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RESUMO

O cancer colorretal (CCR) € o segundo cancer mais incidente em mulheres e o terceiro mais
incidente em homens, tanto no Brasil quanto no mundo. Para o ano de 2020 sdo estimados
cerca de 1 milhdao de obitos por CCR, sendo que a maioria dos casos dessa neoplasia sao
esporadicos, ou seja, ndo apresentam padrdo de heranca familial, e o principal subtipo
histolégico diagnosticado ¢ o adenocarcinoma. O desenvolvimento do CCR esta intimamente
relacionado com fatores ambientais, além do significativo envolvimento do estresse oxidativo
na sua patogénese. Ainda ndo estd bem estabelecido se o estresse oxidativo em células
tumorais resulta de um aumento na produ¢do de oxidantes ou de falhas nos mecanismos de
defesa. Entretanto, uma vez que as células tumorais estdo frequentemente em hipdxia, a
regulacdo de suas defesas antioxidantes estd possivelmente alterada. Assim, o objetivo deste
estudo foi avaliar a atividade de enzimas antioxidantes ¢ da mieloperoxidase em pacientes
com adenocarcinoma colorretal esporadico. Para o estudo foram selecionados 19 pacientes
com CCR e 10 individuos sauddveis para o grupo controle. A atividade das enzimas
antioxidantes superdxido dismutase (SOD) e glutationa S-transferase (GST), assim como da
mieloperoxidase (MPO) foram avaliadas. A coleta de sangue dos pacientes foi realizada nas
dependéncias do Hospital Regional do Oeste, localizado em Chapecd/SC. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal da
Fronteira Sul (UFFS), sob protocolo nimero: 87508918.4.0000.5564. As atividades da SOD e
da GST foram significativamente maiores no grupo de pacientes com CCR em relagdo ao
grupo controle. No que tange a MPO, sua atividade foi estatisticamente menor no grupo de
pacientes com CCR em comparacdo com o grupo controle (p<<0,05). O aumento da atividade
da SOD e da GST, em pacientes com CCR, sugere a existéncia de um mecanismo
compensatorio ao aumento na producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) no ambiente
tumoral. Assim, a maior disponibilidade de substrato para esses enzimas estaria
incrementando suas atividades. Além disso, as a¢des da GST também estdo associadas a vias
de sinalizagdo do desenvolvimento tumoral ¢ a mecanismos de resisténcia aos
quimioterapicos, fato que poderia estar favorecendo o desenvolvimento do CCR nesses
pacientes, assim como poderia prejudicar a eficiéncia dos protocolos terapéuticos com agentes
antineoplésicos. Em relagdo a MPO, mesmo que sua atividade esteja envolvida em processos
inflamatorios e carcinogénicos, ela parece desempenhar um papel protetor no CCR. Sua
atividade basal esta relacionada a defesa imune contra tumores e a sua deficiéncia esta ligada
a um aumento na incidéncia de tumores do cdlon e a inflamagdo crénica nao ligada a
patdgenos. Ainda, o aumento do peroxido de hidrogénio (H,O,), substrato da MPO, esta
relacionado com a progressio do CCR. Os resultados deste estudo demonstram que a
alteragdo na atividade das enzimas estudadas pode estar diretamente associada a progressao
do CCR, fazendo com que elas sejam importantes marcadores bioldgicos associados ao
desenvolvimento de tumores.

Palavras-chave: Neoplasias colorretais. Estresse oxidativo. Superdxido dismutase. Glutationa
transferase. Mieloperoxidase.



ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is the second most incident cancer in women and the third most
incident in men, both in Brazil and worldwide. For 2020, about 1 million deaths due to CRC
are estimated, with the majority of cases of this neoplasm being sporadic, that is, they do not
have a family history and the main histological subtype diagnosed is adenocarcinoma. The
development of CRC is closely related to environmental factors, in addition to the
involvement of oxidative stress in its pathogenesis. It is not yet well established whether
oxidative stress in tumor cells results from an increase in the production of oxidants or from
defects in defense mechanisms. However, since tumor cells are often in hypoxia, the
regulation of their antioxidant defenses is altered. Thus, the aim of this study was to evaluate
the activity of antioxidant enzymes and myeloperoxidase in patients with sporadic colorectal
adenocarcinoma. For the study, 19 patients with CRC and 10 healthy subjects were selected
for the control group. The activity of the antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD)
and glutathione S-transferase (GST), as well as myeloperoxidase (MPO) were evaluated. The
collection of blood from the patients was carried out in the facilities of the Hospital Regional
do Oeste, located in Chapecd/SC. The project was approved by the Human Research Ethics
Committee of the Federal University of Fronteira Sul (UFFS), under protocol number:
87508918.4.0000.5564. SOD and GST activities were greater in the group of patients with
CRC compared to the control group. Regarding MPO, its activity was statistically lower in the
group of patients with CRC compared to the control group (p<0.05). The increase in the
activity of SOD and GST, in patients with CRC, considers the existence of a compensatory
mechanism to the increase in the production of reactive oxygen species (ROS) in the tumor
environment. Thus, the greater availability of substrate for these enzymes would be increasing
its activities. In addition, the actions of the GST are also associated with the signaling
pathways of tumor development and a mechanism of resistance to chemotherapy, a fact that
could be favoring the development of CRC in these patients, as well as it could impair the
efficiency of therapeutic protocols with antineoplastic agents. Regarding MPO, even though
its activity is involved in inflammatory and carcinogenic processes, it appears to be a
protective role in CRC. Its basal activity is related to immune defense against tumors and its
deficiency is linked to an increase in the incidence of colon tumors and to chronic
inflammation not linked to pathogens. Also, the increase in hydrogen peroxide (H,O,),
substrate of MPO, is related to the progression of the CRC. The results of this study
demonstrate that a change in the activity of the studied enzymes may be associated with the
progression of CRC, making them important biological markers associated with the
development of tumors.

Keywords: Colorectal Neoplasms. Oxidative stress. Superoxide dismutase. Glutathione
transferase. Myeloperoxidase.
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1 INTRODUCAO

De acordo com as estimativas mundiais do projeto Globocan (2019) e da Agéncia
Internacional para Pesquisa em Cancer, da Organizagdao Mundial da Saude (OMS), no ano de
2020, sdo previstos, mundialmente, quase 18 milhdes de novos casos de cancer. Além disso,
calcula-se que a doenga causara a morte de aproximadamente 9,8 milhdes de pacientes em
todo o mundo no mesmo ano (GLOBOCAN, 2019).

Diante desse contexto estarrecedor, o cancer colorretal (CCR) ¢ apontado como o
segundo cancer mais incidente em mulheres e o terceiro mais incidente em homens, em todo o
mundo. Assim, para o ano de 2020, espera-se mais de 1,8 milhdes de novos casos de CCR,
acarretando cerca de 1 milhdo de mortes por essa neoplasia (GLOBOCAN, 2019). No Brasil,
o CCR ¢ um dos tumores mais frequentemente diagnosticados na populacdo, seguindo a
tendéncia mundial, com estimativa de 20 mil novos casos em mulheres e 20 mil novos casos
em homens para o ano de 2020 (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

Em relagcdo aos obituarios por CCR em nosso pais, os dados mais recentes datam de
2018, e deixam registrados 9.995 obitos em mulheres e 9.608 Obitos em homens
(MINISTERIO DA SAUDE, 2020). Ademais, vale destacar que as maiores taxas de
incidéncia de CCR estdo nas regides Sudeste e Sul do pais e sua ocorréncia aumenta com a
idade, principalmente, a partir dos 60 anos (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

Segundo dados do Sistema de Informagdes de Mortalidade (SIM) do Ministério da
Saude, no estado de Santa Catarina (SC), as neoplasias de cdlon, anus e reto corresponderam
a 7,69% e 6,81% dos 6bitos por cancer em mulheres e homens, respectivamente, no periodo
entre 2014 e 2018. Isto o torna um dos canceres com maior taxa de mortalidade na populagao.
No municipio de Chapecd, em 2017, o CCR foi responsavel por 9,4% das mortes por
neoplasia.

Estima-se que em 80% dos casos o CCR seja esporadico, ou seja, de carater ndo
familiar (OINES et al., 2017). Nessas situagdes, a histéria natural do CCR baseia-se na
sequéncia adenoma-cancer, pois majoritariamente apresentam origem em polipos
adenomatosos (lesdes benignas) que sofrem transforma¢do maligna num longo periodo de
tempo (OINES et al., 2017). Vale destacar que o subtipo histologico adenocarcinoma ¢ o mais
incidente na populagdo (BOSMAN, 2010; HUGEN et al., 2015).

Quanto aos fatores de risco, o CCR pode se desenvolver a partir de fatores genéticos e

ambientais (HADJIPETROU et al., 2017). Em relacdo aos aspectos ambientais, evidéncias
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sugerem fortemente a influéncia dos habitos alimentares no desenvolvimento do CCR,
especialmente, o consumo de carne vermelha (KERR; ANDERSON; LIPPMAN, 2017;
HADJIPETROU et al., 2017, MURPHY et al., 2019) e a suplementagdo de ferro heme, o qual
estd presentes nas carnes e em seus subprodutos (SASSO; LATELLA, 2018). Além disso, a
obesidade, o diabetes e o sedentarismo também sdo fatores de risco importantes para o
surgimento dessa neoplasia (HADJIPETROU et al., 2017).

