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RESUMO

Introducao: O cancer de bexiga (CB) é o segundo tumor mais comum do sistema
urinério. Embora 75% dos casos tenham apresentacéo inicial ndo masculo-invasiva
(CBNMI) e possam ser tratados curativamente com preservacao do 6rgao através
da resseccao endoscopica, cerca de 75% apresentam recorréncia e 20% evoluem
para a forma musculo-invasiva (CBMI). A imunoterapia com BCG intravesical &
utilizada como terapia adjuvante e reduz em 50% a recorréncia e a progressao
tumoral, porém a outra metade dos casos ainda apresentara a recidiva da
neoplasia. J& o CBMI é tratado pela cistectoma radical e quimioterapia
neoadjuvante, porém nesse estadio o tratamento apresenta alta morbidade peri-
operatéria e a sobrevida em 5 anos € de apenas 50%. Os resultados promissores
de imunoterapias tém incentivado novos alvos. A indoleamina 2,3-dioxigenase
(IDO) é uma enzima que apresenta acdo imunomoduladora em mecanismos
fisioldgicos importantes evitando resposta exacerbada do sistema imune. A IDO
também é expressa em tumores onde atua inibindo atividade linfocitaria e
promovendo assim o escape imunolégico. As proteinas CD39 e CD73 também
apresentam acéo imunossupressora e assim como a IDO tém ag&o oncogénica,
por favorecer o escape imunolégico da célula neoplasica. Embora o papel da IDO,
CD39 e CD73 ainda nédo esteja plenamente estabelecido, a expressao destas
moléculas possam ter potencial no progndstico no CB. Objetivos: Avaliar a
expressao proteica da IDO, CD73 e CD39 em espécimes cirtrgicos de CBNMI e
CBMI e correlacionar com parametros clinicopatologicos. Material e métodos:
Selecionamos retrospectivamente 88 pacientes com CBNMI tratados por
resseccado endoscopica e BCG adjuvante que apresentaram ou nédo recidiva da
doenca durante o seguimento pés-operatério no Hospital Brigadeiro entre 2012 e
2017. Avaliamos também a expresséao destes marcadores em série de 77 pacientes
com CBMI tratados por cistectomia radical no mesmo periodo e local. A expresséo
proteica foi avaliada semiquantitativamente por imunohistoquimica em Tissue
Micro Array contendo trés amostras por caso. Correlacionamos a expressao destas
proteinas com o grau tumoral, o estadio patoldgico, recidiva, tabagismo, tratamento
e progressdo da doenca. Resultados: Dos 162 pacientes que ofereceram
amostras viaveis, 129 eram homens (79,6%) e 33 eram mulheres (20,4%). A
maioria era formada por idosos (70,4%>65 anos) e fumantes (79,5%). Quanto ao
grau histolégico, 74% dos pacientes eram de alto grau e 26% de baixo grau. A alta
expressdo de IDO1 correlacionou-se com um estadio precoce (CBNMI x CBMI) e
com pacientes submetidos a RTU (RTU x CR) (p<0,001). A alta expresséo de CD39
foi associada ao CBMNI (p<0,001), ao estadio de menor grau (Ta, TL x T2, T3 e
T4) e ao tratamento RTU (RTU x CR) (p<0,001). Em relacdo a CD73, ndo foram
associadas caracteristicas clinico-patologicas. No entanto, quando combinado a
expressdo de CD39, a baixa expressdo de CD39 e CD73 foi associada a CB
avancada. Em relacédo ao tratamento, a alta expressdo de ambas se apresentou
nos pacientes submetidos a RTU em contraste com a baixa expressao de ambas
no CR (p<0,001). Por fim a analise da correlagdo entre a associagéo da expressao
de IDO, CD39 e CD73 demonstrou-se significativa (p<0,002). Concluséo:
Propomos que a analise das enzimas IDO, CD39 e CD73, podem ser
biomarcadores complementares no progndstico do CB.

Palavras-Chave: IDO, CD39, CD73, carcinoma de bexiga, biomarcadores,
prognéstico



Abstract

Introduction: Bladder cancer (BC) is the second most common tumor of the urinary
system. Although 75% of cases have an initial non-muscle-invasive presentation
(NMIBC) and can be treated curatively with organ preservation through endoscopic
resection, about 75% present with recurrence and 20% progress to the muscle-
invasive form (MIBC). Immunotherapy with intravesical BCG is used as an adjuvant
therapy and reduces tumor recurrence and progression by 50%, but the other half
of the cases will still have a recurrence of the neoplasm. MIBC, on the other hand,
is treated by radical cystectomy and neoadjuvant chemotherapy, but at this stage
the treatment has high perioperative morbidity and the 5-year survival is only 50%.
The promising results of immunotherapies have encouraged new targets.
Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) is an enzyme that has immunomodulatory
action in important physiological mechanisms, preventing an exacerbated response
of the immune system. IDO is also expressed in tumors where it acts by inhibiting
lymphocytic activity and thus promoting immune escape. CD39 and CD73 proteins
also have immunosuppressive action and, like IDO, they have oncogenic action, as
they favor the immune escape of the neoplastic cell. Although the role of IDO, CD39
and CD73 is not yet fully established, the expression of these molecules may have
prognostic potential in BC. Objectives: To evaluate the protein expression of IDO,
CD73 and CD39 in surgical specimens of CBNMI and CBMI and to correlate with
clinicopathological parameters. Material and methods: We retrospectively selected
88 patients with NIMBC treated by endoscopic resection and adjuvant BCG who
had or did not have disease recurrence during the postoperative follow-up at
Hospital Brigadeiro between 2012 and 2017. We also evaluated the expression of
these markers in a series of 77 patients with CBMI treated by radical cystectomy at
the same time and location. Protein expression was evaluated semiquantitatively
by immunohistochemistry in Tissue Micro Array containing three samples per case.
We correlated the expression of these proteins with tumor grade, pathological
stage, recurrence, smoking, treatment and disease progression. Results: Of the 162
patients who offered viable samples, 129 were men (79.6%) and 33 were women
(20.4%). Most were elderly (70.4%>65 years old) and smokers (79.5%). As for the
histological grade, 74% of the patients were of high grade and 26% of low grade.
The high expression of IDO1 correlated with an early stage (NMIBC x MIBC) and
with patients undergoing TUR (RTU x CR) (p<0.001). The high expression of CD39
was associated with NMIBC (p<0.001), the lower grade stage (Ta, TL x T2, T3 and
T4) and the RTU treatment (RTU x CR) (p<0.001). Regarding CD73, no clinical-
pathological characteristics were associated. However, when combined with CD39
expression, low expression of CD39 and CD73 was associated with advanced BC.
Regarding the treatment, the high expression of both was present in patients
submitted to TUR in contrast to the low expression of both in the CR (p<0.001).
Finally, the analysis of the correlation between the association of IDO, CD39 and
CD73 expression proved to be significant (p<0.002). Conclusion: We propose that
the analysis of IDO, CD39 and CD73 enzymes may be complementary biomarkers
in the prognosis of BC.

Keywords: IDO, CD39, CD73, bladder carcinoma, biomarkers, prognosis



1. INTRODUCAO

O céancer de bexiga (CB) é uma das neoplasias mais comuns do sistema
urindrio e apresenta alta taxa de recorréncia e progressao mesmo ap0s a ressecgao
transuretral (RTU) associada a imunoterapia com BCG (Witjes et al., 2017). Embora
75% dos casos tenham apresentacao inicial ndo musculo-invasiva (CBNMI) e possam
ser tratados curativamente com preservacdo do Orgdo através da resseccdo
transuretral, cerca de 75% apresentam recorréncia e 20% evoluem para a forma
musculo-invasiva (CBMI) (Witjes et al., 2017). A imunoterapia com BCG intravesical
€ utilizada como terapia adjuvante e reduz em 50% a recorréncia e a progressao
tumoral, porém a outra metade dos casos ainda apresentara a recidiva da neoplasia.
Desta maneira, ferramentas que possam auxiliar no prognostico desta neoplasia no
sentido de predizer a progressao da doenca sédo de extrema importancia (Witjes et
al., 2017).

Assim como ocorre em tumores de diversos 6rgaos, o tumor de bexiga
desenvolve-se por meio de escape imunoldgico, 0 que torna a imunoterapia uma area
em crescente potencial. A imunomodulacdo promovida pelo tumor é dirigida em
grande parte por moléculas especificas que oportunamente surgem em prol da
“tolerancia” local, desta maneira, a expressdo destas moléculas no tecido tumoral
pode indicar como sera a evolucao da doenca em organismos imunocompetentes. O
presente estudo teve como foco a investigacdo de trés moléculas com potencial
imunomodulador em espécimes de CB, a fim de correlaciona-las com a gravidade da
doenca. Uma delas, a indoleamina 2,3-dioxigenase-1 (IDO1), € uma enzima envolvida
no catabolismo do triptofano, enquanto as outras duas, a CD39 e a CD73, sdo

ectonucleotidases envolvidas no catabolismo nucleotidico.
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1.1 Epidemiologia

Estima-se que 386.000 novos casos de CB por ano surjam no mundo,
colocando a neoplasia como a sétima mais comum (Siegel et al., 2020). Nos EUA, o
CB esta no 4° lugar em termos de incidéncia e em 8° como causa de morte nos
homens (Siegel et al., 2020). Dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimam
gue em 2020 teremos no Brasil 10.640 novos casos, sendo 7.590 em homens e 3.050
em mulheres. Foram também registradas 4.355 mortes em 2017, sendo 3.021
homens e 1.334 mulheres. Esses valores correspondem a um risco estimado de 6,43
casos novos a cada 100 mil homens, ocupando a sétima posicao; e de 2,63 para cada
100 mil mulheres, ocupando a 142 posicdo (INCA, 2020).

A taxa de incidéncia mundial padronizada por idade prevista é de 9,0 para
homens e 2,2 para mulheres (por 100.000 pessoas / ano) (Phillips et al., 2009). Ja na
Unido Européia, a taxa de incidéncia padronizada por idade prevista é praticamente
o dobro, sendo de 19,1 para homens e de 4,0 para mulheres. (Ferlay et al., 2013).

Em todo o mundo, a taxa de mortalidade padronizada por idade prevista de CB
(por 100.000 pessoas / ano) foi de 3,2 para homens versus 0,9 para mulheres (Phillips
et al., 2009). A incidéncia de CB e as taxas de mortalidade variam de acordo com o0s
paises devido a diferencas nos fatores de risco, deteccéo e praticas de diagndstico e
disponibilidade de tratamentos. As variacdes séo, no entanto, parcialmente causadas
pelas diferentes metodologias utilizadas e pela qualidade da coleta de dados (Ferlay
et al., 2013).

Aproximadamente 75% dos pacientes com CB apresentam a forma CBNMI,
onde o tumor encontra-se confinado a mucosa (estagio Ta, CIS) ou submucosa

(estagio T1); os outros 25% concentram o0s casos T2, T3 e T4 onde os tumores
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Introducdio-

apresentam-se como CBMI (Bosetti et al., 2011). Os pacientes com Ta, T1 e CIS sé&o
0S mais prevalentes, devido a maior sobrevida a longo prazo nesse estagio em

comparacao aos tumores T2, T3 e T4 (Phillips et al., 2009; Ferlay et al., 2013).

1.2 Etiologia

O tabagismo €é o fator de risco mais importante, respondendo por
aproximadamente 50% dos casos (Phillips et al., 2009; Ferlay et al.,2013; Chavan et
al.,, 2014). A fumaca do tabaco contém aminas aromaticas e hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos, que tém excrecao renal. Individuos tabagistas apresentam
incidéncia de CB até quatro vezes maior em comparacdo com ndo-fumantes e a
reducdo deste risco leva até 20 anos para ocorrer a partir da cessacao do habito
(Gandini et al, 2008).

O segundo fator de risco mais importante para o CB é a exposi¢cao ocupacional
a aminas aromaticas, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e hidrocarbonetos
clorados, que representam 20% dos casos. Este tipo de exposicéo ocupacional ocorre
principalmente em plantas industriais, que processam tintas, metais e produtos
petroliferos (Phillips et al., 2009; Freedman et al., 2011; Ferlay et al.,2013;). Em
paises desenvolvidos, esses riscos foram reduzidos pelas diretrizes de seguranca do
trabalho, portanto, os trabalhadores quimicos ja ndo tém maior incidéncia de CB em
comparacao com a populacdo em geral (Freedman et al., 2011; Ferlay et al., 2013;
Steinmaus et al., 2014). Outro fator de risco para o CB é o consumo de grandes
guantidades do analgésico fenacetina e de ciclofosfamida (Piper et al, 1985;
Fernandes et al., 1996; Messing et al., 2002).

