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RESUMO

Dentre as alteracdes patoldgicas que aumentam o potencial invasivo dos tumores, a evasao da
resposta inflamatdria e a sinalizagcdo purinérgica emergem como importantes componentes da
progressao do cancer colorretal. A resposta imune celular estd intimamente associada a presenca
de um infiltrado inflamatério tecidual, composto por células mononucleares que proliferam e
produzem citocinas proé e anti-inflamatdrias. Nesse infiltrado, a comunicacao celular mediada
por receptores de nucleotideos/nucleosideo € modulada pelas ectonucleotidases, que hidrolisam
ATP, ADP e AMP em adenosina. O ATP pode agir como molécula pro-inflamatdria, enquanto
a adenosina age como um feedback negativo para limitar a inflamag&o. A IL-17, sintetizada
pelo grupo de linfécitos Th17, € uma citocina pré-inflamatoria que pode ser encontrada no soro.
O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da sinalizacdo purinérgica na regulacédo
do processo inflamatério mediado por linfécitos, através da determinacdo da atividade de
ectonucleotidases envolvidas no metabolismo do ATP, ADP e adenosina em linfdcitos, e
quantificacdo dos niveis de IL-17 no soro de 27 pacientes com cancer colorretal e em 21
participantes saudaveis, respeitando a aplicacdo de um termo de consentimento livre e
esclarecido. Também foram coletadas e consideradas as informacdes clinicopatologicas dos
pacientes, 0s quais participaram da pesquisa anteriormente ao inicio de qualquer tipo de
tratamento para a doenga. Utilizando-se métodos colorimétricos, foi observado um aumento nas
atividades das enzimas NTPDase e ADA em linfécitos, e reducdo na quantidade de IL-17 sérica
de pacientes, representando uma consequéncia adaptativa do paciente frente ao estagio
avancado da doenca. Dessa forma, sugere-se que as alteracdes encontradas nos pacientes

promovem um estado anti-inflamatdrio, o que favorece a progressao tumoral.

Palavras-chave: Linfécitos; Ectonucleotidases; Cancer Colorretal; IL-17.



ABSTRACT

Among the pathological changes that increase the invasive potential of tumors, the evasion of
the inflammatory response and purinergic signaling emerge as important components of the
progression of colorectal cancer. The cellular immune response is closely associated with the
presence of inflammatory infiltrate in the tissue, composed of mononuclear cells that proliferate
and produce pro and anti-inflammatory cytokines. In this infiltrate, cell communication
mediated by nucleotide/nucleoside receptors is modulated by ectonucleotidases, which
hydrolyze ATP, ADP and AMP to adenosine. ATP can act as a pro-inflammatory molecule,
while adenosine acts as a negative feedback to limit inflammation. IL-17, synthesized by the
group of Th17 lymphocytes, is a pro-inflammatory cytokine that can be found in serum. The
objective of this work was to evaluate the influence of purinergic signaling in the regulation of
the lymphocyte-mediated inflammatory process, by determining the activity of
ectonucleotidases involved in the metabolism of ATP, ADP and adenosine in lymphocytes, and
quantifying the levels of IL-17 in the serum of 27 patients with colorectal cancer and 21 healthy
participants, respecting the application of a informed consent form. The clinicopathological
information of patients who participated in the research prior to the beginning of any type of
treatment for the disease were also collected and considered. Using colorimetric methods, an
increase in the activities of NTPDase and ADA enzymes in lymphocytes was observed, also, a
reduction in the amount of serum IL-17 in patients, representing an adaptive consequence of
the patient facing the advanced stage of the disease. Thus, it is suggested that the alterations

found in patients promote an anti-inflammatory state, which favors tumor progression.

Keywords: Lymphocytes; Ectonucleotidases; Colorectal cancer; IL-17.
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1 INTRODUCAO

O céancer colorretal (CCR) figura entre os tipos mais frequentes de cancer no Brasil e no
mundo, sendo tambem responsavel por grande mortalidade [1, 2]. Essa neoplasia pode ter causa
hereditaria, mas a sua grande maioria se forma de modo esporadico, associado aos habitos de
vida e a exposicGes ambientais cronicas [3, 4]. A instalacdo e progressdao do CCR envolve a
evasdo tumoral de células do sistema imune, em especial os linfdcitos, que sdo capazes de
destruir células neoplésicas detectaveis, por meio da sintese citocinas que induzem a célula alvo
a apoptose [5].

Além das citocinas, a comunica¢do entre as células tumorais e o0 sistema imune ocorre
por atividade do sistema purinérgico, desencadeando reac@es intracelulares a partir da conexao
de purinas a receptores purinérgicos localizados na membrana celular [6]. A intensidade e a
caracteristica dessas reacfes varia de acordo com a concentracdo das purinas no meio
extracelular, que consiste em um balanco entre a liberagao de purinas, por meio do dano celular
causado pelo tumor, e a degradacdo das purinas, realizada pelas ectoenzimas amplamente
expressas nas membranas tanto de linfécitos quanto de células tumorais e células normais [7].