Nesse sentido, a patogénese do CCR parece estar diretamente relacionada a acao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) na mucosa intestinal (CARINI et al., 2017). As EROs,
tais como o anion superoxido (O,”), o peroxido de hidrogénio (H,0,), o radical hidroxila
(OH") e outros oxidantes, formam-se fisiologicamente em propor¢des controladas por
mecanismos de defesa celular. Porém, em condi¢des patoldgicas, essa producdo pode
aumentar substancialmente, resultando em estresse oxidativo (SCHMATZ, 2011).

Quando ha um favorecimento a produg¢do de EROs e um quadro de estresse
oxidativo ¢ instalado, a transformacao progressiva de células para a sua forma maligna ocorre
mais facilmente, devido a um aumento na frequéncia de muta¢des pelo danos ao DNA e,
consequentemente, ha aumento no risco de desenvolvimento de neoplasias (GILL;
PISKOUNOVA; MORRISON, 2016; SAJADIMAJD; KHAZAEI, 2018; KLAUNIG, 2019;).
Ademais, diversos estudos tém demonstrado o envolvimento do estresse oxidativo tanto nos
processos de inicia¢do, quanto na promoc¢do e na progressdao tumoral (TOYOKUNI et al.,
1995; KLAUNIG; KAMENDULIS, 2004; MALDONADO et al., 2006; FARIAS et al.,
2011; CARINI, 2017; KLAUNIG, 2019).

Ainda ndo esta bem estabelecido se o estresse oxidativo em células tumorais resulta
de um aumento na produgdo de oxidantes ou de falhas nos mecanismos de defesa antioxidante
(STONE et al., 2014). Entretanto, uma vez que as células tumorais estdo frequentemente em
hipoéxia (OLIVEIRA; ALVES, 2002), a regulacdo de suas defesas antioxidantes estd
possivelmente alterada.

Entre os antioxidantes enzimaticos, o sistema composto pela atividade das enzimas
superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) é o mais eficiente (ZANINI et al., 2012),
enquanto que o sistema da glutationa ¢ o mais abundante nas células humanas
(OESTREICHER; MORGAN, 2019). Ainda destaca-se a atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO), responsavel por importante papel oxidativo de defesa em neutrdfilos
(ARATANI, 2018).

A SOD ¢ responsavel por catalisar a conversio do radical superoxido (O*) em
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peroxido de hidrogénio (H,0,) ou oxigénio molecular, produtos estes, menos reativos (HAO;
LIU, 2019). Ela ¢ considerada a primeira linha de defesa antioxidante enzimatica e, nos
mamiferos, apresenta-se sob trés isoformas: citoplasmatica (SOD1), mitocondrial (SOD2) e
extracelular (SOD3), sendo que todas elas requerem metal catalitico, cobre ou manganés, para
sua ativagao (MIAO; ST CLAIR, 2009). A SOD juntamente com a CAT atuam em
sinergismo e refletem a capacidade celular de remover EROS e proteger os tecidos dos danos
que estas podem causar (HAO; LIU, 2019).

A GST, por sua vez, faz parte de uma familia de enzimas que desintoxicam uma
ampla gama de substancias prejudiciais, como EROS e xenobiontes (KLUSEK; GLUSZEK;
KLUSEK, 2014). Elas estdo presentes em todas as células epiteliais e tecidos do trato
gastrointestinal humano e atuam como uma primeira linha de defesa contra xenobidticos e
carcindgenos ingeridos (CHATTERJEE; GRUPTA, 2018).

Em relacdo a MPO, ela ¢ membro do grupo das heme peroxidases, sendo distinguida
das demais por uma propriedade Uinica de oxidar o anion cloreto (CI') a acido hipocloroso
(HCIO) em condig¢des fisioldgicas, além de produzir outras espécies oxidativas, como acido
hipobromoso e hipotiocianoso. Essa enzima oxidante ¢ expressa em leucocitos,
principalmente nos granulos azurdfilos de neutroéfilos, atuando especialmente como agente
microbicida (VANHAMME et al., 2018). Entretanto, a MPO parece possuir também um
importante papel na iniciagdo e progressdo tumoral, e apresentar carater protetor ou
prejudicial, a depender dos niveis de sua atividade do ambiente tumoral (RONCUCCI et al.,
2008; DROESER et al., 2013; VANHAMME et al., 2018).

