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RESUMO

AVALIACAO DA SINALIZACAO PURI’NERGICA EM PACIENTES COM
MIELOMA MULTIPLO

AUTORA: Pamela de Brum Soares
ORIENTADOR: José Edson Paz da Silva

O mieloma mdaltiplo (MM) é uma doenca hematoldgica incurével caracterizada pela
proliferacdo de populacdo clonal de plasmdcitos na medula dssea, que secretam anticorpos
monoclonais ou fragmentos destes, ocasionando na falha da hematopoiese normal. Em adicao
as falhas nas respostas mediadas pelos anticorpos alterados, os pacientes demonstram defeitos
nas suas respostas imunes celulares, sendo frequente a ocorréncia de infeccOes. As
nucleotidases, ecto-nucleosideo trifosfato difosfoidrolase (NTPDase) e 5'-nucleotidase (5'-
NT), e a adenosina desaminase (ADA), nas suas formas solUveis ou na superficie externa da
membrana das células como nos linfdcitos, tém demonstrado influenciar, direta ou
indiretamente, o crescimento das células tumorais através da modulacdo de moléculas
sinalizadoras como ATP, ADP, AMP e adenosina, através de varios mecanismos envolvendo
0 sistema purinérgico. Este sistema muda dinamicamente com o contexto fisiopatoldgico em
que esta inserido e estd também ligado a producdo de citocinas, afetando o crescimento, a
sobrevivéncia e o processo de apoptose em células do mieloma. O objetivo deste estudo foi
avaliar as atividades das enzimas NTPDase, 5’-NT e ADA, realizadas por espectrofotometria,
presentes no soro de pacientes com MM tratados (n= 22) e ndo tratados (n=9), pelo menos nos
ultimos 90 dias (fase de plat6), e do grupo controle (n=30), a sua correlacdo com as
atividades das caspases 1, 3 e 8 realizadas por fluorimetria, e a relagdo com a concentracao de
diversas citocinas identificadas por citometria de fluxo. Além disso, também foram avaliadas
as atividades de E-NTPDase e E-ADA por espectrofotometria, bem como o percentual de
expressdo de CD39" e CD73" em linfocitos, identificados através da citometria de fluxo, de
pacientes com MM tratados (n=32) e néo tratados (n=10) (fase de plat6) e do grupo controle
(n=85). Os resultados obtidos demonstraram uma reducdo na atividade de nucleotidases
(NTPDase e 5'-NT) e um aumento da atividade de ADA no soro de pacientes com MM. Os
niveis sericos das citocinas IL-6 e IL-10 estavam entre 80% e 100% mais elevados,
respectivamente, em pacientes com MM e podem estar relacionados com efeitos
imunossupressores e antiapoptéticos. Os efeitos antiapoptdticos parecem estar aumentados
uma vez que as atividades das caspases 1, 3 e 8 estavam aproximadamente 70% reduzidas nos
pacientes com MM e foram positivamente correlacionadas com as atividades de NTPDase e
5-NT. A avaliacdo da atividade de E-NTPDase e percentagem de linfécitos CD39" néo foi
modificada nos pacientes com MM, enquanto houve uma reducdo no percentual de linfocitos
CD73" nos pacientes tratados. Ainda, a atividade de E-ADA nos linfocitos apresentou-se
aumentada em ambos 0s grupos de pacientes com MM, assim como no soro, indicando uma
possivel compensacdo frente a um aumento de adenosina extracelular. Dessa forma, pode-se
concluir que os pacientes com MM apresentam uma modulacdo na sinalizacdo purinérgica
decorrente de alteracdes nas atividades ou percentual de expressdo das enzimas responsaveis
por este sistema, que estdo relacionadas direta ou indiretamente com a concentracdo de
algumas citocinas e atividade das caspases. O efeito da modulacdo do sistema purinérgico
pode afetar a resposta imune destes pacientes e pode estar envolvido com a recaida da doenca
e/ou resisténcia aos tratamentos, além de suscetibilidade a infeccdes.

Palavras-chave: Mieloma multiplo. Sinalizacdo purinérgica. Citocinas. Caspases.



ABSTRACT

EVALUATION OF PURINERGIC SIGNALING IN PATIENTS WITH MULTIPLE
MYELOMA
AUTHOR: Pamela de Brum Soares
ADVISOR: José Edson Paz da Silva
Multiple myeloma (MM) is an incurable hematological disorder characterized by clonal

population of bone marrow plasma cells proliferation, which secrete monoclonal antibodies or
fragments thereof, causing failure in normal hematopoiesis. In addition to failures in
responses mediated by altered antibodies, the patients show defects in their cellular immune
responses, often with the occurrence of infections. The nucleotidases, ecto-nucleoside
triphosphate diphosphohydrolase (NTPDase) and 5'-nucleotidase (5'-NT), and adenosine
deaminase (ADA), in their soluble forms or in the external surface of the cell membrane such
lymphocytes, have shown to influence, directly or indirectly, the growth of tumor cells by
modulating of signaling molecules such as ATP, ADP, AMP and adenosine, by various
mechanisms involving the purinergic system. This system dynamically changes with the
pathophysiologic context in which it is inserted and is also linked to cytokines production,
affecting the growth, survival and apoptosis process in myeloma cells. The aim of this study
was to evaluate the activities of NTPDase, 5-NT and ADA enzymes carried out by
spectrophotometry, present in the serum of patients with MM treated (n = 22) and untreated (n
= 9), at least in the last 90 days (plateau phase), and of the control group (n=30), its
correlation with the activity of caspases 1, 3 and 8 performed by fluorimetry, and the
relationship with the concentration of various cytokines identified by flow cytometry.
Moreover, we also evaluated the activity of E-NTPDase and E-ADA by spectrophotometry as
well as the percentage of CD39" and CD73" expression in lymphocytes, identified by flow
cytometry, of MM patients treated (n = 32) and untreated (n = 10) (plateau phase) and of the
control group (n=85). The obtained results demonstrated a reduction in the nucleotidases
activity (5-NT and NTPDase) and increased in ADA activity in serum from patients with
MM. Serum levels of IL-6 and IL-10 cytokines were between 80% and 100% higher,
respectively, in MM patients and may be related to immunosuppressive and anti-apoptotic
effects. The anti-apoptotic effects appear to be increased since the activity of caspases 1, 3
and 8 were reduced approximately 70% in patients with MM and were positively correlated
with the activities of NTPDase and 5'-NT. Evaluation of E-NTPDase activity and percentage
of CD39" lymphocytes was not modified in patients with MM, while there was a reduction in
the percentage of CD73" lymphocytes in the patients treated. Also, the E-ADA activity in
lymphocytes presented increased in both groups of MM patients as well as in the serum,
indicating a possible compensation against an increase of extracellular adenosine. Thus, it can
be concluded that patients with MM exhibit a modulation in purinergic signaling resulting
from changes in activities or percentage of expression of enzymes responsible for the system,
that are directly or indirectly related to the concentration of certain cytokines and the activity
of caspases. The effect of the modulation of the purinergic system may affect the immune
response in these patients and may be involved in the relapse of the disease and / or resistance
to treatment, and susceptibility to infections.

Keywords: Multiple Myeloma. Purinergic Signaling. Cytokines. Caspases.
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1 INTRODUCAO

O mieloma multiplo (MM) é uma neoplasia hematoldgica caracterizada pelo acimulo
de plasmdcitos malignos na medula dssea (MO), presenca de imunoglobulinas anémalas
monoclonais ou fragmentos destas, chamadas de proteina M, no soro ou urina, lesdes 0sseas,
doenca renal e imunodeficiéncia (KYLE & RAJIKUMAR, 2009). As manifestagdes clinicas
surgem em decorréncia de infiltracdo de plasmacitos neoplasicos nos 6rgéos, principalmente
nos 0ssos (mais de 80% dos casos), de producdo de imunoglobulinas em excesso e da
supressdo da imunidade humoral. Como consequéncia, observa-se falha da hematopoiese
normal, lesdes osteoliticas, insuficiéncia renal, infeccBes recorrentes e desequilibrio
homeostatico (ANGTUACO et al., 2004; BACAL et al., 2005; PILARSKI et al., 1984).

1.1 EPIDEMIOLOGIA DO MM

O MM é o segundo tumor hematologico mais comum e representa 2% de todas as
malignidades recém-diagnosticadas nos Estados Unidos (SIEGEL et al., 2014). E
predominantemente uma doenca dos idosos, com idade média ao diagndéstico de 69 anos, e as
taxas de incidéncia para homens e mulheres sdo 7,7 e 4,9 casos por 100.000 pessoas por ano,
respectivamente. Comparado com brancos, 0s negros sdo afetados de 2 a 3 vezes mais
frequentemente, enguanto a doenca € menos comum em asiaticos americanos/llhas do
Pacifico e intermediario para os indios americanos/nativos do Alasca e hispanicos (SEER,
2014). No Brasil, em levantamento que envolveu 16 centros e 1112 pacientes, foi encontrada
mediana de idade de 60,5 anos, com predominio de acometimento do sexo masculino
(HUNGRIA et al., 2008). As taxas de mortalidade sdo também 2 a 3 vezes superiores em
negros comparados com os brancos, com taxas de 7,9 por 100.000 homens e 5,4 por 100.000
mulheres na populagéo negra versus 4,0 por 100.000 homens e 2,5 por 100.000 mulheres na
populacédo branca (SEER, 2014). Os mecanismos etiopatogénicos exatos que levam a MM sao
desconhecidos, mas vérios fatores de risco foram identificados. Em termos de exposicdes
ambientais e ocupacionais, radiacdo, pesticidas e produtos petroliferos nucleares séo
reconhecidos como fatores de risco, dada a maior incidéncia de MM em agricultores e
fabricantes de utensilios de madeira e couro (GREENBERG et al., 2012).
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1.2 ETIOLOGIA DA DOENCA E CARACTERISTICAS DAS CELULAS PLASMATICAS

Acredita-se que o0 MM inicia a partir da transformacéo de plasmdcitos de vida longa,
um subconjunto de plasmdcitos produtores de anticorpos que se abrigam na MO e sobrevivem
por anos, contribuindo para a memoria imunolégica (ANDERSON & CARRASCO, 2011;
HAUSER et al., 2003). A analise imunolégica do perfil antigénico e sequenciamento da
imunoglobulina da regido variavel mostrou que as células plasmaticas do MM (CPs) evoluem
a partir de um centro de pds-germinativo, de um progenitor comum com mutacdes genéticas
que ocorrem no inicio do estagio pré-B, e eventos oncogénicos posteriores que ocorrem ja no
estagio de células plasmaticas (BERGSAGEL et al., 1996; SAHOTA et al., 1997).

Do ponto de vista estrutural, as imunoglobulinas normais sdo compostas de cadeias
pesadas e cadeias leves. Cada plasmdcito produz um unico tipo de cadeia pesada e um tipo de
cadeia leve. As cadeias pesadas e leves sdo produzidas separadamente dentro dos plasmocitos
e sdo montadas para formar uma imunoglobulina inteira (intacta). Quando as cadeias leves
ndo sdo ligadas as cadeias pesadas, elas sdo chamadas “cadeias leves livres”. Os plasmocitos
no MM produzem tipicamente mais cadeias leves do que 0 necessario para criar
imunoglobulinas inteiras ou proteinas monoclonais e 0 excesso dessas cadeias entra na
corrente sanguinea. A quantidade de cadeias leves livres produzida esta ligada a atividade do
crescimento da célula do mieloma: quanto mais células do mieloma, maior a producdo de
proteina monoclonal (INTERNATIONAL MYELOMA FUNDATION, 2015).

A avaliacdo por citometria de fluxo determina presenca ou auséncia de marcadores
tipicos e/ou aberrantes de plasmacitos normais e malignos, e pode ser utilizada como fator
prognostico. CD38 e CD138 sdo marcadores presentes em ambos, plasmocitos malignos e
normais. Plasmdcitos malignos expressam fendtipos aberrantes com expressdo de CD56 e
auséncia do CD19 (BATAILLE et al., 2006).

1.3 CRITERIOS PARA DIAGNOSTICO E AVALIACAO DE PROGNOSTICO

A maioria dos casos evolui de uma condicdo pré-maligna, assintomatica, a gamopatia
monoclonal de significado indeterminado (GMSI), caracterizada pela presenca de um
componente monoclonal sérico (imunoglobulina) de valor inferior a 3g/dL e plasmocitose
medular menor que 10% da celularidade da MO, sem danos nos 6rgaos-alvos (caracterizados
por anemia, insuficiéncia renal, hipercalcemia, lesdes dsseas relacionadas & proliferacdo

plasmocitaria). A GMSI esta presente em mais de 3% da populacdo acima de 50 anos, e tem
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uma taxa de progressao para MM de cerca de 1% ao ano (LANDGREN et al., 2009; WEISS
et al., 2009).

Alguns pacientes desenvolvem estagio intermediario com critérios que compdem
diagndstico para MM (plasmocitose medular >10 ¢ <60% e/ou componente monoclonal
sérico >3g/dL), na auséncia de lesdes em orgdos-alvo. Esta condi¢do, denominada mieloma
maltiplo indolente (smoldering MM — SMM), apresenta taxa de progressdo para MM de cerca
de 10% ao ano nos primeiros cinco anos (RAJKUMAR et al., 2014).

Segundo a nova definicdo de MM, somando-se aos critérios ja estabelecidos (presenca
de danos organicos), o diagnostico baseia-se na identificagdo da plasmocitose medular >60%,
free light chains ratio (razéo de cadeias leves livres - FLC ratio) >100 e mais de uma lesdo
Ossea em ressonancia nuclear magnética. Para diagnostico e seguimento desses pacientes,
eletroforese de proteinas, imunofixacdo e FLC ratio sdo os exames fundamentais

(RAJKUMAR et al., 2014) (Figura 1).

Figura 1 — Principais critérios avaliados para identificacdo do mieloma multiplo. (A) Células
plasmaticas do MM na medula déssea (B) Lesdes e fraturas Osseas (C) Eletroforese de
proteinas séricas (D) Imunofixago.
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Fonte: Adaptado de HOFFBRAND et al., 2011.

O MM ¢ caracterizado por diferentes estagios da doenca (Figura 2), entre elas, a
doenca ativa, a fase de platd, recaida da doenca, e finalmente, a resisténcia da doenga (ABDI

etal., 2013).
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Apos a confirmagdo do diagnostico de MM (doenga ativa), para melhor entendimento
sobre a doenca, identificacdo de grupos de risco e otimizacdo terapéutica, faz-se necessario o
conhecimento de fatores progndésticos (GREIPP et al., 2005).

Figura 2 — Fases do mieloma multiplo
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Fonte: Revisdo Concisa das Opgdes e Tratamento de Doencas - Edigdo 2015 - Publicado pela
INTERNATIONAL MYELOMA FOUNDATION - Latin America em
http://www.mielomabrasil.org/publicacoes.php. Acesso em 13 de agosto de 2016.

O curso clinico do MM é muito heterogéneo, e a sobrevida dos pacientes varia de
poucos meses até mais de 10 anos, com mediana entre trés e cinco anos (KYRTSONIS et al.,
2009). O prognostico em MM ¢ afetado por fatores do hospedeiro, estagio da doenca, a
biologia da doenca e resposta a terapia (PALUMBO et al., 2015; RUSSELL & RAJKUMAR,
2011). Os principais fatores prognosticos relacionados ao paciente séo a idade, comorbidades
e performance status (medida relacionada a tentativa de quantificar o bem-estar geral dos
pacientes). Dentre os fatores relacionados a pior evolucdo nos pacientes mais idosos,
encontra-se a presenca de comorbidades, fragilidade, pior tolerancia aos farmacos e elevadas
taxas de descontinuacédo do tratamento (VAN DE DONK & SOONENVELD, 2014).

