (Figura 3)

e Propagacdo (metastase) a sitios distantes (M): Houve propaga¢do do tumor a 6rgaos

distantes como figado ou pulmdes? (Figura 4)

e Receptor de Estrogénio (RE): O tumor possui receptores de estrogénio?

e Receptor de Progesterona (RP): O tumor possui receptores de progesterona?

e HER2status: O tumor possui expressao da proteina HER2?

e Grau tumoral (G): Qual a quantidade de células do tumor se parecem com células

normais?
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TX - Tumor primario ndo pode ser avaliado
T0 - Ndo ha evidéncia de tumor primario

Tis - Carcinoma in situ

Duetal ou lobular  Tis (DCIS) - Carcinoma Ductal in situ
Tis (LCIS) —Carcinoma Lobular in situ
Tis (Paget) - Doenca de Paget mamilar
sem tumor na mama

2
%; - \ T1,..(microinvasio)* < 0,lecm —

Tla>0,l <0,5cm —=

T

Paget
Tib>05<1,0cm —

T1- Tumores com dimensdo $20mm Tle> 1,0 <2,0cm

T2 - Tumores com dimensdo entre

21 e 50mm
T3 - Tumores com dimensdo
>50mm
(52
h‘ T4 - Tumores de qualquer tamanho com extensdo direta a
parede peitoral e/ou 3 pele
l T4a - Extensao a parede tordcica, ndo incluindo apenas

aderéncia/invasao aos musculos peitorais
T4b ~ Edema, ulceragdo da pele ou nédulos cutaneos satélites

';E%x*“"*

} confinados 8 mesma mama

KR! &
i r{cz‘“ T4c - Ambos T4a e T4b

T4d - Carcinoma inflamatério

Figura 2. Representacdo dos aspectos avaliados no tumor primério (T) para realizacdo do estadiamento. Neste
item, leva-se em consideragdo o tamanho tumoral e possivel invasdo a tecidos adjacentes, edema e ulceragdes,
nodulos cutaneos e presenca de inflamacéo. Adaptada de Classificagdo de Tumores Malignos da Mama — 72 Edicgao
—INCA.

Na Figura 4 mostra-se o ultimo aspecto clinico a ser avaliado no Sistema TNM, a
presenca de metastases em orgaos distantes (M) eleva o Estagio Clinico ao nivel 1V, o mais
critico.

Os nimeros ou letras apds T, N e M fornecem mais detalhes desses fatores. Nimeros
mais altos significam que o cancer esta em estagio mais avancado. Assim que as categorias T,
N e M forem determinadas para o paciente, assim como o status de receptores (RE — receptor
de estrogénio, RP — receptor de progesterona e HER2 — receptor de fator de crescimento
epitelial humano 2), e o grau tumoral for determinado, as informagdes sdo combinadas em um

processo chamado agrupamento de estagios, e este determina o estagio geral (Tabela 1) [AJCC,

2018; Sanjay et. al, 2014].
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NX - Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
(ex: previamente removidos)
NO - Sem metastases em linfonodos regionais

) N1- Metdstases em linfonod os axilares
regionais nivel | e Il, méveis
>
[ -
N2 - Metastases em linfonodos regionais &
~. g N2a - Axilares niveis | e |l fixados entre si
ou em outras estruturas »
N2b - Da cadeia mamadriainterna, o >

clinicamente detectada. Sem evidéncia

clinica de comprometimento de linfonodos 7

axilares "’
°

- N3 - Metastases em linfonodos regionais
» N3a - Infraclaviculares nivel Ill com ou sem comprometimento
de linfonodos axilares
» N3b- Da cadeia mamaria interna, clinicamente detectada, sem
> evidéncia clinica de comprometimento de linfonodos axilares
N3c - Supraclaviculares com ou sem comprometimento de
linfonodos axilares ou da mamadria interna

Figura 3. Aspectos avaliados com relacéo aos linfonodos (N) no estadiamento. Considera-se acometimento de
linfonodos regionais, sendo maior o grau conforme a quantidade de linfonodos contendo células neoplésicas.
Adaptada de Classificagdo de Tumores Malignos da Mama — 72 Edigdo — INCA.

Quando T for: E N for: E M for: O Grupo de Estagio é:

Tis NO MO 0
T1 NO MO 1A
TO Nimi MO IB
T1 Nimi MO IB
TO N1 MO 1A
T1 N1 MO HA
T2 NO MO HA
T2 N1 MO 1B
T3 NO MO 11B
TO N2 MO 1A
T1 N2 MO 1A
T2 N2 MO HIA
T3 N1 MO HIA
T3 N2 MO 1A
T4 NO MO 1B
T4 N1 MO 1B
T4 N2 MO 1B

Qualquer T N3 MO 1c

Qualquer T Qualquer N M1 v

Tabela 1. Agrupamento do Sistema de Estadiamento Anatdmico para Cancer de Mama. Conforme a classificacéo
clinica definida, o paciente é alocado no Estagio correspondente. Adaptada do Manual de Estadiamento em Cancer
da AJCC, Oitava Edicéo.
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MO - Sem evidéncias clinicas e radioldgicas de metastases
M1 - Metastases distantes detectaveis por meios clinicos e radiologicos
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ossea (OSS) —— o 'r' T~ peritdneo (PER)

Figura 4. Ultimo aspecto clinico a ser avaliado no Sistema TNM, a presenca de metastases. Adaptado de
Classificagdo de Tumores Malignos da Mama — 72 Edicdo — INCA.

1.1.5 Etiologia e tratamento

A etiologia do cancer de mama é multifatorial, envolvendo fatores enddcrinos e
reprodutivos (incluindo nuliparidade, primeiro parto ap6s os 30 anos e histérico hormonal);
fatores ambientais, uso de certos contraceptivos orais e terapia de reposicdo hormonal,
exposicdo a radiacdo ionizante, e fatores relacionados ao estilo de vida, como consumo de
bebidas alcodlicas, dietas com alto teor calérico e falta de exercicio [INCA, 2018;
Globocan/larc, 2014].

Uma pequena propor¢do dos casos de cancer de mama € devida a uma predisposicao
familiar, onde a mutacdo de genes especificos aumenta os riscos de desenvolver a doenca:
BRCAL e BRCAZ2, que codificam proteinas criticas para manutencao da integridade do DNA e
estabilidade gendmica (sdo supressoras tumorais essenciais para a divisdo celular, controle de

erros de replicacdo de DNA, reparo de DNA e apoptose) [Bianchini et. al, 2016]. As mutacdes
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nestes genes aumentam muito o risco do desenvolvimento de cancer de mama, embora tais
casos representem menos de 5% do total. Varios genes de penetracdo baixa também foram
identificados, e ha muitos loci dentro do genoma que estdo ligados a um risco aumentado, mas
0s genes especificos ainda ndo foram identificados[De Souza Timoteo et. al, 2018;
Globocan/larc, 2014].No cancer de mama, a presencga de mutacfes BRCAL é caracterizada pelo
fendtipo basal-like, RE negativo, superexpressdo de receptores de fator de crescimento
epidérmico, amplificacdo de genes MYC (familia de codificadores de fatores de transcri¢do),
mutacdes no TP53 (gene que codifica a proteina p53, supressora tumoral), extrema instabilidade
gendmica e sensibilidade a agentes de reticulacdo de DNA [Bianchini et. al, 2016].

Os tipos de cancer de mama caracterizados pela amplificagdo de marcadores especificos
ou receptores hormonais, como o RE e 0 RP, s&o os tipos mais frequentes - aproximadamente
70% dos casos sdo RE+ e/ou RP+. Para as mulheres com RH positivos, as opc¢oes de tratamento
hormonal adjuvante sdo o tamoxifeno (TMX) na dose de 20 mg por dia, indicado nos casos de
mulheres na pré-menopausa e pos-menopausa, ou um inibidor da aromatase (IA), que é
indicado apenas para mulheres pds-menopausicas (Tabela 2). Os IA incluem o anastrozol (1
mg/dia), letrozol (2,5 mg/dia) e exemestano (25 mg/dia). A quimioterapia adjuvante esta
indicada em pacientes com tumores de risco intermediario e alto[Ministério da Saude, 2018].

A amplificacdo do HER2, um potente oncogene responsavel pela codificacdo de uma
glicoproteina transmembrana com atividade de tirosinoquinase intracelular, fundamental para
a ativacdo de vias de sinalizacdo associadas a proliferacdo e diferenciacdo celulares e
possivelmente de mecanismos de controle da angiogénese [Ministério da Saude, 2018], define
um segundo tipo, cuja incidéncia é de, aproximadamente, 20%. Este é responsivo a terapia anti-
HER2 (trastuzumab, lapatinib, pertuzumab e TDM1) e pode, ainda, ter ou ndo receptores
hormonais positivos, e neste caso, utiliza-se a associagéo a terapia enddcrina (tamoxifeno/anti-

HER2 ou Al/anti-HER?). E estimado que aproximadamente 50% das pacientes com cancer de
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mama metastatico HER2+ ndo respondem & terapia especifica anti-HER2[NIH, 2018]. A
ativacdo anormal da via de sinalizagdo PI3K-Akt causada por mutagdes no gene PIBKCA
podem promover resisténcia ao trastuzumab [Jiang et. al, 2018]. Além do aumento gradual na
resisténcia, outros aspectos importantes séo os efeitos adversos, como cardiomiopatia, que afeta
2,8 a 3,3% das pacientes. Quando administrado em associac¢do a antraciclinas, pode causar
disfuncéo cardiaca, como diminuigdo da fracdo de ejecdo ventricular e insuficiéncia cardiaca

congestiva, que afeta aproximadamente um quarto das pacientes [Jiang et. al, 2018].

Grupos de Pacientes Opcoes de Tratamento

Sem tratamento adicional

) ) Tamoxifeno
Pré-menopausicas, Receptores

) o Tamoxifeno + quimioterapia
hormonais positivos (RE ou RP)

SupressaoOvariana + Tamoxifeno

Supressao Ovariana + inibidor da aromatase

Pré-menopausicas, Receptores Sem tratamento adicional

hormonais negativos (RE ou RP) | Quimioterapia

] _ Sem tratamento adicional
Pds-menopausicas, Receptores

] o Inicial com Inibidores da aromatase ou tamoxifeno seguido de inibidor
hormonais positivos (RE ou RP) o )
da aromatase com ou sem quimioterapia.

P6s-menopausicas, Receptores Sem tratamento adicional

hormonais negativos (RE ou RP) | Quimioterapia

Tabela 2. Opc¢des de tratamento adjuvante sistémico para mulheres com cancer de mama em estégios I, I1, 111A e
I11C Operavel, divididas em grupos conforme estado menopausal e presenca ou auséncia de RH. Adaptada de
Tratamento do Cancer de Mama (PDQ®) — Versdo do Profissional da Sadde. Instituto Nacional do Cancer, dos
Institutos Nacionais de Sadde.

Os casos restantes sdo do tipo triplo negativo, que é descrito como a deficiéncia de RP,
HER2 e expressdo de RE. Esse tipo € predominantemente destrutivo, comumente observado
em mulheres p6s-menopausicas, e responsavel por 10 a 15% dos casos em mulheres de etnia
branca [Akram et. al, 2017]. Tem comportamento clinico heterogéneo, relacionado a piores
prognosticos, quando comparado a outros subtipos de cancer de mama. E agressivo e possui
poucos alvos moleculares reconhecidos para tratamento [Bianchini et. al, 2016].Para a deciséo

terapéutica, deve-se considerar os estadiamento pela classificagdo TNM, laudo histopatolégico,
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resultado do exame de IHQ, quadro clinico e tratamento local porventura ja
realizado[Ministério da Saude, 2018].

