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RESUMO

Introducdo: O cancer colorretal (CCR) é o segundo cancer de maior incidéncia em mulheres e
o0 terceiro em homens, sendo responsavel por cerca de 10% do total de mortes relacionadas a
cancer no mundo. Apesar de na maioria das vezes os pacientes com CCR em estagios iniciais
serem assintomaticos, o diagnostico precoce € fundamental para evitar piora clinica e
prognostica. Os exames de rastreio exercem funcgdo primordial, associados a avaliacao clinica,
na concluséo diagnostica. Como padrao ouro, a colonoscopia possibilita a bidpsia de lesbes pré-
malignas e permite a resseccdo cirdrgica de adenocarcinomas em estagios iniciais. Em casos de
doenga avancada, radioterapia, quimioterapia e imunoterapia sdo consideradas. Pesquisas
envolvendo as relacdes entre o sistema purinérgico e a patogénese do CCR vém despontando.
O sistema purinérgico tem como elementos nucleotideos e nucleosideo extracelulares,
receptores e enzimas que degradam esses nucleotideos. Dentre as enzimas, podemos citar a
NTPDase (sendo CD39 a mais relevante), que hidrolisa ATP a ADP e ADP a AMP; a ecto-5’-
nucleotidase (CD73), que hidrolisa AMP a adenosina; e a adenosina desaminase, que hidrolisa
adenosina em inosina. O receptor P2X7 € o mais estudado da familia P2, tem como agonista o
ATP e é reconhecido por exercer um papel central em processos inflamatorios. Objetivo: O
estudo visa analisar a expressdo génica das ectonucleotidases CD39 e CD73, e do receptor
P2X7 nos linfécitos de pacientes com CCR e de individuos controle. Metodologia: Trata-se de
estudo transversal, em que os pacientes foram selecionados a partir de contato prévio dos
pesquisadores com o Hospital Regional do Oeste (Chapeco, SC). O estudo contou com 13
pacientes com CCR e 11 individuos controle. Antes do dia do procedimento cirdrgico para
remocao do tumor, foi feito contato pessoalmente com o0s pacientes para explicar a pesquisa,
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, e coleta de 10 ml de sangue de cada
participante. Também foram coletadas informacdes clinicopatologicas dos prontuarios médicos
dos pacientes, utilizadas para complementar as analises biologicas. Os individuos controles
foram selecionados com base no pareamento por idade e género em relacdo aos pacientes. O
método de obtencao dos dados de expressao génica foi por RT-gPCR. Resultados: A expresséo
relativa do gene P2X7 foi 1.7 vezes maior entre os individuos com CCR em relag¢do ao grupo
controle (p<0,05). N&o houve diferenga na expresséo relativa dos genes CD39 e CD73 entre 0s

grupos. Houve correlagdo positiva entre a expressoes relativas dos genes CD39 e CD73 tanto



no grupo controle (p<0,001; r=0,9584) quanto no grupo dos individuos com CCR (p=0,0027;
r=0,7577). Conclusdo: Os resultados mostram que o CCR aumenta a expressdo do receptor
P2X7 em linfocitos. Espera-se que esse trabalho possa contribuir para o melhor entendimento
do papel do sistema purinérgico na fisiopatologia do CCR e motive mais estudos relacionados

a carcinogénese colorretal e a sinalizagdo purinérgica.

Palavras-chave: Cancer colorretal; CD39; CD73; P2X7; Linfécitos.