Existem ainda muitos subtipos moleculares de MM, associados com diferentes
apresentacdes e prognostico da doenca, as quais estratificam os tipos de riscos com as

anormalidades genéticas apresentadas (KUMAR et al., 2012). Assim, considerando 0s
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critérios mencionados, existem dois grandes grupos de pacientes: aqueles que sao
considerados candidatos a consolidagdo com altas doses de quimioterapia seguidas de
transplante de células-tronco hematopoiéticas, e um segundo grupo de pacientes, ndo elegiveis
ao transplante de células-tronco hematopoiéticas (KYLE & RAJKUMAR, 2004).

1.4 INTER-RELACAO DAS CELULAS DO SISTEMA IMUNE E O MICROAMBIENTE
DA MEDULA OSSEA

O MM possui uma caracteristica bem reconhecida que € a presenca de uma relagdo
intima entre as CPs e o microambiente da MO, onde as CPs sdo hospedadas em nichos
especiais. Assim, como ocorre em outros tipos de cénceres, o sistema imunologico do
hospedeiro € o0 microambiente tém um papel fundamental no crescimento de CPs,
proliferacdo, sobrevivéncia, migracdo, efeito protetor sobre a apoptose induzida por farmacos
levando a resisténcia, e sdo responsaveis por algumas manifestagdes clinicas do MM
(ROMANO et al., 2014).

Além do componente celular representado por células hematopoiéticas, o
microambiente é composto por células estruturais da MO (células estromais, osteoblastos,
osteoclastos e adipdcitos) e células endoteliais. As CPs interagem com a matriz extracelular
(tais como laminina e fibronectina), moléculas de adesédo (incluindo sindecan 1, molécula de
adesdo vascular-VCAML e antigeno de ativacdo muito tardia 4- VLAA4), citocinas e fatores de
crescimento [os mais estudados sendo interleucina (IL)-6, fator de necrose tumoral (TNF-a),
fator de transformacéo de crescimento (TGF-p), fator derivado do estroma (SDF-1), fator de
crescimento de hepatécitos (HGF), e fator de crescimento semelhante ainsulina (IGF)],
produzidos por ambas as células estromais e proprias CPs. Todos estes componentes Sao
capazes de proteger as CPs de efeitos citotoxicos da quimioterapia e radioterapia (FOWLER
et al., 2014; NEFEDOVA et al., 2003).

Os progenitores hematopoiéticos normais residentes na MO utilizam sua adesdo as
células estromais e producgdo de citocinas para diferenciacdo em células sanguineas maduras,
enquanto as células do MM capitalizam estes mesmos estimulos, ndo para promover a
diferenciacdo, e sim sua proliferacdo e resisténcia a varios estimulos pré-apoptoticos
(MITSIADES et al., 2004).

Os mecanismos autocrinos e paracrinos e a adesdo célula-célula regulam a produgéo
de citocinas e fatores de crescimento pelas CPs dentro do microambiente da MO. Tem sido

amplamente descrito que o fator de transcri¢do nuclear kappa B (NF-kB) desempenha um
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papel chave na patogénese do MM dentro do microambiente da MO em que h& um aumento
da expressdo e ativacdo de moléculas envolvidas em ambas as vias candnicas e ndo-canbnicas
do NF-kB (HIDESHIMA, et al., 2002; 2009). Essas vias de sinalizacdo do NF-kB
desempenham um papel importante ndo s6 para células do MM, mas também para muitos
outros tipos de células do estroma por induzir a producdo de citocinas que favorecem a
sobrevivéncia, tais como IL-6, fator de ativacdo do linfocito B (BAFF) e fator de ligacéo
proliferativo (APRIL) (MOREAUX et al., 2004).

A homeostase dos 0ssos € normalmente mantida pela atividade dos osteoblastos e
osteoclastos. As CPs da MO induzem a osteoclastogénese e inibem a construcdo dssea por
osteoblastos, alterando assim a homeostase e levando ao dano 6sseo. Quando as CPs aderem
as células do estroma, elas induzem a expressao do receptor do ligante de NF-kB (RANKL)
por células estromais, assim promovendo a ativagdo e diferenciacdo de osteoclastos (ZIPORI,
2010). A reabsorcdo 6ssea aumentada por osteoclastos ¢ mediada por uma variedade de
fatores de ativacéo de osteoclastos, como IL-6, proteina inflamatoria de macrofagos 1a (MIP-
lay), fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), TNF-a, IL-1B ¢ HGF, e, produzida
tanto pelas células tumorais, quanto pelas células estromais.

A angiogénese no MM ¢ resultado de fatores fisicos como hipdxia e substancias
quimicas como fatores indutores de hipoxia (HIFs), VEGF, fator de crescimento de
fibroblastos (FGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e fator de crescimento
endotelial (EGF) (DI RAIMONDO et al., 2000).

A disfuncdo imunitéria relacionada ao MM também é capaz de modelar a atividade
das CPs e a capacidade de dano (ROSSI et al., 2013). Assim, 0s pacientes com MM tem uma
maior suscetibilidade a infecgfes e malignidades secundarias e esta € a contrapartida clinica
de uma intrincada interacdo celular envolvendo os clones de CPs e o microambiente da MO.

Varios mecanismos em resposta as citocinas secretadas podem contribuir para a
tolerancia de células do MM, como a inadequada apresentacdo de antigeno (BRIMNES et al.,
2006), resisténcia a lise pelas células NK e celulas T, B e NK defeituosas (BROWN et al.,
2001; SMYTH et al., 2001) (Figura 3). O comprometimento da imunidade humoral e celular
em MM esta associada com problemas de diferenciagdo de células B e de respostas de
anticorpos (BROWN et al., 2001; RAWSTRON et al., 1998), razdo anormal de células T
helper (Th)1/Th2 CD4" (OGAWARA et al., 2005), e funcio prejudicada das células
dendriticas (BROWN et al., 2001). Frequentemente existe uma menor contagem absoluta de T
CD4", associadas com uma significativa diminuicdo da razdo de células T CD4/CDS,

particularmente evidentes em pacientes com doenga progressiva (KAY et al., 1999). O
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equilibrio Th1/Th2 é alterado com a reducdo de citocinas Thl (como IL-2 e interferon IFN-y)
e com a superproducéo de citocinas Th2 (IL-10 e IL-4) (SHARMA et al., 2010).

Uma subclasse de células T CD4", as células T regulatorias (Tregs), foi relacionada
com o desenvolvimento da doenca. Estas células regulatorias exercem suas funcdes através da
liberacéo de citocinas, principalmente 1L-10 e TGF-B (BLUESTONE & ABBAS, 2003), e séo
capazes de controlar a resposta imune agindo direta ou indiretamente na apresentacdo de
antigenos bem como na funcédo efetora de células T, B e NK (O’GARRA & VIEIRA, 2004;
SAKAGUCHI, 2005; VON BOEHMER, 2005). Uma atividade anormal de Tregs pode

contribuir para a disfuncéo do sistema imune no MM.

Figura 3 — Interacdo entre a célula plasméatica do mieloma multiplo, 0 microambiente e o
sistema imune
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Existe um grande interesse no potencial envolvimento de infecgdes na estimulagéo do
crescimento e sobrevivéncias de células do MM (BOHNHORST et al., 2006; JEGO et al.,
2006). Microrganismos apresentam estruturas altamente conservadas, chamadas de padrbes
moleculares associados a patdégenos (PAMPS), que séo reconhecidos pelos receptores Toll-
like (TLRs) presentes em ceélulas imunitarias, desencadeando uma resposta imune inata.

Bohnhorst et al. (2006) e Jego et al. (2006) que as células do MM expressam uma ampla gama
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de TLRs e que a ativagdo de TLR7 e TLR9 por PAMPs induz o crescimento de células
tumorais e previne a apoptose induzida por quimioterapia por ativacdo de via autdcrina
relacionada a IL-6.

Assim, o0 aumento da suscetibilidade de pacientes com MM a infeccdes resulta da
interacdo entre terapias antineoplasicas, complicacfes relacionadas com a idade e da
cumulativa imunossupressdo resultante da propria doenca, expandindo o espectro de
potenciais patdgenos nesta populacdo (NUCCI & ANAISSIE, 2009). As infeccdes
permanecem como uma das principais causas de morbidade e mortalidade em pacientes com
MM (PRATT et al., 2007).

1.5 PROCESSO APOPTOTICO E CASPASES

A anélise do processo de tumorogénese revela que a capacidade de resistir a morte
pode ser adquirida por diferentes mecanismos. Entre estes mecanismos esta a resisténcia a
morte por apoptose em células que escaparam do controle do crescimento e da diferenciacéo
normais exercidos por fatores sollveis ou por contatos célula-célula ou célula-matriz
extracelular até aquela induzida por lesGes no DNA, por hipdxia ou por espécies reativas do
oxigénio (EROS) (ZORNIG et al., 2001).

Os variados protocolos de tratamento de diversos tipos de canceres recomendam uma
combinacdo de farmacos que tem a funcéo de inibir a proliferagdo, a diferenciacdo, a diviséo e
0s processos de biossintese de compostos, facilitando a morte das células malignas
(MATHISEN et al., 2012), processos estes que estdo desregulados no MM. A inducdo a
apoptose foi identificada como um evento comum de diferentes classes de agentes anticancer,
sendo que a interrupcdo destes mecanismos pode levar a resisténcia a multiplas drogas
(JOHNSTONE et al., 2002). A apoptose € um processo de morte celular altamente regulado,
fundamental para o controle da fisiologia celular e dos tecidos, em resposta a estimulos
internos e externos, os quais levam a morte celular em poucas horas (KERR et al., 1972). Os
mecanismos que regulam a apoptose sdo complexos e consistem na ativagdo de numerosas
sinalizacbes e de componentes inibitorios (proteinas antiapoptoticas e pré-apoptoticas,
caspases), que compdem varios sistemas paralelos ou interrelacionados, 0s quais culminam na
autodestruicdo celular. Quando esses mecanismos sdo alterados, em favor da sobrevivéncia
das células, eles contribuem para o desenvolvimento e persisténcia do cancer (REED, 2000).

As caspases tém sido relacionadas como os principais mediadores da apoptose

(FERRARI et al., 1998). Elas sinalizam para a apoptose clivando substratos que possuam
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residuos de aspartato, levando a condensacao e fragmentacéo celular com externalizagdo dos
fosfolipidios de membrana, promovendo a fagocitose das células pelos macréfagos
(BOATRIGHT & SALVESEN, 2003; NICHOLSON & THORNBERRY, 1997). A ativacdo
da apoptose pode ser iniciada de duas diferentes maneiras: pela via extrinseca (citoplasmatica)

ou pela via intrinseca (mitocondrial) (Figura 4).

Figura 4 — Diagrama esquematico das vias de ativacao da apoptose
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A via extrinseca é desencadeada pela ligacdo de ligantes especificos a um grupo de
receptores de membrana da superfamilia dos receptores de fatores de necrose tumoral, dentre
eles 0 Fas/CD95 e indutor de apoptose relacionado ao fator de necrose tumoral (TRAIL)
(FULDA & DEBATIN, 2006). A ligacdo de CD95 ou TRAIL aos seus respectivos receptores
leva a trimerizacdo do receptor e a formagdo do complexo de sinalizagdo indutor de morte
(DISC). A proteina adaptadora FADD (dominio de morte associado ao Fas) é recrutada para o

DISC onde os dominios de morte de ambas as proteinas interagem e disparam a enzima
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conversora de interleucina-1 (ICE; caspase-1) ou proteases ligadas a ICE (ENARI et al.,
1995 ). FADD tem a capacidade de recrutar a caspase-8 e -10 que ird ativar a caspase-3,
executando a morte por apoptose (DANIEL et al., 2001). Caspase-8 também cliva a proteina
Bid gue inicia a cascata da apoptose via mitocondrial levando a liberacéo do citocromo ¢ (LI
etal., 1998).

A via intrinseca é ativada por estresse intracelular ou extracelular como a deprivagdo
de fatores de crescimento, danos no DNA, hipdxia ou ativacdo de oncogenes e pode ser
regulada por proteinas da familia Bcl-2 (bcl-2 e bcl-XL- repressoras ou Bax, Bid e Bak-
indutoras da apoptose). O processo se inicia com a associagdo da proteina Bax a bcl-2, e
assim ocorre a ativagao das caspases (HENGARTNER, 2000).

Quando sinais de morte alcangcam a mitocéndria, levam ao colapso do potencial da
membrana mitocondrial interna, bem como a uma transicdo da permeabilidade mitocondrial.
Ocorre ainda a ruptura da organela e consequente liberacdo de proteinas pro-apoptoticas para
o0 citoplasma (liberagdo de citocromo ¢ e SMAC/Diablo) (LOEFFLER & KREMER, 2000;
GUPTA, 2003), perda da homeostasia celular, interrupcdo da sintese de ATP e aumento da
producdo de EROS (KROEMER & REED, 2000). A resposta da mitocéndria ao dano
oxidativo é uma via importante no inicio da apoptose (GOTTLIED, 2001). Quando no citosol,
0 citocromo c, juntamente com ATP, forma um complexo com o fator de ativagao de protease
apoptética 1 (APAF-1) e a pro-caspase-9, o chamado apoptossomo, que promove a clivagem
da pro-caspase-9, liberando a caspase-9 ativa (BUDIHARDJO et al., 1999). Uma vez ativada,
a caspase-9 ativa a caspase-3 que vai ocasionar a apoptose (RUPNARAIN et al., 2004;
PETROS et al., 2004).

O estabelecimento de uma neoplasia envolve a proliferacdo celular desordenada e a
supressdo dos processos apoptoticos. A familia de proteinas inibidoras da apoptose (IAPS)
desempenha um importante papel na oncogénese, por meio da inibi¢do direta das caspases e
pro-caspases e modulagdo do fator de transcricdo NF-kB, levando a supressao efetiva da
apoptose (HUNTER et al., 2007; ONCOBIOLOGIA, 2012).

1.6 SINALIZACAO PURINERGICA E O SISTEMA IMUNE

A interagdo entre 0s varios componentes do sistema imunitario durante a ativacao é
realizada por multiplas moléculas de sinalizacdo. Estas moléculas, que podem ser liberadas
em resposta a lesdo tecidual ou de agentes patogénicos exogenos, sinalizam perigo para o

hospedeiro e sdo necessarios para iniciar respostas imunol6gicas primarias, bem como para
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controlar o curso e resolugdo dos processos inflamatérios concomitantes (GALLUCCI &
MATZINGER, 2001; SKOBERNE et al., 2004). Nucleotideos e nucleosideos extracelulares
foram identificados como mediadores cruciais de sinalizacdo endégena no microambiente
tumoral e sdo conhecidos por interagir especificamente com os receptores purinérgicos. Estes
processos de ativacdo celular utilizam diferentes vias de transdugdo da sinalizagéo
intracelular, denominadas como "sinalizacdo purinérgica" (FENG et al., 2011). A sinalizacdo
purinérgica tem sido relacionada com muitos processos fisiologicos e patoldgicos, regulacdo
do crescimento celular, metabolismo, angiogénese, inflamacdo e na imunidade (FENG et al.,
2011).