Sendo assim, considerando que: a) o CCR ¢ um problema de satde ptblica mundial
pelas elevadas taxas de incidéncia, morbidade e mortalidade associadas; b) os pacientes
acometidos por doencas neoplasicas apresentam uma série de alteragdes fisiologicas, entre
elas, um desequilibrio na produgdo de agentes antioxidantes e pré-oxidantes; ¢) o processo de
estresse oxidativo estd correlacionado com a iniciacdo e progressdo tumoral; d) as enzimas
SOD, GST e MPO possuem papel importante no balanco oxidativo; torna-se de grande valia

analisar a atividade dessas enzimas em pacientes com CCR atendidos no Hospital Regional do

Oeste (HRO) no municipio de Chapeco/SC.
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2 METODOLOGIA

O estudo avaliou a atividade das enzimas antioxidantes SOD e GST e a atividade da
MPO em 19 individuos recém diagnosticados com CCR esporadico. As mesmas analises
foram realizadas em um grupo controle, composto por 10 individuos saudaveis, sem histdrico
de cancer, sem comorbidades e com idade semelhante a dos pacientes.

Os critérios de inclusdo consistiram em pacientes voluntdrios com idade igual ou
superior a dezoito anos (18), diagnosticados por médico oncologista ou proctologista com
CCR esporadico do subtipo adenocarcinoma conforme CID 11, sem histéria familiar da
doenga e que nao tivessem realizado a remocgao cirurgica do tumor ou iniciado o tratamento
farmacoldgico antineoplasico. Os individuos do grupo controle selecionados foram
voluntarios com idade igual ou superior a dezoito (18) anos e sem diagnéstico de CCR.

Foram excluidos os pacientes que apresentavam qualquer outra patologia fora o CCR
esporadico do subtipo histologico adenocarcinoma e os individuos do grupo controle que
apresentavam qualquer tipo de patologia ativa aguda ou crdnica, e/ou que estivessem fazendo
uso de qualquer medicamento; e/ou que apresentassem historia familial da doenca. A coleta
de dados do prontuario e de material biol6gico ocorreram no Setor de Oncologia do HRO,
localizado no municipio de Chapecd/SC. O periodo de realizacdo das coletas foi de setembro
de 2018 a dezembro de 2019.

Para a realizacdo dos ensaios enzimadticos, foi realizada uma coleta de sangue tnica,
no volume de 12 mL, por profissional de satde capacitado, através de puncdo venosa. As
analises bioquimicas e moleculares foram realizadas nos Laboratorios de Pesquisa da
Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), campus Chapecd/SC. Para as coletas de
sangue foram utilizados tubos vaccutainer contendo EDTA (para obtengdo de sangue total e
avaliacdo da atividade da SOD), tubos sem anticoagulante (para separagdo do soro e avaliagdo
da atividade da GST) e tubos contendo citrato de sodio (para obtencao de plasma e avaliagao
da atividade da MPO). As amostras de sangue total, soro e plasma foram congeladas em
freezer a -80°C até a realizagdo dos protocolos experimentais.

A atividade da SOD foi determinada pelo sistema de detec¢do adrenalina-adenocromo
de acordo com MISRA e FRIDOVICH (1972). A atividade da GST foi verificada através da
adi¢do da enzima glutationa reduzida (43,5mM), solucao para GST (20mL de TFK, 10,5 mL
de H,0 destilada e EDTA 2,5mM) e 2,4-Dinitroclorobenzeno (CDNB), com posterior leitura

cinética de 30 minutos em comprimento de onda de 340nm. O contetudo protéico da amostra
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foi determinado pelo método de Coomassie Blue, usando albumina sérica bovina como
padrdo, de acordo com o descrito por Bradford (1976). Por fim, a atividade da MPO foi
avaliada através da medida de quinoneimina - produto colorido resultante de sua agdo
catalisadora do acoplamento oxidativo de fenol e aminoantipirina (AAP), em presenga de
H,0, como agente oxidante, utilizando-se amostra de leucocitos do plasma. Todos os ensaios
foram realizados em duplicata.

Na Figura 1 temos a representacdo esquematica das amostras bioldgicas utilizadas e a

metodologia para avaliagao das atividades enzimaticas que foram realizadas neste estudo.

Figura 1 — Representagdo esquematica das amostras biologicas e do processo metodologico
para a avaliacdo das atividades das enzimas SOD, GST e MPO.

Created in BioRender.com - bi

Fonte: Elaborado pelos autores.