A partir dos critérios de risco de recorréncia, pode-se classificar o cancer de mama como
de baixo, intermediario e alto risco (Tabela 3), conforme consenso de especialistas em Saint
Gallen, em 2013. Esta classificacdo auxilia na indicagdo de quimioterapia adjuvante; quanto
maior o risco de recorréncia, maior devera ser o beneficio do tratamento [Ministério da Salde,
2018].

Em comparagdo com as mulheres mais jovens, as mais velhas (acima de 65 anos) séo
mais propensas a ter cancer de mama com expressdo de RE e RP, porém com menor expressao
de HER2 [Tesarova, 2016] - os canceres RE+ ultrapassam a taxa de 60% entre as mulheres de
30 a 34 anos e 85% entre as mulheres de 80 a 84 anos. Os tumores HER2+ diminuem de 22%
entre as mulheres com menos de 40 anos para 10% em mulheres com 70 anos ou mais, e estdo
associados com piores desfechos. O tamanho do tumor e o envolvimento nodal aumentam com
a idade, podendo ser explicado pelo diagndéstico tardio em mulheres mais velhas. No entanto, 0
aumento do envolvimento nodal € visto principalmente em tumores menores, sugerindo
tumores pequenos mais agressivos em mulheres com maior idade [Tesarova, 2016; Biganzoli
et. al, 2012; IBCSG, 2006].

A deciséo de tratamento adjuvante sistémico deve ser baseada na sensibilidade de
predicdo a tipos de tratamento particulares, o beneficio do uso e o risco individual de recidiva.
A decisdo final também deve levar em consideracdo as sequelas, idade bioldgica do paciente,
estado de salde geral, comorbidades e preferéncias. O tratamento deve iniciar
preferencialmente entre 2 a 6 semanas apos a cirurgia e geralmente é administrado por 12 a 24
semanas (quatro a oito ciclos), dependendo do risco de recidiva individual e o esquema

selecionado [NIH, 2018; Senkus et. al, 2015].
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A quimioterapia é recomendada na vasta maioria de tumores triplo negativo, HER2
positivos e HER2 negativos de alto risco. O beneficio absoluto do tratamento quimioterapico €
mais pronunciado em tumores RE negativos. Em RE positivos, seu beneficio se da pela inducéo

da supresséo ovariana.

Linfonodo negativo e todos os seguintes critérios:
- pT até 2 cm,
- Grau 1,
Baixo Risco - RE ou RP positivo,
- HER-2 negativo,
- Subtipo molecular luminal A
- Idade igual ou acima de 35 anos.
Linfonodo negativo e pelo menos um dos seguintes critérios
- pT maior que 2 cm,
-Grau 2 -3,
Risco Intermediario - RE ou RP negativos,
- Subtipo Molecular Luminal B (HER-2 negativo),
- Idade abaixo de 35 anos ou
- 1 a 3 linfonodos positivos se RH positivo.
- 4 ou mais linfonodos positivos ou
- Linfonodo negativo com RE e RP negativos, T maior que 2
cm e HER-2 negativo ou
- Linfonodo negativo, T maior que 1cm e HER-2 positivo

Alto Risco

Tabela 3. Classificacdo de Risco de Cancer de Mama, conforme caracteristicas do paciente e aspectos
clinicos e moleculares do tumor. Adaptado das Diretrizes Diagnoésticas e Terapéuticas do Carcinoma de Mama
— Ministério da Saude.

Os esquemas mais frequentemente utilizados contem antraciclinas e/ou taxanos, apesar
de 0 esquema CMF (ciclofosfamida, metotrexato e fluoruracil) ainda ser utilizado em alguns
pacientes. Quatro ciclos de doxorrubibina e ciclofosfamida (AC) séo considerados equivalentes
a seis ciclos de CMF [Ministério da Saude, 2018; NIH, 2018; Senkus et. al, 2015].

A adicdo dos taxanos ao tratamento melhora a eficacia da quimioterapia independente
de idade, status nodal, tamanho e grau tumoral, expressédo de receptores hormonais ou uso de
tamoxifeno, mas ao custo de aumento de toxicidade ndo-cardiaca. No geral, 0os esquemas
baseados em antraciclinas e taxanos reduzem a mortalidade por cancer de mama em até um

terco. Esquemas baseados em taxanos sem antraciclinas, como quatro ciclos de docetaxel e
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ciclofosfamida (TC) podem ser utilizados como alternativa em pacientes com risco de
complicagdes cardiacas [Ministério da Salude, 2018; NIH, 2018; Senkus et. al, 2015].

A poliquimioterapia deve ser utilizada em pacientes com doenca rapidamente
progressiva que necessitem de resposta objetiva rapida, a despeito da maior toxicidade
proporcionada por esse tratamento. Fora destas condicOes, pacientes devem ser submetidos a
monoterapia [Ministério da Saude, 2018]. Ainda, os tumores com deteccdo precoce podem
sofrer intervencdo cirargica conservadora ou mastectomia radical com ou sem reconstrucao
mamaria e bidpsia de linfonodo sentinela (BLS), podendo receber radiacdo pds-operatdria
conforme necessidade [NIH, 2018]. A tabela 4 apresenta um resumo dos tratamentos a serem

realizados de acordo com o subtipo tumoral, conforme descrito anteriormente.

Subtipo Terapia Observacdes
Terapia enddcrina é a intervencdo mais Citotoxicos devem ser adicionados em
grave e geralmente € utilizada isolada. pacientes especificos. Indicados para
pacientes:
Luminal-A like ° Doenga grau 3
e Envolvimento de 4 ou mais
linfonodos

HER2-: Terapia enddcrina para todos os
pacientes; terapia citotoxica para a maioria

Luminal-B like deles
HER2+: Citotoxicos + anti-HER2 + Sem dados disponiveis para sustentar a
terapia enddcrina omissdo de citotdxicos nesse grupo.
HER?2 Positivo Citotoxicos + anti-HER2
Triplo Negativo Citotdxicos
Tipos Enddcrino-responsivos: Terapia Endocrina
Histoldgicos

Especificos™ Endocrino néo-responsivos: Citotoxicos

Tabela 4. RecomendacBes de tratamento sistémico para Cancer de Mama por Subtipo. *Tipos Histol6gicos
Especificos: Endécrino-responsivos (cribriforme, tubular e mucinoso); Enddcrino ndo-responsivos (apocrino,
medular, adenoide cistico e metaplastico). Adaptada de Personalizando o tratamento de mulheres com céancer de
mama em estagio inicial: destaques do Consenso Internacional de Experts no Terapia Primaria para Cancer de
Mama em Estégios Iniciais 2013 (Do inglés Personalizing the treatment of women with early breast cancer:
highlights of the St Gallen International Expert Consensus on the Primary Therapy of Early Breast Cancer 2013).
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1.2 Cancer de mama e envelhecimento

O cancer tem uma forte relacdo com a idade. Até 50% das mulheres com céancer de
mama tem mais de 65 anos no momento do diagnostico [Gal et. al, 2017]. As taxas na faixa
etaria mais jovem (0-14 anos) séo cerca de 10/100.000, aumentando para 150/100.000 em idade
entre 40 e 44 anos e para mais de 500/100.000 em idade entre 60 e 64 anos [Globocan/larc,
2014]. Ao longo dos anos, a expectativa de vida tem aumentado e como resultado de uma
populagéo cada vez mais longeva, o risco de (re) aparecimento dos tumores deve ser um ponto
importante a ser considerado [Barginear et. al, 2014], uma vez que a recidiva e a metastase séo
as principais causas de mortalidade desses pacientes [Yu et. al, 2017].

Apesar de os tumores de mama em idosas serem de caracteristicas biologicas mais
favoraveis que as pacientes mais jovens, quando se trata de status de receptores hormonais, grau
e taxa de proliferacdo, as pacientes idosas geralmente sdo diagnosticadas em estagio mais
avancado. Além disto, essas pacientes sdo “sub-tratadas”, em parte devido a preocupacdes dos
médicos a respeito das comorbidades e a escolha apropriada de terapia médica e cirargica [Gal
et. al, 2017; Tesarova, 2016].

As recomendacdes para o tratamento do cancer de mama em individuos mais velhos s&o
limitadas pela falta de evidéncia de nivel 1 (estudos com evidéncias cientificas e forte forca de
recomendacdo). O tratamento € amplamente baseado em analises retrospectivas de subgrupos,
limitadas a extrapolacéo de resultados de estudos com pacientes mais jovens. Essa extrapolacéo
pode ndo ser valida, uma vez que a diferenca das caracteristicas bioldgicas do cancer de mama
em pacientes idosos e a tolerancia ao tratamento variam, além de existirem outros riscos de
mortalidade [Tesarova, 2016; Turner et. al, 2013; Biganzoli et. al, 2012].

As pacientes idosas tém maior risco de apresentar efeitos adversos relacionados a
quimioterapia por alteracdes fisiologicas, que podem contribuir para diminuicdo da tolerancia

ao tratamento. Com o avancar da idade, o percentual de agua corporal diminui, levando a
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diminuicdo do volume de distribuicdo de medicamentos hidrossollveis, e a gordura corporal
aumenta, modificando a distribuicdo de drogas lipossollveis. Além disto, a diminuicdo do
clearance de creatinina geralmente leva a diminuicdo da velocidade de eliminacdo de drogas
excretadas via renal. Assim, percebe-se que a idade estd associada & reducdo da toleréncia
tecidual & quimioterapia, fazendo com que estes pacientes estejam mais suscetiveis a toxicidade
hematoldgica e ndo-hematolodgica, incluindo toxicidade cardiaca e neuroldgica [Turner et. al,
2013].

A sobrevivéncia relativa de 5 e 10 anos de pacientes com 70 anos ou mais é menor que
a dos pacientes com idade entre 40-70 anos, mesmo quando é analisado o estagio da doenca.
Estudos realizados em hospitais publicos australianos mostraram reducdo na sobrevida de 5
anos, sendo de 86% em pacientes com 70 a 79 anos e 76% para pacientes acima de 80 anos,
comparado a 92% dos casos diagnosticados com menos de 70 anos [Roder et. al, 2017]. O
tratamento insuficiente, as diferencas socioecondmicas e 0 acesso desigual aos cuidados de
salde contribuem para o pior progndstico em paises mais pobres [Globocan/larc, 2014;

Biganzoli et. al, 2012].

1.3 Sistema purinérgico

Nucleotideos de purinas e pirimidinas (ATP, ADP, UTP e UDP) e nucleosideos, como
adenosina (ADO), sdo moléculas fundamentais que agem como blocos de construcgdo,
moduladores intracelulares e fornecedores de energia, necessarios para a sobrevivéncia celular.
Uma caracteristica importante de nucleotideos e nucleosideos ¢ sua habilidade de desenvolver
atividades no meio extracelular, onde podem ser liberados, metabolizados e transportados de
diferentes formas, tanto em condicdes fisioldgicas quanto em patologicas [Santos et. al, 2016;
Ferrari et. al, 2017]. De um modo geral, as purinas caracterizam-se como poderosos

mensageiros extracelulares para células ndo neuronais, incluindo células secretoras, exocrinas
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e endocrinas, endoteliais, imunes, musculo-esqueléticas e inflamatdrias. A sinalizagdo
purinérgica é rapida na neurotransmissao, neuromodulacéo e secre¢do, mas também é eficiente
a longo prazo na proliferagéo, diferenciacdo, migracdo e no desenvolvimento da morte e
regeneracao [Burnstock, 2017].