A historia familiar parece ter pouco impacto e, até o momento, nao foi

demonstrada qualquer evidéncia de mutacdes em genes de susceptibilidade ou
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Introducdio-

polimorfismos associados a maior chance do tumor, portanto inexistem sindromes
hereditarias de CB (Brennan et al., 2000; Ferlay et al., 2013). Talvez a predisposicéo
genética possa ter influéncia na maior incidéncia de CB através do seu impacto na
susceptibilidade aos outros fatores de risco ja citados (Brennan et al., 2000; Ferlay et
al., 2013).

Embora o significado da ingestao de liquidos seja incerto, a cloracdo da agua
potdvel e o0s niveis subsequentes de trihalometanos s&o potencialmente
cancerigenos, também a exposicdo ao arsénio na agua potavel aumenta o risco
(Pashos et al., 2002; Ferlay et al., 2013). A associagéo entre uso pessoal de corante
e risco permanece incerta; um risco aumentado foi sugerido nos usuarios de corantes
capilares permanentes com um fendtipo de acetilagdo NAT-2 lento (enzima
responsavel pelo metabolismo e inativacdo da isoniazida no organismo humano)
(Ferlay et al., 2013). Os héabitos alimentares parecem ter pouco impacto (Rushton et
al., 2010; Ferlay et al., 2013). A esquistossomose, uma cistite endémica cronica
baseada em infec¢do recorrente com um trematdde parasitico, também é uma causa
de CB e por ultimo, podemos associar a exposi¢ao a radiagcdes ionizantes a um maior

risco. (Ferlay et al., 2013).

1.3 Subtipos histolégicos e estadiamento

O tipo histolégico mais comum € o carcinoma de células transicionais, também
denominado carcinoma urotelial, que representa mais de 90% dos casos de CB
(Siegel et al, 2020). Outros tipos histologicos compreendem cerca de 3% a 7% dos
casos de CB e sao representados pelo adenocarcinoma que geralmente representa
0os tumores localizados no Uraco e o carcinoma espinocelular ou de células

escamosas cuja carcinogénese esta associada a irritacao crbénica por calculo, cateter
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Introducdio-

vesical permanente, infeccdo urinaria ou a infeccdo crénica por Schistosoma
haematobium (especialmente em paises norte-africanos) (Messing et al., 2002).

Apesar da forma mais frequente ser a CBNMI que representa 75% dos casos,
aproximadamente um terco destes evoluem para CBMI, a qual apresenta maior
chance de disseminacao a distancia e mortalidade (Witjes et al., 2017). Os CBNMI
incluem, por definicdo, tumores Ta, que sdo aqueles com aspecto papiliferos e estao
restritos ao epitélio, T1 (quando o tumor invade o tecido conjuntivo subepitelial) e Tis
gue é o carcinoma in situ. A dicotomizacdo em tumores nao invasivos versus
invasivos € importante, pois determina a conduta terapéutica, enquanto nos CBNMI
a preservacdo da bexiga é possivel, no CBMI a remocao radical do 6rgédo se faz
necessaria para o tratamento curativo (Witjes et al., 2017).

O CBMI é definido pela presenca de invaséo pelo tumor da camada muscular
propria, o que classifica o estagio como T2; se o tumor se estender até a adventicia
e o tecido perivesical, ele é classificado como T3; e como T4 quando houver invasao
de oOrgdos adjacentes como préstata, Otero, vagina, parede abdominal. A
disseminacdo a distancia ocorre por via hematogénica e linfatica, sendo nesta ultima
primariamente para os linfonodos pélvicos e subsequentemente para os linfonodos
da cadeia retroperitoneal. O estadiamento locoregional e a disseminagédo metastatica
obedecem a 82 edicdo da classificacdo TNM / UICC (Brierley; Gospodarowicz;
Wittekind, 2016).

Em relacdo a definicdo e caracterizacdo do CB em alto grau ou baixo grau,
uma nova classificacdo em 1998 foi proposta pela World Health Organization (WHO)
e pela International Society of Urological Pathology (ISUP) e permanece até os dias
atuais. Entre outras mudancas, a principal diferenca foi o agrupamento dos tumores:

grau | — carcinoma urotelial papilifero de baixo grau e graus 2 e 3 — carcinoma
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papilifero de alto grau. Com relag&o ao progndstico, tumores de alto grau apresentam
maior probabilidade de recidiva e progressdo e, portanto, de piores prognosticos
guando comparados aos de baixo grau histolégico. (Epstein, 2003; MacLennan et al.,

2007; Matheus, 2012).

1.4 Aspectos e alteracdes celulares no Cancer de Bexiga

Além das alteracdes fisioldgicas no desenvolvimento do tumor, existem varias
alteracdes imunoldgicas notaveis que ocorrem simultaneamente. As alteracfes
podem ser fenotipicas de natureza, tais como a perda ou adicdo de certas moléculas
na superficie das células uroteliais. JA em relacdo ao complexo de
histocompatibilidade (do inglés Major Histocompatibility Complex MHC) pelos
antigenos e outras moléculas de adesao celular que sdo expressas sobre a superficie
das células normais, tendem a ter uma expressao variavel em células cancerosas da
bexiga. (Coon et al, 1982; Hirohashi et al, 1985). Também tem sido observado que a
perda de antigenos do grupo sanguineo aumenta de maneira irreversivel com a
progresséao do tumor. A classe | do antigeno dos leucocitos humanos (ALH), também
conhecida como antigeno de MHC de classe |, € normalmente expressa na superficie
das células uroteliais, no entanto, em malignidades uroteliais, tem sido observado que
existe uma perda de ALH de classe A, B e expresséao de C (Korthals et al, 1981; Turbitt
et al, 1981). Tal perda de MHC de classe | correlaciona-se também com a expressao
do antigeno na progressao do tumor e moléculas como CD44 e ICAM-1, que
normalmente promovem a adesao e ativacao dos linfécitos T e por consequéncia tem
sua expressao diminuida em células do Cancer de bexiga (Graham, 1992; Hart et al,

1991).
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Células do sistema imunoldgico inato, conhecidas como células natural killer
(NK), obtidas a partir de células circulantes do sangue periférico de pacientes com
cancer de bexiga, foram estudadas em 67 pacientes e 29 doadores saudaveis. Uma
diminuicdo da atividade de células NK em pacientes foi observada em comparacao
com as saudaveis, observou-se também que a recorréncia da doencga estava
associada com a diminuicdo da atividade de células NK (Carballido et al, 1990). Outro
fator que parece influenciar a resposta imunolégica ao cancer de bexiga é a
arquitetura celular. Em um estudo de Dangles et al, o impacto das mudancas fisicas
na arquitetura celular na ativacao de linfocitos T autélogos foi examinado, duas linhas
de células de carcinoma da bexiga aut6logas foram usadas como alvos para linfocitos
T na producdo de citocinas, as linhagens de células foram cultivadas com geometria
variavel, incluindo uma monocamada celular bidimensional e uma tridimensional.
Curiosamente, verificou-se que houve uma reducéo na producéo de citocinas pelas
células T apds a interacdo com a estrutura tridimensional de células de tumor em
comparacdo com a estrutura bidimensional, o que nos leva a entender que o
microambiente tumoral parece também desempenhar um papel na arquitetura celular

gerada (Dangles et al., 2002).

1.5 Diagndéstico

No diagnéstico primario, 0s sintomas sdo 0s primeiros a serem avaliados,
dentre eles a hematuria indolor é a queixa mais comum. Outros sinais clinicos incluem
urgéncia, disuria e aumento da frequéncia urinaria. Em tumores mais avangados, dor
pélvica e sintomas relacionados a obstrucdo do trato urinario sao evidenciados (Witjes
et al., 2017). Os exames de imagem que levam a suspeita de CB sao a

ultrassonografia, a tomografia computadorizada ou ressonancia de pelve e o sinal
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tipico € o de uma lesdo vegetante intravesical. A citologia urinaria € outra ferramenta
diagndstica que observa a presencga de células cancerigenas na urina e possui alta
sensibilidade em tumores de alto grau (Witjes et al., 2017).

Independente da técnica de imagem que identificou a massa vesical ou do
resultado da citologia, os pacientes devem ser submetidos a avaliacdo endoscopica
da bexiga seja com cistoscopia com biopsia ou resseccdo endoscopica para
diagnéstico histopatoldgico. A cistoscopia que € considerada por muitos como o
método padréo para o diagndstico e acompanhamento do CB pode falhar na deteccao
de cerca de 25% dos tumores de pequenas dimensdes e do Tis (Kriegmair et al.,
1999). A resseccdao transuretral endoscopica (RTU) tem como objetivo permitir ndo
s6 o diagndstico histopatolégico, mas também o estadiamento, pois ao contrario da
biépsia que avalia apenas superficialmente a lesdo, a RTU consegue amostrar
também a camada muscular, possibilitando a classificacdo dos tumores em CBNMI
versus CBMI. Naqueles ndo invasivos, a resseccdo tem a vantagem adicional de ja

realizar o tratamento curativo no mesmo ato (Burger et al., 2013).

1.6 Tratamento do CBNMI

A RTU é o método padréo para o tratamento do tumor n&o invasivo, porém
cerca de 70% dos casos apresentam recorréncia e 20% apresenta progressao para
tumor invasivo apés a resseccao (Cina et al., 2001). Para melhorar este resultado,
recomenda-se a terapia intravesical adjuvante com quimioterapicos ou BCG (Bacilo
de Calmette-Guérin) (Witjes et al., 2017). Embora os quimioterapicos tenham a¢éo na
reducdo da recorréncia, como a mitomicina instilada imediatamente apos a ressecgao
de tumores de baixo grau, os melhores resultados s&o observados com a instilacao

do BCG. Estudos clinicos em tumores papilares mostram reducdo de 40% na
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recorréncia do tumor em pacientes tratados com BCG versus 14% naqueles tratados
com quimioterapicos intravesicais (Di Stasi et al., 2006). Nos casos com maior risco
de recidiva ou progressao, que sao representados por tumores estadio pT1; Tis ou
alto grau, recomenda-se a terapia adjuvante com BCG, que mostrou, em estudo
randomizado multicéntrico, uma reducdo de 50% na chance de recorréncia (Babjuk
et al., 2013).

A descoberta da acdo do BCG como agente terapéutico para o cancer remonta
0s anos 60, quando um estudo epidemiolégico americano demonstrou que bebés
vacinados com BCG tinham baixa incidéncia de leucemia (Rosenthal et al., 1972).
Morales e colaboradores em 1976 descreveram 0s primeiros resultados positivos do
BCG intravesical no tratamento do CB urotelial, quando observaram reducédo dos
tumores de bexiga em 9 pacientes tratados (Morales et al., 1976); este e outros
estudos levaram a FDA (Food and Drugs Admistration) em 1990 a liberar o uso
adjuvante do BCG intravesical no CBNMI. No protocolo convencional, 120 mg de BCG
sdo reconstituidos em 50ml de solucao salina e este volume é instilado na bexiga
através de um cateter transuretral. A solugdo permanece duas horas na bexiga e esse
processo € repetido uma vez por semana durante 6 semanas. O protocolo de
manutencao prevé ainda trés aplicacbes semanais que sdo repetidas a cada 6 meses
por 3 anos (Witjes et al., 2017).

Na terapia intravesical, geralmente assume-se que a ligacao intraluminal do
BCG as células uroteliais ou as células de cancer de bexiga é o primeiro passo na
resposta imunitaria. O urotélio normal é coberto com os glicosaminoglicanos (GAGS),
gue, devido a sua carga negativa sugere-se que proteja o urotélio do BCG e de outras
bactérias, nos quais as superficies sédo altamente carregadas negativamente (Poggi

et al, 2000). Isto pode explicar por que uma alta dose de BCG € necessaria para a
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terapia intravesical. Além desta interacéo fisico-quimica, a fixacdo do BCG também é
mediada por fibronectina, uma glicoproteina de matriz extracelular, que € distribuida
no urotélio normal e no maligno. Esta mediacdo é considerada um passo importante
porque um anticorpo anti-fibronectina pode inibir a atividade antitumoral do BCG

(Kavoussi et al, 1990).

Segundo Maksymowych e Kane, a insercdo de bactérias, incluindo o BCG
modula o processamento de antigenos presentes (Maksymowych & Kane, 2000).
Curiosamente, a BCG também pode aumentar a expressao na superficie do complexo
de histocompatibilidade de classe Il e CD1 de células cancerigenas da bexiga (Ikeda
et al., 2002). Lattime e colaboradores relataram que as células de cancer de bexiga
de murino apresentaram o antigeno especifico do BCG nas células T CD4+. Estas
observagfes sugerem que nao sé as CAPs, mas também células uroteliais infectadas
pelo BCG e as células cancerigenas da bexiga podem precocemente tomar parte na
iniciacdo da resposta imunitaria (Lattime et al., 1992).