Em relagdo as andlises estatisticas, os dados primeiramente foram testados quanto a
sua normalidade e na sequéncia foi aplicado o teste z-student independente. Para a confec¢ao
dos graficos, foi utilizado o programa GraphPad Prism 7. Foi realizada a analise de
correlagdo para as varidveis pesquisadas, através da correlagdo de Pearson. O nivel de

significancia utilizado foi de 0,05 (p<0,05).
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No que se refere aos aspectos éticos, destaca-se que o projeto de pesquisa que originou
este artigo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade  Federal da  Fronteira Sul (UFFS), sob protocolo numero:
87508918.4.0000.5564. Além disso, o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
foi assinado pelos participantes antes da coleta do material bioldgico e das informagdes do

prontuario.
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3 RESULTADOS

Neste estudo, dos 19 pacientes com CCR que foram analisados, 57,9% (n=11) eram
homens e 42,1% (n=8) eram mulheres e a idade média dos pacientes foi de 60 anos (59,6 +
8,7). No grupo controle, dos 10 individuos participantes, 50% (n=5) eram homens e 50%
(n=5) eram mulheres, com idade média de 56 anos (55,8 + 11,1). Sobre as caracteristicas
étnico-raciais, 73,7% (n=14) dos pacientes se autodeclararam brancos, 21% (n=4) se
declararam pardos e 5,3% se autodeclararam amarelos (n=1). Em relagdo ao tabagismo, no
grupo de pacientes 42,1% sdo tabagistas ou ex-tabagistas, ou seja, 8 pacientes que
participaram do estudo fizeram ou fazem uso de tabaco diariamente. No que diz respeito ao
estadiamento do tumor, baseado na classificacdo TNM, 15 pacientes possuiam esse dado
descrito nos prontuarios médicos e desses, o estadiamento I correspondeu a 6,7% (n=1); oIl a
46,7% (n=7); o III a 33,3% (n=5) e o IV a 13,3% (n=2). As caracteristicas gerais dos

individuos participantes do estudo estdo representadas abaixo, na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas dos pacientes e controles.

Pacientes Controles
Homens Mulheres Homens Mulheres

Numero de participantes 11 8 5 5
Idade média 50 57 61 51
Raca

Parda 2 2 - 1

Branca 9 5 4 4

Amarela - 1 -
Pratica regular de atividade fisica 3 3 3 5
Tabagismo 5 3 1
Estadiamento

I 1 -

II 6 1

11 1 4

v - 2

Nio classificado 4 -

A atividade da SOD no sangue total esta representada na Figura 2. Foi observado um
aumento de, aproximadamente, 43% na atividade da enzima SOD em pacientes com CCR
(0,0080 = 0,0006) quando comparado com o grupo controle (0,0056 £+ 0,0008) (p<0,05). Em
relacdo a GST, houve um aumento de 11% em sua atividade no grupo de pacientes (0,0049 +
0,0002) em comparacao aos controles (0,0044 + 0,0001), como pode ser observado na Figura

3 (p<0,05). Na Figura 4 estd a representacao grafica da atividade da MPO. Uma diminui¢ao
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de 26% na atividade da MPO nos pacientes (2,06 £ 0,18) em relagdo aos controles (2,79 +
0,26) foi observada (p<0,05). Por fim, a compilagdo dos resultados das alteragdes nas
atividades enzimaticas, observadas no grupo de pacientes com CCR em relacdo ao grupo

controle, esta apresentada esquematicamente na Figura 5.

Figura 2 — Atividade da SOD em sangue total de pacientes e controles com CCR.
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Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo (n=19). *Indica diferencga significativa entre o grupo
controle e o grupo de pacientes com CCR (p<0,05).

Figura 3 — Atividade da GST no soro de pacientes e controles com CCR.
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Os resultados estdo expressos como média + desvio padrao (n=19). *Indica diferenca significativa entre o grupo
controle e o grupo de pacientes com CCR (p<0,05).
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Figura 4 — Atividade da MPO no plasma de pacientes e controles com CCR.
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Os resultados estdao expressos como média + desvio padrdo (n=19). *Indica diferenca significativa entre o grupo
controle e o grupo de pacientes com CCR (p<0,05).

Figura 5 — Representagdo esquematica das alteracdes observadas na atividades das enzimas
SOD, GST e MPO no grupo de pacientes com cancer colorretal em relagdo ao grupo controle.
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4 DISCUSSAO