Em condicGes patoldgicas a liberagdo exacerbada, ndo apenas de ATP, mas também de
UTP e UDP, é causada por diferentes agentes estressores, como danos & membrana plasmatica,
intoxicacdo por toxinas bacterianas, agregacdo plaquetaria, como consequéncia de infecgdo
viral ou bacteriana, estresse mecanico ou contato de alérgenos. Nesses casos, 0 ATP funciona
como um sinal, alertando e/ou ativando, de modo autdcrino/paracrino as células imunes
préximas para combater microrganismos, iniciar respostas de reparo tecidual ou localizar e
engolfar células apoptéticas [Allard et. al, 2017; Ferrari et. al, 2017].

O ATP desencadeia suas funcGes através da ligacdo aos receptores P2 que sdo
classificados como ionotrépicos (P2X 1 a 7) ou metabotrdpicos (P2Y 1, 2,4, 6 e 11 a 14). Além
disso, apresentam ampla seletividade por nucleotideos e desencadeiam diferentes vias de
sinalizacdo intracelular. Receptores P2X sdo canais catidnicos ativados pelo ATP extracelular
e seletivos para cations mono e divalentes (Na*, K*, Ca?* e Mg?*). Ja os P2Y séo receptores de
membrana ligados a proteina G e demonstram heterogenicidade no acoplamento a proteina G,
especificidade ao agonista e sinalizagdo intracelular. P2Y1, P2Y12, e P2Y13 sdo
preferencialmente ativados por ADP, enquanto que UDP é agonista de P2Y6. P2Y2, P2Y4, e
P2Y6 sdo ativados por UTP, e P2Y11 (assim como P2Y1 e P2Y?2) é ativado por ATP. O
receptor P2Y14 é ativado por agucares de UDP, como UDP-glicose. As agdes biologicas da
ADO sdo mediadas por quatro receptores ligados a proteina G (P1), agrupados em quatro
subtipos: A1, A2a, A2g, € Az[Santos et. al, 2016; Ferrari et. al, 2017; Namasivayam et. al, 2017].

Todas as moléculas mensageiras extracelulares devem ser degradadas rapidamente para

prevenir a superestimulacdo de células alvo e dessensibilizag@o de receptores [Di Virgilio et.
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al, 2018].Uma vez no meio extracelular, ATP e ADP s&o hidrolisados a AMP pelas
ectonucleotidases expressas em membranas plasmaticas. Esta familia de enzimas pode ser
classificada em trés subgrupos: as ectonucleosideo trifosfato-difosfohidrolases (NTPDases),
ectonucleotideopirofosfatase/fosfodiesterases (NPPs) e a fosfatase alcalina (ALP). O AMP
formado é eficientemente degradado a adenosina (ADO) pela ecto-5’-nucleotidase/CD73 [Di
Virgilio et. al, 2018; Al-Rashida et. al, 2015](Figura 5). A ADO extracelular é eventualmente
transformada em inosina pela enzima adenosina deaminase (ADA/CD26). Tanto a ADO como
a inosina (INO) podem exercer fun¢des celulares através da ativacdo dos receptores P1 [Santos
et. al, 2016; Ferrari et. al, 2017].

Os membros da familia das NTPDases sdo proteinas altamente glicosiladas com massa
molecular entre 70 e 80 kDa, que compartilham sequéncias homdlogas, em particular as
“regides de apirase conservadas” e consistem em dois dominios transmembrana no N- e C-
terminais com um grande loop extracelular contendo uma regido central hidrofébica [Yegutkin
et. al, 2014].Entre as NTPDases, quatro estdo localizadas na membrana plasmatica e exibem
seu sitio catalitico voltado para o espaco extracelular - as NTPDases 1, 2, 3 e 8. As NTPDases
5 e 6 estdo localizadas dentro das células e sdo secretadas por expressdo heteréloga; as
NTPDases 4 e 7 também sdo intracelulares, porém seu sitio ativo apresenta-se voltado para o
limen das organelas citoplasmaticas. Essas NTPDases diferem entre si devido a suas
propriedades cataliticas: enquanto a NTPDase 1 hidrolisa ATP e ADP na razdo de 1:1, as
NTPDases 3 e 8 tem 0 ATP como substrato preferencial (razéo 3:1). A NTPDase 2 hidrolisa
majoritariamente ATP em uma razdo 30:1, sendo entdo classificada como uma ecto-ATPase
[Robson et. al, 2006].

A enzima CD39, membro da familia das NTPDases, controla a cascata de catalisagcdo
do ATP em ADP, e 0 ADP em AMP, e este, por sua vez, é convertido em ADO pela CD73. A

adenosina extracelular gerada tem tempo de meia vida muito curto (alguns segundos) e pode
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ser catabolizada a inosina, ou pode ser recaptada por transportadores que controlam a
concentracdo e o equilibrio de nucleosideos, ou ainda, ativar os receptores P1 [Allard et. al,
2017].A ecto-5’-nucleotidase ou CD73 é uma metaloenzima por apresentar em sua estrutura
um &tomo de zinco. Encontra-se extracelularmente ligada a membrana plasmatica pela porcéo
C- terminal, através de uma ancora de glicofosfatidilinositol (GPI). Adicionalmente, possui
conformacdo ativa formada por duas subunidades de glicoproteinasconectadas por uma ponte
dissulfideo, com massa molecular total aparente de 60 a 80 kDa [Yegutkin et. al, 2014].

Além destas enzimas, as fosfatases alcalinas de mamiferos sdo enzimas ubiquas tipicas,
que compreendem proteinas homo e heterodiméricas, com subunidades de aproximadamente
80kDa, ligadas a membrana plasmatica também por ancoragem ao GPI. Cada sitio catalitico
possui dois ions de Zn?* e um de Mg?*, necessarios para sua atividade. Esta enzima possui larga
especificidade a substratos de diferentes fosfomonoésteres e outros compostos contendo
fosfato, incluindo nucleotideos de adenina, fosfato inorganico, pirofosfato, B-glicerofosfato,
fosfatos de glicose, com liberacdo de fosfato inorganico e com pH 6timo para a atividade
catalitica na faixa alcalina de 8 a 11 [Yegutkin et. al, 2014; Robson et. al, 2006].

Assim como as fosfatases alcalinas, as fosfodiesterases (NPPs) possuem pH 6timo entre
8,5 e 9, pertencendo ao grupo das fosfodiesterases alcalinas. A NPP1 é uma glicoproteina de
membrana que também existe como enzima sollvel, e utiliza tanto nucleotideos puricos quanto
pirimidicos como substratos. Além disso, 0 cAMP, um segundo mensageiro intracelular
formado a partir do ATP pela adenilatociclase, pode ser liberado pelas células e hidrolisado
pela NPP1, liberando AMP.A partir do AMP gerado, a CD73 promove a formacdo de
adenosina, finalizando a cascata de hidrélise. O bloqueio da NPP1 pode reduzir a producéo
extracelular dessa molécula, através da reducdo de seu precursor AMP [Namasivayam et. al,
2017].Por fim, a ADAL (usualmente citada como ADA) catalisa a desaminacéo irreversivel de

adenosina em inosina e € amplamente expressa no intestino, timo, baco e outros tecidos
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linfoides e ndo-linfoides. Alem de sua localizag&o citosolica, a ADA também pode ser expressa
como ectoenzima na superficie de linfocitos, células dendriticas e outros tecidos, e também
como enzima soltvel circulante no soro humano [Yegutkin et. al, 2014].

Extracellular
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FIGURA 5: Esquema dos elementos basicos da Sinalizagdo Purinérgica. O ATP ativa diferentes receptores P2X
ionotrépicos e/ou P2Y metabotropicos, levando a modificacbes nas concentracBes ibnicas e de cAMP
intracelulares. As Ecto-nucleotidases (CD39, ENPP e CD73) hidrolisam ATP, gerando ADP, AMP e adenosina.
Uma vez no meio extracelular, a adenosina estimula receptores P1 para aumentar o Ca2+ citosélico e/ou a
concentragdo de CAMP. O cAMP pode ser liberado através de hemicanais de conexina ou canais de panexina. No
meio extracelular, cCAMP pode ser convertido a AMP e adenosina pela ecto-fosfodiesterase (ePDE), ou pela
fosfatase alcalina ndo especifica de tecidos (ns-AP). Finalmente, a adenina intracelular gerada a partir da adenosina
na via de salvacdo de purinas, é liberada por transportadores nucleosidicos. A adenina extracelular se liga a
receptores ligados a proteina G PO, que inibem a atividade da adenilato ciclase (AC). [Adaptado de GiulianiAL,
Sarti AC, Di Virgilio F, 2018]

1.4 Sistema purinérgico e cancer

O céancer tem a capacidade de crescer subvertendo as vias de supressdo imunoldgica,
prevenindo que as células malignas sejam reconhecidas como perigosas ou estranhas. Esse
mecanismo faz com que o cancer nao seja eliminado pelo sistema imune e permite a progressao
da doenca de um estagio inicial a um estagio letal [Allard et. al, 2017].

Um dos pontos cruciais para o entendimento das interacfes tumor-hospedeiro é a
composigéo bioquimica do microambiente tumoral. Recentemente foi demonstrada a existéncia
de altas concentracdes de ATP extracelular (na faixa de centenas de micromolares) em tumores,

mas ndo em tecidos saudaveis. Dessa forma, o microambiente tumoral se torna um sitio ativo
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de liberagéo/geracéo de ATP e conversdo em adenosina, produzindo um meio rico em fatores
de crescimento e imunomoduladores. N&o surpreendentemente, o0 microambiente anti-
inflamatorio também é rico em ATP extracelular [Burnstock et. al, 2013; Wilhelm et. al, 2010]
e a adenosina pode agir como inibidora da ativacdo de células NK [Burnstock et. al, 2013;
Hoskin et. al, 1994]. Estudos in vivo demonstraram que o meio extracelular de tumores sélidos
apresenta alta concentragdo de adenosina, gerada pela a¢do conjunta das ectonucleotidases
CD39 e CD73 [Burnstock et. al, 2013; Ohta et. al, 2006]. Devido & agdo imunossupressora da
adenosina, estes achados ddo uma pista crucial para o entendimento das estratégias de evasao
do sistema imune pelo cancer e a participacdo do sistema purinérgico nesse processo.

A inibic&o do crescimento de células de cancer de mama humano por ATP foi mostrada
pela primeira vez em 1993 por Spungin e Friedberg. A liberacdo de ATP por células tumorais
de mama de camundongos causada por quimioterapia aumentou a regressao tumoral através da
apoptose e sugeriu-se que os receptores P2Y?2 e/ou P2Y4 estavam envolvidos. O estrogénio,
atuando através do receptor de estrogénio a, promove a proliferagdo de células de cancer de
mama através da regulacdo negativa do receptor P2Y2, impedindo o aumento de célcio ibnico
induzido por este receptor. Além disto, as células malignas de carcinoma mamario liberam ATP
tornando o ambiente pré-metastatico adequado para micro-metastases em linfonodos e vasos
linfaticos aferentes associados [Burnstock, 2017].

Os efeitos anti-inflamat6rios da CD39 ocorrem através de dois diferentes mecanismos:
pela remogdo do ATP que provoca efeitos pro-inflamatorios no meio extracelular ou pela
geracdo concomitante de adenosina, que age COMO iMUNOSSUPressor. Sua expressdo &
aumentada em linfocitos T ativados, indicando o importante papel que essa enzima tem na
modulacdo imune e na resposta inflamatdria. A inflamacdo age em todos os estagios da

tumorigénese — em estagios iniciais, cria um microambiente favoravel que estimula mutagdes,
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instabilidade gendmica e modificacBes epigenéticas; na progressdo tumoral, estimula
angiogénese, escape imune e crescimento do cancer [Rockenbach et. al, 2013].