A sinalizacdo purinérgica envolve trés principais componentes (ATKINSON et al.,
2006): (a) nucleotideos (adenosina trifosfato — ATP, adenosina difosfato — ADP, adenosina
monofosfato - AMP) e nucleosideos extracelulares (adenosina e inosina), que sdo as
moléculas mediadoras da sinalizacdo; (b) receptores purinérgicos especificos (P2X, P2Y e
P1), através dos quais os nucleotideos e nucleosideos exercem seus efeitos; c) as ectoenzimas,
proteinas responsaveis pelo controle dos niveis dos mediadores no meio extracelular. Os
componentes estao representados na Figura 5.

Diferentes tipos celulares, como plaquetas, linfdcitos, neutrdfilos, células endoteliais,
entre outros, expressam distintos conjuntos de componentes de sinalizacdo purinérgica,
permitindo a formacdo de complexos personalizados de sinalizacdo purinérgica (JUNGER,
2011).

1.6.1 Nucleotideos e nucleosideo de adenina

Os nucleotideos da adenina (ATP, ADP e AMP) e seu nucleosideo, adenosina,
constituem uma classe de moléculas extracelulares que desempenha papel fundamental na
modulacdo da resposta imune. Em condigdes fisiologicas, os nucleotideos e o nucleosideo
adenosina encontram-se em baixas concentragdes no meio extracelular (DI VIRGILIO et al.,
2001). Quando em altas concentracdes, o ATP pode atuar como molécula citotoxica e levar a
morte celular, pela formacdo de grandes poros na membrana plasméatica (PODACK et al.,
1985; YOUNG et al., 1986).
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Figura 5 — Representacdo dos componentes do sistema purinérgico. A ativagao de um receptor
(por exemplo, FPR por fMLP) na membrana conduz a abertura de hemicanais de panexina
para que ocorra a liberagdo de ATP da célula. A liberagdo de ATP promove a ativacéo
autocrina de receptores P2 (P2X e P2Y). Ectonucleotidases (tais como E-NTPDase e E-5’-
NT) promovem a hidrolise de ATP, ADP e AMP até a formacédo de adenosina, que por sua
vez, ativa os receptores P1l. A adenosina € "neutralizada” pela E-ADA, que converte
adenosina em inosina, ou ¢ “reciclada” através de CNTs ou ENTs.
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A liberacdo de ATP pode ocorrer virtualmente em todos os tipos de células e esses
mecanismos sdo ativados através do estimulo por meio de fatores estressantes ou dano celular,
sejam esses bem regulados ou ndo controlados (SAVE & PERSSON, 2010). As formas
conhecidas de liberagdo de ATP incluem: co-liberacdo de ATP em vesiculas sinapticas e
neurotransmissores mediante fusdo com a membrana celular (MACDONALD et al., 2006),
mediacdo lisossdmica de liberagdo de ATP por meio de exocitose (BURNSTOCK, 2007;
ZHANG et al., 2007); as células inflamatdrias ou apoptdéticas liberam ATP através de varios
tipos de canais de membrana/vias de efluxo, incluindo hemicanais de conexinas e panexinas
(HUANG et al.,, 2007; KANG et al., 2008), canais anidnicos regulados por volume
(KOYAMA et al., 2009) e receptores purinérgicos do tipo 2 (P2) como P2X4 e P2X7
(SUADICANI et al., 2006). Finalmente, o escape direto e descontrolado de ATP pode ocorrer
em centros de tumores que proliferam rapidamente assim que as células tornam-se necréticas
(ao ultrapassar o seu fornecimento vascular) ou através de membranas rompidas de células

tumorais mortas quando tratadas com radioterapia ou quimioterapia (ELTZSCHIG, 2009;
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SELZNER et al., 2004).

Extracelularmente, o ATP participa de uma série de processos bioldgicos como:
neurotransmissao, contracdo muscular, funcdo cardiaca, agregacdo plagquetaria, metabolismo
do glicogénio hepatico, processos inflamatdrios e tumorais (TORRES et al., 2002). O ATP ¢
capaz de estimular a producdo de vérias citocinas inflamatorias, como IL-1 e TNF-a,
estimular a proliferacdo de linfocitos e promover a inibicdo da agregacdo plaquetaria
(RALEVIC & BURNSTOCK, 1998; SLUYTER et al., 2001). Porém, em baixas
concentragdes ou quando gerado cronicamente, ATP pode ter efeitos anti-inflamatorios
(BOEYNAEMS & COMMUNI, 2006; DI VIRGILIO, 2005). O ADP ndo possui um papel
definido nos linfécitos (DI VIRGILIO et al., 2001), porém, nas plaquetas, ele age como um
importante mediador da agregacao plaquetaria e da tromborregulacdo, podendo ser liberado
na circulacdo sanguinea apds danos teciduais (ZIMMERMANN, 1999a). Ja 0 AMP € um
metabdlito intermediario da hidrélise do ATP (BARSOTTI & IPATA, 2004) que exerce a
funcdo de sinalizador em situacBes de desequilibrio no metabolismo, servindo também como
substrato para a formacdo da adenosina (CUNHA, 2001; LATINI & PEDATA, 2001).

Quando presente no meio extracelular, o nucleosideo adenosina protege células e
tecidos da excessiva inflamacdo (propriedades anti-inflamatdrias) e danos mediados por
células imunes enquanto promove o processo de reparo. A adenosina também suprime
respostas imunes, como ocorre em microambientes tumorais, promovendo a angiogénese e
evasdo tumoral (LONGHI et al., 2013). A inosina é outro nucleosideo endégeno que tem
propriedades anti-inflamatérias e é capaz de diminuir a producdo de mediadores pro-
inflamatorios (HASKO et al., 2000).

1.6.2 Receptores purinérgicos

Os nucleotideos extracelulares ndo atravessam a membrana plasmatica, mas exercem
suas acles biologicas através de receptores especificos presentes na superficie celular (DI
VIRGILIO et al., 2001). Os receptores purinérgicos sao divididos conforme suas propriedades
farmacologicas e estruturais em trés principais familias: receptores P2X, receptores P2Y e
receptores P1, constituindo um total de 19 subtipos diferentes (RALEVIC & BURNSTOCK,
1998). O ATP extracelular e seus metabolitos sdo reconhecidos por duas familias de
receptores purinérgicos, P1 e P2, presentes na superficie de diversas células cujos membros
sdo ativados pela adenosina e por ATP e ADP, respectivamente (BURNSTOCK, 2007). Os
receptores P1 sdo acoplados a proteina G (metabotropicos) e representados por Al, A2A,
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A2B e A3. Os purinorreceptores P2 podem ainda ser divididos em duas subclasses: acoplados
a proteina G, chamados de P2Y (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y1l, P2Y12, P2Y13 e
P2Y14), e os ligados a canais ionicos, designados P2X (P2X1-7) (RALEVIC &
BURNSTOCK, 1998, DI VIRGILIO et al., 2001).

A liberacdo de grande quantidade de ATP intracelular durante o processo inflamatorio
aumenta a sinalizagcdo purinérgica principalmente através da ativacdo do receptor P2X7
desencadeando eventos pro-inflamatorios. Neste processo, 0 aumento de ATP dentro do
microambiente tumoral é crucial, ja que ATP estimula o receptor P2X7 de células dendriticas
para dirigir a secrecdo da citocina pro-inflamatoria chave IL-1f. Esta citocina potencializa a
apresentacio de antigenos aos linfocitos T CD4*, aumentando assima resposta imune
antitumoral (BURNSTOCK & DI VIRGILIO, 2013). Além disso, a acdo antineoplésica de
ATP ¢ devida a inibicdo da proliferacdo celular, promocdo da diferenciacdo e/ou morte
celular, e estes efeitos resultam da estimulacdo de um ou mais subtipos de receptores P2,
sendo 0 P2X7 o mais relatado por ativar a apoptose via cascata das caspases (MARTINS et
al., 2009) (Figura 6).

Figura 6 — Estimulacdo do receptor P2X7 na ativacdo da apoptose

ATP

A
v Extracellular
o N
O o | Intracellular

K*

Y
' Caspase

o

Apoptose
Fonte: Adaptado de BURNSTOCK & DI VIRGILIO, 2013

1.6.3 Ectoenzimas

O controle dos niveis extracelulares dos nucleotideos de adenina e adenosina, assim

como da ativagdo dos receptores purinérgicos é fundamental na manutencdo dos processos
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fisioldgicos de sinalizacdo purinérgica (ROBSON et al., 2006). Esse controle é realizado por
uma cascata de enzimas que sequencialmente degradam nucleotideos e nucleosideos, gerando
seus respectivos metabolitos (BOROWIEC et al., 2006), finalizando a ativacdo dos receptores
purinérgicos e evitando a dessensibilizacdo desses receptores (JUNGER, 2011). As chamadas
ectoenzimas representam uma ponte entre 0 meio ambiente, tais como o fluxo sanguineo ou
nichos mais isoladas, e 0 meio intracelular (MALAVASI et al., 2006) e estas também podem
ser encontradas na forma soltvel no meio intersticial ou em fluidos corporais (neste caso as
enzimas podem ser chamadas sem a designacdo ecto) (BOURS et al., 2006). As enzimas
também conhecidas como ectonucleotidases sdo enzimas de superficie que possuem seu
dominio catalitico localizado no compartimento extracelular, que hidrolisam os nucleotideos
extracelulares e regulam as concentracdes dos mesmos nos tecidos, por meio de uma cascata
enzimatica. Essas enzimas sdao amplamente distribuidas nos tecidos e podem ser classificadas
como E-NTPDase (ecto-nucleosideo trifosfato difosfoidrolase, apirase, CD39, E.C 3.6.1.5),
E-NPP (ecto-nucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase; EC 3.1.4.1) e E-5’-NT (ecto-5’-
nucleotidase, CD73, EC 3.1.3.5) (ZIMMERMANN, 2000, 2012). Essa cascata enzimatica
(Figura 7) é continuada pela acdo da ectoenzima adenosina desaminase (E-ADA; E.C 3.5.4.4),
responsavel pela desaminagdo do nucleosideo adenosina em inosina (ZIMMERMANN, 2001,
2012).

Figura 7 — Enzimas envolvidas na degradacdo extracelular de nucleotideos e nucleosideo de
adenina
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Fonte: Adaptado de YEGUTKIN, 2008.

A NTPDase (CD39) inicia a cascata de hidrolise de nucleotideos da adenina,
convertendo ATP (e menos eficientemente o ADP) extracelular em AMP (ROBSON et al.,

2006). CD39 é expresso constitutivamente no baco, timo, pulméo, medula 6ssea e placenta
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(ENJYOJI et al.,, 1999; ZIMMERMANN, 1999b), e nestes tecidos esta principalmente
associado com as células endoteliais e as populac¢@es de células imunitarias, tais como células
B, células NK, células dendriticas, células de Langerhans, macréfagos, células mesangiais,
neutrofilos e células Tregs (DWYER et al., 2007). A expressao de CD39 é regulada por varias
citocinas pro-inflamatérias, estresse oxidativo e hipdxia (DEAGLIO & ROBSON, 2011,
ELTZSCHIG et al., 2009) para desempenhar importante controle da funcdo dos linfocitos,
como o reconhecimento de antigenos, a ativacdo de fungdes efetoras das células T citotoxicas
e a capacidade de gerar sinais que amplificam interacdes célula-célula (KACSMARECK et
al.,, 1996; FILIPPINI et al., 1990). Foi demonstrada a circulagdo de uma forma
cataliticamente ativa solivel de CD39 no sangue humano (YEGUTKIN et al., 2012).

5’-NT (CD73) é responsavel pela desfosforilacdo de ribo- e desoxirribonucleossideos
5’-monofosfatados como AMP, CMP, UMP, IMP e GMP, porém com uma maior afinidade
pelo AMP, sendo por isto considerada a principal enzima responsavel pela formacdo de
adenosina (ZIMMERMANN et al., 2012 ). Uma forma soltvel de CD73 pode ser liberada a
partir da membrana através de clivagem proteolitica ou da hidrélise de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) da membrana por GPI-fosfolipase especifica (HEUTS, 2012;
YEGUTKIN, 2008). H& evidéncias de que a expressdo e a funcdo desta enzima sdo reguladas
positivamente pela presenca de varios mediadores pré-inflamatérios, tais como TGF-p, IFNs,
TNF-a, IL-1B e prostaglandina E2 (BEAVIS et al., 2012; REGATEIRO et al., 2011). Assim
como CD39, ela é amplamente encontrada em uma variedade de tecidos e células (COLGAN
et al., 2006).

As NPPs hidrolisam ligagdes pirofosfato ou fosfodiéster em uma ampla variedade de
substratos, como nucleotideos, acidos nucleicos, fosfoésteres de colina e fosfolipideos,
resultando na liberacdo de 5’-monofosfatatos (BOLLEN et al.,2000; GODING et al., 2003;
STEFAN et al.,, 2005), porém as diferentes isoformas apresentam especificidade por
determinados substratos (STEFAN et al., 2006). As NPPs regulam processos intra e
extracelulares, incluindo reciclagem de nucleotideos, modulagéo da sinalizacéo dos receptores
purinérgicos, regulacdo dos niveis de pirofosfato extracelular, diferenciacdo celular,
estimulacdo da motilidade celular, atividade das ecto-quinases e provavelmente, regulagéo do
receptor de insulina (BOLLEN et al., 2000).

A ADA ¢ responsavel pela desaminacéo irreversivel da adenosina e 2’-deoxiadenosina
em inosina e 2’-deoxinosina, respectivamente (RESTA et al., 1998; ROBSON et al., 2006).
Em humanos existe na forma de duas isoenzimas classificadas como ADA1 e ADA2, cada

uma com suas particulares propriedades bioquimicas (SHAROYAN et al., 2006). A ADAL ¢
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uma isoenzima encontrada em todas as células e tecidos humanos, cuja localizacdo é
principalmente citosolica. Apresenta alta atividade em linfocitos, sendo que quase toda
atividade da ADA humana é atribuida a esta isoenzima (ZAVIALOV; ENGSTROM, 2005).
Além disso, apesar de sua localizacdo intracelular, ADAL pode estar combinada com uma
proteina combinante, formando um complexo que constitui uma ecto-ADA, localizada na
superficie celular (TSUBOI et al., 1995). J4 a ADA2 apresenta diferencas tanto estruturais
guanto cinéticas e é encontrada predominantemente no soro de individuos normais
(UNGERER et al., 1992). Estudos tém sugerido que ADA2 no plasma humano pode ser
secretada por mondcitos ativados em processos inflamatérios, tendo a habilidade de regular a
proliferacdo celular (IWAKI-EGAWA et al., 2006). A ADA desempenha um papel chave no
sistema imune, uma vez que esta diretamente relacionada com a proliferacdo, a maturacéo e a
funcdo destas células (GORELL et al., 2001).

1.6.4 Via alternativa de formacéo da adenosina

Adenosina pode ser gerada por outras rotas como a que utiliza nicotinamida-adenina-
dinucleotideo (NAD) através da coordenada acdo de CD38 (NAD glicohidrolase) que gera
ADP ribose, e E-NPP1 (também conhecida como PC-1 ou CD203a), gerando AMP. Devido a
sua grande expressdo na superficie das células no MM, CD38 pode representar um
controlador dos niveis de NAD" (forma oxidada de NAD) no interior do nicho onde as CPs
crescem. Como consequéncia, as atividades enzimaéticas desse ambiente podem conduzir a
uma producao significativa de adenosina gerando um ambiente que é extremamente favoravel
para a sobrevivéncia de tumores em areas que sdo de dificil alcance por farmacos. Este
resultado pode também ser consequéncia da cooperacdo entre as diferentes células que
compdem o microambiente (HORENSTEIN et al., 2015), ja que adenosina é um fator de
crescimento para osteoblastos e osteoclastos, células que estdo intimamente ligadas a
patogénese do MM e expressam tambem PC-1/CD203a e CD73, respectivamente
(TAKEDACHI et al., 2012).