Burger e colaboradores demonstraram em uma meta-analise de seis estudos,
incluindo 585 pacientes com BCG versus RTU do tumor isolado mostrou que o BCG
reduziu em 56% a taxa de recorréncia do tumor. O maior beneficio foi observado em
grupos de alto risco quando foram utilizados pelo menos um ano de terapia de
manutencao (Burger et al., 2013).

Recentemente, o mecanismo imunoterapico do BCG ficou um pouco melhor
compreendido com a identificacdo dos genes responsaveis pela sua resposta
antitumoral, possibilitando a producdo de organismos recombinantes capazes de
estimular a resposta imune através dos linfocitos T helper 1 (Thl) de forma mais
intensa, visando a diminuicdo da dose a ser empregada e, conseqientemente, 0

aparecimento de menos efeitos colaterais (Lee et al., 2004). A resposta imunologica
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desencadeada pelo BCG é regida, principalmente, pelas interleucinas (IL) IL-1, IL-2,
IL-6, IL-12 e IL-18; além do IFN-y, IFN-02B e TNF-a. Estas vacinas recombinantes
podem ser associadas a agentes potencializadores da resposta imune Thl, tais como,
inibidores da cicloxigenase 2 (Cox-2) e quimioterapicos, com efeitos benéficos (Lee
et al., 2004).

Embora o efeito antitumoral do BCG seja reconhecido, 0 mecanismo de agéo
ndo é completamente conhecido (Gakis et al., 2016). Estudos com animais mostram
gue o efeito antitumoral do BCG esta ligado a uma resposta imunitaria mediada por
células (Ratliff, 2000). Ao mesmo tempo, estudo “in vitro” utilizando linhas celulares
uroteliais humanas identificam um efeito direto citotoxico e antiproliferativo do BCG
(Pryor et al., 1995).

Estudos experimentais demonstraram que a acao antitumoral do BCG pode
ser evidenciada por seis a 12 meses ap0s a aplicacdo (Bohle; Brandau, 2003). A
resposta imunolégica celular é responsavel por esse efeito prolongado e tardio da
terapia intravesical. A resposta Thl promove o desenvolvimento de infiltrados
granulomatosos suburoteliais, que exercem papel de érgaos linféides secundarios,
ativando as células imunologicamente ativas contra as células tumorais. Linfécitos
CD4+ representam o componente celular predominante do granuloma estabelecido,
gue pode durar até um ano. Estudos demonstram que a presenca dos linfécitos T é
necessaria a resposta imune de inibicdo do crescimento tumoral (Ratliff et al., 1993).
Tanto células T CD4+ quanto CD8+ participam de forma independente na acdo
antitumoral do BCG, pois a supresséo de uma das linhagens é suficiente para inibir a
resposta. Podem ser verificados, também, marcadores de resposta imunolégica como

HLA-DR, CD25, molécula de adeséao intercelular-1 (ICAM-1) e complexo maior de
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histocompatibilidade - classe Il (MHC-II) (Stover et al., 1991; Prescott et al., 1992;
Jackson et al., 1995).

Apesar de varios mecanismos propostos, a principal hipétese € de que a
instilagé@o intravesical cause uma resposta imunologica citotoxica local que além de
combater o BCG atua contra a célula tumoral (Figura 1). Essa hipétese é corroborada
por estudos que mostram que apds o tratamento com BCG foi observada maior
concentragdo urinéria e tecidual de uma vasta gama de citocinas, incluindo as
interleucinas (IL) IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-18, Interferon-y e fatores de
necrose tumoral (TNF-alfa) produzidos por macréfagos e linfécitos, além de outros
fatores que estabelecem uma complexa resposta imunoldgica a infeccdo e a

regressao tumoral (Fleischmann et al., 1989; Watanabe et al., 2003).
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Figura 1. Esquema da resposta citotéxica e imuno-mediada induzida pelo BCG. Adaptado de
Redelman-Sidi et al., 2014.

A principal evidéncia da participacdo da resposta imune € que a terapia com
BCG contra CB néo é eficiente em animais com deficiéncia de células NK (NK do
inglés natural killers) (Brandau et al., 2001), bem como com deficiéncia de células
polimorfonucleares (Suttmann et al., 2006). Além disso, neutréfilos e macréfagos tém
sido apontados como essenciais em mecanismos contra CB (Saint et al. 2001; Luo et
al., 2010). Com relacdo a resposta adquirida, estudos demonstram que o efeito
antitumoral da BCG esta relacionado com células T, incluindo CD4+ e CD8+. A terapia
com BCG néao é efetiva em camundongos nude atimicos (Ratliff et al., 1987) e a
deplecdo de CD4+ e CD8+ resulta em perda do efeito antitumoral da BCG (Ratliff et

al.,1993).
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Embora a terapia adjuvante com BCG tenha mostrado eficacia na reducao da
recidiva, 30 a 50% dos pacientes ndo respondem ao tratamento, estando expostos
aos riscos de recorréncia e progressao do cancer (Sylvester et al., 2006; Zlotta et al.,
2009). O diagnostico da recidiva e da progressado da doenca é de vital importancia,
especialmente quando a CR se faz necessaria. Porém, muitas vezes o diagnostico é
tardio, impossibilitando a prevencéo da disseminacao tumoral e consequente cura do
paciente. Dentre as possiveis causas da falha do BCG incluem-se dose baixa, doenca
invasiva, metastase oculta, resposta imune inadequada ou tumor refratério (Sylvester
et al., 2006; Zlotta et al., 2009; Janaszek-Seydlitz et al., 2014).

Adicionalmente, a terapia intravesical com BCG nao esta livre de complica¢cfes
graves como a septicemia pelo préoprio BCG, uma vez que a vacina contém uma cepa
viva atenuada da micobactéria (Mycobacterium bovis) (Witjes et al., 2017) e, sendo
assim, é necessario compreender as respostas imunitarias induzidas pelo BCG para
desenvolver uma imunoterapia mais ativa e menos téxica (Kawai et al, 2013). A
identificacdo de um biomarcador que possibilitasse a identificacado precoce dos casos
gue nao irdo responder ao tratamento intravesical seria de suma importancia, pois
nao retardaria a indicacdo da cistectomia radical e evitaria as complica¢cdes de um
tratamento desnecessario. Apés um quarto de século de pesquisa clinica, nenhum

fator prognostico independente para a resposta do CBNMI ao BCG foi identificado.

1.7 Progndéstico

A classificacdo do grau tumoral junto com o estadiamento e o tamanho do
tumor sao os principais fatores de prognéstico do CB. Quanto maior o grau e o estagio
pior € a sobrevida especifica do paciente (Witjes et al., 2017). Séries de CR mostram

gue a sobrevida livre de recorréncia em 5 anos foi de 76% em pacientes com tumores

27



Introducdio-

com estagio pT1, 74% para pT2, 52% para pT3 e 36% para pT4 (Stein et al., 2001).
A presenca de invasdo angiolinfatica também é considerada fator de prognéstico e
esta associada a maior chance de disseminacédo a distancia. Embora esses fatores
sejam Uteis na pratica clinica eles ndo sao perfeitos; por exemplo, o tratamento para
os tumores T1 € a resseccdo endoscopica com BCG intravesical adjuvante, no
entanto, 30% apresentara recorréncia ou progressao; e ndo ha fator de progndstico
gue possibilite a identificac&o precoce destes ndo respondedores, aos quais poderia
ser oferecido tratamento agressivo mais precocemente. Ainda nesse sentido, embora
0 grau seja preditor de pior sobrevida, sabemos que todos os CBMI séao de alto grau,
0 que elimina o poder progndstico do grau para esses pacientes (Witjes et al., 2017).

Existem muitos estudos sobre biomarcadores moleculares de prognostico e
alguns mostraram que a expressao do p53, claudina, EGFR3 (do inglés: fator de
crescimento epidérmico receptor 3) e FGFR3 (do inglés: fator de crescimento dos
fibroblasstos receptor tipo 3) podem ser usados na tomada de decisdes no manejo do
CB por estarem associados a pior evolugdo da neoplasia (Gakis et al., 2016).
Dispomos hoje de um teste genético que é empregado no diagndstico do CB e esta
comercialmente disponivel sob o0 nome UroVysion®, o qual usa a técnica de FISH (do
inglés Fluorescent In Situ Hybridization) para detectar a presenca de aneuploidia dos
cromossomos 3, 7, 17 e a perda do I6cus 9p21 na urina centrifugada, os quais sao
marcadores de presengca de CB. O exame foi liberado pela “Food and Drug
Administration — FDA” e de acordo com o consenso da Associacdo Européia de
Urologia, o exame esta indicado no diagnodstico e no acompanhamento pds-operatorio
de pacientes com cancer urotelial de bexiga (Witjes et al., 2017). Apesar dos recentes
avancos, nenhum marcador molecular de progndstico mostrou desempenho

suficiente para que seja recomendado seu uso na pratica diaria.
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1.8 Tratamento de CBMI

Aproximadamente 25% dos pacientes apresentam CBMI (Raghavan et al.,
2003). O CBMI esta associado a uma alta taxa de recidiva e pior prognéstico geral,
apesar do emprego de terapias locais e sistémicas agressivas. Mesmo apés a
cistectomia radical, a taxa de mortalidade em 5 anos dos pacientes com CBMI
permanece entre 50% e 60% (Grossman et al., 2003; Stein et al., 2001).

A cistectomia radical € uma cirurgia de alta complexidade que € considerada o
"padrdo ouro" para o tratamento do CBMI e geralmente inclui a remocé&o cirdrgica
completa da bexiga e da préstata em homens, e da bexiga, parte ou todo Utero,
ovarios e até parte da vagina em mulheres. A linfadenectomia pélvica é muitas vezes
rotineiramente realizada e pode proporcionar beneficios diagnosticos e terapéuticos.
As séries contemporaneas descrevem taxas de sobrevida global de 5 anos de 59-
66% com cistectomia radical isolada, com sobrevida livre de recidiva variando de 62
a 68% (Stein et al., 2001; Madersbacher et al., 2003). A mortalidade peri-operatoria
por cistectomia radical diminuiu ao longo do tempo de quase 20% na década de 1960
para 3-7% na série contemporanea (Stein et al.,2001). A incidéncia de complicacdes
perioperatorias € de 50%, refletindo a complexidade do procedimento (Witjes et al.,
2017).

Acredita-se que muitos pacientes ja apresentam doenca micrometastatica no
momento do diagndéstico o que explicaria as altas taxas de recorréncia apés a CR
(Witjes et al.,, 2017). Essa observagao levou os pesquisadores a explorar as
habilidades de terapias neoadjuvantes ou adjuvantes para melhorar esses resultados.
Estudo prospectivo multicéntrico que randomizou pacientes com CBMI para cirurgia

versus quimioterapia neoadjuvante a cirurgia, mostrou que a realizacdo de
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guimioterapia neoadjuvante a CR estava associada a redugcédo da mortalidade geral
de 5% a favor destes pacientes quando comparados aos que realizaram apenas o
tratamento cirargico (Witjes et al., 2017).

O problema é que nem todos os casos de CBMI respondem a este esquema
de quimioterapia neoadjuvante, logo a identificacdo destes pacientes néo
respondedores também tem papel importante, pois evitaria tratamento sistémico
desnecessario ou a indicacdo de radioterapia concomitante; e baseado nos fatores
de progndstico atuais também néo é possivel a identificacdo destes casos (Apolo et
al., 2012). Espera-se que a descoberta de novos biomarcadores de progndstico possa
melhorar o resultado do tratamento multimodal por permitir melhor selecdo dos
pacientes para a cirurgia, radioterapia ou quimioterapia; bem como possibilitar o

desenvolvimento de novas terapias.

1.9 Biomarcadores e sistema imunologico

Baseado no panorama atual torna-se necessaria a descoberta de novos
biomarcadores para ampliar as estratégias terapéuticas e a sobrevida dos pacientes
com CB. Em relacdo ao CBNMI, tais marcadores permitiriam identificar previamente
0s pacientes que nao responderdo ao BCG intravesical, identificaria os pacientes com
pior progndstico e maior chances de progressédo para doenca invasiva e possibilitaria
a selecdo de pacientes para tratamento radical precoce. Em relacdo ao CBMI, o
biomarcador de progndstico possibilitaria o desenvolvimento de novas terapias alvo
e a adocao de tratamento multimodal mais agressivo nos casos de pior progndstico.