Becker et. al (2018) demonstraram que, quando hd aumento do ATP extracelular, ha um
aumento na atividade da CD39 como mecanismo compensatorio a fim de auxiliar no controle
da inflamacdo em pacientes com llpus eritematoso sistémico, atenuando os efeitos
inflamatorios e reestabelecendo um balango. Além disso, a expressdo de CD39 por células
endoteliais do figado, por exemplo, pode proteger diretamente as células de hepatocarcinomas
dos altos niveis de ATP extracelular, o que limitaria diretamente o crescimento tumoral. Esses
efeitos antitumorais podem ser atenuados pela provisdo da CD39 ou expressao intrinseca da
enzima nessas células [Cai, 2016]. Sendo assim, a utilizacdo de inibidores ou anticorpos
blogueadores de CD39 poderiam representar uma estratégia para manter a imunossupressao
mediada por células sob controle, uma vez que a mesma afeta diretamente este mecanismo
[Allard et. al, 2017].

De acordo com dados bioquimicos, as formas sollveis das enzimas pertencentes a
familia das NTPDases perderiam toda a atividade catalitica circulando livres no plasma. Ha
evidéncias, no entanto, de que as NTPDases podem ser encontradas cataliticamente ativas,
sobre a superficie de microvesiculas formadas a partir de fragmentos de membrana plasmatica
que podem ser liberados por diferentes tipos celulares, incluindo diversos tipos tumorais [Jiang
et. al, 2014; Zimmermann et. al, 2012].

Além das funcdes citadas anteriormente, existem evidéncias de que o papel da CD39
vai além de efeitos benéficos para o cancer. A hipotese purinérgica desenvolvida pelo nosso
grupo de estudos, no caso dos gliomas, € a de que eles provocam a liberacdo de glutamato, o
que acarreta na necrose do tecido normal e liberagdo de ATP, e ampliagcdo do espago para o
crescimento do proprio tumor. Porém, estas células tém capacidade extremamente reduzida de

hidrolisar ATP, e o acimulo desse ATP no meio extracelular estimula a proliferacdo destas
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células [Wink et. al, 2003; Morrone et. al, 2003]. Na tentativa de reduzir a concentracao
neurotoxica desse nucleotideo, a CD39 expressa pelos astrocitos converte o ATP até AMP,
promovendo a prote¢do das células normais [Wink et. al, 2005]. O AMP é convertido em ADO
pelas células do glioma, que expressam CD73 e a utiliza para produzir micro metastases
cerebrais e adenosina, que age como um fator proliferativo ao tumor [Bavaresco et. al, 2008].

J& foi descrito que a enzima CD73 é altamente expressa na maioria dos tumores sélidos,
sendo proposta como um potencial biomarcador clinico ou prognoéstico [Dietrich et. al, 2017],
além de ser considerada a principal produtora de adenosina extracelular [Spychala, 2000]. Além
disto, esta positivamente envolvida com progressao, invasao, migracao e adesdo tumoral, assim
como se mostrou estar envolvida em crescimento celular tumoral, maturagéo, diferenciagéo,
invasividade, metastases, evasdo imune e resisténcia a drogas [Rockenbach et. al, 2013].
Contudo, também tem sido descrita como marcador progndstico favoravel em alguns tumores,
como céncer de ovario, mama, meduloblastoma e cancer de bexiga ndo-invasivo [Cappellari et.
al, 2015; Dietrich et. al, 2017]. Porém, inibidores dessa enzima demonstraram efeitos
antiproliferativos em linhagens celulares de cancer de bexiga e glioma, e diminuicdo da
progressao do cancer de ovario [Rockenbach et. al, 2013, Jin et. al, 2010].

Uma forma truncada soltvel da CD73, que retém sua capacidade de hidrdlise, também
foi descrita. Esta forma sollvel é gerada a partir do rompimento da ancora de GPI por uma
fosfolipase especifica de fosfatidilinositol ou através da clivagem proteolitica. A partir disso, a
forma solGvel pode circular livremente na corrente sanguinea e outros fluidos biolégicos. E
sugerido que as nucleotidases solGveis podem representar um sistema efetor auxiliar importante
para inativacao local de nucleotideos agudamente elevados, especialmente em sitios de injuria
e inflamacdo [Antoniolli et. al, 2016].

No cancer de mama, a CD73 promove a ocorréncia e desenvolvimento através de evaséo

imunoldgica, angiogénese e linfangiogénese [Barginear et. al, 2014; Antoniolli et. al, 2016].
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Adicionalmente, dados publicados sugerem que esta proteina aumenta o crescimento e favorece
o0 desenvolvimento de metastases através da adenosina [Yu et. al, 2017; Antoniolli et. al, 2016].
Utilizando expressao génica, foi possivel determinar que uma alta expressdo da CD73 pode
estar relacionada com mau progndstico, e com um aumento da resisténcia a doxorrubicina, uma
antraciclina comumente utilizada na quimioterapia. Essa resisténcia se da tanto pela supressao
da producdo do IFN-y por células T CD8+ quanto pelo acimulo de adenosina no meio
extracelular [Loi et. al, 2013].

O actmulo de células T com expressdo de CD73 se mostrou um indicador de desfecho
negativo e confere valor progndstico negativo a infiltracdo de células T CD8+. Além disso, 0
acumulo de adenosina gerada pela CD73 e subsequente inativacao das células NK supressoras
tumorais mediada pelos receptores A>a mostrou-se um mecanismo fundamental para o
desenvolvimento de metéstases [Allard et. al, 2017].Embora muitas questdes relativas ao papel
da CD73 na via purinérgica ainda ndo tenham sido resolvidas, as possibilidades de utiliza-la
como alvo terapéutico para o tratamento de cancer de mama sdo muito promissoras [Loi et. al,
2013]. Existem estudos demonstrando a presenca de exossomos isolados do plasma de
pacientes com cancer, que carregavam CD39 e CD73 enzimaticamente competentes
[Theodoraki et. al, 2018; Schuler et. al, 2014]. Além destes, nosso grupo de estudo ja
demonstrou expresséo e atividade destas enzimas em linhagens celulares de tumores de
préstata, bexiga, es6fago e meduloblastoma [Gardani et. al, 2018; Dietrich et. al, 2017; Santos
et. al, 2017; Cappellari et. al, 2015].

Considerando os resultados de estudos com as enzimas CD39 e CD73 em diversos tipos
de céncer, que demonstram o importante papel das mesmas no processo tumoral, sdo
necessarias mais pesquisas a respeito destas proteinas para valida-las como possiveis
marcadores prognosticos confiaveis, uma vez que a deteccdo destas no sangue periférico

poderia ser uma alternativa menos invasiva para confirmacdo de caracteristicas tumorais
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obtidas a partir de bidpsia, e/ou como possiveis alvos terapéuticos no cancer de mama, podendo
ser utilizadas para desenvolvimento de agentes de tratamento especificos e com menor
toxicidade sistémica para os pacientes que possuem menor tolerabilidade ao tratamento, como

¢ 0 caso dos idosos.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o perfil de hidrdlise dos nucleotideos ATP, ADP e AMP em amostras de plasma
sanguineo de pacientes idosas com céncer de mama e correlaciond-los com dados clinico

patoldgicos na busca por possiveis biomarcadores e/ou alvos terapéuticos.

2.2 Objetivos Especificos

e Comparar os perfis de hidrolise dos nucleotideos no plasma sanguineo, entre as
pacientes antes do inicio do tratamento e no retorno apds 6 meses, através da
identificacdo do fosfato inorganico liberado;

e Correlacionar os resultados da hidrélise dos nucleotideos e da expressdo das

enzimas com os dados clinico-patolégicos das pacientes.
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Abstract

Breast cancer (BC) is the most common type of cancer and the biggest mortality cause
amongwomen in whole world, being strongly associated to ageing. This has a huge importance,
once rise of population’s life expectancy is directly related to cancer (re) appearance risk.
However, elderly population is frequently excluded from clinical trials and its treatments are
based in data obtained from trials with younger population, not being ideal. This cancer’s
etiology is multifactorial, evolving endocrine, reproductive and environmental factors and, less
frequently, familiar predisposition. Tumor severity is defined by its size, node commitment,
presence of metastasis, hormone receptors (estrogen and progesterone) and human epidermal
growth factor receptor (HER2) expression, and the absence of all receptors, characterizing the
most serious subtype. Adenine nucleotides are important signaling molecules that mediate
biological functions many conditions, including cancer. These molecules are hydrolyzed by
several ectoenzymes named ectonucleotidases that are anchored in cell membrane surface and
found circulating in the blood stream. In a coordinated manner, they produce adenosine in the
extracellular milieu, which has a very important role in tumor development. This study aimed
to analyze the tumor’s molecular features on elderly patients, evaluating nucleotide hydrolysis
(ATP to ADP and ADP to AMP made by CD39 and AMP to adenosine by CD73) in plasma
blood as possible prognostic biomarkers and/or therapeutic targets, in order to improve these
patients’ disease outcomes. Peripheral blood samples were collected from BC patients with age
above 60 years old at the moment of diagnosis and after 6 months of treatment. The nucleotide
hydrolysis analysis was performed by malachite green method using ATP, ADP and AMP as
substrates. The mean age of patients were 68 years old and about 66,6% with tumors stage |
and 1, and 33,3% staging 1l and 1V, representing worse prognosis. Results showed BC patients
had lower ADP and higher AMP hydrolysis when compared to control. When analyzing
differences between the diagnose samples and the ones collected after 6 months, we were able
to show a significate reduction on AMPase activity, making the profile of treated individuals
look like the healthy individuals’, independently of which treatment was used. This way, we
can conclude that understanding the ectonucleotidases activity role in cancer progression can
help this disease complexity understanding, looking forward to improve early detection and
therapeutic approach on elderly patients.

Keywords: Breast cancer; elderly patients; plasma blood; hydrolysis; ectonucleotidases; CD39;
CD73.
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INTRODUCTION

According to the International Agency for Cancer Research (IARC), breast cancer is the
most common type of cancer among women. In Brazil, breast cancer is the most prevalent,
mainly on the southern and southeast regions, concentrating about 70% of the occurrence of
new cases [1]. Besides that, low and middle-income countries have diagnosis in later stages of
the disease, increasing treatment related morbidity, quality of life impairment and reducing
overall survival [1,2,5].

The etiology for breast cancer is multifactorial, involving endocrine and reproductive
factors, besides environmental such as factors like lifestyle (alcohol consuming, overweight),
use of oral contraceptives and hormone replacement and radiation exposure [1,2].
Approximately 5% of the cases have familiar predisposition, related to BRCA 1 and 2 gene
mutation [2,6]. The disease has three different predominant pathological status: hormonal
receptors expression (estrogen and progesterone), responsible for 70% of the total cases,
overexpression of HER2 (Human Epidermal growth factor Receptor 2), which represents about
20%, and the remaining are triple negative type (TNBC — triple negative breast cancer) that
does not present expression of neither HR or HER2 [7,8,9].