ABSTRACT

Introduction: Colorectal cancer (CRC) is the second most common cancer in women and the
third in men, accounting for about 10% of total cancer-related deaths worldwide. Although
early-stage CRC patients are often asymptomatic, early diagnosis is crucial to prevent clinical
and prognostic deterioration. Screening tests play a fundamental role, along with clinical
evaluation, in diagnostic conclusion. As the gold standard, colonoscopy allows for biopsy of
premalignant lesions and surgical resection of early-stage adenocarcinomas. In cases of
advanced disease, radiotherapy, chemotherapy, and immunotherapy are considered. Research
on the relationships between the purinergic system and CRC pathogenesis is emerging. The
purinergic system includes extracellular nucleotides and nucleosides, receptors, and enzymes
that degrade these nucleotides. Key enzymes include NTPDase (with CD39 being the most
relevant), which hydrolyzes ATP to ADP and ADP to AMP; ecto-5'-nucleotidase (CD73),
which hydrolyzes AMP to adenosine; and adenosine deaminase, which hydrolyzes adenosine
to inosine. The P2X7 receptor, the most studied of the P2 family, has ATP as an agonist and is
recognized for its central role in inflammatory processes.Objective: This study aims to analyze
the gene expression of ectonucleotidases CD39 and CD73, and the P2X7 receptor in
lymphocytes from CRC patients and control individuals. Methodology: This is a cross-
sectional study, where patients were selected based on previous contact between the researchers
and the Regional Hospital of the West (Chapeco, SC). The study included 13 CRC patients and
11 control individuals. Before the surgical procedure for tumor removal, patients were
personally contacted to explain the research, obtain informed consent, and collect 10 ml of
blood from each participant. Clinicopathological information from the patients' medical records
was also collected to complement the biological analyses. Control individuals were selected
based on age and gender matching with the patients. Gene expression data were obtained by
RT-gPCR. Results: The relative expression of the P2X7 gene was 1.7 times higher among
individuals with CRC compared to the control group (p<0.05). There was no difference in the
relative expression of CD39 and CD73 genes between the groups. A positive correlation was
found between the relative expressions of CD39 and CD73 genes in both the control group
(p<0.001; r=0.9584) and the CRC group (p=0.0027; r=0.7577). Conclusion: The results show
that CRC increases the expression of the P2X7 receptor in lymphocytes. It is hoped that this
work will contribute to a better understanding of the role of the purinergic system in CRC
pathophysiology and encourage more studies related to colorectal carcinogenesis and

purinergic signaling.
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1 INTRODUCAO

O cancer colorretal (CCR) € uma das neoplasias mais comuns ao redor do mundo, sendo
uma das principais causas de mortalidade por cancer (GLOBOCAN, 2024). Embora uma fracao
desses casos seja de origem hereditaria, a maioria dos CCRs se desenvolve de forma esporadica,
frequentemente associada a fatores relacionados ao estilo de vida e a exposi¢des ambientais
prolongadas (DEKKER, 2019). A progressdo do CCR envolve mecanismos sofisticados de
evasdo imunologica, em que células tumorais conseguem escapar da destruicdo pelo sistema
imunologico (TANG et al., 2020).

A resposta imunoldgica contra tumores € modulada por diversos fatores presentes no
microambiente tumoral, incluindo a presenca de nucleotideos extracelulares, como a adenosina
trifosfato (ATP) e seus correspondentes hidrolisados. Estes nucleotideos atuam através do
sistema purinérgico, que inclui receptores e enzimas, desempenhando papéis cruciais na
regulagdo da resposta imune (BURNSTOCK & BOEYNAEMS, 2014). Entre os receptores
purinérgicos, o P2X7 é notavel por sua capacidade de mediar a liberacdo de citocinas pré-
inflamatdrias e induzir a morte celular em resposta a ativacdo pelo ATP. A expressdo
aumentada de P2X7 em linfécitos tem sido associada a uma resposta imunolégica mais eficiente
contra células cancerigenas (JACOB et al., 2013).

Além do papel pro inflamatério do receptor P2X7, as ectonucleotidases CD39 e CD73
também desempenham papel crucial na determinacdo do padréo inflamatorio pelo qual o
microambiente tumoral (TME) seré caracterizado. A atividade aumentada da via enzimética de
degradacdo do ATP em adenosina (Ado), diretamente modulado pelo comportamento das
ectonucleotidases CD39 e CD73, favorece a configuracdo de um meio antitumoral e pro
carcinogénico (ANTONIOLI et al., 2020).

Nesse sentido, considerando o impacto na salde publica associado a alta incidéncia e
mortalidade do CCR e a influéncia da via de sinalizagdo purinérgica na modulacdo da resposta
imunoldgica do hospedeiro contra o tumor, justifica-se buscar maior compreensao a respeito
do perfil de expressdo génica do receptor P2X7 e das ectonucleotidases CD39 e CD73 em
pacientes com CCR atendidos no Hospital Regional do Oeste (HRO) no municipio de Chapecd
(SC).
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2 REVISAO DE LITERATURA

Este capitulo revisa a literatura sobre o CCR, abordando desde a patogénese até as
opcdes de rastreamento e tratamento. Adentraremos no estudo do microambiente tumoral e da
resposta imunoldgica ao cancer, ampliando a compreensdo sobre como o entorno celular e
molecular afeta a progressao da doenca e as intervencgdes terapéuticas. A anélise se concentrara
na composicao e funcionalidade do microambiente tumoral, enfatizando como as interagdes
entre células tumorais, células imunologicas e outros componentes influenciam a agressividade
do tumor e a eficacia da resposta imune. Discutiremos, ainda, como essas dindmicas sao

fundamentais para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais inovadoras e eficazes.