Atualmente, a literatura ndo permite o uso de nenhum biomarcador para
tomada de decisbes no CB, e segundo os Consensos das Associagdes Americana e

Européia de Urologia, inexiste marcador que possa ser empregado na tomada de
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condutas para o tratamento do CB (Gakis et al., 2016). Um novo campo na pesquisa
de novos biomarcadores é o estudo das interagBes entre o tumor e o sistema
imunolégico. Novos marcadores recentemente descritos nestas vias tém possibilitado
o desenvolvimento de imunoterapias que tém se tornado cada vez mais utilizada
como tratamento padrdo ou complementar a quimioterapia em pacientes com
diferentes tipos de neoplasia.

A interacdo entre a ceélula tumoral e o sistema imune do hospedeiro
compreenderia as seguintes trés fases: eliminagdo, equilibrio e sistema de escape.
Na fase de eliminacdo, o sistema imune é capaz de erradicar o desenvolvimento de
células neoplésicas, no entanto, variantes de células tumorais que sobreviveram a
fase de eliminacdo entram na fase de equilibrio (Dunn et al., 2004). Nesta fase, os
linfécitos e a producdo de IFN-y (Interferon-gama) exercem uma pressao seletiva
sobre as células tumorais, que sdo geneticamente instaveis e que rapidamente
expandem as mutacdes (Dunn et al., 2004). Variantes de células tumorais que tenham
adquirido resisténcia a eliminacdo, em seguida, entram na fase de escape. Nesta
fase, as células tumorais continuam a crescer e expandir-se de forma descontrolada
e podem, eventualmente, levar a novos tumores. Uma das caracteristicas da terceira
fase de escape é a imunossupressao promovida pelo tumor (Mittal et al., 2014).

As alteracbes genéticas que ocorrem durante a carcinogénese fornecem
numerosos alvos antigénicos que podem ser reconhecidos pelo sistema imunolégico,
no entanto, as células do sistema imune sdo muitas vezes inibidas por vias que séo
desreguladas pelo préprio tumor que resulta na supresséo de suas funcdes efetoras

(Topalian et al., 2015, Hacohen et al., 2013.). A evaséo do sistema imunologico é uma

caracteristica bem estabelecida de malignidade e, portanto, aumentar a eficacia do
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sistema imunolégico tem sido uma area ativa de investigacdo no combate ao cancer
(Hanahan & Weinberg; 2011).

Estas vias inibitérias que levam ao escape imunolégico sdo mediadas
principalmente por moléculas da superficie celular denominadas de pontos de
controle imune (PCI). Eles representam um grupo de receptores de superficie celular
funcionalmente relacionados, mas biologicamente distintos, com funcdes fisiol6gicas
importantes na manutencéo da autotolerancia, modulando a resposta imunitaria aos
agentes patogénicos, e impedindo a autoimunidade (Waterhouse et al., 1995;
Nishimura, 1999). Os PCI regulam a resposta imune principalmente através da
modulacdo negativa das células-T, e foi demonstrado maior expressdo destas
moléculas em céancer de rim, bexiga, estomago, melanoma, pulméo dentre outros
(Pardoll et al., 2012).

A descoberta de que as PCls tém papel importante no mecanismo de escape
tumoral abriu o caminho para desenvolvimento de novos agentes antineoplasicos.
Durante a ultima década, tem havido um crescente interesse em inibidores de PCI no
tratamento de varias doencas malignas, e o bloqueio destes pontos por anticorpos,
mostraram bons resultados em varios tipos de cancer, incluindo melanoma, cancer
do pulméo de células ndo pequenas, carcinoma de células renais, e CB (Hodi et al.,
2010; Powles et al., 2014). A imunoterapia contra cancer agora é considerada um
pilar do tratamento do cancer, ao lado da cirurgia, quimioterapia e radioterapia. O
Ipilimumab e o nivolumab / pembrolizumab estéo entre os primeiros inibidores do PCI
(com alvo em CTLA-4 e PD-1, respectivamente) e agora estdo se movendo da
segunda linha para se tornarem terapias de primeira linha de escolha no cancer de
pulmé&o de células ndo pequenas avancadas e melanoma (Larkin et al., 2015; Reck

et al., 2016).
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Um efeito colateral observado com a imunoterapia atual é que com o tempo
ocorre inducao de resisténcia através da regulacao positiva de PCls adicionais, além
disto, nem todos os pacientes respondem as drogas atuais, destacando a
necessidade de novos imunoterdpicos (Sharma et al., 2017). Os novos agentes
devem visar ndao apenas o0 bloqueio de PCls ou como agonistas de vias
imunoestimuladoras, mas também processos imunes inatos mediados por
macréfagos e células assassinas naturais (NK), (marcadores resumidos na Figura 2).
Portanto, a pesquisa avanca no estudo de novos marcadores que atuem nessas vias
de escape ao sistema imune para que seja possivel o desenvolvimento de novas
terapias alvo e critérios de selecdo, baseados em marcadores de resposta

terapéutica.

Macrophage
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Figura 2. Visao geral de alvos emergentes para imunoterapia de cancer. As interacdes inibitorias
imunes sdo marcadas em vermelho e as interagdes co-estimulatérias imunes sdo marcadas em
verde (adaptado de Burugu et al., 2017).

1.10 Ponteciais Biomarcadores

Pesquisas anteriores se concentraram no potencial envolvimento do sistema
purinérgico em tumores da bexiga. Os nucleosideos e nucleotideos regulam uma
variedade de funcbes biolégicas de sinalizacdo de curto e longo prazo
(desenvolvimento, regeneracdo, diferenciacdo, proliferacdo e morte celular)
(Burnstock, 2002; Stella et al., 2010). Esses eventos sdo mediados pela ativacéo dos
receptores P1 (para adenosina) ou P2 (para ATP, ADP, UDP e UTP) e sao
controlados pela acéao de ectonucleotidases (Zimmermanm, 2001; Burnstock, 2008).

A ATP foi descrita como uma molécula pré-inflamatéria que atua como um sinal
quimiotactico para fagécitos imunes (Stagg & Smyth, 2010; Save et al., 2010),
enquanto que a adenosina desempenha um papel imunossupressor, reprimindo
respostas imunes inatas e adaptativas (Stagg & Smyth, 2010). A participacdo de
expressdo de ectonucleotidases alteradas na modulacdo de células imunes para
contribuir para a progressao do cancer foi descrita para gliomas (Bergamin et al.,
2012), que possuem um padréo de atividade ATP / ADP / AMPase semelhante ao
cancer de bexiga. Este perfil do metabolismo de nucleotideos pode favorecer o
acumulo de ATP e adenosina extracelular dentro do intersticio do tumor, de modo que
enquanto o ATP pode induzir morte de células saudaveis, proliferacdo de tumores e
recrutamento de células imunes, a adenosina é responsavel pela angiogénese e
imunossupressao (Bergamin et al., 2012). Embora a atividade antitumoral de BCG
seja devida a estimulacdo da resposta imune local e aguda e ao recrutamento de

granuldcitos de neutréfilos polimorfonucleares (Lee et al., 2009), a presenca de ATP
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e adenosina pode ser importante para criar condi¢cdes inflamatorias cronicas
observadas no microambiente do tumor, o que suprime a resposta imune. Esta
hipotese é reforcada pela crescente densidade de células imunes em tecidos da
bexiga durante o tratamento com BBN (N-butil-N{4-hidroxibutil}nitrosamina) para
inducdo do CB. Além disso, a presenca macica de macrofagos associados a tumores
no estagio clinico tardio do cancer de bexiga (Zhang et al., 2012) e a associacao entre
linfécitos infiltrantes de tumores e recorréncia de cancer de veia muscular ndo
invasiva (Krpina et al., 2012) sugerem ainda o processo inflamatoério e a associacao

do cancer progressao.

1.10a Ectonucleosidades - CD39 e CD73

A sinalizacdo purinérgica € uma via comum de comunicacdo célula-célula
envolvida em muitos mecanismos neuronais e ndo neuronais e em eventos de curta
e longa duracéo, incluindo respostas imunes, inflamacéao, dor, agregacéo plaquetaria,
vasodilatacdo mediada pelo endotélio, proliferacdo e morte celular (Agteresch et
al.,1999; Hoebertz et al., 2003; Burnstock e Knight, 2004). O ATP, molécula
sinalizadora do sistema purinérgico, € um nucleotideo trifosfatado existente em todas
as células e esta envolvido na regulacéo de varios processos fisiopatologicos no meio
extracelular (Burnstock, 1972; 1976). Este nucleotideo é armazenado em vesiculas
nas terminacgfes sinapticas e, apos despolarizacao neuronal, é liberado atuando em
receptores especificos na membrana pdés-sinaptica, denominados purinoreceptores
(Ralevic e Burnstock, 1998). A liberacdo de ATP nos terminais pré e pos-sinapticos
pode ocorrer como um mecanismo fisiolégico ou em resposta a danos celulares, como

hipoxia e injurias (Burnstock, 2008).
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Em situacdes patofisiologicas, a liberagdo de ATP e a expressédo de receptores
purinérgicos pelas células sdo consideravelmente aumentadas (Guido et al., 2008).
Como este nucleotideo ndo é capaz de atravessar as membranas bioldgicas por
difusdo ou transporte ativo, o controle de sua concentragdo extracelular é realizado
pela acdo das ectonucleotidases que catalisam sua conversdo até adenosina (Bonan
et al., 2000; Goding e Howard, 1998; Robson et al., 2006).

Os nucleotideos e nucleosideos extracelulares atuam como moléculas
sinalizadoras envolvidas em uma ampla gama de efeitos bioldgicos. Estes
nucleotideos extracelulares sdo degradados por uma cascata de hidrélise constituida
por uma variedade de enzimas que estdo localizadas na superficie celular, chamadas
de ectonucleotidases. As ectonucleotidases estdo ancoradas na membrana celular,
possuindo seu sitio ativo voltado para o meio extracelular, ou estdo presentes na
forma soluvel no meio intersticial (Zimmermann, 2011).

O ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolase-1 (CD39), que foi originalmente
identificado como um marcador de ativacéo linféide expresso em linfécitos B, linfocitos
T citotoxicos, células NK e células endoteliais, esta também presente em plaquetas e
megacariocitos, participando do metabolismo de nucleotideos extracelulares (Kansas
et al., 1991; Dombrowski et al., 1998; Koziack et al., 1999; Coppola et al., 2005). A
atividade enzimatica do CD39 desempenha papéis estratégicos em calibrar a
duracdo, a magnitude e a natureza quimica de sinais purinérgicos que sao entregues
a células do sistema imune através da conversdo de ADP/ATP em AMP para a
adenosina, respectivamente (Antonioli et al., 2013).

Ha até pouco tempo, quase todo o foco de investigacao envolvendo o CD39
foi com relacdo as suas propriedades tromborreguladoras, a ativacao de plaquetas e

tecido endotelial (Robson et al., 2005). Apesar do reconhecimento do CD39 como um
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marcador de ativacdo de linfocitos B, pouco se sabe sobre seu papel nas respostas
imunitarias humorais ou celulares. Evidéncias preliminares sugerem que o CD39 pode
ter impacto sobre a maturagdo de anticorpos, levando a compreensao de que a
dindmica da via do CD39 pode modificar conforme o contexto fisiopatoldégico em que
€ incorporado (Dwyer et al., 2007).

O CD39 tem sido descrito em células mesenquimais de medula 6ssea e tem
sido responsabilizado por parte da imunomodulacdo conferida a estas células,
mediada pela formagéo de adenosina (Sattler et al., 2011). O CD39 geralmente age
em associacdo com outras ectonucleosidades, como, por exemplo, o ecto-5'-
nucleotidase (CD73). (Antonioli et al., 2013). Dentre seus efeitos esta a inibicdo de
linfécitos T (Satter et al., 2011), aumento de interleucina 17A (Sivanathan et al., 2015)
e diminuig&o da infiltracdo de linfécitos T CD8+ em tumores (Parodi et al., 2013).

Com relacdo ao CB, estudo com cultura de células RT4 e T24, linhagens
representativas de CB grau 1 e grau 3, respectivamente, demonstrou que a expressao
de ectonucleosidases é diferenciada entre as linhagens, compondo um fenétipo mais
agressivo para as células positivas para CD39 e CD73 (Stella et al., 2010). Além
disso, estas moléculas estao envolvidas com resisténcia tumoral a quimioterapicos
(Ujhazy et al., 1996) e na promoc¢ao de invasdo tumoral em outros tipos de cancer
(Zhou et al., 2007).