Comparing to younger women, older patients are more likely to present high ER and PR
expression breast cancer, with or without HER2 expression [8]. The tumor size and nodal
involvement increase with age and can be explained by the late diagnosis in this population.
However, the increase of nodal involvement is related to smaller tumors, suggesting small but
aggressive tumors in older women [8,10,11]. Furthermore, the 5 to 10 years relative survival of
older than 70 years patients is shorter than patients between 40 and 70 years. This may be due
to insufficient treatment, socioeconomic differences and unequal access to health care
contribute to worse prognosis in poorer countries [2,10]. The underestimation of life

expectation and therapy adjusts can result in insufficient treatments, being considered a major

46



risk factor to cancer recurrence and death [4,13,14]. Elderly patients represent about 60% of all
cancer patients, but they are initially excluded from clinical trials because of the age restrictions,
although disease-specific mortality and recurrence chance increase are significant [2,13].
Purine nucleotides (ATP, ADP, UTP and UDP) and nucleosides (adenosine) are
characterized as extracellular messengers [15,16,17]. Besides their presence in normal
conditions, the exacerbated release, not only of ATP, but UTP and UDP is caused by different
stressor agents, such as plasmatic membrane damages, platelet aggregation, viral or bacterial
infections and mechanical stress. ATP works as an alert sign, activating the immune cells
nearby to fight microorganisms, start tissue repair responses and find and engulf apoptotic cells
[16,18]. Once on the extracellular milieu, ATP and ADP are quickly hydrolyzed to AMP by
NPTDasel/CD39, and subsequently to adenosine (ADO) by ecto-5’-nucleotidase/CD73 or
alkaline phosphatase (ALP) [15,16,18,19]. The CD39 is found anchored to plasmatic membrane
by two transmembrane domains essential to its catalytic activity and substrate specificity [20].
It is a lymphocytic activity marker and has fundamental role on immune system control by
purinergic signalling modulation [18,21]. There are evidences that NTPDasel catalytically
active can be released as plasma membrane fragments from expressing cells. In addition, it can
be found incorporated into exosomes released by various tumor types [21].
Ecto-5’-nucleotidase is a glycosyl phosphatidylinositol (GPI)-anchored enzyme
expressed on the surface of subsets of human lymphocytes that hydrolyze the extracellular AMP
into ADO, regulating extra and intracellular environment [3]. Its expression is related to cellular
adhesion and proliferation. Besides, it also works in cellular migration and invasion events, due
to its role as adhesion molecule [22]. The soluble form can be disconnected from the membrane
and can circulate freely in the bloodstream and other biologic fluids. It is suggested that soluble
nucleotidases may represent an important auxiliary effector system to local nucleotide

inactivation that are acutely elevated, especially on injury and inflammation sites [23].
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Cancer has the ability of growing subverting the immune suppression routes, avoiding
recognition of malignant cells as dangerous or strange. This mechanism makes cancer escape
from immune elimination and allows disease’s progression from an initial to a lethal stage [18].

One of the critical points to understand the tumor-host interaction is tumor
microenvironment’s biochemical composition. It was recently shown that ATP concentration
on extracellular tumor milieu reaches hundreds of micromolar, which is different from normal
tissues [24]. Thus, tumor microenvironment becomes an active ATP release/generation site and
its conversion to adenosine, producing growth factors and immunomodulators. In vivo studies
shown that solid tumor extracellular milieu have high concentration of adenosine, generated by
conjunct action of CD39 and CD73 ectonucleotidases [24,25]. Due to adenosine’s well-known
immune suppressor action, these findings give a crucial clue to understand the immune system
evasion strategies by cancer and its participation in this process [24].

CD73 has been reported to promote breast cancer occurrence and development through
immune evasion, angiogenesis and lymphangiogenesis [3,23]. Additionally, published data
suggest that this protein improves growth and favors metastasis by ADO [4,23]. High CD73
expression may be related to bad prognosis and high doxorubicin resistance, a commonly used
anthracycline used on its treatment [22]. Also, CD39 expression, with consequent ATP
hydrolysis and adenosine generation, may compromise antitumor immune responses, including
the ones mediated by natural killer cells [20]. Considering that previous studies have described
CD39 and CD73expression and activity on different kinds of tumor cell lines, prostate, bladder,
esophagus and medulloblastoma [26,27,28,29], it seems necessary to validate the hydrolysis of
these enzymes in the blood plasma as reliable prognostic markers and therapeutic targets in

breast cancer.
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MATERIALS AND METHODS

Chemicals

Adenosine-5"triphosphate  (ATP), Adenosine-5diphosphate (ADP), Adenosine-5
monophosphate (AMP), a-p-methylene-ADP (APCP), Malaquite Green, Coomassie Blue and
Tris-HCI were purchased by Sigma Aldrich. Levamisole was purchase by Santa Cruz

Biothecnology.

Subjects

Twenty-four women above sixty (60) years old with breast cancer diagnosis participated
of this study. These patients were diagnosed and started their treatment at S&o Lucas da PUCRS
Hospital’s Oncology Center, after formalized the participation in the study through Adherence
to Informed Consent Standards (AICS) before blood collection. Previous chemotherapy
treatment on the past ten years was used as exclusion criteria. The control group consisted in
fifteen elderly women with no cancer diagnostic, but with chronic diseases (hypertension,
diabetes, etc.) under treatment. The study was approved by the Ethical Committee of Pontificia

Universidade Catolica do Rio Grande do Sul, Porto Alegre (CAAE: 65653717.0.0000.5336).

Blood collection

Blood samples (4mL) were collected before initiating cancer treatment and after six
months of treatment. The blood was collected in plastic tubes with heparin. For plasma
isolation, samples were centrifuged at 4000 rpm for 12 minutes. After centrifugation, the

supernatant was stored at -80°C until posterior biochemistry analysis.

Protein Analysis
The quantification of protein levels in all plasma samples was performed by Coomassie

Blue method, as described by Bradford et al., 1976, using bovine serum albumin as standard.
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Nucleotide Hydrolysis Assay

The incubation protocol was performed as described by Moritz et al. 2017. For “ATP,
ADP and AMP hydrolysis determinations in blood plasma, samples were pre-incubated with
Tris-HCI buffer 112.75 mM (final concentration) pH 8.0 for 10 minutes at 37°C and, to start
reactions, substrates (ATP, ADP and AMP) were added to samples in a final concentration of
3 mM. At 50 min after incubation, 5% (final concentration) trichloroacetic acid (TCA) was
added to stop reaction, and samples were subsequently chilled on ice. The samples were
centrifuged at 14000 rpm for 12 minutes and, according to Chan et al., 1986, the amount of
inorganic phosphate (Pi) released was analyzed by the Malachite Green colorimetric method
with minor modifications. Controls were performed to correct the nonenzymatic substrate
hydrolysis. All samples were processed in triplicate. Enzyme activities were expressed as pmol

of Pi released per minute per milligram of protein (pmol/min/mg).

Complementary Data

The information regarding Ki67 status and tumor degree were collected from patients’
medical chart, which contained results of biopsy immunohistochemical assays ordered by the

oncologist to detail the diagnosis.

Statistical Analysis
Results were expressed as mean * standard error mean (SEM). Statistical analyzes were
performed using the program SPSS. The graphics were produced using Graphpad Prism 5.01,

San Diego, CA, USA. Differences were considered significant when p< 0.05.
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Results

In this study, we analyzed 24 elderly patients with breast cancer diagnosis. The median
age of these patients was 68 years, and the subtypes of breast cancer identified were: 6 with
Luminal A (25.0%), 6 with Luminal B (25.0%), 7 with HER2 positive (29.2%) and 4 TNBC
(16.7%). According to TNM Staging System, 16 patients (66.6%) presented stages I to I, and
8patients (33.3%) had stages Il and 1V, which represent worse prognosis. The comorbities
presented by breast cancer patients were cardiovascular disease (54.2%), endocrine disease
(37.4%), psychiatric conditions (45.8%), gastrointestinal disease (12.5%) bone and joint disease
(29.2%) and respiratory tract disease (20.8%). Fifteen patients were conducted to surgery
(62.5%), while 18 received chemotherapy (75%), 14 received hormone therapy (58.6%) and 16
received radiotherapy (66.6%) after diagnosis (Table 1).

Firstly, we evaluated the nucleotide hydrolysis in blood plasma of breast cancer patients
and healthy women (Figure 1). The results demonstrated that, at the moment of diagnosis, breast
cancer patients did not present significant difference in hydrolyze ATP (58.17 + 66.60
pmol/min/mg of protein - PTN) and ADP (76.67 = 73.95 pmol/min/mg PTN) in comparison to
healthy woman (37.71 = 73.70 and 108.50 + 125.28 pmol/min/mg PTN, respectively). In
addition, breast cancer patients presented a tendency to hydrolyze more AMP (124.21 + 82.18
pmol/min/mg PTN) than healthy women evaluated (80.43 + 69.52 pmol/min/mg PTN),
respectively.

When we compared the nucleotide hydrolysis in patients’ blood plasma before starting
the treatment (at the moment of diagnosis) (157.15 + 72.67 pmol/min/mg PTN) with the
samples collected after 6 months (76.23 + 81.85 pmol/min/mg PTN), we could observe a
significant reduction of AMPase activity. The ATP and ADP hydrolysis profile did not present
any significant difference (48.31 £+ 56.65 to 65.92 + 104.32 and 91.23 + 82.69 to 120.85 +

122.48 pmol/min/mg PTN, respectively) (Figure 2). The comparison of each nucleotide
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hydrolysis profile among the different groups of women analyzed, showed that there wasn’t
any significant difference, although there was a tendency of patients after 6 months of treatment
to hydrolyze the nucleotides in the same levels of healthy women (Figure 3).

In sequence, we analyzed the profile of breast cancer patients’ hydrolysis performing
the correlation between diagnosis and after 6 months groups, considering each treatment. The
analysis showed a significant reduction of AMPase activity in all treatments studied (surgery,
chemotherapy, radiotherapy and hormone therapy), including the patients that did not receive
hormone therapy, explained by the fact that these patients had a non-hormonal cancer profile
and received other kinds of treatments (Table 2).

We also evaluated the nucleotide hydrolysis in relation to Ki67 status, which measures
the proliferation rates (Table 3). In accordance to Rossi et. al (2015), high Ki67 (>20%)
correspond to high proliferation rates, and low Ki67 levels (<20%) correspond to low
proliferation. Forty seven percent of the patients studied here, presented low Ki67 score and
52.2% had a high proliferation rate. When comparing the hydrolysis of ATP, ADP and AMP
between these groups, we found no significant difference. Besides that, we divided the patients
in two groups based on Clinical Stage defined by TNM classification, which defines tumor size,
lymph nodes affected and presence of metastasis. The first group consisted of patients arranged
in 1 and 1l stages (66.7%), and the second of patients in I1l and IV stages (33.3%) and both did

not presented any difference in the nucleotide hydrolysis (Table 3).

Discussion
Breast cancer is the most common and the highest mortality cause of women in whole
world, and it is estimated 60 thousand new cases to 2018 and 2019 in Brazil [1,9]. Looking

closely to the tumoral scenario, purinergic system has a crucial role to its development and
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avoid organism attempts to beat it. Is well known that ATP and ADO working in a synchronized
manner to favoring the tumor growth [24]. In this study, we compared the nucleotide (ATP,
ADP and AMP) hydrolysis in blood plasma of breast cancer patients and healthy women. The
data showed that breast cancer patients have a tendency to hydrolyze more AMP (Figure 1),
showing that this malignancy may cause alterations on nucleotide metabolism and generate an
increased amount of circulating adenosine that has anti-inflammatory activity, helping the
tumor to evade the immune system [24]. These results are in accordance to those demonstrated
by Morello et. al (2017) and Gardani et. al (2019), that showed high AMPase activity in blood
samples of stage IV melanoma and prostate cancer patients, respectively. Both authors related
this activity to CD73 through tests with inhibitors, proposing this enzyme activity as a possible
plasma biomarker to kinds of cancer [26,34]. Besides, other studies demonstrate the expression
of CD73 on breast cancer cells and tumor-infiltrating leukocytes [35] reinforcing the idea that
this enzyme is responsible for the increased adenosine concentration in cancer patients.