AlteracGes na atividade das ectoenzimas podem levar a hidrélise acentuada das purinas,
0 que € detectado pelos linfocitos e traduzido em um estado anti-inflamatério, que permite a
proliferacdo tumoral [8]. De forma semelhante, mudancas na sintese da interleucina 17 (IL-17),
uma citocina pré-inflamatoria produzida por linfdcitos, podem favorecer a proliferacdo tumoral
[9]. A andlise desses parametros, portanto, pode trazer novas informacbes acerca do
desenvolvimento do CCR, bem como possibilitar novas ideias de intervencoes.

O objetivo do presente estudo € avaliar a atividade de ectoenzimas do sistema
purinérgico expressas em linfocitos, bem como a concentracdo da IL-17 liberada por eles no
soro, em pacientes com CCR, e compara-las com individuos saudaveis. Para isso, foram
coletadas amostras de sangue periférico de pacientes e controles na cidade de Chapeco - SC,
separados o0 soro e os linfocitos, e avaliadas as atividades e concentragcbes por métodos
colorimétricos.

A maioria das amostras utilizadas no estudo pertencia a pacientes em estagio tumoral
avancado. Dada a complexidade da progressdo tumoral anterior ao inicio do tratamento, os

tumores podem exibir diferentes perfis inflamatdrios relacionados ao sistema purinérgico, de


https://www.zotero.org/google-docs/?DsgpnP
https://www.zotero.org/google-docs/?DofsiV
https://www.zotero.org/google-docs/?k72Fq4
https://www.zotero.org/google-docs/?1h5YRj
https://www.zotero.org/google-docs/?PnCSU3
https://www.zotero.org/google-docs/?53sT1D
https://www.zotero.org/google-docs/?Qwz20a
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acordo com 0 estagio em que se encontram.

Ante 0 exposto, tendo em vista as fun¢des desempenhadas pelo sistema purinérgico e a
incidéncia e mortalidade do CCR, é de grande importancia conhecer as propriedades das
enzimas na manutencdo do processo inflamatorio, fundamental para o desenvolvimento e

estabelecimento do cancer.



11

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CANCER COLORRETAL E SISTEMA PURINERGICO

O cancer colorretal ¢ um dos subtipos de cancer mais comuns, sendo a segunda maior
incidéncia e causa de morte relacionada a cancer no Brasil em 2021, excluindo-se o cancer de
pele ndo melanoma, com cerca de 40 mil novos casos [1]. Em todo o mundo, a incidéncia desse
tipo de cancer aumentou em 57% entre 1990 e 2013 [2], e continuara crescendo pelo menos até
2050, segundo projecdes [10]. Esse aumento pode estar associado a intensificacdo dos fatores
de risco, como aumento no consumo de comida ndo saudavel, sedentarismo, obesidade,
alcoolismo, baixo nivel educacional, baixo indice socioeconémico, bem como no aumento da
expectativa de vida da populacdo e melhoria dos métodos de rastreamento [11].

Cerca de 75% dos casos de CCR sdo esporadicos e independem de fatores hereditarios
ou histéria familiar [3, 4]. O desenvolvimento do CCR esporadico depende do acimulo
progressivo de mutagBes genéticas e alteracBes epigenéticas, envolvendo a ativacdo de
oncogenes e a inativacdo de genes supressores de tumor. Esse processo envolve a manutengado
de um processo inflamatoério crénico, lento, que leva cerca de dez anos para transformar
completamente as células epiteliais do cdlon e reto em carcinomas [12, 13].

Os linfécitos, importantes células mediadoras da inflamac&o, correspondem a até 30%
das células circulantes do sangue, sendo as principais células envolvidas no reconhecimento e
destruicdo de antigenos ndo-proprios ou prejudiciais ao organismo. Os linfocitos do tipo T,
maturados no timo, sdo encarregados da imunidade mediada por células, e subdividem-se em
linfécitos T citotdxicos (CD8+), eliminadores de células infectadas, e em linfocitos T helper
(Th; CDA4+), que secretam citocinas reguladoras do sistema imune. Além disso, as células CD4+
podem ser dos tipos Thl, Th2 e Th17, variando de acordo com a citocina produzida [14]. Os
linfécitos B, maturados na medula 6ssea, também podem ser encontrados no sangue periférico,
e exercem atividade imune mediada por anticorpos [15].