Estudos demonstraram o0 envolvimento dessas ectonucleosidades na
progresséo do cancer (Braganhol et al., 2009; Feng et al., 2011). A desfosforilagao
final de nucleotideos, a conversdo de monofosfatos de nucleosideos (por exemplo,
AMP) para os respectivos nucledsidos (por exemplo, adenosina), € catalisada por
CD73. Esta enzima é altamente expressa em uma variedade de tumores sélidos

(Spychala. 2000; Wu et al., 2012) e tem sua atividade enzimatica e sua funcao de
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proteina de adesdo associada a progressdo do cancer (Bavaresco et al., 2008;
Capellari et al., 2012). Além disso, descobriu-se que o CD73 estava envolvido no
crescimento, na maturacao, na diferenciagdo, na adesao, na migracao, na invasao,
na metastase, na fuga imune e naresisténcia de droga das células neoplasicas (Wang
et al., 2008; Zhang, 2012).

A acdo enzimética do CD73 resulta em hidrélise de ATP e geracdo de
adenosina imunossupressora, respectivamente. A inflamacdo age em todos os
estagios da tumorigénese, nos estagios iniciais, cria um microambiente favoravel que
favorece mutacdes, instabilidade genémica e modificacdes epigenéticas e aumento
da progressédo da angiogénese do cancer, fuga imune e crescimento tumoral
(Coussens & Werb, 2002; Grivennikov et al., 2010). Além disso, ATP e adenosina
participam de sinalizagdo inflamatoria (Bours et al., 2006). N&o ha relato na literatura
de estudo que tenha correlacionado a expressao de CD73 com o marcador de

resposta terapéutica no CB.

1.10b Indoleamina 2,3 dioxigenase-1 (IDO1)

A IDO1 é uma enzima produzida pelo tecido embrionario e placenta e induz
uma tolerancia que protege o embrido contra o sistema imunolégico materno, tendo,
portanto, uma acdo imunossupressora (Munn et al., 1998). Curiosamente, esta
presente em diversos tipos de tumor, levantando-se a hipétese de que a producéo de
IDO1 seja uma das “estratégias” para que o tumor fique protegido contra o ataque
imunoldgico (Brandacher et al., 2006; Takao et al., 2007). Devido ao fato da IDO1
exercer seu efeito imunomodulador via degradacdo do aminoacido triptofano,
pesquisadores investem em inibir a atividade enzimatica da IDO1 como uma

estratégia anti-neoplasica (Friberg et al., 2002; Uyttenhove et al., 2003).

38



Introducdio-

Estudos mais recentes tém demonstrado que o efeito imunomodulador da IDO
nao se limita apenas a deplecéo de triptofano, mas também aos metabdlitos que séo
gerados a partir deste aminoacido, mais especificamente os derivados da
quinurenina. Terness e colaboradores demonstraram que células dendriticas
expressando IDO1 inibem a proliferagdo de linfocitos T “in vitro” e a adigdo de
derivados da quinurerina potencializa este efeito inibitorio (Terness et al., 2005). Além
de inibir a proliferacéo, os derivados da quinurenina induzem apoptose em linfocitos
T “in vitro”, além de suprimirem timdcitos alorreativos “in vivo” (Fallarino et al., 2002).

S&o0 poucos os estudos que relacionam a expressdo da IDO1 com o tratamento
do CB com BCG. Pesquisadores demonstraram em modelo murino uma ativacéo
prolongada da IDO1 induzida pelo BCG através do sistema imune periférico no
cérebro, correlacionando com uma ampla gama de distirbios somaticos e
psiquiatricos o desempenho do metabolismo pela deple¢cédo do triptofano causada
pela ativagdo da IDO1 (Capuron & Dantzer, 2003; Wichers & Maes, 2004). Em outro
estudo, Moreau e colaboradores inocularam camundongos com BCG (107
UFC/camundongo) via intraperitoneal e mensuraram ao longo do tempo a atividade
da IDO1 em conjunto com niveis plasmaticos de triptofano e IFN-y no pulméo e
cérebro (Moreau et al.,, 2008). Os resultados demonstram que a estimulacdo do
sistema imune periférico por BCG conduz a ativacdo crénica da IDO1 tanto nos
pulmdes quanto no cérebro (Moreau et al., 2008).

De acordo com a literatura, a IDO1 pode ser considerada, dentre outras
variaveis, um indicador preditivo de metastases no CB, dando suporte para uma das
principais hipoteses deste trabalho, que a acdo imunoldgica da terapia intravesical

com o0 BCG e a expressao da IDO1 podem estar relacionadas.
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Embora a IDO1 esteja sendo estudada em diversos tipos de cancer, apenas
dois estudos relataram a expressdo da IDO1 em CB. O primeiro, um estudo
multivariado de expressédo da IDO1 em vérios tipos de cancer, identificou através de
IHC uma maior expressao de IDO1 em 8 pacientes de um total de 10 com CB, sendo
3 com expressao acima de 50% (Uyttenhove et al., 2003). Outro estudo comparou a
expresséo proteica de IDO1 em tecidos de CB (n = 84) com tecidos de bexiga normais
(n = 22). A expressao positiva de IDO foi encontrada em 48 dos 84 casos tumorais e
foi significativamente correlacionada com a piora na classificagéo histologica, grau
histolégico e estagio, enquanto a expressao de IDO1 em tecidos normais da bexiga
foi expressa em apenas 4 dos 22 (18,2%) casos. Estes resultados indicam que a IDO1
possa estar relacionada com a progressdo do CB, podendo ser um fator de pior
prognéstico (Yang et al., 2015). O efeito da IDO1 na modulagdo e na previsdo de
resposta ao BCG ainda néo foi demonstrado, porém experts da area tem levantado
esta hiptese em revisao recente da literatura, onde a associagdo do inibidor da IDO1
indoximod (MT) com BCG é sugerida, uma vez que o indoximod tem sido utilizado

para outros tipos de cancer como por exemplo o de prostata (apud Kamat et al., 2015).

1.11 Racional para o estudo de imunomoduladores e CB

A demonstracdo ha 4 décadas de que a terapia intravesical com BCG tinha
resultado no tratamento do CBNMI representou o indicio de que a imunomodulagéo
teria papel no tratamento desta neoplasia. Corroborando essa hipétese, um estudo
demonstrou que células NK de pacientes com CB possuiam uma atividade diminuida
guando comparadas as células NK de ndo-portadores de CB (Carballido et al., 1990).
Atualmente, temos o pembrolizumab que é um anticorpo direcionado contra o

receptor de uma PCIl denominada PD1 e que foi liberado em 2017 pela FDA para
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tratamento de 22 linha para o CB metastatico (Bellmunt et al., 2017). O melhor
entendimento da acdo dessas trés enzimas (CD39, IDO e CD73) nos aspectos
clinicos patoldgicos, podem elucidar como o imunoescape pode acontecer e como 0S
seus resultados poderiam ser utilizados como prognostico no CB, podendo serem
potenciais alvos terapéuticos. A descoberta de novos marcadores e
imunomoduladores pode ampliar o conhecimento sobre a carcinogénese, o arsenal

terapéutico e melhorar a tomada de decis6es no CB.
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2. OBJETIVOS

e Analisar a expressado das moléculas imunomoduladora IDO1, CD39 e CD73 em
espécimes humanas de CB, a fim de correlaciona-las com os aspectos clinicos-
patolégicos: Género, Idade, Tabagismo, Grau, Tipo de Tumor, Estadio,

Tratamento, Recidiva e Progressao.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Desenho do Estudo

Trata-se de estudo retrospectivo de uma série de pacientes com diagnostico
de CB tratados no Hospital Euryclides Jesus Zerbini. O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica do Hospital Euryclides Jesus Zerbini e da UNINOVE sob o n°
49446515.0.0000.5511. O projeto contou com apoio financeiro da FAPESP, projeto

regular n® 2016/04105-0.

3.2 Espécimes de CB

Blocos de parafina contendo os espécimes cirtrgicos de cistectomia radical por
CBMI e amostras cirargicas de RTU por CBNMI foram obtidos no Servi¢o de Anatomia
Patol6gica do Hospital Euryclides Jesus Zerbini, em conjunto com os dados clinicos
e laudos de andlise anatomopatolégica, que foram obtidas retrospectivamente de
prontuario médico. Ndo houve necessidade de consulta especifica para o projeto,
bem como convocacdo de pacientes para aquisicdo de dados, ou seja, foram
utilizados apenas espécimes ja colhidos e histérico de prontuério.

Avaliamos retrospectivamente todos os pacientes operados por CB entre 2011
e 2017. O critério de inclusao foi o diagnéstico de CB localizado tratado por cirurgia
no periodo selecionado. Os critérios de exclusdo foram indisponibilidade do bloco de
parafina, radioterapia neoadjuvante, antecedente de BCG intravesical e auséncia de
dados clinicos e anatomopatolégicos. A partir dos blocos selecionados, foi

confeccionada o microarranjo tecidual — TMA (do inglés Tissue Micro Array).
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3.3 Microarranjo tecidual

O TMA é uma colec¢do organizada de amostras teciduais dispostas sob a forma
de uma matriz, onde cada amostra é suficientemente grande para ser representativa,
e convenientemente pequena para permitir o uso ndo predatério do bloco doador,
permitindo utilizagdo racional dos reagentes a serem aplicados na amostra em
condicbes experimentais homogéneas. A principal vantagem do TMA reside na
analise simultanea de varios cortes histolégicos arranjados em apenas uma lamina.
O primeiro passo da confeccdo do TMA é a separacdo dos blocos de parafina
contendo o CB e sua respectiva lamina corada em hematoxilina-eosina. A lamina é
analisada em microscopio Optico para localizacdo e marcacdo da area representativa
do tumor a ser amostrada. Por justaposi¢cao da lamina com o respectivo bloco, marca-
se neste Ultimo a area de interesse (bloco doador). A seguir, emprega-se aparelho
especifico que através de agulha coleta-se umapequena amostra de tecido da area
marcada do bloco de parafina doador e o insere no bloco receptor. Em nosso estudo,
empregamos um sistema mecanizado de precisdo da marca Beecher (mais dados)
gue coleta cilindros de 1mm de diametro e os insere no bloco receptor em intervalos
de 0,3 mm (Figura 3).

O procedimento é repetido para cada paciente até que no final do
procedimento centenas de espécimes estardo representados no bloco receptor
(Figura 4). Cada cilindro amostral é alocado numa posi¢éo do bloco receptor definida
em um sistema cartesiano de coordenadas, e o conjunto das amostras constituiu o

gue se denomina de TMA (Moch et al., 1999).
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Figura 3. Amostragem e inclus&o no bloco receptor

Figura 4. Bloco receptor do TMA contendo os cilindros com as amostras do tecido a ser estudado.
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Foram selecionados por uma uUnica patologista, Profa. Dra. Kétia Ramos
Moreira Leite, 3 regibes da amostra cirurgica. Baseando-se no contexto de
diagndstico a patologista escolheu as regiées na biopsia que melhores representavam
o tumor. Foram escolhidas a partir de areas onde foram encontradas caracteristicas
como regides planas do epitélio composta por células anaplasicas com um padréo de
crescimento desordenado, sem extensdo ao limen da bexiga ou penetracdo na
membrana basal, regides com figuras mitéticas abundantes, perda da coeséao celular,
aumento do numero de camadas celulares e aumento do tamanho do nucleo,
hipercromético e irregular (Murphy et al., 2000; Cheng et al., 2010; Williamson et al.,
2010).

Uma vez pronto, o bloco do TMA € cortado em secc¢des histolégicas numeradas
e consecutivas de 3 ym. Na sequéncia, as laminas séo preparadas de acordo com a
técnica a ser adotada, seja coloracdo hematoxilina-eosina, imunohistoquimica ou

testes de hibridizagédo. Na figura 5 mostramos as etapas de constru¢cao do TMA.

Figura 5. Etapas da confec¢éo do TMA

A realizacdo de reacgbes de IH em laminas com TMA permite a avaliagdo da
expressdo de uma proteina em inUmeros casos em uma unica reacao, o que confere
homogeneidade na avaliacdo, uma vez que todos os espécimes foram preparados e

avaliados em condicdo idéntica. Outras vantagens do método sédo a rapidez na
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analise de multiplos casos, economia de reagentes, praticidade e uso nao predatorio
do material evitando o desgaste e com isso permitindo 0 uso em outras pesquisas.
Incluimos no TMA trés amostras por paciente, pois € comprovado que a analise IH de
pelo menos duas amostras em TMA é comparavel ao observado na seccéo tecidual

em 95% das vezes (Camp et al., 2000).