When we compared the AMP hydrolysis at the diagnosis with samples collected after 6
months of treatment, we could observe a significant reduction in all groups: surgery,
chemotherapy, radiotherapy and hormone therapy, were the last one showed significance also
on not treated group, explained by the fact that these patients had a non-hormonal cancer profile
and received other kinds of treatments. The important reduction of AMPase activity in patients
after the treatment could constitute a marker to treatment effectiveness. Despite the fact that
CD39 is related to tumor progression, our study did not evidence significant activity that could
be related to this enzyme, once the ATP and ADP hydrolysis were similar between the BC
patients and healthy group. Corroborating to our data, Bastid et. al (2015) did not find
significant CD39 activity on breast cancer cell lines [36]. Interestingly, the results of the
nucleotide hydrolysis before and after treatment showed that breast cancer patients profile

differs from healthy women at the moment of diagnosis, but when we look after 6 months, this

53



group showed a tendency to diminish AMP and to increase ATP hydrolysis, becoming close to
healthy individuals profile. Araujo et. al (2005) analyzed CD39 and CD73 activity on breast
cancer patients’ platelets with and without treatment intervention, between 20 and 85 years old.
Results showed nucleotide hydrolysis alteration on these patients’ samples, indicating that these
molecules metabolism changes may interfere, also, on platelet activation. Besides that, studies
including elderly patients are important, once these patients are often excluded from clinical
trials [8,10].

Regarding the Ki67 immunohistochemistry, which is related to tumor proliferation
rates, we observed that the group presenting low Ki67 status had less AMPase activity when
compared to high Ki67. This could be related to CD73 expression and activity and worse
prognosis, once higher activity is present on plasma patients with tumors that proliferate more,
being more aggressive. These results are in accordance to Morello et. al (2017), who
demonstrated worse prognosis in blood samples of stage IV melanoma patients that had higher
CD73 activity [33]. Loi et. al (2013) also showed high levels of CD73 expression on TNBC
patients’ lymphocytes with bad prognosis and anthracyclines resistance [22]. But the
association of CD73 with long-term survival is still a matter of debate, maybe due to the strong
heterogeneity of breast cancers [39], and a study by Supernat et. al (2012) relates high levels of
CD73 to better overall survival in breast cancer stages | to 111 [40]. Besides that, when we divide
the breast cancer patients according to de Clinical Stage, considering stages | and Il the ones
with lighter tumors and stages 111 and 1V with worst diseases, we can see a tendency to higher
ATP and lower ADP hydrolysis on the first group. These results suggest that high ATPase
activity observed in the initial stages was involved in the early tumor development, when there
is hypoxia, and elevated ATP secretion, what could promote the recruitment of immune system

to tumor site [19]. The AMPase activity seems to be similar in both groups.
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Although breast cancer in elderly patients have more favorable features than younger
patients, regarding hormone receptor expression profile, tumor grade and proliferation rate,
these patients are often diagnosed in later stages and undertreated due to physicians concerns
about appropriate therapy and surgical choose [8,36]. In fact, Gal et. al (2017) demonstrated
that biologic features between 65-75 years and above 75 years old do not differ, but the second
group receive less treatment [36]. Also, there are few evidences regarding treatment on this
population because the clinical trials, usually, do not include them, making the treatment
decisions be based on extrapolation of studies with younger groups. Tumor biological features
and treatment tolerance of elderly breast cancer patients vary, besides other mortality risks
[8,10,38]. Here, we analyzed breast cancer patients regarding comorbities and medications used
and found no difference affecting the enzymatic activity. This may be considered a good

prognostic, because alterations on these enzymes activity could interfere on cancer treatment.

In conclusion, AMPase activity, which was reduced after six months of the patients
treatment, could constitute an important plasma biomarker and thus allow less invasive
procedures on elderly patients follow-up, who suffer from side effects of treatment against
breast cancer. This study reinforces the need to include elderly patients in clinical trials, and the
importance to study their characteristics and profiles to a better understanding of their needs

regarding to the treatment and quality of life.
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Figure Legends

Figure 1. Nucleotide hydrolysis — Comparison between BC and Healthy patients. ATP, ADP
and AMP hydrolysis was evaluated in blood plasma as described in Materials and Methods
section, and final values were described as pmol/min/mg protein. The experiments were
performed in triplicates. Data were expressed as mean + SEM and analyzed by t test with
independent samples on SPSS statistical program, and the results were considered significant

when p value < 0,05.

Figure 2. Comparison between diagnosis and after 6 months of treatment BC patients. The ATP
hydrolysis did not show much difference before and after 6 months of treatment, and ADP
hydrolysis presented a tendency to increase. AMPase activity had a significate decrease on the
second sample, showing possible treatment effectiveness. The analysis was performed as
described in Materials and Methods section, and final values were described as pmol/min/mg
protein. The experiments were performed in triplicates. Data were expressed as mean + SEM
and analyzed by paired t test on SPSS program, and the results were considered significant

when p value < 0.05. ** Identifies the significate reduction on AMPase activity.

Figure 3. Nucleotide hydrolysis profile — comparison between healthy patients, BC patients at
diagnosis and BC patients after 6 months. This graph displays the nucleotides hydrolysis in the
three analyzed groups. Comparing the three profiles in parallel, we are able to see how patients’
profile after treatment approached to the healthy individual’s profile, different from the same
patients at the moment of diagnosis — once again, the possibility of treatment effectiveness is
shown. The analysis was performed by One Way ANOVA test on GraphPad Prism5 program,

and the results were considered significant when p value < 0.05.
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Figure 2.
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Figure 3.
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Table 1. Clinical and pathological data of breast cancer patients.

Characteristics N %
Age (years)
Mean 68
Range 61-76
Tumor type
Luminal A 6 25
Luminal B 6 25
HER2 7 29.2
Triple Negative 4 16.7
Grade
1 (well differentiated) 3 12.5
2 (moderately differentiated) 12 50
3 (poorly differentiated) 6 25
Clinical Stage
I and 1l 16 66.6
Iland IV 8 33.3
Associated Comorbities
Cardiovascular disease 13 54.2
Endocrine disease 9 37.5
Psychiatric disease 11 45.8
Gastrointestinal disease 3 12.5
Bone and articular disease 7 29.2
Respiratory tract disease 5 20.8
Breast Cancer Treatment
Surgery
Yes 15 62.5
No 9 375
Chemotherapy
Yes 18 75
No 6 25
Radiotherapy
Yes 16 66.6
No 8 33.3
Hormone therapy
Yes 14 58.3
No 10 41.6
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Table 2. Evaluation of nucleotide hydrolysis according to different kinds of treatment.

Nucleotide Hydrolysis

(pmol Pi/min/mg PTN)

Treatment ATP ADP AMP

Chemotherapy

Diagnosis (n=12)  48.00+59.16 03.75+85.84  153.00+74.26

After treatment (n=12) 68.83+108.40 129.42+123.79 80.75+83.78*

Surgery

Diagnosis (n=9) 63.11+61.48 80.00+76.05 176.22+56.16

After treatment (n=9) 76.33x119.56 122.56+124.29 80.11+79.07*

Radiotherapy

Diagnosis (n=10) 62.00+£58.07 78.10+71.95  179.30+53.83

After treatment (n=10) 71.80+113.63 112.40+121.76 74.30+76.78*

Hormonetherapy

Diagnosis (n=6) 47.67+37.05 94.83+82.07  139.50+86.03

After treatment (n=6) 109.00+136.36 151.00+116.313 41.17+62.10*

*Demonstrate statistical difference in relation to nucleotide hydrolysis at diagnosis and after 6 months. All
treatments showed significance on AMP hydrolysis, and the group of patients who did not receive hormone therapy
also had significant results. The values represent mean + SD. Only the patients who had the 6 months return were
analyzed. The analysis were performed by SPSS and Graphpad Prism statistical programs, using paired t test.
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Table 3. Relation between Ki67 score and Clinical Stage with Nucleotide Hydrolysis

Nucleotide Ki67* Clinical Stage
Hydrolysis (pmol | High (>20%) Low (<20%) I and Il lland IV
Pi/min/mg PTN) n=12 n=11 (n=16) (n=28)

ATP 50.08 £+41.49  72.27+87.58 | 70.69 + 75.06 33.13+£37.75
ADP 83.41+63.18 66.91+89.20 | 58.88 £57.16 112.25 +93.78
AMP 149.08 £ 89.36  101.82 +72.00 | 120.56 + 89.64  131.50 + 69.86

*The Ki67 score were collected from patients” medical chart. One of the patients did not have Ki67 information
related, and, to this analysis, her data were not considered. The statistical analysis was performed by GraphPad
5program, using unpaired t test. Significance was considered when p value < 0.05.
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4. Discussao

O cancer de mama é 0 mais comum e a maior causa de mortalidade de mulheres em
todo 0 mundo, e séo estimados 60 mil novos casos em 2018 e 2019 no Brasil [INCA, 2017,
Akramet. al, 2017]. Olhando atentamente ao cenario tumoral, o sistema purinérgico tem papel
fundamental ao seu desenvolvimento e tentativas do organismo de combaté-lo. E bem descrito
que ATP e ADO trabalham de maneira sincronizada para favorecer o crescimento tumoral
[Burnstocket. al, 2013]. Nesse estudo, comparamos a hidrolise de nucleotideos (ATP, ADP e
AMP) no plasma sanguineo de pacientes com cancer de mama e de individuos sem o
diagndstico da doenca. Os dados demonstraram que 0s pacientes com cancer tém uma tendéncia
a hidrolisar mais AMP (Figura 1), mostrando que esta malignidade pode causar alteracées no
metabolismo dos nucleotideos e gerar um aumento na concentracdo da adenosina circulante,
que tem atividade antiinflamatdria, auxiliando o tumor a evadir o sistema imune [Burnstocket.
al, 2013]. Esses resultados estdo de acordo com os demonstrados por Morello et. al (2017) e
Gardani et. al (2019), que mostraram, alta atividade AMP4&sica em amostras sanguineas de
pacientes com melanoma estagio IV e cancer de préstata, respectivamente. Ambos os autores
relacionaram esses resultados a atividade da CD73 através de testes com inibidores, propondo
esta enzima como possivel biomarcador plasmatico aos tipos tumorais avaliados [Gardani et.
al, 2019; Morello et. al, 2017]. Além disso, outros estudos demonstraram a expressdo da CD73
em células tumorais de mama e leucécitos infiltrantes tumorais [Buisseret et. al, 2018],
reforcando a ideia de que esta enzima é responsavel pela alta concentracdo de adenosina nos
pacientes oncologicos.

Quando comparada a hidrolise de AMP no momento do diagnéstico com amostras
coletadas das mesmas pacientes apos 6 meses de tratamento, pudemos observar uma reducao
significativa em todos os grupos de tratamento (cirurgia, quimioterapia, radioterapia e terapia

enddcrina). No caso da terapia enddcrina, o grupo dos pacientes ndo tratados tambem teve
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reducdo significativa, podendo ser explicado pelo fato de esses pacientes ndo apresentarem
tumores com expressdo de receptores hormonais e receberam outros tratamentos. A redugéo
importante na atividade AMPA&sica nos pacientes ap6s o tratamento pode significar uma prova
de efetividade do tratamento. Apesar do fato de a CD39 estar relacionada a progresséo tumoral,
nosso estudo ndo evidenciou atividade significativa que pudesse ser realizada por ela, uma vez
que a hidrdlise de ATP e ADP foi similar entre as pacientes e o grupo controle. Para reforcar
nossos dados, Bastid et. al (2015) ndo encontraram atividade significativa da CD39 em
linhagens celulares de cancer de mama [Bastid et. al, 2015].