Ainda existe a hipdtese de que o metabolismo da adenosina via NAD™ pode influenciar
o fenotipo e funcdo de células Tregs, contribuindo assim para o silenciamento dos efetores
imunitarios (HUBERT et al., 2010), atraves da regulacdo das células supressoras de origem
mieloide (MDSCs). As MDSCs estéo significativamente aumentadas em pacientes com MM,
induzindo o crescimento de CPs, enquanto suprimem as respostas mediadas por células T e

regulam positivamente as celulas Tregs (FAVALORO et al., 2014).
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NAD, assim como ATP, é liberada em sitios de tecidos danificados ou inflamacéo e
degradado em compartimentos extracelulares. No espago extracelular, NAD" pode ligar-se a
receptores purinérgicos P2 ou servir como substrato para uma cadeia de ectoenzimas. Como
substrato, é convertido em adenosina e, em seguida, absorvido pelas células, onde ¢é
transformado e reincorporado aos nucleotideos intracelulares (HORENSTEIN et al., 2015).
NAD'/CD38 parece representar um elemento critico no sistema imune influenciando
maultiplos processos (HAAG et al., 2007; LONGHI et al., 2013).

A hipdxia, resultante da desorganizacdo vascular frequentemente presente nas massas
tumorais (ROH et al.,, 2009) é responsdvel por, nesse microambiente, promover 0
aparecimento de importantes alteraces da expressdo génica mediadas, sobretudo, por HIF-1a
e HIF-2. Ocorre uma sequéncia de mecanismos adaptativos do metabolismo celular a hipdxia,
nomeadamente a substituicdo de fosforilacdo oxidativa para o metabolismo glicolitico que
promove a acidose (devido a producdo de grandes quantidades de acido latico) (SEMENZA,
2009), a promocdo da angiogénese, favorecendo o crescimento tumoral (LIAO & JOHNSON,
2007) e, ainda, a promoc¢do da fuga celular a hipdxia estimulando a capacidade metastatica
das células malignas (FERRER et al., 2010) através do aumento da producédo de adenosina no
microambiente hipdxico. Assim, a hipoxia é considerada como um dos mecanismos mais
importantes no desenvolvimento da agressividade tumoral, da metastizacdo e do progndstico
desfavoravel (SATO et al., 2013).

CD38 esta relacionado com a patogénese de diferentes doencas, predominantemente
as que afetam a linhagem hematopoiética (MALAVASI et al., 2011). A atividade enzimatica
de CD38 ¢ altamente dependente do pH. A reducdo de pH que ocorre durante a glicélise
anaerobica com reducgdo da producdo de ATP e aumento simultaneo da geracdo de NAD™ é
seguida por uma marcada inibigéo da atividade de CD73/5'-NT (YEGUTKIN, 2014). O efeito
é a reducdo da producdo de adenosina sob tais condigdes. Em tal situagdo, acredita-se que
uma fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP) — uma nucleotidase ativa em ambiente
acido - pode eficientemente cooperar na producdo adenosina. Em ambiente de reabsorgéo
0ssea tipica do nicho da MO no MM, as condicGes acidas estdo relacionadas a presenca de
osteoclastos (CD38°/CD203a’/ CD73"/TRAP™) que sdo capazes de metabolizar NAD" em pH
5,5 gerando AMP e adenosina (HORENSTEIN et al., 2015).

Essa rota alternativa de formacdo de adenosina foi demonstrada por Quarona et al.
(2015) e Horenstein et al. (2015) em células do MM para escapar da intrincada rede de defesa

imune subvertendo mecanismo fisiol6gicos normais, como demonstrado na Figura 8.
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Figura 8 — Geracdo de adenosina via NAD'/CD38 em células do mieloma multiplo. As
condicBes de hipoxia desencadeam a glicolise anaerdbica, com redugdo da producdo de ATP e
aumento simultaneo da geracio de NAD". NAD" ¢ o substrato de CD38 para ativacio da via
alternativa com formacéo de adenosina como produto final, através de PC-1/CD73.
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1.7 DANOS ORGANICOS RELACIONADOS E MEDIDAS DE SUPORTE

Todos 0s processos descritos anteriormente identificados no MM culminam na
apresentacdo clinica de sintomas caracteristicos. A presenca de danos organicos é considerada
um dos critérios basicos para identificacdo da doenca. Os principais sintomas referem-se a
anemia, insuficiéncia renal, hipercalcemia e lesdes liticas.

O MM pode causar anemia de doenca crbnica, devido a excessiva producdo de
citocinas inflamatorias, tais como IL-1, IL-6 e TNF, que suprimem a eritropoiese e a
insuficiéncia renal reduz a producgdo de eritropoietina (MITTELMAN, 2003). Além disso,
existe ainda o efeito mielossupressivo e nefrotdxico dos quimioterapicos. Transfusdes
sanguineas e uso de eritropoietina sdo indicados (BARLOGIE et al., 2004).

O dano renal ocorre secundario a deposicdo de cadeias leves monoclonais no

glomérulo, causando proteindria e progressdo lenta da insuficiéncia renal e efeitos
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nefrotoxicos dos quimioterapicos (FAIMAN et al., 2011). E indicada a reposigdo salina com
furosemida, plasmaférese e hemodialise (MAIOLINO & MAGALHAES, 2007).

A hipercalcemia é originada da atividade aumentada dos osteoclastos que causam
reabsorcdo dssea elevando o célcio sérico. E caracteristica de doenca avancada e grande
volume tumoral (OYAJOBI, 2007). E indicada a reposicdo salina com furosemida, uso de
bifosfonatos e calcitonina (ROSEN et al., 2001).

A doenca 6ssea no MM ¢ causada pelas interacdes celulares dentro da MO e pode
causar dor Ossea severa, compressdao espinhal, osteoporose difusa, hipercalcemia e fraturas
patoldgicas (BIRD et al., 2011). As fraturas ocorrem em aproximadamente 40% dos pacientes
com MM, comprometendo a mobilidade, independéncia e qualidade de vida (SONMEZ et al.,
2008). Neste caso sdo indicados os farmacos inibidores de ostedlise (pamidronato e acido

zoledronico).

1.8 TRATAMENTOS ESPECIFICOS

A plasticidade com que as células tumorais respondem aos tratamentos afeta o seu
crescimento e sobrevivéncia, e assim sdo recomendados protocolos utilizando terapias
multialvos. As células cancerosas tém menos oportunidade de se adaptar e a sinergia de
drogas sdo mais eficazes na reducio da carga tumoral (LEHAR et al., 2009). Para 0 MM
existem inimeros protocolos preconizados 0s quais utilizam as informacGes relativas ao
paciente (idade, comorbidades e performance status) para escolha da melhor combinacao
terapéutica, além de avaliacdo dos critérios de resposta as terapias, de recidiva e resisténcia.

Com a introducdo de novos agentes (talidomida e bortezomibe), as terapias
convencionais passaram a ser utilizadas geralmente em associacdo com estes (Figura 9). A
ciclofosfamida, um agente alquilante que exerce seus efeitos citotoxicos ao reagir com o
nitrogénio das bases do DNA (COLVIN, 2003), e utilizada principalmente em combinacéo
com bortezomibe e dexametasona. A capacidade de induzir apoptose na linhagem
hematopoiética linfoide torna atraente a inclusdo dos corticosteroides nas linhas terapéuticas
para doencas linfoproliferativas como o0 MM (GREENSTEIN et al., 2002), sendo muito
comum 0 uso de prednisona ou dexametasona associados as demais terapias.

A talidomida, um farmaco imunomodulador, foi o primeiro tratamento capaz de agir
sobre as células do MM e do microambiente ao mesmo tempo. Seu mecanismo de ac¢ao inclui
inibicdo direta dos plasmdcitos malignos via imunomodulacdo de células T e aumento da

atividade das células NK (DAVIES et al, 2001). Também afeta as células estromais através da
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reducdo da expressdo de fatores angiogénicos (IL-6, TNF-o, FGF, VEGF) via modulagéo
génica nas células endoteliais (VACCA et al., 2005). A talidomida pode induzir in vitro a
parada de crescimento durante a fase G1 do ciclo celular e induzir a apoptose através da
ativacdo da caspase 8 e/ou 0 aumento a sensibilidade de células MM a apoptose induzida por
Fas (HIDESHIMA et al., 2000; MITSIADES et al., 2002b).

Figura 9 — Mecanismo de acdo proposto dos farmacos utilizados no mieloma multiplo.
Em células do mieloma, agentes alquilantes, corticosteroides e bortezomibe inibem o
crescimento celular e induzem a apoptose. O efeito do bortezomibe em células do mieloma é
mediado em parte pela inibicdo do fator nuclear-kB. Talidomida e bortezomibe inibem a
interacdo entre as células do mieloma e células do estroma, bem como a producdo de citocinas
(fator de necrose tumoral-o. e IL-6). Talidomida inibe a angiogénese e estimula as
propriedades imunoprotetoras de células T e células NK.
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O bortezomibe foi o primeiro inibidor de proteassoma a ser testado em estudos
clinicos. O seu efeito terapéutico €, provavelmente, resultado da citotoxicidade direta e dos
efeitos no microambiente da MO (MITSIADES et al., 2002a; HIDESHIMA et al., 2003).
Uma das consequéncias da inibicdo do proteassoma € o acumulo do inibidor kappa B, um
inibidor de NF-kB (PALOMBELLA et al., 1994). A inibicio do NF-xB leva a uma
diminuicdo da expressdo das moléculas de adesdo e de varios fatores de proliferacéo,
sobrevida e angiogénicos. Causa também uma diminuicdo das proteinas que inibem a
apoptose (MITSIADES et al., 2002a).

Equilibrar a reabsorgcdo 6ssea € uma das formas de tratar as complicagcbes do MM. Os
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melhores inibidores da atividade osteoclastica sdo os bisfosfonatos (pamidronato e &cido
zoledrénico) (HUNGRIA, 2007b). Os inibidores de ostedlise possuem a capacidade de
bloquear os osteoclastos, impedindo sua agdo osteolitica e desencadeando sua apoptose
(DIAZ et al., 2004). O efeito antitumoral pode ocorrer por efeito direto nas células do
mieloma ou por efeito indireto, isto é, a inibicdo da reabsorcdo dssea levaria a alteracdes do
microambiente, tornando-o menos favoravel a proliferacdo das células do mieloma
(HUNGRIA, 2007b). Tomando como protétipo o pamidronato ocorre uma acao antitumor
através da inibicdo da IL-6 (BITTENCOURT, 2007).

Apesar dos progressos no tratamento do MM, com aumento da sobrevida livre de
progressao observada principalmente em pacientes abaixo de 65 anos, 0 mieloma ainda é uma
doenca incuravel e a maioria dos pacientes recidivara. O padrdo da recidiva € muito
heterogéneo, podendo evoluir com comportamento indolente ou agressivo. Enquanto alguns
pacientes apresentam recidiva precoce, com pior prognostico, e provavelmente responderdo
mal ao tratamento, outros apresentam recidiva ap6s um longo periodo de platd e
provavelmente atingirdo uma melhor resposta a terapia (HUNGRIA, 2007a). O escape da fase
de platé ndo é bem compreendido, quase todos o0s pacientes recidivardo dentro de meses ou
anos, apresentando doenca clinicamente ativa em pacientes que receberam uma ou mais
terapias anteriores (ANDERSON et al., 2008), podendo ainda tornar-se resistentes a essas
terapias.

Modificagbes nos componentes da sinalizacdo purinérgica, mediante alteracdes na
secre¢do de citocinas e atividade das caspases, podem favorecer ou inibir as respostas imunes
necessarias para controle da doenca e eventos relacionados, o que pode ser promissor no

estudo de novas terapias para 0 MM.
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1.9 OBJETIVOS

1.9.1 Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi avaliar a sinalizacdo purinérgica em pacientes com

mieloma multiplo, investigando a modulagdo da resposta imune frente a esta doenca.

1.9.2 Objetivos especificos

Em pacientes com mieloma multiplo sem tratamento e em pacientes com uso de
medicamentos indicados para essa doenga, pretende-se:

— avaliar a atividade das enzimas NTPDase, 5’-nucleotidase e ADA no soro;

— determinar os niveis séricos de citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF, INF-y);

— determinar as atividades das caspases 1, 3 e 8 de células mononucleares de sangue
periférico;

— correlacionar as atividades de NTPDase, 5’-nucleotidase e ADA com a atividade das
caspases;

— avaliar a atividade das enzimas E-NTPDase e E-ADA em linfocitos;

— determinar o percentual de linfocitos CD39" e CD73".
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APRESENTACAO

Os resultados desta tese estdo apresentados sob a forma de dois manuscritos
submetidos, os quais se encontram nos itens “MANUSCRITO 1 e MANUSCRITO 2”. As
secOes Materiais e Métodos, Resultados, Discussao e Referéncias encontram-se nos proprios
manuscritos e representam a integra deste estudo.

Os itens DISCUSSAO e CONCLUSOES, encontrados no final desta tese,
apresentam interpretacdes e comentarios gerais a respeito dos resultados apresentados nos
manuscritos. Nos itens LISTA DE ABREVIATURAS e REFERENCIAS encontram-se
somente as citagdes que aparecem nos itens INTRODUCAO e DISCUSSAO desta tese.
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2 MANUSCRITO 1

AlteracOes nas atividades séricas das nucleotidases e ADA estdo interconectadas com a

secrecgdo de citocinas e atividade das caspases em pacientes com mieloma multiplo

Alterations of serum nucleotidases and ADA activities are interconnected with cytokines
secretion and caspases activities in multiple myeloma patients

Pamela de B. Soares, Pedro H. Doleski, Livia G. Castilhos, Liliane Z. de Oliveira, Marta M.
M. F. Duarte, Stephen A. Adefegha, Daniela B. R. Leal, José E.P.da Silva

Submetido na revista “Clinica Chimica Acta” - Full-length research article
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Highlights

Serum nucleotidases activities are reduced in multiple myeloma (MM) patients
Serum ADA activity is elevated in MM patients.

Treated and untreated MM patients present high levels of IL-6 and IL-10.
Caspases 1, 3 and 8 activities are decreased in untreated and treated MM patients.

Caspases activities are positively correlated with the nucleotidases activities.
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Abstract

Multiple myeloma (MM) is a disorder characterized by the accumulation of clonal population
of plasma cells in bone marrow. The nucleotidases NTPDase and 5’-nucleotidase (5°-NT), as
well as adenosine deaminase (ADA) may exhibit possible influence on tumor growth via
multiple purinergic mechanisms, caspase activation and cytokine secretion. Thus, this study
investigated the serum NTPDase and ADA activities in untreated and treated MM patients,
their relation with caspases as well as cytokine secretion. Our results showed a significant
decrease in the activities of nucleotidases in both treated and untreated MM patients when
compared to control individuals, and this reduction was higher in untreated patients. ADA
activity was increased in both groups of MM patients. In addition, IL-6 and IL-10 levels were
approximately 80% and 100% higher in untreated and treated MM patients, respectively.
Furthermore, caspases 1, 3 and 8 activities were significantly reduced in both treated and
untreated MM patients. The observed increase in anti-apoptotic effects as typified by reduced
caspases activity was positively correlated with the nucleotidases activities in MM patients.
These results may suggest impaired immune response, high susceptibility to infections and

difficulty in controlling the disease progression in MM patients.