3.4 imunohistoquimica para IDO, CD39 e CD73

Para o processo de desparafinizacdo, as laminas foram mantidas por 30
minutos em estufa a temperatura de 60°C. Em seguida, as laminas passaram por
baterias de banhos, sendo 3 fases de xilol absoluto por 9 minutos cada, seguidas de
2 banhos em alcool etilico absoluto por 5 minutos e, por fim, 2 banhos em alcool etilico
96% por 5 e 3 minutos, respectivamente. Apos a remocao do alcool através de um
banho em agua destilada por 5 minutos, os tecidos foram submetidos a panela a
vapor, em tampéao basico EDTA (0,5M, pH 8,0) por 30 minutos, para exposicao
antigénica. A seguir, as laminas foram mantidas em solucdo de bloqueio de
peroxidase enddgena, composta por 70% de metanol, 20% agua destilada e 10%
peréxido de hidrogénio 30% (concentracéo final de peréxido 3%), protegidas da luz,
por 30 minutos. Apés lavagem em solucédo salina tamponada (PBS — pH 7,2), as
bordas da regido contendo as amostras foram margeadas com uso de PapPen
(Sigma-Aldrich), a fim de garantir o contato dos reagentes

Foram utilizados os anticorpos primarios anti-IDO (abl106134; Abcam,
Cambridge, MA, EUA), anti-CD39 (ab178572; Abcam, Cambridge, MA, EUA) e anti-
CD73 (ab115289; Abcam, Cambridge, MA, EUA). ApGs incubacdo com o anticorpo
primario a 4°C durante a noite em camara umida, as laminas foram incubadas com o

complexo LSAB HRP (Dako, Carpinteria, USA) para complementagcdo do método
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imunohistoquimico. Apos revelacdo com DAB (K3468112, Dako, Carpinteria, EUA),
as laminas foram coradas com hematoxilina de Harris. Em todas as reacoes, foram
realizados controles positivos em tecido sabidamente reativo para cada anticorpo,
além do controle realizado na prépria lamina-teste. Os controles negativos foram
realizados pela omissdo do anticorpo primario e por substituicdo do mesmo por soro

nao imune.

3.5 Padronizacéao da IH para IDO, CD39 e CD73

Os anticorpos para imunohistoquimica anti-IDO, anti-CD39 e anti-CD73 foram
adquiridos comercialmente e a primeira etapa de padronizacdo foi realizada
utilizando-se linfonodo humano como controle positivo. Foi realizada a titulacdo dos
anticorpos, IDO — 1:10, CD39 — 1:500 e CD73 — 1:50. Houve positividade, porém,
houve um background importante mesmo com as maiores diluicdes (Figura 6).

Contudo, investimos nas diluicdes e em reagentes para diminuir o background.
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Figura 6. Imunohistoquimica para IDO, CD39 e CD73 em linfonodos humanos com diluicdo dos
anticorpos primarios de 1:100. O controle negativo foi feito omitindo-se o anticorpo primario. Nota-
se positividade, porém presenca de importante background.

49



Materiais e Métodoy

Anti-IDO

Anti-CD39

Anti-CD73

Figura 7. Imunohistoquimica para IDO, CD39 e CD73 em TMA de espécimes de CB de pacientes
submetidos & RTU. Trés amostras de cada paciente para cada marcador. As laminas foram
contracoradas com hematoxilina e a positividade é observada em marrom.

Todos os casos foram incluidos em TMA (trés amostras de cada paciente) e
analisados pela patologista colaboradora do projeto, a Profa. Dra. Katia Ramos
Moreira Leite, quem foi responséavel pela selecdo das amostras na confec¢cao do TMA
e pela analise dos marcadores investigados. A marcacao tumoral muito fraca foi
classificada como 0 (sem positividade), uma marcacao forte e menor do que 50% da
area tumoral foi considerada como escore de 1 e uma marcacéo forte acima de 50%
da massa tumoral foi considerada como escore de 2. Foi realizada analise com dois
escores finais diferentes, para a escolha do melhor: (1) considerando o maior valor
dos trés pontos do TMA avaliados pela patologista - por exemplo, um paciente que

teve os escores 0, 1 e 2 em suas amostras, foi considerado com escore final de 2; e
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(2) a soma dos trés escores, por exemplo, o paciente que teve 2, 1 e 2 nas respectivas

amostras ficou com um escore final de 5 (Fedchenko & Reifenrath, 2014).

3.6 Andlise estatistica

O escore (1), conforme comentado acima, foi usado para separar 0S
pacientes em trés grupos (sem expressdo, baixa expressdo e alta expressao). O
escore (2), obtido pela soma dos valores dos trés pontos do TMA, foi usado para a
determinacdo de uma nota de corte (mediana ou curva ROC) para separar 0S
pacientes em dois grupos (baixa e alta expressdo do marcador) (Fedchenko &
Reifenrath, 2014). Os testes de qui-quadrado de Pearson, Spearman e Exato de
Fisher foram utilizados via programa SPSS verséo 22. O odds ratio (OR) entre as
expressdes de CD39 e CD73 e o tipo tumoral também foi avaliado, no qual foi adotado
um intervalo de confianca de 95%. A significancia estatistica foi considerada a partir

do p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Selecéo dos pacientes

Nas Tabelas 2 e 3, estdo descritos os dados clinicos e histopatolégicos de
acordo com o tipo de CB. De todos os 165 pacientes com CB, 162 ofereceram
amostras viaveis para andlises de imunohistoquimica para IDO, CD39 e CD73. As
amostras de trés pacientes foram deterioradas durante o0 processo
imunohistoquimico. Dos 162 pacientes, todos eram CB uroteliais, 96 eram CBMNI
(59,3%) e 66 CBMI (40,7%). Dos 162 pacientes que ofereceram amostras viaveis,
129 eram homens (79,6%) e 33 eram mulheres (20,4%). A maioria era formada por
idosos (70,4% > 65 anos) e fumantes (79,5%). Quanto ao grau histologico, 74% dos

pacientes eram de alto grau e 26% de baixo grau (Tabela 1 e 2).
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Tabela 1. Caracteristicas clinicopatologicas dos pacientes com CB NMI.

Casos

Idade (40-92a)

<60 20 (22,7 %)

=60 68 (77,3 %)
Género

Feminino 20 (22,7 %)

Masculino 68 (77,3 %)
Tabagismo

Fumante 65 (73,9 %)

Nao Fumante

23 (26,1 %)

Grau Histoldgico
G1

41 (46,6 %)

G3 47 (53,4 %)
Estadio

Ta 68 (77,3 %)

Tl 20 (22,7 %)
Grupo de Risco

Alto Risco 50 (56,8 %)

Risco Intermediario 33 (37,5 %)

Baixo Risco 5 (5,7 %)
Progresséao

Sim 15 (17,0 %)

Nao 73 (83,0 %)
Recidiva

Sim 51 (58,0 %)

Nao 37 (42,0 %)
Obito

Sim 5 (5,7 %)

Nao 83 (94,3 %)

Resultados

Com relacdo aos casos CBMI, todos foram submetidos a CR, sendo 63
homens e 14 mulheres (Tabela 2). A Tabela 2 demonstra os dados clinicopatolégicos

dos pacientes.
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Tabela 2. Dados antropométricos dos pacientes com CBMI.

Casos

Idade (32-86a)

<60 11 (14,7%)

=60 66 (85,7%)
Género

Feminino 14 (18,2%)

Masculino 63 (81,8%)
Tabagismo

Fumante 58 (75,3%)

Nao Fumante
Desconhecido

8 (10,3%)
11 (14,2%)

Grau Histolégico (RTU)

G1 1(1,3%)

G3 76 (98,7%)
Estadio

Ta 2 (2,6%)

TO 2 (2,6%)

T1 6 (7,8%)

T2 21 (27,3%)

T3 27 (35,1%)

T4 19 (24,7%)
Recidiva

Sim 24 (31,2%)

N&o 53 (68,8%)
Obito

Sim 25 (32,5%)

N&o 52 (67,5%)

4.2 Expressao de IDO1 em espécimes humanas de CB

A andlise da expressdo Imunohistoquimica de IDO1 em CBMI e CBNMI, néo
se correlacionou com género, idade e tabagismo. Além disso, ndo houve diferenca
com relacdo ao grau tumoral, recidiva e progressdo (Tabela 3). Entretanto, a
expressao de IDO1 correlacionou-se com um estadio mais precoce, ou seja, a alta

expressédo de IDO foi mais frequente em CBNMI (80%) quando comparado a CBMI
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(65%) (p<0,001). Corroborando o tipo tumoral, a alta expressdo de IDO foi mais
frequente em Ta (76%) e em T1 (92%) quando comparados a T2 (81%), T3 (54%) e
T4 (63%) (p<0,001). A expressao de IDO1 foi alta nos pacientes submetidos a RTU

(81%) em comparagcao com os pacientes submetidos a CR (67%) (p<0,001) (Tabela

Tabela 3. Correlacdo entre expressao de IDO1 e aspectos clinicopatolégicos em CB.

IDO1
o
Parametros N. de Valor
Pacientes Baixa Alta p
Expresséao expressao
Género
Masculino 129 34 (26 %) 95 (74 %) 0,805
Feminino 33 08 (24 %) 25 (76 %)
Idade
<65 48 10 (21 %) 38 (79 %) 0,337
> 65 114 32 (28 %) 82 (84 %)
Fumante
Néao 31 08 (26 %) 23 (74 %) 0,713
Sim 120 30 (25 %) 90 (75 %)
Desconhecido 11 04 (36 %) 07 (64 %)
Grau
Baixo 42 14 (33 %) 28 (67 %) 0,203
Alto 120 28 (23 %) 92 (77 %)
Tipo de Tumor
CBNMI 96 19 (20 %) 77 (80 %) <0,001
CBMI 66 23 (35 %) 43 (65 %)
Estadio
pTa 71 17 (24 %) 54 (76 %) <0,001
pT1 25 02 (08 %) 23 (92 %)
pT2 21 04 (19 %) 17 (81 %)
pT3 26 12 (46 %) 14 (54 %)
pT4 19 07 (37 %) 12 (63 %)
Tratamento
RTU 87 17 (20 %) 70 (81 %) <0,001
CR 75 25 (33 %) 50 (67 %)
Recidiva*
Nao 37 10 (27 %) 27 (73 %) 0,130
Sim 50 07 (14 %) 43 (86 %)
Progressao*
Nao 73 14 (19 %) 59 (81 %) 0,846
Sim 14 03 (21 %) 11 (79 %)

* Somente pacientes com RTU.
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4.3 Expressao de CD39 em espécimes humanas de CB

Ao analisarmos a frequéncia de casos negativos, de baixa expressao de CD39
e de alta expressao de CD39, ndo houve diferenca quanto ao género, idade e
tabagismo. Além disso, ndo houve diferenca com relacdo ao grau tumoral, recidiva e
progresséo (Tabela 4). Entretanto, a expressao de CD39 correlacionou-se com o tipo
de tumor, onde pacientes com CBNMI (52 %) apresentaram maior marcacao
imunohistoquimica para CD39 em comparacao com CBMI (32 %) (p<0,001) (Tabela
4). Corroborando este dado, a expressao de CD39 correlacionou-se com o estadio
tumoral, onde pacientes com Ta (54%) e T1 (48%) apresentaram alta expressao de
CD39 em comparacdo com pacientes T2 (24%), T3 (39%) e T4 (32%) (p<0,001). A
expressdo de CD39 foi alta nos pacientes submetidos a RTU (53%) em comparacdo

com os pacientes submetidos a CR (33%) (p<0,001) (Tabela 3).

56



Resultados

Tabela 4. Correlacdo entre expressao de CD39 e aspectos clinicopatolégicos em CB.

CD39
o
Parametros N. de Valor
Pacientes . Baixa Alta p
Negativo Ex ~ ~
pressao expressao
Género
Masculino 129 39 (30 %) 34 (26 %) 56 (44 %) 0,538
Feminino 33 07 (21 %) 11 (33 %) 15 (46 %)
Idade
<65 48 13 (27 %) 12 (25 %) 23 (48 %) 0,782
> 65 114 33 (29 %) 33 (29 %) 48 (42 %)
Fumante
N&o 31 06 (19 %) 06 (19 %) 19 (61 %) 0,128
Sim 120 35 (29 %) 35 (29 %) 50 (42 %)
Desconhecido 11 05 (46 %) 04 (36 %) 02 (18 %)
Grau
Baixo 42 8 (19 %) 16 (38 %) 18 (43 %) 0,140
Alto 120 38 (32 %) 29 (24 %) 53 (44 %)
Tipo de Tumor
CBNMI 96 11 (11 %) 35 (36 %) 50 (52 %) <0,001
CBMI 66 35 (53 %) 10 (15 %) 21 (32 %)
Estadio
pTa 71 09 (13 %) 24 (34 %) 38 (54 %) <0,001
pT1 25 02 (08 %) 11 (44 %) 12 (48 %)
pT2 21 14 (67 %) 02 (10 %) 05 (24 %)
pT3 26 11 (42 %) 05 (19 %) 10 (39 %)
pT4 19 10 (53 %) 03 (16 %) 06 (32 %)
Tratamento
RTU 87 09 (10 %) 32 (37 %) 46 (53 %) <0,001
CR 75 37 (49 %) 13 (17 %) 25 (33 %)
Recidiva*
Néao 37 04 (11 %) 14 (38 %) 19 (51 %) 0,970
Sim 50 05 (10 %) 18 (36 %) 27 (54 %)
Progressao*
N&o 73 09 (12 %) 28 (38 %) 36 (49 %) 0,210
Sim 14 02 (14 %) 02 (14 %) 10 (71 %)

* Somente pacientes com RTU.