O resultado mais interessante apresentado aqui foi a comparacéo do perfil da hidrélise
de nucleotideos antes e depois dos tratamentos, na qual a primeira amostra diferiu do perfil dos
individuos saudaveis, mas quando olhamos o perfil da segunda amostra, pudemos observar uma
tendéncia a diminuir a hidrolise de AMP e aumentar a de ATP, ficando muito similar ao das
pacientes sem cancer. Araujo et. al (2005) analisaram a atividade da CD39 e CD73 em plaquetas
de pacientes com cancer de mama com e sem intervencédo terapéutica, entre 20 e 85 anos. Os
resultados demonstraram alteracdo na hidrolise de nucleotideos dos pacientes oncoldgicos,
indicando que o metabolismo dessas moléculas pode interferir, também, na ativacéo plaquetaria
[Araujo et. al, 2005].

Com relacdo ao Ki67, indice que indica a taxa de proliferacdo tumoral, foi possivel
observar que 0 grupo que apresentou Ki67 abaixo de 20%, considerado baixo, tendeu a um
perfil de atividade AMPé&sica menor que o grupo com taxa superior a 20%. Ou seja, 0 grupo
com maior taxa proliferativa poderia ter maior expressdo e atividade da CD73, além de
prognosticos desfavoraveis, uma vez que atividades mais pronunciadas dessa enzima estariam
presentes no plasma de pacientes com tumores mais ativos e mais agressivos. Esses resultados
estdo de acordo com os apresentados por Morello et. al (2017), que mostraram que as amostras

de pacientes de melanoma estagio IV com maior atividade da CD73 possuiam piores
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prognosticos [Morello et. al, 2017]. Loi et. al (2013) também demonstraram altos niveis de
expressdo da CD73 em pacientes com o subtipo triplo negativo de cancer de mama com piores
prognosticos e resisténcia a antraciclinas, comumente utilizadas para o tratamento da doenca
[Loi et. al, 2013]. Apesar disso, a associa¢do da CD73 com sobrevida a longo prazo ainda é
uma questdo a ser debatida devido a grande heterogenicidade dos tumores de mama [Turner et.
al, 2013], e o estudo realizado por Supernat et. al (2012) relata que altos niveis da CD73 podem
estar relacionados a melhor sobrevida geral no caso de tumores de mama estagios | a Ill
[Supernat et. al, 2012]. Porém, quando dividimos as pacientes do nosso estudo de acordo com
0 estégio clinico em dois grupos — o primeiro com estagios | e 1l (tumores menos graves) e 0
segundo com estagios Il e IV (tumores mais agressivos), pudemos observar uma tendéncia a
maior hidrdlise de ATP e menor hidrélise de ADP no primeiro grupo. Isso sugere que a
atividade ATPasica presente nos estagios iniciais, que pode estar relacionada a enzima CD39,
esta envolvida no desenvolvimento inicial dos tumores, quando ha hipdxia e secrecdo acentuada
de ATP. Uma alta concentragdo desse nucleotideo no meio extracelular poderia recrutar células
imunes ao tumor, prejudicando seu desenvolvimento [Di Virgilio et. al, 2018]. Ja a atividade
AMPaésica neste caso € similar em ambos os grupos, podendo ser explicado pelo fato de que a
formacdo de adenosina é benéfica ao tumor em qualquer estagio de desenvolvimento, ja que a
mesma tem conhecida acdo imunossupressora, como citado anteriormente.

Mesmo diante do exposto, sd0 necessarios mais estudos com pacientes idosos. A
composi¢cdo corporal e mecanismos de resposta do organismo as condicdes, doencas e
tratamentos mudam com o passar do tempo, e a populacdo idosa cresce cada vez mais no
mundo. Mesmo assim, esses pacientes sao geralmente excluidos dos estudos clinicos [ Tesarova
et. al, 2016; Biganzoli et. al, 2016], fazendo com que hajam poucas evidéncias com relagdo ao
tratamento nessa populacéo, e as decisOes terapéuticas tomadas sejam baseadas na extrapolagéo

de dados dos grupos jovens, o0 que ndo se configura um cenario ideal, uma vez que o avancar
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da idade provoca alteragdes orgénicas em relagdo a caracteristicas tumorais, tolerancia aos
tratamentos e outros riscos de mortalidade, como as diversas comorbidades associadas e
polifarmécia, presentes na grande maioria dos pacientes idosos [Tesarova et. al, 2016;
Biganzoli et. al, 2016; Turner et. Al ,2013]. Pensando nisto, analisamos as comorbidades e
medicamentos utilizados por estas pacientes, e ndo encontramos evidéncias que pudessem
afetar a atividade enzimatica. Isso pode ser considerado um achado de grande valor, uma vez
que interferéncias neste sentido poderiam afetar a efetividade do tratamento oncoldgico.

O céancer de mama nestes pacientes geralmente tem carateristicas mais favoraveis do
que os apresentados por pacientes jovens em relacao a expressao de receptores hormonais, grau
tumoral e taxa de proliferagdo, mas eles sdo, geralmente, diagnosticados em estagios mais
tardios e subtratados por preocupacdes por parte da equipe médica com a selecdo de tratamento
apropriada e a decisdo de fazer ou ndo cirurgia [Tesarova et. al, 2016; Gal et. al, 2017], o que
pode ser considerado um fato prejudicial aos pacientes. De fato, Gal et. al (2017) demonstraram
que as caracteristicas bioldgicas tumorais entre 65 e 75 anos e apds 75 anos sdo bem
semelhantes, mas o segundo grupo recebe menos tratamentos [Gal et. al, 2017].

Esse estudo reforca a necessidade de inclusdo dos pacientes idosos em estudos clinicos,
e aimportancia de conhecer melhor suas caracteristicas fisiologicas para um entendimento mais
completo sobre suas necessidades com relacdo a tratamentos e qualidade de vida. Além das
caracteristicas tumorais serem semelhantes as dos pacientes jovens, os idosos tendem a
responder aos tratamentos de forma semelhante, mostrando que, apesar das mudancas
fisiologicas ja citadas, o cuidado oferecido a estes pacientes deve ser aprimorado visando a
melhora na qualidade de vida deles. Antes do tratamento, a prevencao e a detec¢do precoce séo
pontos cruciais para a reducdo da mortalidade das mulheres idosas que sofrem de cancer de
mama, e, por isso, a equipe de cuidado ao paciente, seja ela por parte dos medicos, enfermeiros

e demais profissionais da saude, deve lutar para que haja cada vez mais politicas de prevencao
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e combate a esta doenca tao grave e presente, desde a atengdo primaria até os estabelecimentos

de alta complexidade, podendo, assim, melhorar o atual cenério.
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5. Considerac0es Finais

O presente estudo teve como objetivo analisar e avaliar a hidrdlise de ATP, ADP e AMP
em pacientes idosas com cancer de mama no momento do diagnéstico e ap6s 6 meses de
tratamento, e compara-las a idosas sem diagnostico de cancer.

Nossos resultados demonstraram que as pacientes diagnosticadas com céancer
apresentam um perfil de hidrolise diferente das pacientes sem o diagndstico da doenca e, nas
amostras coletadas apds 6 meses de tratamento, o perfil de hidrdlise dos nucleotideos se
assemelha muito ao perfil do grupo controle, tendo destaque a reducdo significativa da hidrélise
de AMP, quando comparado a andlise das amostras coletadas no momento do diagnostico.

Estes resultados sugerem que a atividade das enzimas que realizam a hidrolise destes
nucleotideos esta alterada na presenca do cancer, possivelmente para que haja uma adaptacéo
do microambiente tumoral as necessidades do proprio tumor, e refletindo esse ambiente na
corrente sanguinea, uma vez que as amostras de sangue periférico destas pacientes
apresentaram atividade enzimatica alterada. Além disto, houve diferenca no perfil de hidrélise
da primeira para a segunda amostra, demonstrando que todos os tratamentos utilizados, sejam
eles quimioterapicos, radioterapicos, cirurgicos ou enddcrinos, agiram sobre o metabolismo dos
nucleotideos, reduzindo significativamente a hidrélise do AMP.

Este estudo produziu resultados importantes para o entendimento da bioquimica tumoral
nas pacientes idosas com cancer de mama e como a sinalizacdo purinérgica age nesse processo,
em uma populacdo que é pouco incluida em estudos clinicos, mas que segue crescendo e
sofrendo com doengas relacionadas a longevidade. Por isso, ainda sdo necessarios mais estudos
para aprimoramento de diagndstico e tratamento, melhorando, assim, os desfechos dessa doenga

e reduzir a mortalidade dessas pacientes.
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6. Perspectivas Futuras

O melhor entendimento da participacdo do sistema purinérgico no cancer de mama das
pacientes idosas contribui para o aprimoramento das técnicas de diagndstico e tratamento
destas, a fim de melhorar o desfecho desta doenca. Porém, muito ainda deve ser feito para
enriquecer este estudo. Os proximos passos a serem realizados sdo importantes para que se

tenha uma visdo mais ampla do cenério e se consiga chegar a melhores conclusdes. Sao eles:

e Aumentar o nimero de pacientes inclusas e consequentemente melhorar o n amostral;

e Auvaliar a expressdo das enzimas CD39 e CD73 em linfcitos circulantes atraves da
técnica de PCR quantitativo nas amostras sanguineas das pacientes com cancer de mama
e nas saudaveis (controles);

e Investigar a expressdo proteica das enzimas CD39 e CD73 pela técnica de

imunohistoquimica em amostras de bidpsia das pacientes com cancer de mama.
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CAPITULO IV
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7. Anexos

7.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Eu FERNANDA BUENO MORRONE, responsavel pela pesquisa AVALIACAO DO
IMPACTO DO TRATAMENTO NOS PACIENTES IDOSOS COM CANCER DE MAMA NO
HOSPITAL SAO LUCAS DA PUCRS, estamos fazendo um convite para vocé participar como
voluntario nesse estudo.

Esta pesquisa pretende avaliar a resposta ao tratamento utilizado e a possivel
existéncia de alguma diferenga na escolha do mesmo por conta da idade do paciente. Além
disso, pretendemos avaliar a progressdo tumoral e a utilizacdo e adequacgdo de
instrumento de analise de qualidade de vida desses pacientes. Ainda, esse projeto visa
avaliar marcadores de senescéncia e de ciclo celular em pacientes idosos com cancer de
mama.

Acreditamos que ela seja importante porque a populagdao mundial esta se tornando
cada vez mais longeva e dessa forma necessitamos estudos para avaliar o impacto do
tratamento nessa populacdo para assim, colaboramos com medidas de satude publicas
mais adequadas e eficientes.

Para sua realizacao sera feito o seguinte: aplicacdo de um questionario de exame
mental, aplicacdo de questionario sociodemografico, aplicacdo de questionario de
qualidade de vida (geral, cancer de mama e idoso) e de adesao ao tratamento. Além disso,
juntamente com a sua coleta de sangue de rotina (apdés o fim de cada ciclo de
quimioterapia) feita pelo setor de enfermagem do HSL-PUCRS sera coletado um tubo
extra, no mesmo momento e pelo mesmo profissional, para a andlise de marcadores de
envelhecimento e de ciclo celular.

Sua participac¢do constara de responder os questionarios e permitir a coleta de um
tubo extra no momento da coleta sanguinea de rotina.