2.1 CANCER COLORRETAL

O CCR é uma neoplasia maligna que surge devido a alteracdes genéticas e epigenéticas
no epitélio do célon ou reto. Ele figura entre as neoplasias mais incidentes ao redor do mundo,
ocupando o terceiro lugar em incidéncia e o segundo em mortalidade, com cerca de 10% do
total de Obitos relacionados ao cancer, estando atras apenas do cancer de pulmao nessa categoria
(DEKKER, 2019; WOLF, 2018).

O cenério brasileiro se apresenta alinhado com a tendéncia de incidéncia e mortalidade
global, sendo o segundo cancer mais incidente em homens, com 30.164 casos diagnosticados
no ano de 2022; e o terceiro em mulheres, com 29.954 casos, excluindo os tumores de pele do
tipo ndo-melanoma. Em relacdo a mortalidade, o CCR foi responsavel por 22.189 6bitos no
mesmo ano (BRAY, 2024).

Nesse contexto, o conhecimento dos fatores de risco, manifestacdes clinicas, processos
fisiopatoldgicos, indicacdes de rastreio, critérios de estadiamento e op¢des de tratamento se
tornam fundamentais para a otimizacdo da abordagem desse problema de saude publica.

Dentre os fatores de risco modificaveis associados ao desenvolvimento de CCR,
evidenciam-se obesidade, sedentarismo, alcoolismo, dieta rica em carne vermelha e pobre em
frutas e vegetais. Entre os fatores ndo modificaveis, figuram historia familiar positiva,
sindromes hereditarias associadas ao CCR, diabetes tipo 2 e doenca inflamatdria intestinal
(DEKKER, 2019; CA: A CANCER JOURNAL FOR CLINICIANS, 2018).

A progresséo do CCR consiste em auséncia de sintomatologia nos estagios iniciais, com

0 aumento da incidéncia de manifestagdes a medida que a doenca avanga, como mudancga no
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trénsito intestinal, sangue nas fezes, diarreia, constipacdo, dor abdominal e perda ponderal
(DUAN et al., 2022).

A indicacdo da American Cancer Society para o rastreamento do CCR é que, individuos
de risco moderado iniciem aos 45 anos e, apds 75 anos de idade, ndo realizam exames de rastreio
sem manifestagdes clinicas sugestivas de malignidade (CA: A CANCER JOURNAL FOR
CLINICIANS, 2018).

O CCR se apresenta na forma familiar, hereditaria e esporadica. Esta Gltima, foco deste
estudo, constitui cerca de 70% dos casos e ocorre em individuos que ndo apresentam histérico
familiar da doenca ou alteragfes genéticas hereditarias associadas (KANTH, 2017).

A patogénese do CCR é multifatorial e tem trés principais sequéncias fisiopatoldgicas.
A via mais frequente, em cerca de 70 a 90% dos casos, é a sequéncia classica adenoma -
adenocarcinoma, também referida como via da instabilidade cromossémica. Nesta, ocorre 0
acumulo de multiplos eventos genéticos e epigenéticos em que lesbes adenomatosas pré-
cancerigenas progridem para carcinomas invasivos ao longo do tempo, se ndo detectadas e
tratadas precocemente (DEKKER, 2019; LI et al., 2021).

Inimeras vias de sinalizacdo e transducdo do sinal estdo associadas a essa sequéncia,
porém, mutacdes em alguns genes especificos, como Polipose Adenomatosa Coli (APC),
oncogene viral do sarcoma de Rato de Kirsten (KRAS) e Proteina Tumoral P53 (TP53),
influenciam de maneira mais significativa e elucidada na perturbacdo das vias celulares
essenciais para o controle do ciclo celular e reparo do acido desoxirribonucleico (DNA) (WAN
etal., 2020; COLUSSI et al., 2013). A sequéncia fisiopatoldgica da neoplasia serrilhada e a da
via de instabilidade de microssatélites correspondem ao remanescente dos casos (DEKKER,
2019; KIM & KIM, 2018).

2.2 MICROAMBIENTE TUMORAL E RESPOSTA IMUNOLOGICA AO CANCER

Um fator importante para sustentar a instalacdo e proliferacdo da neoplasia consiste na
regulacdo dos processos que ocorrem no microambiente tumoral (TME), como modulacéo do
sistema imunologico, angiogénese, liberagdo de proteases que permitem a invasdo tecidual e de
fatores de crescimento tumoral. Esse ambiente é composto por uma complexa rede de
componentes celulares e ndo celulares que interagem entre si e modulam a resposta imunolégica
do hospedeiro contra o tumor e 0s mecanismos de evasdo da neoplasia, bem como sua

proliferacdo para outros ¢rgdos. Dentre esses constituintes constam: células tumorais,
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imunologicas, vasos sanguineos e linfaticos, fatores de crescimento, interleucinas,
nucleotideos, nucleosideos, fibroblastos associados ao céncer, demais células do estroma e
matriz extracelular. (LI et al., 2021; ZAFARI et al., 2022; HINSHAW & SJEVDE, 2019;
WERB & LU, 2015; ANDERSON & SIMON, 2020).