4.4 Expresséo de CD73 em espécimes humanas de CB

Ao analisarmos a frequéncia de casos negativos, de baixa expressao de CD73
e de alta expressao de CD73, ndo houve diferenca quanto ao género, idade e
tabagismo. Além disso, ndo houve diferenca com relacdo ao grau tumoral, estadio e
progressédo. A recidiva da doenga também foi analisada. Conforme demonstrado na
Tabela 5, ndo houve relacdo entre a expressdo de CD73 e a variavel recidiva.
Diferente do que encontrado nos outros marcadores (IDO e CD39), nao foi observada

diferenca na expressédo de CD73 entre CBNMI e CBMI (Tabela 5).
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Tabela 5. Analise da correlagéo da expresséo de CD73 e aspectos clinico-patolégicos em CB.

CD73
A N° de
RIS Pacientes Negativo Baixa Alta Rl B
Expressdo  Expresséo
Género
Masculino 129 04 (03 %) 22 (17 %) 103 (80 %) 0,281
Feminino 33 01 (03 %) 02 (06 %) 30 (91 %)
Idade
<65 48 00 (00 %) 06 (13 %) 42 (87 %) 0,273
> 65 114 05 (04 %) 18 (16 %) 91 (80 %)
Fumantes
Nao 31 01 (03 %) 06 (19 %) 24 (78 %) 0,619
Sim 120 04 (03 %) 15 (13 %) 101 (84 %)
Desconhecido 11 00 (00 %) 03 (27 %) 08 (73 %)
Grau
Baixo 42 01 (02 %) 06 (14 %) 35 (34 %) 0,945
Alto 120 04 (03 %) 18 (15 %) 98 (82 %)
Tumor
CBNMI 96 03 (03 %) 13 (14 %) 80 (83 %) 0,860
CBMI 66 02 (03 %) 11 (17 %) 53 (80 %)
Estadio
pTa 71 03 (04 %) 09 (13 %) 59 (83 %) 0,612
pT1l 25 00 (00 %) 04 (16 %) 21 (84 %)
pT2 21 01 (05 %) 04 (19 %) 16 (76 %)
pT3 26 00 (00 %) 02 (19 %) 24 (92 %)
pT4 19 01 (05 %) 05 (26 %) 13 (69 %)
Tratamento
RTU 87 02 (02 %) 12 (14 %) 73 (84 %) 0,746
CR 75 03 (04 %) 12 (16 %) 60 (80 %)
Recidiva*
Nao 37 01 (03 %) 05 (14 %) 31 (84 %) 0,976
Sim 50 01 (02 %) 07 (14 %) 42 (84 %)
Progressédo*
N&o 73 02 (03 %) 09 (12 %) 62 (85 %) 0,564
Sim 14 00 (00 %) 03 (21 %) 11 (79 %)

* Somente pacientes com RTU.

4.5 Correlacao entre IDO, CD39 e CD73

Quando olhamos isoladamente para a expressao do CD73 verificamos que nao
h&4 associacdo com nenhum aspecto clinico-patoldgico, no entanto, quando
combinado a expressao de CD39, foi encontrada uma associagao significativa com o
estagio do tumor. A baixa expressao de CD39 e CD73 foi associada a CB avancada,
semelhante a condicédo de baixa expressao de CD39 e alta expressao de CD73. Em
contraste, alta expressdo de CD39 e baixa expressao de CD73, bem como a alta

expressdo de ambas as proteinas, foram associadas a forma CBNMI. Em relacéo ao
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baixa expressdo de ambas no CR (p<0,001) (Tabela 6 e 7).

tratamento a alta expressédo de ambas apresentou-se no RTU em contraste com a

Quando analisamos a associacao das expressodes de IDO, CD39 e do CD73,

observamos uma correlagao significativa, demonstrando um potencial para o0 uso

como biomarcadores na avaliacdo do prognostico precoce de CB (p<0,002) (Tabela

Tabela 6. Correlacéo entra a expressao do CD39 e CD73 com os parametros clinicopatologicos
de 162 pacientes com CB.

CD39-CD73
Parametros N? de CD39baixo CD39aito CD39paixo CD39aito Valor p
Pacientes
CD73baixo CD73baixo CD73aIto CD73aIto
Género
Masculino 129 30 (23 %) 28 (22 %) 24 (19 %) 47 (36 %) 0,457
Feminino 33 06 (18 %) 04 (12 %) 07 (21 %) 16 (49 %)
Idade
<65 48 09 (19 %) 11 (23 %) 10 (21 %) 18 (38 %) 0,837
> 65 114 27 (24 %) 21 (18 %) 21 (18 %) 45 (40 %)
Fumantes
Nao 31 06 (19 %) 12 (39 %) 02 (07 %) 11 (36 %) 0,007
Sim 120 25 (21 %) 19 (16 %) 25 (21 %) 51 (43 %)
Desconhecido 11 05 (46 %) 01 (09 %) 04 (36 %) 01 (09 %)
Grau
Baixo 42 08 (19 %) 12 (29 %) 05 (12 %) 17 (41 %) 0,253
Alto 120 28 (23 %) 20 (17 %) 26 (22 %) 46 (38 %)
Tumor
CBNMI 96 15 (16 %) 26 (27 %) 08 (08 %) 47 (49 %) <0,001
CBMI 66 21 (32 %) 06 (09 %) 23 (35 %) 16 (24 %)
Estadio
pTa 71 12 (17 %) 22 (31 %) 05 (07 %) 32 (45 %) <0,001
pT1l 25 03 (12 %) 04 (16 %) 03 (12 %) 15 (60 %)
pT2 21 09 (43 %) 02 (09 %) 05 (24 %) 05 (24 %)
pT3 26 07 (27 %) 01 (04 %) 10 (39 %) 08 (31 %)
pT4 19 05 (26 %) 03 (16 %) 08 (42 %) 03 (16 %)
Tratamento
RTU 87 12 (14 %) 26 (30 %) 06 (07 %) 43 (49 %) <0,001
CR 75 24 (32 %) 06 (08 %) 25 (33 %) 20 (27 %)
Recidiva*
Nao 37 08 (22 %) 09 (24 %) 02 (05 %) 18 (49 %) 0,291
Sim 50 04 (08 %) 17 (34 %) 04 (08 %) 25 (50 %)
Progressédo*
Nao 73 11 (15 %) 21 (29 %) 05 (07 %) 36 (49 %) 0,867
Sim 14 01 (07 %) 05 (36 %) 01 (07 %) 07 (50 %)

* Somente pacientes com RTU.

59



Resultados

Tabela 7. Correlacado entra a expressao do CD39 e CD73 com os parametros clinico-patolégicos

de predicéo do tipo tumoral de 162 pacientes com CB.

Odds Ratios 95 % Valor P Predicao
CD39aito 0,158 0,079 - 0,315 <0,001 CBNMI
CD73aito 1,077 0,570 - 2,034 0,872 Nenhum
CD39BaixoCD73Baixo 2,520 1,183 - 5,368 0,013 CBMI
CD3941toCD73Baixo 0,269 0,104 - 0,698 0,005 CBNMI
CD39BaixoCD73aito 5,884 2,432 — 14,232 <0,001 CBMI
CD3941t0CD73Aalt0 0,334 0,167 — 0,666 0,002 CBNMI
Tabela 8. Correlacdo por Spearman entre IDO, CD39 e CD73.
IDO CD39 CD73
Coeficiente de Correlacdo 1,000 0,384"  0,194"
IDO Sig, (2 extremidades) , 0,000 0,0136
N 162 162 162
Coeficiente de Correlagéo 0,384" 1,000 0,298™
R6 de Spearman CD39 Sig, (2 extremidades) 0,002 , 0,000
N 162 162 162
Coeficiente de Correlagdo 0,194" 0,298" 1,000
CD73 Sig, (2 extremidades) 0,000 0,000 ,
N 162 162 162

** A correlagdo é significativa no nivel 0,01 (bicaudal).
* A correlagao é significativa no nivel 0,05 (bicaudal).
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5. DISCUSSAO

O presente trabalho tem forte relagdo com a imunoterapia em cancer, cuja qual
€ um tema de extrema relevancia na atualidade. Uma parte de nosso trabalho envolve
a IDO, uma molécula que passou a ser reconhecida por suas propriedades
imunomoduladoras a partir de 1998, quando Munn e colaboradores descreveram sua
importancia em proteger o embrido semialogénico contra o sistema imune materno
(Munn et al., 1998). A medida que a IDO foi sendo descrita em tipos diferentes de
cancer, suas propriedades imunomoduladoras colocaram-na em um dos mais
importantes hallmarks do cancer. Isso explica a mobilizagdo da comunidade cientifica
na busca de seu papel em diferentes tipos de cancer e na possibilidade de considera-
la um alvo terapéutico.

Embora a atividade antitumoral do BCG seja devido a estimulacdo da resposta
imune local e aguda e o recrutamento de granuldcitos polimorfonucleares, a presenca
do ATP e da adenosina podem ser importantes para criar condicées inflamatérias
crbnicas observadas no microambiente tumoral, que suprimem a resposta imune,
estes dados corroboram de certa forma aos resultados ja descritos no trabalho de
Antonioli (Antonioli et al., 2013). Neste contexto, identificamos a necessidade de
estudar a IDO, 0 CD39 e o CD73 no CB, mais especificamente caracterizando o perfil

de sua expressao em espécimes humanas.

Neste estudo observamos que a expressao de IDO foi intensa na maioria dos
casos CBNMI e nos estagios iniciais. E possivel que a indiferenciacdo das células
tenha relacdo com o perfil concéntrico de instalacdo tumoral e a IDO tenha
participagado nesse processo. Nossa observacgao da alta expresséao de IDO no CBNMI

parece um tanto paradoxal. Ha dados cumulativos sugerindo que a ativacéo de IDO
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representa um mecanismo pelo qual as células tumorais podem escapar do sistema
imunolégico (Katz et al., 2008; Lob et al., 2009). A superexpressdo de IDO esta
associada a um mau prognostico em diferentes tipos de cancer, como cancer de
ovario (Nelson, 2009), cancer de pulméo de pequenas células (Smith et al., 2012) e
cancer colorretal (Ferdinande et al., 2012). No entanto, outros estudos demonstraram
resultados, onde a expressao de IDO correlacionou-se com a sobrevida prolongada
no carcinoma hepatocelular e no carcinoma de células renais (Lu et al., 2012),

sugerindo que a IDO também pode promover e prevenir o crescimento do tumor.

A influéncia da expresséo de IDO em estagios iniciais e no CBNMI podem ser
devido aos efeitos téxicos de metabdlitos de triptofano induzidos por IDO, que sao
capazes de induzir apoptose em linfécitos e também em células tumorais (Lu et al.,
2012; Matino et al., 2015). Além disso, estudos anteriores sugeriram que o INF-y tem
um maior efeito inibitério nas células cancerigenas quando o tratamento com o
mesmo, induz a expresséao de IDO (Lu et al., 2012). Outro exemplo foi encontrado no
estudo de Zhai e colaboradores onde a expressédo de IDO se correlacionou com a
producédo de IFN-y e melhor sobrevida no carcinoma hepatocelular (Zhai et al., 2015).
Em um outro estudo, Godin-Ethier e colaboradores, demonstraram que o0 mRNA do
IFN-y foi superexpresso em cancer medular de mama, e se correlacionou fortemente
com a expressao de mRNA da IDO (Godin-Ethier et al., 2009), propondo assim que

o IFN-y pode inibir o crescimento e induzir a expresséao de IDO em alguns canceres.