Keywords: Multiple myeloma; NTPDase; 5’-NT; ADA; Cytokines; Caspases.

1. Introduction

Multiple myeloma (MM) is a haemopoietic tumour characterized by the patchy
accumulation of malignant plasma cells that secrete monoclonal antibodies within the bone
marrow (BM) microenvironment [1]. It impedes the production of normal blood cells leading
to variable anaemia, bone pain, renal impairment, hypercalcaemia and infections [2].
Infections remain a major cause of morbidity and mortality and are linked to multiple defects
within the immune system [1,2].

The increased susceptibility of patients with myeloma to infection results from the
interplay between antineoplastic therapies, age- and disease-related complications [3].
Myeloma-related innate immunodeficiency involves various arms of the immune system and
includes B cell dysfunction (hypogammaglobulinemia), numerical and functional

abnormalities of dendritic cells and T cells (inversion of CD4:CD8 ratio, abnormal Th1/Th2
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CD4" ratio, and severe disruption of global T cell diversity, and dysfunction of natural killer
cells [3-5].

Increasing evidence suggests that interaction between tumor cells and their
microenvironment through cytokine networks are essential for tumorigenesis [6]. Within the
neoplastic milieu, cancer and immune cells closely interact to generate an immunosuppressive
environment by releasing immunomodulatory factors, which supports neoplastic growth [7].
The naturally occurring nucleotide, adenosine 5’-triphosphate (ATP) and its metabolite
adenosine (Ado) constitute an intrinsic part of this extensive immunological network through
purinergic signaling by their cognate receptors [P2X receptors (mainly P2X7 for ATP) and P1
(particularly A2A for Ado)], which are widely expressed for different cell types such as
platelets, lymphocytes, macrophages, endothelial cells and among others [8]. Concentrations
of ATP and Ado in the extracellular compartment are controlled by enzymes catalyzing their
conversion. They are located on cell surfaces of several tissues or may be found in soluble
form in the interstitial medium in body fluids [8,9].

Purinergic mediators, such as ATP, ADP, AMP and Ado, are released into the
extracellular space in response to metabolic disturbances or other types of insults [10], and
operate both as sensory and efferent signals to shape immune responses. ATP is released
either by non-lytic and cell lysis mechanisms [11], even during treatments that promote cell
death.

The blood serum enzyme nucleoside triphosphate diphosphohydrolase (NTPDase; EC
3.6.1.5, CD39) catalyses the sequential hydrolysis of ATP nucleotides to ADP and AMP, 5’-
nucleotidade (5°-NT; EC 3.1.3.5, CD73) catalyses the hydrolysis of AMP to Ado, and
adenosine deaminase (ADA, EC 3.5.4.4) catalyses the irreversible deamination of Ado to
inosine [9, 12]. Several studies have pointed to the critical task carried out by NTPDase, 5’-
NT and ADA in generating this immunosuppressed environment, which promotes the
development and progression of cancer [13], as well as susceptibility to infections.

Due to the numerous disorders in MM immune cells, it may contribute to expansion of
myeloma clones by inhibiting apoptotic death, and this process also seems to be associated
with certain cytokines secreted in the MM milieu [14]. Studies showed that high levels of
exogenous purines, including ATP, ADP, and Ado, may effectively and dose-dependently
inhibit cell proliferation and induce apoptotic/necrotic cell death [15]. Most pro-apoptotic
stimuli induce the activation of a family of intracellular cysteine proteases called caspases
[16]. These proteases are synthesized as inactive proenzymes, which, upon proteolytic

cleavage at aspartate residues, form an active complex. Caspases lead to the proteolysis of a
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number of cellular substrates, a process that finally results in the apoptotic collapse of the cell
[17].

NTPDase, 5’-NT, and ADA activities may dynamically change the pathophysiology of
several diseases and it is becoming increasingly appreciated that altering this catabolic
machinery can change the course or dictate the outcome of several events. This suggests that
these enzymes are novel therapeutic targets for managing a variety of disorders [18],
including MM. Considering that MM is characterized by the prejudiced response of immune
system, this study was convened to investigate the activity of NTPDase, 5’-NT and ADA,
their correlation with caspases activities as well as the microenvironment influence through
the concentration of cytokines, in a bit to achieve better comprehension of the immune status

of untreated and treated MM patients.

2. Material and methods

2.1 Chemicals

The substrates ATP, ADP, AMP, adenosine, Ficoll histopaque, Coomassie brilliant
blue G and bovine serum albumin were obtained from Sigma Chemical Co (St. Louis, MO,
USA). The RPMI 1640 medium culture and fetal calf serum were obtained from
Gibco/Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). All the other chemicals used in this experiment were

of the highest purity.

2.2 Patients

The sample consisted of 31 MM patients and 30 apparently healthy subjects as a
control group, of both genders. The MM patients were divided into two; the treated group
(n=22) that are currently receiving medications including bortezomib, thalidomide,
cyclophosphamide, dexamethasone, pamidronate or zoledronic acid based on physician’s
prescription for the treatment of MM while the other group (untreated group, n=9) are patients
that were not using any treatment in the last 90 days (in plateau phase). The subjects gave
written informed consent to participate in this study and the Human Ethics Committee of the
Health Science Center from the Federal University of Santa Maria approved the protocol
under number 24833313.5.0000.5346.
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2.3 Separation of blood serum

The 4mL blood samples were collected in tubes without anticoagulant and after the
clot formation they were subsequently centrifuged at 1400 g for 15 min at room temperature.
The resultant serum samples were placed in microtubes and stored at —20°C for NTPDase, 5'-

NT and ADA assays, and cytokines mensuration.

2.4 Protein determination
Protein concentration of samples was determined by the Coomassie Brilliant Blue

method according to Bradford (1976) [19], using bovine serum albumin as the standard.

2.5 Seric NTPDase and 5" -NT activities

NTPDase and 5°-NT activity in serum were determined as previously described by
Oses et. al (2004) [20]. The reaction mixture for the NTPDase activity contained 3mM of
ATP or ADP as substrate and 112.5 mM Tris-HCI (pH 8.0). The reaction mixture for the 5"-
nucleotidase activity was composed of 3 mM of AMP as substrate and 100 mM Tris-HCI (pH
7.5). The reaction mixtures were incubated with approximately 1.0 mg of homogenized
protein at 37°C for 40 minutes in a final volume of 0.2mL. The reaction was stopped by the
addition of 0.2 mL of 10% trichloroacetic acid (TCA). All samples were centrifuged at 5000 g
for 5 minutes to eliminated precipitated protein and the supernatant was used for the
colorimetric assay. The samples were chilled on ice and the amount of inorganic phosphate
(Pi) liberated was measured by the method of Chan et al. (1986) [21]. In order to correct non-
enzymatic hydrolysis, we performed controls by adding the serum after the reaction was
stopped with TCA. Enzyme activities were expressed as nanomoles of Pi released per minute
per milligram of protein (nmol of Pi/min/mg protein).

2.6 Seric ADA activity

ADA activity in serum was measured by spectrophotometric method of Giusti and
Gakis (1971) [22]. Twenty-five microliters of serum were used. The reaction was started by
addition of 475 uL of 21 mM adenosine as substrate and incubated for 1 h at 37 °C. The
reaction was stopped by adding 1.5 mL of 106/0.16 mM phenol-nitroprusside to the reaction
mixture, which was immediately mixed with 1.5 mL of 125/11 mM alkaline hypochlorite
(sodium hypochlorite). The ammonia released reacts with alkaline-hypochlorite and phenol in

the presence of a catalyst — sodium nitroprusside — to produce indophenol (a blue color). The
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concentration of ammonia is directly proportional to the indophenol and the absorbance was
read at 650 nm. Seventy-five micromolar of ammonium sulfate was used as ammonium
standard. The values of ADA activity in serum were expressed as U/L. The measurement was

performed in duplicate and the mean was used for measurement.

2.7 Cytokines measurement

Serum cytokines (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-gamma and TNF) were
simultaneously measured by Cytometric Bead Array. The human Th1/Th2/Th17 kit (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) was applied following the manufacturer instructions.
Quantitative results were generated using BD Accuri™ C6 Flow Cytometer, FCAP Array
software was used for the data analysis and the results were expressed in pg/mL.

2.8 Culture of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)

The 4 mL blood samples were collected by venipuncture using tubes containing 7.2
mg dipotassium EDTA anticoagulant and then transferred to tubes with Ficoll histopaque
(1:1). The tubes were centrifuged for 30 min at and the peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) were positioned in the interphase, PBMCs were centrifuged again (10 minutes at
252 g) and transferred to culture medium containing 1 mL RPMI 1640 with 10% fetal calf
serum and 1% penicillin/streptomycin. Culture plates for each subject were prepared at a final
concentration of 1x10° cells/mL. The PBMCs culture plates were incubated at 37°C and 5%

CO, for 24 h before the determination of caspases.

2.9 Caspases 1, 3 and 8 activities

Caspases 1, 3 and 8 activities were determined by Fluorimetric Assay Kits (BioVision,
Mountain View, CA) in the cell culture supernatants, according to the manufacturer’s
instructions. The Caspases fluorometric assay kit provides a means for assaying the activity of
caspases that recognize the sequence YVAD. The assay is based on detection of cleavage of
substrate YVAD-AFC (AFC: 7-amino-4-trifluoromethyl coumarin). YVAD-AFC emits blue
light (Amax = 400 nm); upon cleavage of the substrate by caspases, free AFC emits a yellow
green fluorescence (Amax = 505 nm), which can be quantified using a fluorometer (Perkin-
Elmer LS55, Boston, MA, USA). Comparison of the fluorescence of AFC from a treated
sample with an untreated control allows determination of the fold increase in caspase activity.
The activity of caspases were calculated as fluorescence intensity (FI)/min/mL = AFIt / (t x
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v), where AFIt = difference in fluorescence intensity between time zero and time t minutes, t =
reaction time in min, and v = volume of sample in mL. Caspases activities were expressed as

U/mg of protein.

2.10 Statistical analysis

Results were expressed as mean + Standard Error of Mean (SEM). For statistical
analysis, a one-way analysis of variance (ANOVA) was performed with the Tukey post hoc
test. Correlations analyses were carried out using the Pearson’s correlation coefficient. P
values < 0.05 were considered statistically significant. The calculations and graphs were

performed and generated using the program GraphPad Prism 6.

3. Results

3.1 General characteristics of the control group and MM patients

The characteristics of the MM patients and the control group were showed in Table 1.

There was no significant difference in the ages of MM patients and control group.

3.2 NTPDase, 5'-NT and ADA activities in serum

The NTPDase and 5°-NT activities in serum were evaluated and the results obtained
are shown in Figure 1. The ATP hydrolysis (NTPDase activity) was significantly lower in
untreated MM patients (0.36 + 0.05 nmol Pi/min/mg, P<0.001) and MM treated patients (0.84
+ 0.08 nmol Pi/min/mg, P<0.001) when compared to the control group (2.44 = 0.06 nmol
Pi/min/mg) (figure 1A). In a similar manner, significant reduction in NTPDase activity (ADP
hydrolysis) was observed in untreated MM patients (0.99 + 0.13 nmol Pi/min/mg, P<0.001)
and treated patients (1.45 £ 0.07 nmol Pi/min/mg, P<0.001); compared to the control group
(2.5 £ 0.10 nmol Pi/min/mg) (figure 1B). The serum activity of 5’-NT (AMP hydrolysis) was
significantly decreased in untreated patients (0.52 = 0.03 nmol Pi/min/mg, P<0.001) and
treated patients (0.68 + 0.02 nmol Pi/min/mg, P<0.001) in relation to the control group (0.87
+ 0.02 nmol Pi/min/mg) (figure 1C). Considering ATP, ADP and AMP hydrolysis, the MM
group demonstrate difference between treated and untreated patients (P<0.01, P<0.05,
P<0.01, respectively). Furthermore, the activity of ADA (figure 1D) was significantly
increased in untreated MM patients (56.1 = 9.2 U/L; P<0.05) and treated MM patients (48.5 +
3.5 U/L; P<0.05) when compared to control group (34.6 + 1.8 U/L). However, there was no
significant (P>0.05) difference in ADA activity between treated and untreated MM patients.
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3.3 Cytokines measurement

As shown in Figure 2, there was no significant (P>0.05) difference in the average
serum levels of cytokines (IL-2, IL-4, TNF, INF-gamma and IL-17) between control group
and untreated or treated MM patients. However, an increase of 82% and 81% in IL-6 levels
was detected in the serum of untreated (4.86 + 0.84 pg/mL; P<0.05) and treated MM patients
(4.82 £ 0.54 pg/mL; P<0.05) respectively, when compared to the control group (2.66 + 0.28
pg/mL). Furthermore, IL-10 was approximately 125% and 99% higher in MM untreated (2.1
+ 0.26 pg/mL; P<0.05) and treated patients (1.81 = 0.24 pg/mL; P<0.05) in comparison to the
control group (0.91 £ 0.13 pg/mL).

3.4 Caspases activities

The results of caspases activities are presented in Figure 3. The activity of caspase 1
was approximately 60% lower in untreated MM patients and 68% lower in treated MM
patients when compared to control group (control: 37.8 £ 6.4 U/mg protein; untreated MM
patients: 15.1 + 4.0 U/mg protein and treated MM patients: 12.3 + 1.1 U/mg protein,
P<0.001). Similar trend was observed in the activity of other caspases. Caspase 3 activity
was significantly reduced in untreated MM patients (16.8 £ 4.5 U/mg protein; P<0.001) and
treated MM patients (14.4 £ 1.2 U/mg protein; P<0.001) by 60% and 70% respectively, when
compared to the control (42.9 £ 6.5 U/mg protein). The reductions of 58% and 64%
respectively in caspase 8 activity were observed in untreated MM patients (19.4 + 5.4 U/mg
protein; P<0.001) and treated MM patients (17.0 = 1.4 U/mg protein; P<0.001) in comparison
to the control group (46.8 + 6.6 U/mg protein).

3.5 Correlation of caspases and nucleotidases activities

Statistical analyses revealed that all tested caspases (1, 3 and 8) were positively
correlated with the enzymes that hydrolyze nucleotides (ATP, ADP and AMP) (Table 2).
ADA activities showed no significance in correlation with activity of caspases (P>0.05, data

no showed).
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4. Discussion

Multiple myeloma (MM) is an incurable haematological disorder of B-cell
malignancy, characterized by accumulation of clonal plasma cells in the BM, osteolytic bone
lesions and immunodeficiency, with alterations in many cytokines involved in the growth and
survival of these tumour cells [23,24].

The effectiveness and good tolerability of novel agents for MM (proteasome inhibitors
— bortezomib and immunomodulatory agents - thalidomide) may allow their combinatorial
usage with osteolysis inhibitors (pamidronate and zoledronic acid) as well as classical agents
(cyclophosphamide and dexamethasone) in the management and treatment of MM [25]. For
patients who have reached the plateau phase, depending on the patient’s performance status
and comorbidities, close medical follow-up with routine ambulatory visits and laboratory
analysis are recommended without the use of drugs.