E possivel que acontecam pequenos desconfortos ou riscos minimos durante as
entrevistas como cansaco e riscos minimos durante a coleta sanguinea que estarao dentro
dos desconfortos de rotina visto que a coleta ja sera realizada para acompanhamento do
seu oncologista. Vocé tem o direito de pedir uma indenizacdo por qualquer dano que

resulte da sua participagdo no estudo.
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Os beneficios que esperamos como estudo sdo um maior esclarecimento dos
efeitos dos tratamentos na populacdo idosa e longeva, além de possiveis correlaces entre
o tratamento e progressao do tumor. Desse modo, podemos contribuir para uma melhora
da saude publica para os idosos, gerando uma intervencdo mais humanizada e
melhorando a qualidade de vida dos pacientes em tratamento .

Durante todo o periodo da pesquisa vocé tem o direito de esclarecer qualquer
duvida ou pedir qualquer outro esclarecimento, bastando para isso entrar em contato,
com Fernanda B Morrone no telefone ((51) 999164726) a qualquer hora.

Vocé tem garantido o seu direito de ndo aceitar participar ou de retirar sua
permissao, a qualquer momento, sem nenhum tipo de prejuizo ou retaliacdo, pela sua
decisao.

As informacgdes desta pesquisa serdo confidenciais, e serdao divulgadas apenas em
eventos ou publicacdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos participantes, a ndo ser
entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre sua participacgao.

Caso vocé tenha qualquer davida quanto aos seus direitos como participante de
pesquisa, entre em contato com Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade
Catolica do Rio Grande do Sul (CEP-PUCRS) em (51) 33203345, Av. Ipiranga, 6681 /prédio
50 sala 703, CEP: 90619-900, Bairro Partenon, Porto Alegre - RS, e-mail: cep@pucrs.br,
de segunda a sexta-feira das 8h as 12h e das 13h30 as 17h. O Comité de Etica é um 6rgiao
independente constituido de profissionais das diferentes areas do conhecimento e
membros da comunidade. Sua responsabilidade é garantir a protecdo dos direitos, a
seguranca e o bem-estar dos participantes por meio da revisdo e da aprovacao do estudo,
entre outras agoes.

Ao assinar este termo de consentimento, vocé nao abre mao de nenhum direito
legal que teria de outra forma.

Nao assine este termo de consentimento a menos que tenha tido a oportunidade
de fazer perguntas e tenha recebido respostas satisfatdrias para todas as suas duvidas.

Se vocé concordar em participar deste estudo, vocé rubricara todas as paginas e
assinara e datara duas vias originais deste termo de consentimento. Vocé recebera uma
das vias para seus registros e a outra sera arquivada pelo responsavel pelo estudo.

O material biol6gico coletado sera utilizado para andlises ja esclarecidas acima.
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Eu, , apos a leitura (ou a
escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar com o
pesquisador responsavel, para esclarecer todas as minhas duvidas, acredito estar
suficientemente informado, ficando claro para mim que minha participagao é voluntaria
e que posso retirar este consentimento a qualquer momento sem penalidades ou perda
de qualquer beneficio. Estou ciente também dos objetivos da pesquisa, dos procedimentos
aos quais serei submetido, dos possiveis danos ou riscos deles provenientes e da garantia
de confidencialidade e esclarecimentos sempre que desejar.

Diante do exposto expresso minha concordancia de espontidnea vontade em

participar deste estudo.

Assinatura do participante da pesquisa ou de seu representante legal

Assinatura de uma testemunha
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7.2 Parecer Consubstanciado do Comité de Etica do Hospital Sdo Lucas da PUCRS

PONTIFICIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DO RIO GRANDE Qm"’m
DO SUL - PUC/RS

PARECER CONSUESTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesqulsa: AVALIAGAD DO IMPACTOQ DO TRATAMENTO QJII‘.ﬂlOTERAPICD NOS PACIENTES
IDOSOS COM CANCER DE MAMA NO HOSPITAL SAD LUCAS DA PUCRS,

Pesquisadar: Femanda Buenc Morrons

Area Tematlca:

Versao: 2

CAAE: 63861517.5.0000.533¢6

Instltulcio Proponente: UNIAO BRASILEIRA DE EDUCACAQC E ASSISTENCIA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.137.673

Apresentagao do Projeto:

C céncer € um termo utilizado para um conjunto de dosngas que se inicia pelo crescimento descontrolado
de células = gue € capaz de acomeier quase todas as partes do corpo. MNas dltimas decadas, o cancer tem
se tornado um prablema de salde piblica mundial & estéd se dirigindo a ser a principal causa de morte por
doencas néo trensmissiveis no mundo. Com & evolucAo de medicina € dos tretamentos cirdrgicos, radio e
quimioterapicos, a expectativa de vida da populagdo aumentou de farma significativa &, em algumas
dscadas, seremos uma populacdo muito mais idosa do que jovem. Dessa forma, se faz necesszric a
pesquisa em saude plblica gue investigue a progressdo e a respasta ao iratamento de tumores na
papulacio idasa assim como nas longevos. E ndo apenas esses pardmetros, mas também utilizar e verificar
a qualidade de vida na velhice durante ¢ desenvolvimento da doenga ¢ duranie ¢ seu tratamente. Desse
modo, o projeto aqui propasta visa avaliar na populagio de

pacientes idoscs e longevos do Hospital S&o Lucas da PUCRE a qualidade de vida desses pacienies, assim
como a progressa do tumar de mama & a resposta ao tratamente utilizande instrumentos previamante
validadaos para a populacdo brasileira.

Objsetivo da Pasquisa:
Chijetivo Primario:

Enderego:  Av.piranga, €851, predio 50, sala 703

Balrre: Partancn CEP: 90.519-200

UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE

Telefone: [51)3320-3345 Fax: (51)3320-2345 E-mail: cep@pucrs br



PONTIFICIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DO RIO GRANDE gwﬂlﬂ
DO SUL - PUC/RS

GContinuacfn do Parcene 7 137 AT3

QO propostc projetc guarda-chuva fol previamenie aprovado pela Agéncia de Fomento CAPES e pelo Comité
Cientifico da Instituicdo para a implementacéao do estagio pés-doutoral no pais, proveniente do Prémio
CAPES-Interfarma de 2014. Esse projeto visa realizar uma estudo de coorte prospectiva em pacientes
idosas que apregssntam cancer de mama, avaliando a resposta ao tratamenta utilizado & a possivsl
gexisténcia de alguma diferenga na escolha do mesmo por conta da idade do paciente Alem disso,
pretendemos avaliar a progress&o tumoral e a utilizacdo & adeguacdo de instrumento de anédlise de
gualidade de vida desses pacientes. Alem disso, esse projeto fara parte de um subprojeio gue visa avaliar
a adesao ao tratamento guimioterapico por via aral no grupo de pacientes estudado.

Objetivo Secunddrio:

1.Determinar a prevaléncia de idosos com cancer de mama do ambulatério do ancologia do Hospital Sao
Lucas (H3L) da PUCRS de Porto Alegre:2 Verificar a associacdo entre as varidveis sociodemagraficas e o
estadiamento das tumores entre os grupos estratificados por faixa etéria;3_Avaliar os exames labaratoriais
80 longe do tratamenio;3.1Relacionar ¢ usc de diferentes tratamentos farmacolégicos aos niveis
plasmaticos de marcadores oxidativos g inflamatdérios entre os grupos estratificados por faixa staria;
4. Aplicar questionario de gualidade de vida que permitira avaliar os seguintes parametros nos diferentes
grupos de acordo com a faixa etaria; incidéncia de comorbidades; progresséao tumoral ao longo do
tratamento; efeitos adversos durants o tratamento quimioterapico: 5. Analisar as interagdes medicamentosas:
& Avaliar a adesfo ao tratamento

guimicterapico administrado por via oral;7.Avaliar a resposta ao tratamento utilizado, comparando a
guimicterapia classica a imunoterapia; radioterapia; cirurgia.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O projeto apresenta riscos minimos, apenas agueles |4 existentes na prépria rotina de tratamento do
paciente.

Beneficios:

A partir do desenvolvimenta deste projeto, serdo obtidos dados sobre a qualidade de vida dessa populagio
em estudo. Desse forma, gerando informacgdes relevantes que contribuirdo para uma melhara da qualidade
de vida dos paciente durante o tratamento quimioterapico e,

canseguentemente. no sucesso do tfratamento. Além disso, com informacdes sobre o desenvolvimento e a

resposta do tumor em idosos, sera possivel auxilisr em um melhor entendimento tumoral nos idosos.

Enderego: Av.lpiranga, 6681, prédic 50, sala 703

Bairro: Pertenon CEP: ©0.819-300
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telafone: (51)3320-3345 Fax: (51)2320-2343 E-mail: cep@pucrs br
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continuagin do Parconr 2 137 673

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Sem comentarias adicionais.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Todos os termos foram apresentados e estao adequados.

Conclusdes au Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

MNaa ha pendéncias.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

éH

g

Diants do exposto, o CEP-FUCRS, de acordo com suas atribuicdes definidas nas Resalucdes CNS n® 466

de 2012, n° 310 de 2016 & Norma Operacional n® 001 de 2013 do CN3. manifesta-s& pela aprovacao do

prajeto de pssquisa proposta.

Este parecer foi elahorada baseada nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Fastagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_FP 16/06/2017 Aceito
do Projeto ROJETC 894651 pdf 11:12:13
Outros CartaRespostaPendenciasF .doc 168/06/2017 |Femanda Buenao Aceito
11:11:45 | Morrone

Outros CartadeFendencias_pdf 12/06/2017 |Fernanda Bueno Aceito
11:34.22 | Morrone

TCLE/ Termos de | TermoeDeCompromissoDeUilizacacDeD| 12/06/2017 |Femanda Buenc Aceito

Assentimento / ados pdf 11:32:47 | Marrone

Justificativa de

Auséncia

Cronagrama CronogramaDeAtividadesAlterado_pdf 12/06/2017 |Femanda Buena Aceito
11:32:.08 | Marrone

Qutros CartaAprovacaoCC_1490878626453.pdfl 22/05/2017 |Femanda Buenc Aceito
14:42:37 |Marrone

Qutras DocUnificadoPP 1490878626453 pdf 22/05/2017 |Femanda Bueno Aceito
14:42.00 |Morrone

Qutras QuestionaricMiniExameDoEstadoMental] 03/04/2017 |Fernanda Buena Aceito

pdf 17:18:33 | Marrone
Quiros QuestionaricDeAdessacAoTratamento.pd] 03/04/2017 |Femanda Bueno Aceilo
f 17:17:58  |Marrone

Outros QuestionaricQLQC30.pdf 03/04/2017 |Femanda Bueno Aceito
17:17:42  |Morrone

Qutros QuestionaricBreastCancerBR23. pdf 03/04/2017 |Femanda Buenac Aceito
17:17:19 | Marrone

Outros QuestionaricElderlyELD14. pdf 03/04/2017 |Femanda Bueno Aceito
17:16:56 | Marrone

Enderego:  Av.lpiranga, 86881, predio 50, sala 703

Bairro: Partenon CEP: 90.61%-500
UF: RS Municipio: PORTC ALEGRE
Telefone: (51)3320-3245 Fax: (51)3320-2345 E-mail:

cep@pusrs.br
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Rrari ™

Outros Lattes cocx 03/04/2017 |Fernanda Bueno Aceito
171601 Morrong

Declaragéo cle CartaDiretorTecnicoClinico. pdf 03/04/2017 |Fermanda Busno Aceito

Instituigéo e 171541 Morrone

Infraestruiura
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