Em alguns tumores, a IDO é constitutivamente expressa pelas préprias células
tumorais como um mecanismo de escape imunolégico ou em alguns casos, podem
conferir alguma vantagem de sobrevivéncia ndo imunoldgica aos tumores (Fuldord et

al., 2007; Desmedt et al., 2008). Em um numero pequeno de tipos de tumores, a
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expressédo de IDO parece ser induzida ou "reativa" - isto €, associada a um aumento
da infiltrac&o e inflamacgédo por células T (Munn et al., 1999; Yan et al., 2019). Nessa
situagao, a regulacao positiva de IDO pode ser apropriada para fortalecer a resposta
espontanea antitumoral e, portanto, estar associado a prognéstico mais favoravel
(Mellor et al., 2005; Yu et al., 2014). Sendo assim, baseados na literatura, nossos
resultados relativos a expresséo da IDO podem estar associados ao balango na
guantidade de células inflamatérias (tamanho do infiltrado inflamatério), sendo maior

no CBNMI do que no CBMI.

Algumas limitacdes em relacdo aos dados analisados da expressdo das
enzimas quanto a progresséo da doenca (tabelas 5, 6 e 7), foram calculados somente
em cima do numero de pacientes que pudemos acompanhar o follow up apos
passarem pela RTU, sendo que ndo obtivemos valores significativos para considera-
los. Muitos estudos sobre a expresséo de IDO em canceres humanos, por exemplo,
revelaram que pacientes com alta expresséo de IDO diminuiram a sobrevida livre de
doencga (Astigiano et al., 2005; Takao et al., 2007). Outro estudo demonstrou que a
expressdo de IDO avaliada por imunohistoquimica e a atividade enzimatica foram
inversamente correlacionadas com sobrevida livre da doenca em cancer endometrial
e melanoma maligno (Ino et al., 2006; Brody et al., 2009). Yang e colaboradores
demonstraram em um estudo com 84 pacientes que a expressao de IDO positiva teve
um resultado clinico ruim, no entanto, relataram algumas limitacdes em seu estudo
também. Primeiro, uma andlise multivariada foi necessaria para explorar se IDO era
um fator prognostico independente para sobrevida livre da doenca e em segundo
lugar, o nivel de protecdo de IDO em CB nao foi detectado por western blot (Yang et

al., 2015).
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Outra parte do nosso trabalho envolve a pesquisa das ectonucleotidases CD39
e a CD73 que foram observadas na participagcdo de complexos no processo de
immunoescape tumoral, através da inibicdo da ativacdo, expansao clonal e homing
de células T especificas (em particular, os auxiliares e os T citotoxicos), prejudicando
a morte de células tumorais por linfocitos T efetores, ditando, através da geracao
pericelular de adenosina, um componente substancial na capacidade supressora das
células Tregs. A expressdo e a atividade de CD39 e CD73 em sangue e em Varios
tumores sélidos, sugerindo papéis importantes na promocéao do crescimento tumoral
e infiltracdo (Antonioli et al., 2013). Além disso, o ATP e a adenosina participam na
sinalizacdo inflamatéria (Bours et al., 2006). O ATP tem sido descrito como uma
molécula pré-inflamatéria na qualidade de um sinal quimiotdtico para células
fagocitarias imunes, enquanto a adenosina tem um papel imunossupressor de
respostas imunes inatas e adaptativas (Stagg & Smyth, 2010). A participacdo da
expressdo de ectonucleotidases alteradas na modulacdo de células imunes para
contribuir para o progresso do cancer tém sido descritas para gliomas (Bergamin et
al., 2012), os quais possuem um padrdao semelhante na atividade ATP / ADP /
AMPase no cancer de bexiga. Este perfil do metabolismo de nucleotideos pode
favorecer o ATP extracelular e a acumulacao de adenosina no intersticio do tumor,
portanto, enquanto o ATP poderia induzir a morte de células saudaveis, a proliferacéo
do tumor, e recrutamento de células do sistema imunolégico, a adenosina é a

responsavel pela angiogénese e imunossupressao (Bergamin et al., 2012).

Estudo com células mesenquimais multipotentes demonstrou que o sistema de
ectonucleases CD39 / CD79 esta presente nestas ceélulas, as quais expressam IDO
constitutivamente e séo fortemente estimuladas na presenca de INF-y (Sattler et al.,

2011). Trabalhando com microarray, Marteau e colaboradores demonstraram que a
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IDO é superexpressa em células dendriticas estimuladas por ATP extracelular e em
estudo subsequente demonstraram que a adenosina age estimulando estas células
através de receptor purinérgico A (Marteau et al., 2005; Ben et al., 2008). Este estudo
demonstra que é possivel que haja uma ligacéo entre estas moléculas, no entanto,

no CB esta ligagao entre IDO e CD39 néo foi ainda demonstrada.

Em relacdo a bexiga normal, as ectonucleotidases desempenham papel nas
contracdes do detrusor mediadas pelos nervos e na exocitose da camada de células
guarda-chuva (células superficiais), controlando as concentracbes de ATP /
adenosina no espaco extracelular (Wang et al., 2005; McCarthy et al., 2019). E
possivel que CD39 e CD73 estejam envolvidos em outros processos fisioldgicos do

trato urinério inferior, mas isso permanece incerto.

A expressdo de CD39 e CD73 foi identificada em varios tumores humanos,
incluindo cancer de rim, cancer de ovario, cancer de testiculo, cancer de pancreas,
cancer de pulmdo, cancer de tiredide, linfoma, sarcoma e leucemia (Pulte et al., 2011;
Hausler et al., 2011; Bastid et al., 2015; Hayes et al., 2015). Em relacdo a CB, o papel
do CD39/CD73 néao é claro, embora a sinalizacéo purinérgica tenha sido descrita em
tumores da bexiga (Shabbir et al., 2007). Stella e colaboradores, demonstraram que
o perfil da atividade da ectonucleotidase se correlaciona com malignidade em CB,
demonstrando um padréo distinto no metabolismo de nucleotideos entre os tumores
CBNMI e CBMI. Trabalhando com linhagem de células CB humanas, demonstraram
gue as células CB com baixo fendtipo de malignidade exibiram um alto nivel de
hidrolise de tri e difosfonucleosideos devido a alta expressdo da NTPDase 3. Em
contraste, as células com um fendétipo de alta malignidade exibiram uma reducao

robusta da NTPDase 3 expresséao (Stella et al., 2010). Alguns anos depois, 0 mesmo
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grupo trabalhou com um modelo de tumor de bexiga induzido por produtos quimicos,
demonstrando que a imunocoloracdo para NTPDase é progressivamente perdida
durante a progressdao da doenca, em contraste com a expressdo de CD73 que

aumentou ao longo do tempo (Rockenbach, 2014).

No contexto fisiopatoldgico, CD39 e CD73 tém sido encontrados em neoplasias
levantando a hipdtese de seu envolvimento na tumorigénese (Bastid et al., 2015;
Wettstein et al., 2015). No presente estudo, mostramos que a suprarregulacao de
CD39 esta associada a CBNMI, enquanto a suprarregulacdo de CD73 com baixa
expressdo de CD39 esta associada a forma CBMI, levantando a hipotese de que os
nucleotideos / equilibrio de adenosina pode ser eficaz na determinacao do fenétipo

invasivo em células CB.

Como dito anteriormente, a relacdo da expressdo do CD39 no CB néao foi
estudada no CB até o momento. Por outro lado, existem algumas informacdes sobre
0 CD73 em tumores uroteliais. Wettstein e colaboradores mostraram que o CD73
previu um prognostico favoravel em pacientes com CBNMI. Em seu estudo, 0s casos
de alta expressao de CD73 foram mais frequentes nos estagios pT1 e pTa, embora
nenhuma associacdo com a expressdo de CD39 tenha sido feita (Wettstein et al.,
2015). Mais recentemente, Koivisto e colaboradores demonstraram resultados
semelhantes, expandindo a andlise para CBMI, onde a alta expressdo de CD73 pelas
células neoplasicas foi mais frequente no CBNMI do que no CBMI (Koivisto et al.,
2019), fendbmeno ndo encontrado em nosso estudo. Em nosso estudo, a expressao
de CD73 isolado néo foi suficiente para predizer o estagio de CB (Tabela 7), sugerindo
0 uso da expressao de CD39 isolado ou balango de expresséo de CD39 / CD73 como

uma estratégia Util para acessar o status invasivo do CB. Em outros tumores, o CD73
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foi associado ao pior progndstico. A superexpressdo de CD73 promove invasao,
migragcdo, adesdo e metastase de células de cancer de mama humano e em

melanomas (Stagg et al., 2010; Stagg et al., 2011).

Embora haja pouca informacdo sobre o CD39 no CB, ele foi amplamente
descrito em outros tipos de tumor. O CD39 é superexpresso no cancer de pancreas,
correlacionando-se positivamente com a sobrevida em longo prazo apoés o tratamento
cirargico (Kunzli et al., 2007). No adenocarcinoma retal, embora o CD39 tenha sido
fortemente expresso em células malignas estando associado ao estagio inicial do
tumor, sua associacdo com o CD73 ofereceu uma melhor estratégia para predizer o
prognéstico (Zhang et al., 2015). A analise combinada exibindo baixa expresséo de
CD39 e alta expressdo de CD73 em ambos os niveis de proteina e mRNA foi
associada com invasdo e metastase levando a um desfecho clinico desfavoravel

(Zhang et al., 2015), da mesma forma que propusemos aqui para CB.

Diante da analise dos resultados, proporiamos que a superexpressao de CD39
poderia aumentar a concentracao de adenosina no espaco extracelular, o que poderia
induzir imunossupressao local e consequentemente progressao tumoral. No entanto,
0s casos de CD39baixa / CD73baixa e CD39alta / CD73alta foram mais frequentes
no CBMI e CBNMI, respectivamente (Tabela 8). Na verdade, o acesso ao status de
ATP / adenosina seria fundamental para a compreensdo desse fendmeno
controverso. Uma limitacdo importante de nosso estudo € a falta de abordagens
técnicas para determinar ATP / adenosina em amostras tumorais de pacientes. A
analise de imunocoloracdo para CD39 e CD73 é uma forma simplista de acessar o
complexo sistema de nucleotideos / adenosina. Os efeitos finais serdo determinados

por varios fatores. Primeiro, a quantidade de ATP que se move para O espago
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extracelular, seja por lesdo celular ou por transporte de canal. O microambiente
tumoral pode apresentar uma concentragcdo de ATP 1000 vezes maior no espaco
intersticial em comparagéao com os tecidos normais (Di Virgilio et al., 2017). Segundo,
além de CD39 e CD73, tanto os nucleotideos quanto os nucleosideos podem ser
removidos do espaco extracelular por varias outras familias de ectoenzimas. Terceiro,
o ATP e a adenosina exercem efeitos ligando-se aos receptores purinérgicos -
receptores P1, com adenosina como principal ligante, e receptores P2, com ATP e
ADT como principais ligantes; Os receptores P2 sédo subdivididos em sete P2X
ionotrépicos e oito subtipos P2Y metabotropicos (Ravelic et al.,, 1998; White;
Burnstock, 1998). Portanto, os papéis do equilibrio ATP / adenosina no CB

dependeréo de varios niveis de expressao e padrées de coexpressao.

A expressao alterada de CD39 e CD73 aqui apresentada apoia a ideia de que
essas ectonucleotidases estdo envolvidas na tumorigénese da bexiga. Nossos
resultados sugerem que as células uroteliais malignas do CB expressam fortemente
CD39 e CD73; no entanto, a alta expressdo de CD39 em células tumorais esta
correlacionada com o estagio inicial do CB. Mais estudos sdo necessarios para
esclarecer o papel efetivo do CD39 e do CD73 no estabelecimento do fenétipo

invasivo em células CB.

Embora estudos adicionais sejam necessarios para determinar se as
alteracdes na expressado ectonucleotidases sdo a causa ou a consequéncia da
transformacdo maligna do urotélio, propomos, baseados na literatura e na
corroboracéo de nossos resultados, que a IDO, o CD39 e o CD37 possuem potencial

para biomarcadores alvos para terapia farmacolégica.
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6. CONCLUSAO

1)

2)

3)

4)

5)

O presente estudo conclui que:

A expresséao de IDO1 correlacionou-se com um estadio mais precoce, ou seja,
a alta expresséao de IDO foi mais frequente em CBNMI quando comparado a

CBMI;

A expressao de CD39 correlacionou-se com o tipo de tumor e estadiamento
precoce da doenca, onde pacientes com CBNMI apresentaram maior
marcacao imunohistoquimica para CD39 em comparacédo com CBMI, podendo

ser um biomarcador complementar;

As expressoes de CD39 e IDO foram altas nos pacientes submetidos a RTU

em comparacao com os pacientes submetidos a CR;

A expressdo do CD73 isolada ndo foi associada a caracteristicas clinico-

patoldgicas;

Quando associados, o CD39 (baixa expressdo) e o CD73 (alta expressao)
correlacionaram-se com CBMI, propondo um estabelecimento do fendtipo

invasivo em células CB.
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