In response to tissue damage and cellular stress, apoptotic or inflammatory cells
release ATP. Even small amounts released of ATP from the intracellular space elicit an
elevation of extracellular ATP concentration and therefore activates the purinergic signaling
[26]. Accumulated pericellular ATP levels within the tumor site functions to attract and
recruit virtually all innate immune cells towards the tumor cells, and subsequently induce pro-
inflammatory cytokine release. Furthermore, chemotherapy-induced ATP release by tumor
cells is also able to trigger immunogenic cell death [27].

Sequel to this information, we investigated the activities of nucleotidases (NTPDase
and 5°-NT) in serum of treated and untreated patients with MM in comparison with
apparently healthy control individuals (control group). The results showed a lower activity in
ATP, ADP and AMP hydrolysis in MM patients when compared to healthy individuals. The
decreased serum nucleotidases activity may indicate a lower concentration of nucleotides
present in the extracellular medium, which may negatively modulate these activities. ATP is
required for the maintenance of immune response, cytotoxicity and production of major
cytokines secreted by T CD4" lymphocytes [28]. Thus, when at low concentrations,
extracellular ATP may play an additional role as negative modulator of immunity [29]. This
may however favor the triggering of recurrent infections and tumorigenic activity, as observed
in MM patient. Furthermore, increased serum ADA activity observed may suggest elevated
available adenosine level in MM patients, resulting in the deamination to inosine. It is known
that adenosine accumulates in tumors at high concentrations, stimulates tumor growth and

angiogenesis, inhibits cytokine synthesis, adhesion of immune cells to the endothelial wall,
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and the function of T-cells, macrophages as well as natural killer cells [30]. Although, the
adenosine was not quantified in the serum of these patients, we suggest that increased ADA
activity observed in treated and untreated MM patients may be a response in an attempt to
decrease the adenosine concentrations. The increase in adenosine may be responsible for
suppression of the immune response found in MM patients.

Adenosine levels may be increased from routes other than NTPDase/5’-NT, since in
the patients studied, the activity of enzymes were decreased. Alternatively, adenosine can be
generated from NAD" through a coordinated action of CD38 (NAD glycohydrolase), which
gives ADP ribose, and E-NPP1 (also known as PC-1 ectonucleotide
pyrophosphatase/phosphodiesterase family member 1), which produces AMP [31], that could
justify their increase without specifically changing the NTPDase/5’-NT activities. This
alternative model of adenosine generation was reported by Horenstein et al. (2015) [31] and
Quarona et al. (2015) [32]. It was observed that the reduction in pH which may occur in tumor
hypoxia conditions, could reduce ATP production and simultaneously increase the generation
of NAD" via alternative route NAD*/CD38, as well as partial inhibition of 5'-NT in certain
cells [33]. The resultant effect is the reduction of adenosine production under such conditions.
In such a situation, it may be reasonable to speculate that a tartrate-resistant acid phosphatase
(TRAP) - nucleotidase on an active acid environment- can efficiently cooperate in adenosine
production.

The evaluation of the action of each drug alone is not possible because most of them
are associated. Although the two MM groups have nucleotidases (NTPDase and 5'-NT)
activities much lower than control group, the activities were significantly decreased in the
untreated group compared to the group treated. ATP and its metabolites exert a pro-
inflammatory action, Th-cell differentiation and activation of the others cells involved, thus
augmenting antitumoral properties. The treated group seems to have better antitumor immune
response, represented by the highest nucleotidases activities, and possibly increased amount
of extracellular ATP in relation to untreated patients, and this may be a positive consequence
of treatment.

Almost all patients often relapse within months or years, presenting clinically active
disease in patients who have received one or more prior therapies [34]. It is possible that
untreated patients may be in stable phase, have lower proinflammatory action and reduced
tumor control. This can be a sign of relapse, as observed by the decreased nucleotidases
activities compared to patients under treatment. Assessing serum ADA activity, both treated

and untreated MM patients possess similar activities, possibly with elevated adenosine.
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Adenosine may promote an immunosuppression that may favor relapse in untreated patient
and drug resistance in treated patients.

It is important to understand the quantitative changes in enzymes activity could be
linked to the external regulation and amplified in the myeloma niche. Cytokines are the
soluble factors that may directly (positively or negatively) influence the multiples responses
in MM [32]. The adhesion of myeloma cells to hematopoietic and BM stromal cells induces
the secretion of cytokines and growth factors by cells in the BM microenvironment, including
myeloma cells [35]. We observed an increased release of 1L-6 and IL-10, without significant
changes in serum levels of other cytokines (IL-2, IL-4, TNF, INF-gamma and IL-17). Several
cytokines have been implicated in growth, progression and dissemination of MM and the role
of IL-6 and IL-10 has been well established as a contributory factor in myeloma cell survival
and proliferation [36, 37]. IL-6 is produced by MM cells through an autocrine mechanism,
whereas a paracrine mechanism is believed to be involved in the production of IL-6 by the
tumour microenvironment in the BM [24, 36]. After binding to its receptors, IL-6 triggers the
activation of various signaling pathways and induces proliferation of myeloma cells via
activation of RAS/Raf/MEK-ERK signaling pathway [38]. IL-10 is a critical anti-
inflammatory cytokine involved in the terminal differentiation of B cells into plasma cells. IL-
10 affects myeloma cell growth and survival mediated by stimulating gp130 cytokine,
oncostatin M (OSM) [39] that is frequently produced by myeloma cells.

Corroborating our results, Urbanska-Rys al. (2000) [37] found high serum levels of
IL-6 and IL-10 cytokines in MM patients and Kovacs (2010) [40] reported that 1L-6 may lead
to a marked production of IL-10; this cytokine may be an IL-6 related growth factor for MM
cells and could be associated with high rate of infections. Regulatory T cells may also be
related to the development of MM and regulation of immune response through the release of
cytokines, particularly 1L-10 [41].

Since the homeostasis of systemic cytokines is disrupted in MM, Zheng et al. (2013)
[42] showed that cytokine profiles did not significantly change during the course of MM
remained steady at the active disease levels throughout treatment into remission phases and
contributed to the frequent relapse of MM. Furthermore, the study did not detect any
differences in the cytokine expression as a function of the treatment regimen. These results
are in agreement with our results, in that increased IL-6 and IL-10 levels in both treated and
untreated patients, possibly favoring the survival and decrease of apoptosis in myeloma cells,
besides relapse and drug resistance.
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As demonstrated by other results, purinergic signaling and cytokine production may
influence the reactions that favor cell proliferation, differentiation, and apoptosis. Ferrari et al.
(1998) [17] showed that inhibition of ATP production may completely retard caspase
activation after treatment of cells with anticancer drugs, thus indicating the important
relationship of ATP with caspases activity in apoptosis. Apoptosis is a fundamental biological
process that enables an organism to maintain normal homeostasis and manage diseased
conditions such as cancer [43]. Apoptosis is dependent on tightly regulated cell death
signaling pathways and caspases seem to play a key role in the activation of apoptosis [44].

Therefore, we evaluated the activity of caspases 1, 3 and 8 in the cultured PBMCs of
MM patients and correlated with the activities of the caspases with that of nucleotidases
(NTPDase/5’-NT) and ADA. The observed results revealed that the activities of the caspases
(1, 3 and 8) were significantly lower in MM patients in comparison with healthy patients.
Furthermore, the tested caspases were positively correlated with the nucleotidases activities,
but not with ADA activity. Previous studies have also indicated that the apoptotic nuclear
changes induced by various treatments that can cause death, are completely blocked by
depletion of intracellular ATP [45]. Thus, there is a strong correlation between the decrease of
ATP (marked by the large reduction in NTPDase activity) and lower activity of caspases, as
seen in our patients. Data presented by Kong et al. (2005) [46] revealed that ATP and other
agonists can stimulate P2X7 receptors leading to the activation of the caspases 8, 9 and 3 as
well as apoptotic responses, and the decrease in ATP production can prevent this activation.
Regulation of apoptosis has been reported to be involved in the proteasome pathway. Ferrari
et al. (1999) [47] demonstrated that inhibitors of the proteasome (as bortezomib) decreased
cell death by completely preventing ATP-induced caspase-1 activation.

The emergence of new drugs has revolutionized MM therapy. However, the biology of
plateau and the escape (relapse) phases are still poorly understood. It has been shown that
while chemotherapeutic agents kill cancer cells, they also trigger parallel microenvironment
reaction leading to the production of cytokines, chemokines and growth factors that may
provide proliferative and anti-apoptotic signals to tumor cells [48]. Impaired apoptosis may
therefore account for the accumulation of myeloma cells in the BM during the stable stage of
the disease and contribute to drug resistance observed in MM [49]. This could be one of the
reasons why there was significant reduction in the activity of caspases in treated MM patients.

The results from this study suggest that the observed increase in anti-apoptotic effects
as typified by reduced caspases activities was positively correlated with the nucleotidases

activity in MM patients. Myeloma cells and microenvironment may be instrumental to tumor
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immunoescape by induction of active immune tolerance mechanisms, which may predispose

the MM patients to infections.
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Table 1. General characteristics of the control group and multiple myeloma (MM) patients
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Control Group Untreated MM Treated MM
(n=30) (n=9) (n=22)

Age* (years old) 61.5+1.9 62.1+3.9 63.5£1.9
Gender 15F/15M 5F/AM 11F/11M
Treatment** Z(7)
[Z or P]+T (3)
T(3)
B (3)
B+Z (3)
B+C (3)

*Age was presented as mean + standard error of the mean (SEM).
** Some treatments were associated with dexamethasone.
F — female, M- male

Z - zoledronic acid, P — pamidronate, T — thalidomide, B - bortezomib, C - cyclophosphamide

Table 2. Correlation among caspases and nucleotidases activities of untreated and treated

MM patients.
Parameters Pearson’s correlation P
coefficient

CASP 1 x ATP 0.7814 <0.001*
CASP 1 x ADP 0.6753 <0.001*
CASP 1 x AMP 0.6802 <0.001*
CASP 3x ATP 0.8294 <0.001*
CASP 3 x ADP 0.7343 <0.001*
CASP 3 x AMP 0.6651 <0.001*
CASP 8 x ATP 0.8240 <0.001*
CASP 8 x ADP 0.7474 <0.001*
CASP 8 x AMP 0.6779 <0.001*

CASP — caspase activity

ATP — NTPDase action in the hydrolisis of ATP nucleotide

ADP - NTPDase action in the hydrolisis of ADP nucleotide

AMP — 5’- nucleotidase action in the hydrolisis of AMP nucleotide
* P values < 0.05 were considered statistically significant



51

A B . e ,
3 : *kk : 3 } i
- - *kk
< —_ a P
2 e © — —
@2 9 0o
g ; 24 2\ Q o4 *
S g S g —
- = - = —_—
>.c ! ** 1 >c
o= 14 o= 14
=< 5t
© °
€ 1S
£ ] £
T T T 0 T -
Control Untreated Treated Control Untreated Treated
C
*kk D
1.24 I | ) * ,
% Hokok 801 %
= A P
g ° —— *k -
> ; 0.8+ P 5 601
[S) = —
5 £ 2z
> c = 404
< = —
Q= 044 @
>a <
< S o 204
c <
£
0.0

T T C T
Control Untreated Treated Control Untreated Treated

Figure 1. NTPDase activity in ATP (A) and ADP (B) hydrolysis, 5’-NT activity (C) and
ADA activity (D) in serum of multiple myeloma (MM) untreated (n=9) and treated (n=22)
and control group (n=30). Bars represent mean + SEM. (*), (**) and (***) indicates a
significant statistical difference among the groups (P<0.05), (P<0.01) and (P<0.001),
respectively in ANOVA with the Tukey post hoc test.
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Figure 2. Serum levels of cytokines of patients with multiple myeloma (MM) untreated (n=9)
and treated (n=22) and control group (n=30). Bars represent mean + SEM. (*) indicates a
significant statistical difference among the groups (P<0.05) in ANOVA with the Tukey post
hoc test.
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hoc test.
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To the Editor,

Multiple myeloma (MM) is an immunoproliferative disease that is characterized by
uncontrolled proliferation of plasma cells and accompanied by defects in the immune system.
It has been identified to be responsible for frequent and recurrent complications associated
with infections [1-2]. The multiple alterations of microenvironment within the bone marrow
of MM patients lead to the suppression of the adaptive immunity; thus, bacterial infections
remain the leading cause of death from MM [2], besides to favor relapse and drug resistance
in these patients.

Ectoenzymes in peripheral lymphocytes may promote the production of substrates;
adenosine triphosphate (ATP), adenosine diphosphate (ADP), adenosine monophosphate
(AMP) and adenosine (Ado) involved in signaling, synthesis of growth factors and
modulation of immune response. The ectoenzyme; ecto-nucleoside triphosphate
diphosphohydrolase (E-NTPDase; CD39) catalyzes the sequential hydrolysis of ATP to ADP
and AMP, ecto-5’-nucleotidase (E-5’-NT; CD73) catalyzes the hydrolysis of AMP to
adenosine, and ecto-adenosine deaminase (E- ADA) catalyzes the irreversible deamination of
adenosine to inosine [3,4]. Due to great relevance, studies have reported the role of purinergic
signaling in the pathophysiology of several diseases [5].

Purinergic signaling enzymes and their expression may play significant role in the
modulation/maintenance of homeostasis in lymphocytes of MM patients. However, there is
limited information on the effects of these enzymes and expression in MM patients. This
study seeks to provide novel information on the ectonucleotidase activity such as E-NTPDase,
and E-ADA, as well as percentage of expression of CD39" and CD73" in lymphocytes of MM
patients.

This study included 85 healthy subjects as control groups and 42 MM patients of both

sexes. Out of the 42 MM patients, 32 of them are currently receiving medications including
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bortezomib, thalidomide, cyclophosphamide, pamidronate and/or zoledronic acid based on
physician’s protocols for the treatment of MM (treated MM) while the untreated MM group
(n=10) are patients that were not using any treatment (in plateau phase) in the last 90 days. All
the subjects gave written consent to participate in this study and the Human Ethics Committee
of the Health Science Center from the Federal University of Santa Maria approved the project
(protocol number: 24833313.5.0000.5346).

Lymphocytes-rich mononuclear cells were isolated from peripheral human blood
collected tubes containing EDTA as anticoagulant and separated on Ficoll-Histopaque density
gradients. Protein was measured by the Coomassie Blue method according to Bradford (1976)
[6]. The E-NTPDase activity in lymphocytes was determined in our laboratory as previously
described by Leal et al. (2005) [7]. The released inorganic phosphate (Pi) was assayed by a
method previously described by Chan et al. (1986) [8] using malachite green as colorimetric
reagent. E-ADA activity in lymphocytes was measured by the method of Giusti and Galanti
(1984) [9]. The percentage of lymphocytes expressing E-NTPDase (CD39) and E-5’-
nucleotidase (CD73) were assessed by flow cytometry using EDTA whole blood and was
incubated with anti-CD39 (PE; BD Pharmingen), anti-CD73 (APC; BD Pharmingen) and
anti-CD45 (FITC; Beckman Coulter) and analyzed with the aid of BD Accuri™ C6 flow
cytometer. Results were expressed as mean + Standard Error of Mean (SEM). For statistical
analysis, a one-way analysis of variance (ANOVA) was performed with the Tukey post hoc
test. The calculations were performed and the graphs drawn generated using the program
GraphPad Prism 6. P values <0.05 were considered statistically significant.