Na membrana celular dos linfdcitos encontra-se uma grande quantidade e variedade de
componentes do sistema purinérgico, o qual corresponde a um mecanismo de sinalizagdo
extracelular, composto por um conjunto de enzimas e receptores e que utiliza nucleotideos e
nucleosideo de adenina como substrato. Os nucleotideos trifosfato de adenosina (ATP),
difosfato de adenosina (ADP) e monofosfato de adenosina (AMP) sao liberados pelas células
através de transportadores de membrana em condi¢BGes patoldgicas [16], enquanto 0 seu

nucleosideo correspondente, a adenosina, € majoritariamente formado no meio extracelular, a


https://www.zotero.org/google-docs/?HwL2AM
https://www.zotero.org/google-docs/?TxKRS0
https://www.zotero.org/google-docs/?AGXSEq
https://www.zotero.org/google-docs/?WADWj5
https://www.zotero.org/google-docs/?A03JqU
https://www.zotero.org/google-docs/?5TfjYU
https://www.zotero.org/google-docs/?ZUvRUK
https://www.zotero.org/google-docs/?ZBaNoo
https://www.zotero.org/google-docs/?ihf7ui
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partir da degradacdo dos nucleotideos pelas enzimas nucleotidases [17]. Nucleotideos e a
adenosina sdo capazes de ativar ou inibir a atividade dos linfocitos, ligando-se aos receptores
do sistema purinérgico P1, cujo agonista é a adenosina, ou P2, que se subdivide em P2X (canais
ionotrépicos) e P2Y (ligados a proteina G), e cujos agonistas sdo o ATP, ADP e o uridina
trifosfato (UTP). A concentracdo desses agonistas é regulada pela atividade de enzimas
expressas na membrana celular, com sitio ativo no meio externo, sendo elas as ectonucleosideo
trifosfato difosfoidrolases (NTPDases), que transformam ATP em ADP ou ADP em AMP; 5°-
Nucleotidase, que transforma AMP em adenosina; adenosina deaminase (ADA), que
transforma adenosina em inosina; e ectonucleotideo pirofosfatase (E-NPP), que transforma
ATP diretamente em AMP [18].

2.2 ECTONUCLEOTIDASES

Todas as células tumorais e todas as células do sistema imune expressam receptores e
enzimas do sistema purinérgico [6]. Enquanto o ATP extracelular geralmente sinaliza eventos
pré-inflamatorios, circuitos autocrinos e paracrinos, através dos receptores P2X e P2Y; a
adenosina exerce o efeito oposto, suprimindo a atuacdo do linfocito no processo patoldgico
[19]. Dessa forma, entende-se que a atividade da NTPDase 1 (CD39), em conjunto com a 5’-
nucleotidase, € imunossupressora, uma vez que transforma o ATP (molécula pré-inflamatéria)
em adenosina, um potente imunossupressor pela inibicdo da proliferagdo linfocitaria [8]. A
atividade da ADA degrada a adenosina do meio extracelular, evitando sua acdo

imunossupressora e  favorecendo a atuacdo dos linfécitos T  [20, 21].

2.3 INTERLEUCINA 17

A IL-17, sintetizada principalmente pelas células Th17, é um grupo de seis (6) citocinas
conhecidas por induzir a expressao de citocinas pro-inflamatorias, através do aumento na
sintese de interleucina 6 (IL-6) e de interleucina 8 (IL-8), e da secre¢éo de interleucina-1p (IL-
1B) e fator de necrose tumoral-a. (TNF-a) por células endoteliais e macréfagos em humanos
[22]. As seis citocinas sdo IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E e IL-17F [23-25]. Dentro
do grupo, os diferentes membros exercem papéis diferentes: a IL-17A apresenta efeito pro
tumorigénico no CCR, enquanto a IL-17F protege contra o cancer. Os niveis de IL-17C
apresentam-se variaveis durante a progressdo tumoral com tendéncia a diminuir nos estagios
mais avangados [26, 27]. Essa interleucina foi associada & progressdo tumoral, angiogénese e
metastase do CCR [28]. No entanto, outros estudos indicam que a IL-17 induz imunidade


https://www.zotero.org/google-docs/?VXWfbN
https://www.zotero.org/google-docs/?Piftv4
https://www.zotero.org/google-docs/?dA6ysm
https://www.zotero.org/google-docs/?8QzKWL
https://www.zotero.org/google-docs/?JLTEx1
https://www.zotero.org/google-docs/?JUwWyY
https://www.zotero.org/google-docs/?4axL3p
https://www.zotero.org/google-docs/?7aCw6Y
https://www.zotero.org/google-docs/?6RaOV9
https://www.zotero.org/google-docs/?WZxNfa
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tumoral pelo recrutamento linfocitario no microambiente tumoral e sua relacdo com o CCR

permanece controversa [28].