Os pacientes abordados neste estudo tém diagnostico de CCR e as caracteristicas
gerais dos individuos estudados sdo semelhantes aquelas observadas em pesquisas similares.
A média de idade dos pacientes foi de 60 anos e esse dado corrobora com a literatura, a qual
descreve a ocorréncia da maioria dos diagnosticos de CCR na faixa etaria compreendida entre
60 e 70 anos, visto que o desenvolvimento dessa doenca esta relacionado com a idade
avangada dos individuos (BULUS et al., 2018; GAYA-BOVER et al., 2020; GOPEEVI¢ et al.,
2013; KOCOT et al, 2013; MALINOWSKA et al., 2015; SCIBIOR et al., 2008;
MINISTERIO DA SAUDE, 2019). Em relagio ao género dos pacientes, apesar desta
neoplasia ser mais incidente em mulheres, pelos dados de estimativas mundiais e nacionais
(GLOBOCAN, 2019; MINISTERIO DA SAUDE, 2019), em nosso estudo a maioria dos
pacientes foram homens. Dados semelhantes aos nossos foram observados em estudos
desenvolvidos na Sérvia, Polonia e Turquia e esses resultados podem estar relacionados com
o fato desses estudos ndo apresentarem carater essencialmente epidemiolégico (GOPCEVIC et
al., 2013; MALINOWSKA et al., 2015; BULUS et al., 2018).

Nosso estudo avaliou a atividade de trés importantes complexos enzimaticos
endogenos envolvidos no balanco redox, sendo eles: SOD, GST e MPO. A literatura descreve
que o status antioxidante na mucosa intestinal tumoral € maior em compara¢ao com a mucosa
saudavel, provavelmente em fun¢do do aumento de processos oxidativos nos tecidos doentes
(KOCOT et al., 2013). Nesse contexto, as atividades da SOD, da GST e da MPO podem
fornecer dados indiretos sobre a atividade da doenca, representando potenciais biomarcadores
diagnosticos no CCR, haja vista a importancia do estresse oxidativo no mecanismo
fisiopatologico dessa neoplasia (CARINI et al., 2017).

Neste estudo, foi observado um aumento significativo na atividade da SOD em
pacientes com diagnostico de CCR em comparagdo com o grupo controle, sugerindo que pode
haver uma maior demanda antioxidante na presen¢a do tumor. Uma possivel interpretagao
para este resultado ¢ uma maior atividade enzimatica associada a um mecanismo de
compensacdo a maior produ¢do de EROs no ambiente tumoral. Em conformidade com os
nossos achados, diversos estudos ja descreveram uma maior atividade de SOD em pacientes
com CCR quando comparados a individuos saudaveis. Os estudos obtidos por Gaya-Bover e
colaboradores (2020) e por Kocot e colaboradores (2013) mostraram um aumento da

atividade da SOD diretamente no microambiente tumoral, enquanto que os estudos
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conduzidos pelos grupos de Malinowska (2015) e de Zinczuk (2019) mostraram uma maior

atividade da SOD no sangue total, semelhantemente ao que foi encontrado pelo nosso grupo
de pesquisa (SKRZYDLEWSKA, 2005; STRZELCZYK et al., 2012; KOCOT et al., 2013;
MALINOWSKA et al., 2015; ZInCZUK et al., 2019; GAYA-BOVER et al., 2020).

Em contrapartida, ha estudos mostrando uma diminui¢do na atividade da enzima
SOD em pacientes com CCR (VAN DRIEL et al., 1997; GOPEEVI¢ et al., 2013). Contudo,
sobre esse fato, a literatura aponta para uma variagdo na atividade e expressdao da SOD de
acordo com o estadiamento tumoral e isoforma avaliada. Skrzycki e colaboradores (2009)
descreveram uma maior concentragao de biomarcadores de estresse oxidativo e uma elevagao
da atividade da SODI1 nos estagios iniciais do desenvolvimento do CCR, cursando com
discreta diminuigdo dessa atividade nos estagios mais avangados da neoplasia. Em relacdo a
SOD2, o mesmo trabalho apresentou um comportamento ondulatério em sua atividade, com
diminui¢do no primeiro e terceiro estagios, e aumento no segundo e quarto estagios, sugerindo
uma adaptac¢do do tumor aos niveis elevados de estresse oxidativo (SKRZYCKI et al., 2009).

Além disso, o grupo de pesquisa de Gaya-Bover (2020) mostrou uma elevacio
progressiva da expressdo de SOD que coincidente com o avango tumoral, apresentando
maiores niveis de SOD em estdgios mais avancados da doenga. Nesse caso, os autores
sugerem que esta poderia ser uma resposta ao aumento do estresse oxidativo decorrente de
maior hipéxia tecidual nos estagios mais avancados da neoplasia, fato que poderia sugerir que
os pacientes envolvidos no nosso estudo apresentam tumores em estagios avancados de
desenvolvimento. Além disso, 0 mesmo estudo encontrou niveis elevados de SOD, CAT e
glutationa peroxidase (GPx) em tecidos ndo tumorais de pacientes com CCR nos estadios Il e
IIT em comparacao com o tecido ndo tumoral de pacientes no estadio I, sugerindo, assim, uma
adaptacdo ao estresse oxidativo ndo apenas no tecido tumoral como também nos tecidos
vizinhos.