The age and gender of patients and control group did not statistically influence the
results (data not shown). The hematological parameters showed that there were no significant
(P>0.05) differences in the total leukocyte and lymphocytes count number between the MM

patients and the control groups (data not shown).
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Results demonstrated that the hydrolysis of ATP (figure 1A) did not show significant
difference (P>0.05) between untreated MM patients (44.8 £ 3.9 nmol Pi/min/mg of protein),
treated MM patients (48.5 £ 2.2 nmol Pi/min/mg of protein) and control group (45.0 + 1.6
nmol Pi/min/mg of protein). Also, no significant (P>0.05) difference was observed in the
ADP hydrolysis (figure 1B) among three groups; control group (50.3 = 2.0 nmol Pi/min/mg of
protein), untreated MM patients group (45.7 £ 3.8 nmol Pi/min/mg of protein) and treated
MM patient group (50.4 £ 2.9 nmol Pi/min/mg of protein). The activity of E-ADA was
significantly increased in untreated MM patients (39.3 = 3.8 U/L; P<0.01) and treated MM
patients (36.6 + 2.4 U/L; P<0.01) when compared to the control group (27.9 = 1.2 U/L).
However, there was no significant (P>0.05) difference in the E-ADA activity between the
treated and untreated MM patients (figure 1C).

The percentage of CD39" lymphocytes (figure 2A) did not differ among three groups
(control = 37.9 + 3.8%; untreated MM = 39.6 + 4.6%; treated MM = 37.8 + 2.5%; P>0.05).
However, the percentage of CD73" Ilymphocytes was reduced in treated MM group (7.60 +
1.0 %) and this reduction was by almost half (figure 2B) when compared to control group
(15.1 £ 1.91%; P<0.01) and untreated MM patients (14.7 £ 3.3%; P<0.05).

The enzymatic cascade of the purinergic system begins with the hydrolysis of
nucleotide ATP by E-NTPDase (CD39). This enzyme controls the immune system by
regulating the concentration of ATP in lymphocyte membrane [3]. In this study, we evaluated
the possible change in ATP signaling in MM patients by assessing the percentage of
expression and activity of CD39 in peripheral lymphocytes of MM patients. The observed
non-significant difference in CD39" expression and E-NTPDase activity between the MM
patients and control group may indicate that the ATP binding to its purinergic receptor (P2) is

not affected in MM. Additionally, the drugs used by treated MM patients did not alter the
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CD39 profile, as revealed by the non-significant difference between the control group and
MM patients.

Furthermore, adenosine is a nucleoside which possesses immunosuppressive and anti-
inflammatory effects [4] contributing to the pathogenesis of disease. The deamination of
adenosine by E-ADA is an important step in immunological response. Although, the
adenosine was not quantified in the serum of these patients; previous report has shown that
adenosine is elevated in MM [10]. In this study, the observed increase in E-ADA activity in
treated and untreated MM patients in comparison to the control subject may suggest the
response of lymphocytes in an attempt to decrease the adenosine concentrations, and this
change is independent of treatment. Therefore, the increase in adenosine may be responsible
for the suppression of the immune response found in MM patients. However, the increased E-
ADA activity observed in MM patients in this study could prevent the possible elevated
adenosine levels in the extracellular medium. Adenosine may be increased from alternative
pathways related to NAD" and CD38/CD203a(PC-1)/CD73 [10]. These may justify the
increase in adenosine, without changing the E-NTPDase activity/ percentage of CD39"
expression.

Interestingly, treated MM patients showed reduction in percentage of CD73" expression
in lymphocytes, but E-ADA activity was increased compared with control patients. The
pharmacological control of the disease and microenvironment effects may be responsible for
the change in the percentage of expression of CD73" lymphocytes in treated patients. This
decrease in CD73 expression could represent a dynamic feedback mechanism on the immune
system in order to reduce the conversion of AMP (and destined for other routes) to adenosine

and consequently reduce the levels of adenosine available.
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The major findings of the present study suggest that E-NTPDase and E-ADA activities
and percentage of CD39-CD73 expressions in lymphocytes may represent important targets

for novel therapeutic for inflammation and tumor control in MM patients.
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Figure 1. E-NTPDase activity in ATP (A) and ADP (B) hydrolysis, and E-ADA activity (C)
in peripheral lymphocytes of untreated and treated multiple myeloma (MM) patients and
control group. Bars represent mean + standard error of the mean (SEM). (**) indicates a
significant statistical difference among the groups (P<0.01) in ANOVA with the Tukey post

hoc test.
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4 DISCUSSAO

O MM ¢ um tumor hematopoiético caracterizado pela proliferacdo descontrolada de
plasmocitos, acompanhado por comprometimento no sistema imune com recorrentes
complicacdes infecciosas. As infeccbes permanecem como uma das principais causas de
morbidade e mortalidade em pacientes com MM (PRATT et al.,, 2007). O aumento da
suscetibilidade a infeccBes resulta da interagdo entre terapias antineoplésicas, complicacdes
relacionadas com a idade e da cumulativa imunossupressdo resultante da prépria doenga,
expandindo o espectro de potenciais patdégenos nesta populacdo (NUCCI & ANAISSIE,
2009). O presente estudo avaliou o papel das ectoenzimas do sistema purinérgico na
regulacao do sistema imune em pacientes com MM.

A interacdo entre os varios componentes do sistema imunolégico durante a ativacéo é
realizada por varias moléculas de sinalizacdo. Os nucleotideos extracelulares, tais como ATP,
que podem ser liberados em resposta a danos celulares e em sinal de perigo para o hospedeiro,
S830 necessarios para iniciar respostas imunes primarias, bem como para controlar o curso e
resolucdo dos processos inflamatorios e respostas imunes (DI VIRGILIO et al., 2003). Esta
bem definido que o sistema de sinalizacdo purinérgica, composto por enzimas e receptores
purinérgicos que atuam em funcdo da concentracdo dos nucleotideos e nucleosideos, é um
componente fundamental do ambiente imunorregulatério (DI VIRGILIO, 2005). Assim, foi
investigada a atividade das enzimas soliveis NTPDase e 5°-NT envolvidas na hidrdlise de
ATP, ADP e AMP, e atividade de ADA no soro; atividade da E-NTPDase e E-ADA na
superficie da membrana plasmatica de linfocitos, bem como o percentual de expressdo de
CD39" e CD73" em linfdcitos de pacientes com MM.

A atividade de NTPDase na hidrolise de ATP e ADP, bem como a atividade de 5°-NT
na hidrdlise de AMP no soro apresentaram uma reducdo em ambos 0s pacientes com MM,
tratados e ndo tratados, quando comparados ao grupo controle. Ainda, a atividade de ambas
NTPDase e 5’-NT foi significativamente menor no grupo sem tratamento em relagéo ao grupo
tratado. Sugere-se que a reducdo da atividade destas enzimas seja uma consequéncia da
modulacdo enzimatica frente a liberacdo de baixas quantidades de ATP das células. Quando
em baixas concentragcdes, o ATP desempenha um papel adicional como um modulador
negativo da imunidade, com atividade anti-inflamatoria ao estimular a producédo de IL-10 por
células dendriticas (AYMERIC et al., 2010; DI VIRGILIO et al., 2009). Assim, 0s pacientes
com MM apresentam maior suscetibilidade para doencas infecciosas e um menor controle da

atividade tumoral, e essa atividade imunossupressora parece Ser superior nos pacientes ndo
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tratados. Os pacientes ndo tratados do nosso estudo sdo pacientes que atingiram a fase de
plat6 da doenga, que fizeram uso prévio de medicamentos e atingiram uma resposta completa,
que pode ser monitorada periodicamente somente com exames. Sabe-se que a recidiva é um
evento comum em pacientes que receberam uma ou mais terapias anteriores e o escape da fase
de platd é um evento ainda bastante incompreendido (ANDERSON et al., 2008). Desta forma,
acredita-se que a menor atividade das enzimas NTPDase ¢ 5’-NT nos pacientes ndo tratados
possa estar relacionada a uma recidiva futura.

A maior atividade de ADA encontrada nos pacientes com MM pode ser um
mecanismo de regulagdo frente ao aumento de adenosina disponivel, ainda que as atividades
de NTPDase e 5’-NT estejam reduzidas. A adenosina pode atingir altas concentragcdes em
ambientes tumorais, estimulando o crescimento das células tumorais e angiogénese e inibindo
a funcdo e adesdo das células imunes a parede do endotélio, bem como a inibicdo da sintese
de citocinas pré-inflamatdrias (SPYCHALA, 2000). Além disso, a ativagdo dos receptores
A2A pela adenosina aumenta a liberagdo de citocinas anti-inflamatérias, principalmente a IL-
10 (RUIZ et al., 2014), favorecendo um estado imunossuprimido. Uma vez que ha reduzida
atividade de NTPDase e 5°-NT, sugerimos que a adenosina pode estar sendo formada por
outras vias.

O aumento de adenosina sérica em pacientes com MM foi demonstrado por
Horenstein et al. (2014) e este efeito pode ser explicado pela formacdo de adenosina através
de rotas alternativas, como NAD*/CD38"/CD203a*. Nesta rota, 0 AMP ¢ gerado utilizando
NAD" como substrato e entdo 5>-NT pode atuar para formagdo de adenosina, sendo portanto
uma via independente da utilizacdo de ATP e NTPDase (HORENSTEIN et al., 2015). Os
pacientes com MM do presente estudo demonstraram reducdo da atividade de 5°-NT, e
portanto, ndo seria esta a razdo pelo aumento de adenosina. Ja foi demonstrado que a hipoxia
em ambientes tumorais, como no MM, resultante de alteragdes mediadas por HIF-1a e HIF-2,
favorece a glicélise anaerdbica, com marcada reducdo de pH no microambiente, reducédo da
producdo de ATP e aumento simultaneo da geracio de NAD" seguida de parcial inibi¢cdo da
atividade de CD73/5-NT (YEGUTKIN, 2014). Sob tais condicOes, acredita-se que uma
fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP), presente na superficie de osteoclastos, seria
responsavel pela formacdo de adenosina a partir do AMP formado por via alternativa
(HORENSTEIN et al., 2015), e esta via dependente do pH explicaria os resultados
encontrados. O aumento de adenosina por esta via esta relacionado a diversas células, além
dos osteoclastos. O metabolismo da adenosina via NAD" pode influenciar a funcio de células

Tregs afetando a apresentacdo de antigenos e funcao efetora de celulas T, B e NK (HUBERT
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et al., 2010) contribuindo para a disfuncéo do sistema imune no MM e patogénese da doenga.

Os efeitos da sinalizacdo purinérgica sdo derivados de complexos enzimas-receptores
presentes em muitos tipos celulares como plaquetas, linfdcitos, células dendriticas, eritrocitos,
macrofagos, entre outras células, além dos componentes soltiveis (YEGUTKIN, 2008). Desta
forma, este trabalho também avaliou a contribuicdo da sinalizacdo purinérgica dos
componentes presentes na superficie de linfocitos do sangue periférico dos pacientes com
MM. A atividade de NTPDase nos linfécitos (chamada de E-NTPDase nesse caso) na
hidrolise de ATP e ADP ndo apresentou alteracdo significativa nos grupos com MM em
relagdo ao grupo controle. A percentagem de linfécitos expressando CD39 também néo
mostrou diferenga significativa em ambos os grupos tratados e nédo tratados. Estes resultados
indicam que a ligacdo de ATP aos receptores purinergicos nao deve estar alterada no MM,
visto que tanto a expressdo quanto a atividade de E-NTPDase ndo foram afetadas, nem
mesmo pelo uso de tratamento.

A reducéo do percentual de linfocitos CD73" encontrada nos pacientes em tratamento
pode representar um mecanismo dindmico de compensa¢do do sistema imune na tentativa de
diminuir a conversdo de AMP em adenosina para reduzir o estado de imunossupressdo. O
controle farmacolégico poderia ser responsavel por esse efeito.

Por outro lado, observou-se um aumento de E-ADA nos linfocitos em ambos os
grupos com MM, independente do aumento da atividade de E-NTPDase, assim como
encontrado no soro. Da mesma forma, este resultado indica um possivel aumento de
adenosina extracelular com aumento das propriedades imunossupressoras e anti-inflamatorias.
Este aumento da atividade de E-ADA deve ser resultante da ativagdo da via alternativa
NAD*/CD38*/CD203a" de formagéo de adenosina, ja que a atividade de NTPDase ndo esta
alterada.

A regulacdo da expressdo de ectoenzimas também esta ligada as citocinas do ambiente
a que as celulas sdo exposta (LONGHI et al., 2013). A adesdo das CPs as células
hematopoiéticas e células estromais induz a secregdo de citocinas e fatores de crescimento
pelas células no microambiente da MO, incluindo as préprias células do mieloma (PODAR et
al., 2000). Este estudo demonstrou um aumento da secrecdo de IL-6 e IL-10 em ambos o0s
grupos de pacientes com MM, sem alteracdes significativas nos niveis séricos de IL-2, IL-4,
TNF, IFN-y e IL-17. Estas citocinas secretadas regulam o crescimento, sobrevivéncia,
migracdo e resisténcia a drogas de celulas malignas e mantém o ambiente pro-tumorigénico
(FRASSANITO et al., 2001; KRONING et al., 1997), levando a supressdao da imunidade

adaptativa. Embora a IL-6 esteja envolvida no desenvolvimento de células B normais,
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elevacdo dos niveis de IL-6 no soro esta correlacionada com maior massa de células tumorais
e também ativacdo dos osteoclastos em MM (MUTLU et al., 2015). IL-10 é uma potente
citocina anti-inflamatoria produzida principalmente por células Tregs, monacitos e linfocitos
B (OTSUKI et a., 2000), podendo ser liberada em grandes quantidades quando receptores
A2A estdo ativados, aumentando as propriedades imunossupressoras do microambiente do
MM. Kovacs (2010) demonstrou que IL-6 além de ser um fator de crescimento para as CPs
também esté relacionada a altas taxas de infeccdo nos pacientes com MM. Os patégenos
apresentam PAMPs que sdo reconhecidos pelos TLRs expressos nas CPs induzindo o
crescimento dessas células e prevenindo a apoptose induzida por quimioterapicos através da
ativacdo da via autocrina relacionada a IL-6 (BOHNHORST et al., 2006; JEGO et al., 2006).
Diante destes efeitos relacionados ao aumento de IL-6 e IL-10, pode-se inferir que os
pacientes com MM apresentam uma maior atividade anti-inflamatéria, com efeitos
imunossupressores sobre as células que regulam a resposta imune levando a maior
suscetibilidade a infecgdes.

A apoptose é também um mecanismo de defesa, que é ativado sempre que ocorre uma
invasdo por agentes patogénicos, ou ainda quando o DNA for lesado (GRIVICICH et al.,
2007). Evidéncias demonstram que a resisténcia a apoptose € uma das caracteristicas mais
marcantes da maioria dos tumores malignos, independente do tipo de cancer (OKADA &
MAK, 2004). As numerosas disfun¢des no sistema imune em pacientes com MM relacionadas
também com a secrecdo de citocinas podem contribuir para inibicdo da morte por apoptose
das CPs. Dados mostram que altos niveis de purinas, como ATP, ADP e adenosina podem
efetivamente induzir a morte por apoptose (FENG et al., 2011; LICHTENSTEIN et al., 1995).
Em contrapartida, Ferrari et al. (1998) mostrou que a inibicdo da producdo de ATP pelas
células pode abolir completamente a ativacdo das caspases ap0s tratamento com
quimioterapicos, confirmando a importante relagdo do ATP com a apoptose.