2.4 ESTADIAMENTO TNM

Ap0s o diagnostico do CCR, é necessario realizar o estadiamento do tumor a fim de
preconizar melhores estratégias de tratamento e se estabelecer o prognostico. O sistema de
estadiamento tumour-node-metastasis (TNM) da American Joint Committee on Cancer e da
Union for International Cancer Control (AJCC/UICC) ¢, atualmente, o mais recomendado para
este fim. O TNM consiste na avaliacdo de trés critérios relacionados ao tumor: grau de invasdo
do tumor na parede do célon (T), acometimento dos linfonodos regionais (N) e presenca de
metastases a distancia (M) [29, 30].

Cada critério citado anteriormente conta com suas subdivisbes para uma melhor
classificacdo. A classificacdo do tumor primario T é descrita como: Tx quando o tumor primario
ndo pdde ser avaliado; TO quando ndo ha evidéncias de tumor primario; Tis carcinoma in situ;
T1 havendo invasdo da submucosa; T2 invasao da muscular propria; T3 j& se encontra em tecido
pericélico; T4 quando o tumor invadiu outros érgdos ou estruturas ou perfura o peritdnio
visceral. O acometimento dos linfonodos regionais segue a mesma regra: Nx quando nao foram
avaliados, NO ndo havendo metéstase nestes linfonodos, N1 quando ha de 1 a 3 linfonodos
acometidos e N2 quando quatro ou mais linfonodos regionais foram invadidos. Por fim, tem-
se a classificacdo das metastases a distancia: Mx quando ndo se pode avaliar, MO ndo havendo
metéstase a distancia e M1 quando ha presenca de metastases distantes. Entretanto, individuos

com o0 mesmo estadiamento podem ter progndsticos diferentes [30].


https://www.zotero.org/google-docs/?oTCoAf
https://www.zotero.org/google-docs/?22v6xJ
https://www.zotero.org/google-docs/?NnraVW
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4 METODOLOGIA

No estudo foram avaliadas as atividades enzimaticas de componentes do sistema
purinérgico e a quantidade de IL-17 no soro de pacientes com CCR e controles. Os
experimentos foram realizados com amostras sanguineas coletadas de 27 pacientes com
diagndstico de CCR, previamente aos tratamentos cirurgicos e/ou farmacoldgicos, e de 21
individuos saudaveis (controles).

A abordagem desses pacientes foi feita no setor de oncologia do Hospital Regional do
Oeste, em Chapecd (SC), sendo convidados a participar da pesquisa, consentindo através de
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE A) e,
também, sendo coletados 30 ml de sangue periférico dos mesmos através de puncéo venosa. A
busca por individuos saudaveis (controles) foi feita em ambientes de servico publico de satde
no municipio de Chapeco (SC).

Os pacientes diagnosticados com adenocarcinoma colorretal esporadico foram pareados
com os controles seguindo critérios de idade (+/- 5 anos) e sexo.

Através dos prontuarios médicos dos pacientes, foram obtidas informagdes como a
idade, sexo, subtipo histologico do CCR, estagio tumoral, metastases, historia familiar de
cancer, doencas inflamatorias intestinais e doencas crbnicas. Pacientes, a partir de 2020,
também foram questionados quanto ao contato com COVID-19. Foram coletadas, portanto,
apenas amostras de pacientes que referiram ndo ter doencas inflamatdrias intestinais, doencas
crbnicas ou metabolicas ou histérico de infeccdo por COVID-19.

Os materiais bioldgicos dos pacientes e controles foram devidamente processados e
armazenados nos laboratorios de pesquisa biologica da Universidade Federal da Fronteira Sul
(UFFS) campus Chapecd. As amostras de linfocitos e soro foram congeladas em freezer a -80
°C para as analises posteriores.

A atividade da enzima CD39 em linfécitos foi determinada conforme descrito por Leal
et al. [31]. A atividade da enzima ADA, também em linfdcitos, foi determinada de acordo com
0 protocolo de Giusti e Galanti [32]. Para a determinacdo dos parametros inflamatorios foi
utilizado o kit ELISA para IL-17 (Elabscience ®) em amostras de soro. Apds 0s procedimentos,
as amostras foram analisadas por colorimetria com o uso de espectrofotdmetro.

Os dados foram avaliados estatisticamente pela realizacdo do teste t ndo pareado,

utilizando o programa GraphPad® Prism 7.

5 RESULTADOS


https://www.zotero.org/google-docs/?KEC6XQ
https://www.zotero.org/google-docs/?zKKAKf
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O grupo experimental consistiu em 27 pacientes com CCR de ambos os sexos (10
mulheres e 17 homens), e 0 grupo controle consistiu em 21 pessoas saudaveis (11 mulheres e
10 homens). As Tabelas 1 e 2 descrevem as informacbes dos pacientes e controles,
respectivamente. Nota-se que ndo foi possivel coletar o estadiamento TNM de 6 pacientes, uma

vez que estes ndo constavam em prontuario.