Importante de ser destacado, nesse ponto, ¢ que a maior atividade da SOD pode estar
associada também a mecanismos de resisténcia das células tumorais aos efeitos danosos das
EROs. Os efeitos toxicos do estresse oxidativo, observados no contexto do CCR, podem ser
minimizados pelas células neoplasicas através da super ativacdo da SOD, uma vez que a
MnSOD (Superoxido dismutase dependente de Manganés) também protege as células
tumorais contra efeitos citotoxicos (KOCOT et al., 2013). E descrito na literatura, inclusive,
um envolvimento do mRNA de MnSOD na invasdo vascular em diversos tipos de cancer,

inclusive no CCR (MIAR et al., 2015; LI et al., 2018). Nesse contexto, os pacientes do nosso
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estudo podem estar desenvolvendo mecanismos alternativos para a maior sobrevivéncia e
resisténcia das células tumorais aquele microambiente, especialmente pelo aumento da
atividade da SOD.

Ademais, foi demonstrado que o tecido tumoral do c6lon produz grandes quantidades
de H,0, - produto da atividade de SOD (ZInCZUK et al., 2019), o que pode colaborar para a
progressdo tumoral. Sua inibicao tem sido inclusive estudada como potencial alvo terapéutico
(AZZOLIN et al., 2016). Dessa forma, uma maior atividade de SOD no tecido tumoral pode
indicar também um fator vantajoso para o desenvolvimento da neoplasia.

No que diz respeito a familia enzimatica glutationa, ela estd presente em
praticamente todas as células, sobretudo em sua forma reduzida (GSH), atuando no
metabolismo, transporte e protecdo celulares (DIAZ-VIVANCOS et al., 2015). A glutationa
transferase (GST) atua com o objetivo de preservar a macromolécula de GSH apds a
exposi¢ao desta ao estresse oxidativo, tendo papel fundamental na manuten¢ao da atividade
antioxidante de glutationa e consequente protecdo do DNA contra agentes oxidantes (WU;
DONG, 2012). Foi demonstrado que tecidos com baixo nivel de GSH ou GSTs podem ter
uma capacidade reduzida de desintoxicar agentes cancerigenos, podendo levar a um maior
risco de cancer (CHATTERIJEE; GRUPTA, 2018).

Associado a isso, mesmo que a acdo da GST no processo carcinogénico nao esteja
completamente elucidada, ela tem sido apontada como potencial biomarcador tumoral
(CHATTERIJEE; GUPTA, 2018). Sabe-se que o aumento de EROs ¢ capaz de induzir a
atividade de GST in vivo em mamiferos, entretanto sua regulacdo ¢ complexa e varia de
acordo com idade, sexo e morbidades (DONG et al., 2018). Em nosso estudo, observamos um
aumento significativo da atividade de GST em pacientes com CCR em comparacao aos
individuos saudaveis. Em concordancia com nossos achados, estudos anteriores encontraram
elevados niveis de GST no sangue de pacientes com CCR (SAYGILI et al., 2003; SCIBIOR
et al., 2008) em resposta ao aumento na produ¢ao de EROs nessa condi¢do patoldgica. Além
disso, foi descrita uma maior expressao de GST em tecidos de adenocarcinoma do célon, em
comparagdo com a mucosa saudavel (VLAYKOVA et al., 2012; BULUS et al., 2018).

Ademais, estudos tém revelado que diferentes polimorfismos dos genes de GST
podem estar associados ao risco de carcinogénese, inclusive no que se refere ao CCR
(KLUSEK; GLUSZEK; KLUSEK, 2014). Bulus e colaboradores (2018) sugeriram que a
GST, especialmente as isoformas GSTP1, GSTO1, GSTK1 e GSTT1 podem estar associadas

a carcinogénese € ao crescimento tumoral no adenocarcinoma do co6lon. Para mais, a isoforma
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GSTP também esta envolvida em varias fungdes celulares, especialmente na regulacdo da
acdo de diversas quinases e no processo pos-tradugdo de S-glutationilagdo de varias proteinas,
fato importantissimo de ser destacado, uma vez que vias anormais de sinalizacao de quinases
e o padrdo alterado de glutationilagdo da proteina S sdo caracteristicas de fendtipos malignos
(CHATTERIJEE; GUPTA, 2018). Por tudo isso, a atividade aumentada de GST, observada em
nosso grupo de pacientes com CCR, também pode estar relacionada a alteragdes de vias de
sinalizagdo celulares que desempenham papel importante no favorecimento do
desenvolvimento tumoral.