A apoptose foi avaliada neste trabalho atraves da determinacdo das atividades das
caspases 1, 3 e 8 de células mononucleares de sangue periférico dos pacientes em questdo. As
atividades das trés caspases determinadas foram significativamente reduzidas em todos os
pacientes com MM, tratados e ndo tratados. Além disso, a reducéo das atividades das caspases
foi correlacionada com a diminuicdo das atividades das nucleotidases no soro, que esta
possivelmente relacionada com a menor disponibilidade de ATP extracelular. Estes resultados
vem de encontro ao trabalho de Kong et al. (2005) que demonstrou que ATP pode estimular
receptores P2X7 levando a ativagdo das caspases-3/8/9 e consequentemente a apoptose, e que

a diminuicdo de ATP previne essa ativagdo. Outros estudos demonstraram que enquanto 0s
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agentes quimioterapicos matam as células, ao mesmo tempo ativam reacdes que levam a
producdo de citocinas (como IL-6 e IL-10) e fatores de crescimento favorecendo a
proliferacdo e protecdo da apoptose em CPs (LEVINA et al., 2008). Esse mecanismo parece
estar presente nos pacientes tratados do estudo, uma vez que apresentaram atividades das
caspases similares aos ndo tratados.

O paradigma da terapia antimieloma tem evoluido e modificado substancialmente ao
longo dos anos, diante do melhor entendimento da biologia da doenca e dos avancos
terapéuticos (KUMAR et al., 2008; KYRTSONIS et al., 2009). Entretanto, apesar de tais
avancos, 0 MM continua uma doenca incurdvel (RAJKUMAR, 2012). O desenvolvimento do
MM pode prosseguir através de um processo de transformacdo de mdltiplos passos, que
envolve uma série de eventos moleculares, que levam a limitacdo e insucesso da
qguimioterapia padrdo, sendo necessaria uma combinacdo de VvAarios novos agentes
quimioterapéuticos (MUTLU et al., 2015).

A recomendacdo de terapias multialvos oferece menor oportunidade das CPs se
adaptarem e adquirem mecanismos de resisténcia (LEHAR et al., 2009). Diante desse
panorama, neste trabalho ndo foi possivel avaliar o efeito isolado dos farmacos, visto que a
maioria dos pacientes utiliza uma combinacdo destes. E possivel que um farmaco possa
resultar em acOes diferentes de forma isolada, e seguindo os protocolos gerais utilizados em
diversos trabalhos, foram avaliados somente estes dois grupos de pacientes com MM. Quando
comparados 0s grupos sem tratamentos com o grupo de pacientes tratados, os resultados nao
apresentaram diferencas significativas para as atividades de E-NTPDase e E-ADA e
percentual de expressdo de CD39+ nos linfocitos, nem nos niveis de citocinas e atividade das
caspases, bem como em ADA no soro. O tratamento parece influenciar na reducdo da
expressdo de CD73" em linfdcitos e atenuar o efeito imunossupressor apresentado pela
reducdo da hidrolise de ATP, ADP e AMP no soro, como discutido anteriormente.

Em linhas gerais, os resultados evidenciam que ambos 0s grupos tratados e néo
tratados de pacientes com MM adotam mecanismos que tentam equilibrar as respostas as
estratégias de controle imunolégico envolvendo a sinalizagcdo purinérgica, porém, muitas
vezes favorecem o escape das células tumorais a esse controle. A ativacdo da imunotolerancia
das células pode levar a recaida da doenca e/ou resisténcia aos tratamentos, além de predispor

a estados infecciosos, comuns nestes pacientes.
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5 CONCLUSOES

- A redugdo na atividade de NTPDase e 5°-NT, e elevacdo da ADA no soro de pacientes
com MM tratados e ndo tratados indica uma modulagdo do sistema favorecendo um estado de
imunossupressao e reducéo de mecanismos pro-inflamatérios.

- Os niveis séricos de IL-6 e IL-10 estdo aumentados nos pacientes com MM tratados e
ndo tratados e, provavelmente, relacionados com o crescimento, sobrevivéncia, e resisténcia a
drogas de células malignas, mantendo um ambiente que favorece a supressdo do controle
imunolégico.

- A reducdo nas atividades das caspases 1, 3 e 8 em ambos 0s grupos de pacientes com
MM demonstra uma caracteristica antiapoptotica das células, o que é um efeito negativo para
o0 controle da doenga.

- As atividades de NTPDase ¢ 5’-NT no soro séo positivamente correlacionadas com as
atividades das caspases 1, 3 e 8 de ambos 0s grupos de pacientes com MM.

- A maior atividade de E-ADA em linfdcitos de pacientes com MM tratados e nédo
tratados sugere uma tentativa de reducdo da adenosina no ambiente tumoral.

- A reducéo na percentagem de linfocitos CD73" em pacientes tratados pode representar
um mecanismo compensatorio do sistema imune relacionado ao tratamento na reducdo da

conversdo de AMP em adenosina.
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6 PERSPECTIVAS

Outros estudos em pacientes com MM pretendem ser conduzidos pelo nosso grupo de
pesquisa a fim de discutir melhor os resultados apresentados até o0 momento.

Pretende-se quantificar os nucleotideos (ATP, ADP e AMP) e nucleosideo da adenina
no soro para confirmar as hipdteses levantadas neste estudo quanto aos seus niveis
extracelulares.

A determinacdo da expressdo de receptores P2X7 em linfocitos poderia explicar
alguns resultados encontrados nas atividades das enzimas do sistema purinérgico.

A avaliagdo de proteinas associadas a apoptose (bcl-2 e bax) € importante para
confirmacéo dos efeitos antiapoptoticos encontrados.

A avaliacdo de proteinas associadas a resisténcia a multiplas drogas (Pgp € MRP) pode

contribuir para identificacdo de alguns processos de resisténcia nos pacientes em tratamento.
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ANEXO A — PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA PARA
PESQUISA COM SERES HUMANOS
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FARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESGUISA

Titubo da Pesquisa: EXPRESSAD DE PROTEINAS RELACIOMADAS A APOFTOSE, RESISTEMCIA A
MULTIPLAS DROGAS, SINALIZACAD PURINERGICA, METILAGAD DE DMA E
ATIVACAD PLAQUETARIA NO MIELOMA MULTIFLO.

Pesquisador: Jose Edson Paz da Siva

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 24833313.5.0000.5345

Instituigdo Proponente: Universidade Federal de Santa Maria' Pro-Risitonia de Pos-Graduagio e
Patrocinador Principal: Financiamento Progrio

DADOS DO FPARECER

Humero do Parecer: 424,114
Data da Relatoria: 101272013

Apresentagao do Projeto:

0 estwdo constara da andlise de amostras coletadas de aproximadamente 40 pacientes recem-
diagnosticados para mieloma muiltiplo (MM) e que

ainda nao tenham recebido tratamento. Os mesmos serdo avaliados apds 3, 6. 12 meses de inicio do
tratamento, e o mesmo periodo apos

transplante de medula dssea, gquando ocormer. As amosiras biologicas da medula éssea e do sangue
perifénico a serem utilizadas, fardo parte das

aliquotas coletadas para os exames de rotina para diagnostics e acompanhamento do trataments de MM.O
pressnte estudo pretende avaliar

quantitativamente a expressao de proteinas associadas 3 apoptose (bol-2, bax) e a resisténcia a maltipias
dregas MDR (Fgp, MRF) na populagio de

linfocitos B: dosar citocinas Th1/Th2: quantificar a expressac das ectoenzimas CO22 e COT3, e receptor
P2X7 em linfocitos B; quantificar

nucieotideos & nucleosides de adenina; avaliar a presenga de metilagio nos genes COKNZE, COH1, ESR1,
HIC1, CCHD2, DCC e TGFHR2

envolvidos na regulagdo de diversas vias celulares de linfacitos B; avaliar o perfil de agregag3o plaquetaria
induzida pela quimicterapia; avaliar o
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estado de Elti'ualg:a'udaﬁ plaguetas afraves da expressao de CO41, CDE1, CD42b, COE2P, p24/CD0Y. Fla e
anexing V; detenminar 3 expressao dos

receptores purinérgicos P2X1, P2Y1, PIY12 e PZXT em plaguetas; determinar a relagio de células Tregs
CD4+/CD254, a express3o plaquetaria de

CD154 e concentragdo de TGF-H. Diante disso, este projeto propde também avaliar e comelacionar os
fatores progndsticos e a resposta ao

trataments antineoplasico, uilizando as variaveis relacionadas 3 resposta imune.

Objetivo da Pesquisa:

avaliar a expressao em Iinfocitos das proteinas relacionadas com a apoptoss & proteinas ndicadoras de
resisténcia a miltiplas drogas. sua com interagdo citocinas pro e antiinflamatorias, metilagdo do DMA,

Continuio de Pareoer. 404 114

sinalizagio purinéngica, ativacio plaguetaria e
células T regulatdrias na modulagio da resposta imune no mieloma miltplo.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Critério de Inchusio:

crescimento tumoral e colapso do controde imune local (3)As disproteinemias presentes no mistoma multiplo
estao frequentemente refacionadas 3

anermalidades de hemostasia, podendo estar associadas tanto ao sangramento quanto a predisposigSo 3
trombose. As descricdes classicas relatam

que, durante o curso dinico do MM, 15-30% dos pacientes podem apresentar manifestagles hemomagicas,
que variam de acordo com o tipe de MM

{15% para Ig3 e 30% para Ig4) (2). O sangramente no mieloma multplo tem incidéncia muito vaniawvel,
sendo, na maioria das vezes, oo ipo cutdneomucosso.

Esse distlrbio pode estar diretamente relacionado 3 anomnalidade proteica. Sendo assim, as manfestagdes
hemomragicas decomentes da

paraproteina podem eriginar-se por anormalidade nas plaquetas, nos fatores de coagulagao ou na
fibrindlise. A plagquetopenia & descrita em uma

incidéncia variavel, ocomendo em uma fase mais tardia da doenga, de acordo com o grau de infiltragac
medular pelos plasmocitos ou & secundaria 3

quirmicterapia (8). Para o pacente sintomatico {anemia, hipercaleemia, alteragio da funcSo renal, presenga
de lesbes liticas ou plasmocitoma

extramedular, aumento progressive do componente-M no soro efou urina), o tratamento dewera
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ser rapdaments msttuido. Messe caso, existem dois

grandes grupos de pacientes: agueles que 530 considerados candidatos 3 consclidagdo com altas dosss de
quimicierapia seguidas de ransplants

de cehdas-fronco hematopoieticas & um segundo grupe de pacientes nao elegiveis para receber altas doses
de quimicterapia. Os criterios ufilizados

para aocar os pacientes em um desses grupos baseiam-se em idade, performance status (medida
relacionada a tentativa de quantificar o bem-estar

geral dos pacientes) & presenga de comorbidades (10). Para os pacientes assintomaticos, nao se veritca
melhora adicional quando a guimioterapia

& iniciada ao diagndstico, podendo permanecer estaveis durante anos sem requerner tratamento (11) Apesar
dos progressaos no ratamento do

micloma multiplo, com aumento da sobrevida lvre de progress3o observada principalmente em pacientes
abaixo de 65 anos, o mieloma ainda & uma

doenca incuravel & a maioria dos pacientes recidivard. O padrao da recidiva & muito heterogéneo, podenda
eyolur com comportaments ndolente ou

agressivo. Enguanto alguns pacientes apresentam recidiva precoce. Com pior prognastico, e provavelments
responderac mal ao tratamento, outros

apresentam recidiva apos um longo periodo de plateau e provaveimente atingrdo uma melhor resposta 3
terapia {12). Existem varias opgdes de

tratamento para o paciente com misloma multiplo recidvado, e a decisao dependera do padrao da recidiva,
do fratamento realizado como prmeira

linha, se fez transpiante auttlogo de medula dssea ou Nao, da resposta & sua duragao, s a recidiva ooomeu
oM ou sem tratamento de

manutengio, do performance status do paciente & da reserva medular. Ma maioria dos casos, o objetive
terapéutico sera controlar a doenga,

medhorar os sintomas & a qualidade de vida. Dentre as opgdes de terapéuticas, podem ser considerados a
reintroducae do trataments usado como

terapia inicial, o ransplante autélogo de medula ossea e farmacos como a talidomida e o bortezomibe (12-
14).

Tamanho da Ameostra no Brasit 80

Ciata do Primeiro 2001213 00:00

Serao considerados aptos a participarem do estudo os indviducs recem-disgnosticades para MM, que ainda
nao receberam tratamento

Coortinu:io de Paiecer. 404 114
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quirnicterapico & que aceitarem participar do estudo mediante assinatura do Termo de Consentiments Livre
& Esclarecide. Para os critérios de

inchrs3o no grupo controle, constam os portadores de necplasias malignas, atendides no HUSM no periodo
di estudo por suspeita de cancer e que

nao confimaram o dagnostico, que foram subrmetidos 3 coleta de amostras para fins investigatives, que ndc
estiveram em uso de quirnioterapicos

ou corficostertides & que aceitarem participar do estudo mediante assinatwra do Terme de Consentimento
Livre e Esclarecido.

Criténo de ExclusSoc

SerZo exduidos do estudo os pacientes que fizeram uso de tratamento quimicterapico prévio antes do
encaminhamento ao Senigo. 05 gue

utlizaram quakquer dose de corficosterdides antes do diagndstico. os que ndo aceftarem participar do estude
e agueles cujo volume de amostra for

insuSciente para os testes por dificuldades na coleta.

Riscos:

Coontinuslo de Pamscsr 408 114

Mas condigdes em que o trabalho esta sendo proposto, ndo ha previsio de riscos além dagueles ja
conhecidos para as coletas das amostras.

Beneficios:

A= neoplasias hematoldgicas afetam cenca de dez por cento da populagao mundial. Diverses esquemas de
tratamento tém sido utilizados para

combater estas enfermidades. Fatores como caracteristicas individuais. leucometria ao diagnostico, idade
do paciente, presenca de fendtipos

aberrantes, alteragdes cromossomicas & moleculares podem influenciar positiva ou negativaments a
qualidade da resposta aos protocolos

terapéuticos. A deteccdo precoce de proteinas que dificultam ou retardam a apoptose & produzem
resisténcia s drogas, de citocinas pro- e antinflamatarias,

bem como de nucsotidens & nuclecsiden de adenina relacionados com enzimas como a5 eclonuciectidases
NTPDase (CD30) e 5;-

nucleotidase (COT3). e a avaliagSo do padrao de metilagdo especifica de genes podem determinar ou
auxiliar na identificag3o de fatores

prognasticos ne Mieloma Miltiplo. Além disse, a compreensao de como os mecanismos de interagdes entre
plaquetas, cehulas Tregs e as celulas

tumoras regulam os processos tromboticos, a angiogénese e metastase, vem sendo explorada no
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sentido de auxiliar pesquisas para o
dessnvolvimento de novas intervengdes terapéuticas Esses processos estio dirstamente envolvidos com a
qualidade da resposta imune e podem

auxiliar na tomada de decisdes, no menitoramente dos pacientes e na pesquisa clinica na busca de

ot B e Paieced. 4041174

farmacos mais especificos & mais eficazes com
Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:

pesquisa relevante, pesquisadores demaonstram conhecimento e experiéncia no assunto, metodologia
adequada.

Consideragies sobre o5 Termos de apresentagdo obrigatoria:
presentes e adequad

Recomendagbes:

ol

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagies:

aprovar

Situagdo do Parecer:

Aprowvado

Necessita Apreciagio da CONEP:

MEo

Considerages Finais a critério do CEP:

SANTA MARLA, 13 de Dezembro de 2013

Assinador por:
Felix Alexandre Antunes Soares
(Coordenadaor)
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