Tabela 1 - Caracteristicas dos pacientes.

pacientes sexo idade TNM
1 F 37 T3NOMO
2 M 58 T3N1IMO
3 F 56 T3N2M1
4 M 51 T3NOMO
5* M 74 T4N1IMX
6 M 55 T3N2MO
7 M 68 T2NOMx
8 F 61 T3NOMO
9 F 64 -
10 M 57 -
11 F 71 T3N1MXx
12 F 41 T3N1IMO
13 F 74 T3N1Mx
14 M 59 T3NOMO
15 F 52 T3N1IMO
16 * M 57 T4N1IM1
17 M 53 T3N1IM1
18 M 63 T4N1IM1
19 M 57 T3NOMO
20 M 63 TINIMX
21 M 73 T3N1IMXx
22 M 75 TINOMx
23 M 70 -
24 M 55 -
25 M 56 -
26 F 73 T2NOMx
27 F 34 -

Fonte: elaborada pelos autores.
Notas: * Pacientes que vieram a 6bito. F, feminino. M, masculino.
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Tabela 2 - Caracteristica dos controles.

idade n° de pacientes % de pacientes
38 ' 1 ' 4,76% '
39 2 9,52%
41 1 4,76%
42 1 4,76%
44 1 4,76%
45 1 4,76%
48 1 4,76%
50 1 4,76%
52 1 4,76%
53 3 14,32%
54 1 4,76%
56 1 4,76%
58 2 9,52%
59 2 9,52%
68 1 4,76%
77 1 4,76%

Fonte: elaborada pelos autores.

Com relacdo ao estadiamento TNM dos pacientes, pode-se perceber que na maior parte
dos casos (66,7%) o tumor primario ja havia invadido os tecidos pericolorretais (T3); mais da
metade dos casos (52,4%) apresentavam metastases em quatro ou mais linfonodos regionais
(N2) e 42,9% ndo apresentavam metastases a distancia (M0), conforme exposto na Tabela 3.
Além disso, com base nos dados de prontuérios, dois pacientes foram a ébito, sendo que ambos

estavam estadiados com o tumor primario ja tendo invadido outros 6rgaos (T4).

Tabela 3 - Estadiamento tumoral dos pacientes conforme grupo TNM.

Categoria Subcategoria n° de pacientes % de pacientes
' T1 ' 2 ' 9,5%
- T2 2 9,5%
T3 14 66,7%
T4 3 14,3%
NO ' 8 ' 38,1%
N

N1 11 52,4%
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N2 2 9,5%
Mx 8 38,1%
M MO 9 42,9%
M1 4 19,0%

Fonte: elaborado pelos autores.
Nota: * Nao foi possivel acessar o estadiamento TNM de 6 pacientes, uma vez que a informacao nao constava no
prontuario dos mesmos.

Os resultados obtidos para a hidrolise de ATP [25,19 + 2,02 (n= 18) vs. 33,79 * 3,34
(n= 22) nmol Pi/min/mg de proteina, em controles e pacientes, respectivamente] estdo
apresentados na Figura 1, que demonstra aumento na atividade da NTPDase em linfocitos de
pacientes com CCR em relagdo aos controles (p < 0.05). A hidrélise de ADP [38,94 2,80 (n=
19) vs. 34,32 + 2,18 (n= 22) nmol Pi/min/mg de proteina, em controles e pacientes,
respectivamente] apresentada na Figura 2, ndo demonstrou diferenca estatisticamente

significativa entre pacientes com CCR e controles (p = 0.1952).

Hidroélise ATP
60 -
=
,8 *
g
S 40-
E
=
E
5 20
©
£
o
0' T

Controles Pacientes

Figura 1. Atividade da NTPDase em linfocitos de pacientes com CCR (Patients) e nos
individuos controles (Controls), usando ATP como substrato. Os resultados estdo expressos
como media * desvio padréo (n=40).
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Hidrélise ADP
601

40-

-

204

nmol Pi/min/mg protein

WE

Controles Pacientes

Figura 2. Atividade da NTPDase em linfocitos de pacientes com CCR (Patients) e nos
individuos controles (Controls), usando ADP como substrato. Os resultados estdo expressos
como média * desvio padrdo (n=41).

A atividade da enzima ADA [2,976 = 0,6564 (n= 17) vs. 6,01 £ 1,349 (n=15) U/L, em
controles e pacientes, respectivamente] esta representada na Figura 3, que demonstra aumento
na atividade da ADA em linfdcitos de pacientes com CCR em relacdo aos controles (p<0.05).
A concentracdo sérica da I1L-17 [228,9 + 25,58 (n= 9) vs. 146,1 + 23,49 (n= 15) pg/mL, em
controles e pacientes, respectivamente], apresentada na Figura 4, demonstra aumento da
interleucina em controles em relagéo aos pacientes com CCR (p<0.05). A variagdo no numero
amostral de cada experimento ocorreu por motivos externos, como esgotamento de amostras de

pacientes entre outros.