Nesse ponto, vale salientar que o envolvimento de isoformas de GST no
desenvolvimento tumoral também pode estar associado a mecanismos de resisténcia das
células neoplasicas aos quimioterdpicos. A literatura tem mostrado que essa resisténcia pode
estar associada a isoformas citoplasmaticas de GST, especialmente os subtipos a, 7w ¢ [t. Estas
parecem agir em sinergismo com proteinas bem descritas nos mecanismos de resisténcia a
quimioterapicos, como a proteina de resisténcia a multiplas drogas (MRP) e a glicoproteina-P
(Pgp) (HAYES; PULFORD, 1995). Além disso, estudos demonstram alta expressao de GSTn
em varias linhagens de células tumorais, incluindo canceres do trato gastrointestinal
(DOGRU-ABBASOGLU et al., 2002; SCIBIOR et al., 2008; DONG et al., 2018). Tomando
todas essas evidéncia em conjunto, podemos sugerir um prognostico desfavordvel para os
pacientes incluidos neste estudo.

Sobre a MPO, ela pode ser usada como marcador de inflamagdo na mucosa
colorretal, sendo também um importante alvo terapéutico no tratamento de condigdes
inflamatorias que levam ao desenvolvimento do CCR (VEEN; WINTHER; HEERINGA,
2009). Em nosso estudo verificamos uma menor atividade dessa enzima no grupo de
pacientes com diagndstico de CCR e, alinhado a esse resultado, a literatura tem demonstrado
que a atividade basal da MPO est4 envolvida na defesa da mucosa contra tumores (REVAZ;
NARDELLI-HAEFLIGER, 2005) e, em modelos animais, a deficiéncia de MPO resulta no
exagero da resposta inflamatoria e afeta as fungdes dos neutrofilos, especialmente no que
tange a produgdo de citocinas (ARATANI, 2018; MARIANI; RONCUCCI, 2017). Sendo
assim, podemos sugerir que o controle dos processos inflamatorios da mucosa intestinal dos
pacientes que tém baixa atividade da MPO est4 prejudicado, tornando esses pacientes mais
suscetiveis e vulneraveis a progressao do CCR.

A relagdo entre o desenvolvimento de tumores do cdlon e a atividade da MPO abaixo

da basal pode estar associada a presenga, em demasia, do seu substrato H,O,. Uma vez que
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uma menor atividade dessa enzima pode levar a uma deficiéncia da metabolizagdo de H,0,
permitindo o acumulo desse substrato e facilitando a progressdo do CCR (AL-SALIHI;
REICHERT; FITZPATRICK, 2015). Tal afirmagdo ¢ corroborada pelo fato de que o tecido
tumoral do célon produz grandes quantidades de H,O, (ZInCZUK et al., 2019) e, nesse
contexto, ¢ importante ressaltar que o H,O, ¢ mais prejudicial das EROs devido a sua
capacidade de se mover facilmente através dos compartimentos celulares (GAYA-BOVER et
al., 2020).

Nao bastasse, estudos, em camundongos, com inibi¢do da atividade ou auséncia do
gene para expressio de MPO, mostraram um aumento pequeno, mas significativo, na
incidéncia de tumores do colon (AL-SALIHI; REICHERT; FITZPATRICK, 2015). Ainda, se
considerarmos o microambiente tumoral, foi demonstrado, no estudo realizado por Déster e
colaboradores (2015), que a baixa expressdo de MPO e de células T CD8" ¢ indicativa de um
prognodstico mais severo de CCR. De forma analoga, em outra pesquisa os autores mostraram
que uma maior densidade de neutrofilos e outras células que apresentem atividade da MPO,

quando associados ao tumor estdo relacionadas a um melhor progndstico e maior sobrevida

para a doenca (GALDIERO et al., 2016; HIRT et al., 2013).



23

5 CONCLUSAO

Pela primeira vez foram avaliadas as atividades da SOD, GST e MPO no sangue de
pacientes com CCR, atendidos num hospital de referéncia do oeste catarinense. Parece haver
uma estreita relagdo entre as atividades dessas enzimas e o processo de desenvolvimento do
CCR, uma vez que elas desempenham papéis fundamentais na resposta do organismo ao
estresse oxidativo, inclusive demonstrando potencial para serem utilizadas como marcadores
biologicos da progressdao desta doenga. Faz-se necessario dar seguimento aos estudos nessa
area para que seja possivel contemplar um maior nimero amostral, assim como realizar a
avaliacdo das atividades enzimdticas em outros espécimes biologicos, inclusive no

microambiente tumoral, tendo em vista a relevancia do tema no contexto de saude publica.
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