Atividade ADA
15-

0' T
Controles Pacientes
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Figura 3. Atividade da ADA em linfécitos de pacientes com CCR (Patients) e nos individuos
controles (Controls). Os resultados estdo expressos como média + desvio padrao (n=32).

IL-17

+

Controles Pacientes

Figura 4. Quantificagcdo da IL-17 no soro de pacientes com CCR (Patients) e nos individuos
controles (Controls). Os resultados estdo expressos como meédia + desvio padrao (n=24).
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6 DISCUSSAO

Os linfécitos exercem importantes fungdes homeostaticas na mucosa intestinal
saudavel, enquanto no CCR, a circulacéo e a infiltracdo de linfécitos no tumor € crucial para
uma resposta imune antitumoral efetiva [5]. Em ambas as situacgdes, os linfécitos infiltrados
interagem com os nucleotideos e nucleosideo de adenina presentes no fluido intersticial, seja
pela hidrolise realizada por suas enzimas de membrana, seja pela ligacdo aos seus receptores
purinérgicos de superficie [6].

O presente estudo encontrou um aumento na hidrélise do ATP em linfécitos de
pacientes com CCR. Esse ATP agiria sumariamente como imunoativador, ligando-se a
receptores como 0 P2X7 em células dendriticas, que por sua vez ativam os linfdcitos via IL-13
[33, 34]. Dessa forma, aliado a outros estudos [35, 36], nosso resultado demonstra um
favorecimento ao estado imunossupressivo desencadeado pela atuacdo da NTPDase em
linfocitos de pacientes com CCR.

O produto final da hidrélise do ATP pelas NTPDases € 0 AMP, que pode ser hidrolisado
pela enzima 5'-ectonucleotidase, também expressa na superficie externa dos linfocitos,
produzindo adenosina. A adenosina exerce papel imunossupressor ao ligar, por exemplo, ao
receptor P1 dos linfocitos T, em especial ao receptor A2A [37] .

Com relagdo a esse estudo, foi encontrado um aumento na atividade da ADA nos
pacientes com CCR. Este aumento pode estar relacionado com um mecanismo de compensacao
da enzima a fim de tentar controlar o metabolismo aumentado das purinas no tumor [38, 39].
Ademais, os resultados vao de encontro com dados relatados por Eroglu e colaboradores, que,
além de encontrarem aumento da atividade da ADA em pacientes com CCR, relacionam esse
aumento com as metastases em linfonodos, sendo maior a atividade enzimatica em individuos
com invasdo linfonodal [39], justificando assim 0 aumento da atividade da ADA no presente
estudo, uma vez que mais de 60% dos pacientes estdo estadiados em N1 e N2, na classificacao
TNM.

Em conjunto com a NTPDase, a ADA é outra enzima importante no metabolismo das
purinas. Ela é responsavel por catalisar a reacdo de desaminacdo da adenosina em inosina e
desoxiadenosina em desoxinosina, que possuem diversas fungdes fisiologicas no corpo [40, 41].
O efeito da adenosina difere-se conforme o tecido alvo e quanto ao seu receptor, sendo que a
ativacdo de diferentes receptores pode levar a respostas opostas, como resposta patoldgica ou

protetora [42].
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A interacdo entre a adenosina e seus receptores (A3, A2B, A2A e Al) tém grande
importancia em diversas caracteristicas do cancer, como proliferagdo celular, angiogénese e
metastases, suprimindo a resposta imune antitumoral localmente [38].

A ADA regula as concentragdes intra e extracelular da adenosina, convertendo-a em
inosina por meio de uma reacéo irreversivel [43]. Essa enzima, portanto, modula a concentracao
de adenosina no tumor [44]. Juntamente com a ADA, a NTPDase facilita o acimulo e
superproducdo de adenosina no microambiente tumoral, entretanto, 0s mecanismos enzimaticos
e as consequéncias desse acumulo ainda ndo sdao completamente entendidos [38, 45].

Na literatura encontram-se diversos estudos que demonstram os niveis de ADA em
individuos com cancer comparados com individuos saudaveis, contudo, ndo ha um consenso a
respeito, uma vez que alguns estudos relatam atividade da ADA aumentada e outros relatam
atividade da ADA diminuida em pacientes que possuem neoplasias [46-50]. Essa falta de
consenso pode ser devido a enzima possuir um papel anti ou pro inflamatorio, a depender do
estado imunoldgico [51].

Além disso, vale ressaltar o papel dessa enzima em desaminar analogos da adenosina
utilizados em quimioterapia, que pode ter como consequéncia o comprometimento dos mesmos
[51], dificultando a efetividade de sua utilizacdo nos pacientes do estudo.

Na anélise do trabalho, conforme mostrado na Figura 4, foi encontrada uma diminuicao
dos niveis séricos de IL-17 nos pacientes com CCR quando comparados com o grupo controle.
Os dados podem ser justificados uma vez que grande parte dos pacientes analisados ja estavam
em estagio avancado da doenca, sendo estes resultados corroborados pelo estudo de Wang e
colaboradores, onde foi demonstrado que os niveis de IL-17 decresce com o avanco da doenga
em individuos com neoplasia colorretal [52] e também em outras neoplasias [53].

Quando ha a formacéao do tumor, o sistema imunoldgico reage como forma de resposta
as células neoplésicas. Essa acdo envolve interagBes entre o cancer e a imunidade celular do
individuo no microambiente tumoral. As células neoplasicas secretam mediadores pré
inflamatdrios e, em resposta a esses estimulos, as células imunes produzem citocinas, tal qual
a IL-17 [54]. Diversos estudos na literatura demonstram o nivel de IL-17 aumentado no soro de
pacientes com CCR, além de apresentar papel significativo na metastase e prognostico [9, 54,
55].

A angiogénese, ativada principalmente pelo fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), é de suma importancia no crescimento e metastase do tumor. Liu e colaboradores e
Chung e colaboradores publicaram estudos mostrando que a IL-17, ao se ligar aos seus
receptores (IL-17R) em células endoteliais, estimulam estas células a produzirem VEGF,
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podendo levar, indiretamente, a angiogénese das céelulas tumorais e também a resisténcia a
drogas que bloqueiam o VEGF e seus efeitos antitumorais e anti angiogénicos [9, 56].

Além da angiogénese, a IL-17 induz a metéastase em pacientes com CCR. A metastase
é a principal causa de morte em pacientes com esta neoplasia, mesmo que o tumor primario
tenha sido removido [57]. Essa citocina pode estimular a expresséo do receptor 6 de quimiocina
(CCR®), que possui grande significancia na migragao e metastase das células tumorais e, ainda,
hé relatos na literatura de niveis elevados de CCR6 em metéstases hepéticas de CCR [58-60].

Entretanto, a acdo da IL-17 no desenvolvimento tumoral ainda é controversa na
literatura. Essa citocina demonstra estar associada com o0 CCR em estagio inicial e ser sinénimo
de melhor prognostico. Alem disso, Honorati e colaboradores mostraram que, por meio do
recrutamento de linfocitos, células natural killer (NK) e células dendriticas, a IL-17 pode
induzir a atividade tumoral além do estimulo a atividade de células T tumorais especificas,
levando a supressdao do crescimento do tumor. Por fim, a IL-17 também possui efeito

antitumoral ao aumentar a expressao do interferon gama (IFN-y) [23, 61, 62].
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7 CONCLUSAO

A partir deste estudo inicial espera-se contribuir e incentivar novas pesquisas nas areas
de CCR e sistema purinérgico. Além disso, é importante ressaltar a sustentabilidade dos
resultados uma vez que foram analisados diretamente em pacientes com a neoplasia. Ademais,
esta pesquisa favorece a consolidacdo desta area de estudo e o progresso cientifico, elucidando
a relagdo entre o cancer, o sistema purinérgico e a inflamacé&o. Por fim, é possivel concluir que
as ectonucleotidases e a citocina IL-17 estdo alterados em pacientes com CCR em relacdo aos
individuos saudaveis, o que pode estar produzindo um estado imunossupressivo favoravel a

progressao tumoral.
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APENDICE A - TCLE

Comité de Etica em Pesquisa - CEP/UFFS

Prezado (a) participante,

Vocé esta sendo convidado (a) para participar da pesquisa: Avaliacdo da atividade e expressdo
de componentes do Sistema Purinérgico em plaguetas e linfocitos de pacientes com cancer
colorretal esporadico, desenvolvida por discentes e docentes do curso de Medicina da
Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), Campus Chapec6é — SC, sob coordenacdo da
Professora Dra. Sarah F. V. O. Maciel.

1. Objetivo Central

Avaliar a atividade e expressdo de componentes do Sistema Purinérgico, como enzimas e
receptores, em plaquetas e linfdcitos de pacientes com cancer colorretal esporadico, de modo a
compreender mais profundamente as alteraces fisioldgicas desencadeadas pelo cancer nesses
pacientes.

2. Critério de Incluséo

Pacientes: voluntarios entre dezoito (18) e setenta (70) anos de idade que tenham sido
diagnosticados com cancer colorretal esporadico (sem origem familial) por coloproctologista
ou oncologista, conforme CID 10, e que ndo tenham realizado a remog¢éo do tumor ou iniciado
tratamento farmacolégico. Controles: voluntarios entre dezoito (18) e setenta (70) anos de idade
gue ndo possuam patologias ativas ou crbnicas. Sua participacdo ndo € obrigatoria e vocé tem
plena autonomia para decidir se deseja ou nao participar, além de poder desistir da colaboracao
neste estudo no momento em que desejar, sem necessidade de explicagdo. Contudo, ela € muito
importante para a execucdo da pesquisa. Vocé ndo recebera remuneracao e nenhum tipo de
recompensa nesta pesquisa.

3. Mecanismos para garantir o sigilo e privacidade

Serdo garantidas a confidencialidade e a privacidade das informacGes por vocé prestadas.
Qualquer dado que possa identifica-lo serd omitido na divulgacéo dos resultados da pesquisa.
A qualquer momento, durante a pesquisa, ou posteriormente, vocé poderd solicitar aos
pesquisadores informagdes sobre sua participagdo e/ou sobre a pesquisa, 0 que podera ser feito
através dos meios de contato explicitados neste Termo.

4. ldentificacdo do participante ao longo do trabalho

Seu nome ndo sera mencionado durante qualquer etapa desta pesquisa, bem como em quaisquer
publicacOes, cursos, relatdrios e afins. Apenas o nome da Instituicdo serd mencionado. Para
manter 0 seu anonimato, serd utilizada uma codificagdo numérica. Cada participante tera um
namero distinto.

5. Tempo de duragéo da coleta/procedimento/experimento
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A sua participacdo na pesquisa consistird em consentir na disponibilizacdo dos prontuarios
médicos (idade, sexo, subtipo patoldgico do tumor, estadiamento, etc) aos pesquisadores, no
fornecimento de 30 ml de sangue total, cujas amostras serdo congeladas para posteriores
andlises, e em responder aos questionarios de qualidade de vida. As coletas serdo realizadas
pelos pesquisadores responsaveis, em ambiente adequado. O tempo de duracdo da entrevista e
da coleta de sangue sera de no maximo uma (1) hora.

6. Guarda dos dados e materiais coletados na pesquisa
As amostras e demais materiais coletados durante a pesquisa serdo mantidos em arquivo, fisico
ou digital, por um periodo de cinco (5) anos. Apenas 0s pesquisadores e a orientadora terdo
acesso as amostras e demais dados. O material coletado serd armazenado em armério com
cadeado, na sala da pesquisadora, na UFFS. Apds o periodo de cinco anos, todos os arquivos
armazenados (fisico ou digital) serdo destruidos/deletados.

7. Beneficios diretos (individuais ou coletivos) aos participantes da pesquisa

O beneficio relacionado com a sua colaboracdo nessa pesquisa é o aprofundamento dos
conhecimentos sobre a acdo do Sistema Purinérgico no contexto do céancer colorretal
esporadico. Dessa forma, torna-se possivel progredir nos aspectos relacionados ao tratamento
e, consequentemente, prognostico da condigao.

8. Previsdo de riscos ou desconfortos

A participacdo na pesquisa poderé causar riscos. Um risco previsivel neste caso € o desconforto
no momento da coleta de sangue, em decorréncia da picada da agulha. O risco sera minimizado,
pois a coleta sera realizada por profissionais capacitados, visando a seguranca dos participantes.
Os pesquisadores explicardo detalhadamente o conteddo da pesquisa e advertirdo 0s
participantes de que sua participacdo ndo é necessaria caso ndo sintam-se confortaveis para tal.
Caso 0s riscos previstos ocorram, vocé recebera tratamento e acompanhamento até que esses
desconfortos desaparecam. Por exemplo, caso haja hematoma no local da coleta de sangue,
vocé sera acompanhado até que esse hematoma desapareca.

9. Divulgacéo dos resultados da pesquisa

A devolutiva dos resultados obtidos na pesquisa seré realizada por meio de publicagdes
cientificas e participagdo em eventos cientificos da &rea, com palestras e com o uso de poster e
banner ou informativos online. Os dados pessoais dos participantes ndo serdo divulgados em
nenhum momento. Caso concorde em participar, concedendo amostra de sangue, uma via deste
termo ficard em seu poder e a outra sera entregue ao pesquisador. Nao recebera copia deste
termo, mas apenas uma via. Desde ja agradecemos sua participacéo!

Chapeco — SC, de de

Assinatura do Pesquisador Responséavel
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Contato profissional com o(a) pesquisador(a) responsavel: Tel: 49-30254508/ e-mail:
sarah.maciel@uffs.edu.br. Em caso de divida quanto a conducdo ética do estudo, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFFS: Tel e Fax - 49- 2049-3745/ E-Mail:
cep.uffs@uffs.edu.br.

Enderego para correspondéncia: Comité de Etica em Pesquisa da UFFS, Universidade Federal
da Fronteira Sul, Bloco da Biblioteca, Sala 310, 3° andar, Rodovia SC 484 Km 02, Fronteira
Sul, CEP 89815-899, Chapeco, Santa Catarina, Brasil.

Declaro que entendi os objetivos e condi¢bes de minha participacao na pesquisa e concordo em
participar.

Nome completo do participante

Assinatura
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