A modulagdo do sistema imunoldgico a nivel do TME é relevante e vem ganhando
protagonismo como possivel preditor prognéstico (GOODEN et al., 2011). A predominancia
de interleucinas pré inflamatorias em relacdo a anti-inflamatorias nesse ambiente, bem como a
proporcédo entre linfocitos TCD8+ em relacdo a linfocitos T reguladores (Tregs), de maneira
geral, caracterizam a eficacia do sistema imunolédgico em lidar com a neoplasia (JANG, 2013;
(ALSALMAN et al., 2022).

O padréo de resposta provocado pelos linfocitos T helper 1 (Th-1) € pré inflamatéria,
caracterizado principalmente pela liberacdo de interleucina 2 (IL-2) e Interferon gamma (IFN-
v). Essas interleucinas s3o responsaveis por atuar por mecanismos diretos e indiretos no
combate as células tumorais. As células Tregs, por outro lado, estdo associadas a liberacao de
interleucina 10 (IL-10) e fator de crescimento transformante beta (TGF-), os quais estdo, por
sua vez, relacionados a supressao da resposta imunoldgica e progressao tumoral (ANDERSON
& SIMON, 2020; TANG et al., 2020).

2.3 SISTEMA PURINERGICO E CANCER COLORRETAL

Geoffrey Burnstock, na década de 1970, propds a hipétese da molécula de adenosina
trifosfato (ATP) como uma mensageira extracelular com receptores especificos, desafiando a
visdo convencional de que o ATP era apenas uma fonte de energia intracelular. Burnstock e
seus colegas observaram que o ATP também atuava como um neurotransmissor,
desempenhando um papel crucial na comunicacdo entre as células. Esta constatacdo
revolucionéria abriu novos horizontes para um complexo sistema de sinalizacdo celular
mediada por nucleotideos e nucleosideos (BURNSTOCK, 2014).

O avanco das pesquisas visando o entendimento do que, hoje, conhecemos como o
sistema purinérgico permitiu o conhecimento dos atores envolvidos nessa complexa via de
sinalizacdo, que envolve nucleotideos e nucleosideos, enzimas e receptores. Essencialmente, a
sequéncia de degradacdo do ATP a ADP, e do ADP a AMP ¢ realizada pela enzima
ectonucleosideo trifosfato difosfoidrolase 1 (ENTPD1), também conhecida como CD39. Ja a

ecto-5'-nucleotidase (CD73) degrada AMP a adenosina. Essa sequéncia de degradacao
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enzimatica perpetrada pelas ectonucleotidases € fundamental para a modulacdo das
concentracdes de ATP e adenosina no ambiente extracelular e, consequentemente, a ativagédo
de seus respectivos receptores (DI VIRGILIO & ADINOLFI, 2017; DI VIRGILIO, 2012).

Os receptores P1 sdo especificamente sensiveis a adenosina e cada um de seus subtipos
esta envolvido na modulagdo de processos celulares distintos. O receptor A2A, quando ativado
pela molécula de adenosina, sinaliza um padrdo de resposta anti-inflamatoria. Ja os receptores
P2, ionotrdpicos, tém alta afinidade pelo ATP e, especificamente quando o receptor P2X7 é
ativado, deflagra resposta pro inflamatéria (JACOB et al., 2013). Essa inter-relacdo de eventos
envolvendo os elementos do sistema purinérgico é crucial para a modulacao das concentraces
de ATP e adenosina no TME (BURNSTOCK & BOEYNAEMS, 2014).

O aumento dos niveis de ATP no meio extracelular ocorre por mais de uma via
relacionada a neoplasia colorretal. O dano tecidual que o processo de invasao tumoral provoca
acarreta a liberagdo de ATP como um padrdo molecular associado ao dano (DAMP). A
comparacao do cancer a uma ferida que ndo cicatriza é apropriada para o entendimento da
liberacdo de DAMPS e o estado inflamatdrio cronico associado ao avanco do cancer. Isto é, ao
passo que € intuitivo associar a inflamagdo aguda a um preditor positivo de vantagem da
resposta do hospedeiro ao tumor, a resisténcia da doenca a resposta imunoldgica configura um
quadro inflamatoério arrastado, crénico, associado a exaustdo de células imunoldgicas,
propiciando um cenario favoravel para a proliferacdo do CCR (HERNANDEZ, HUEBENER
& SCHWABE, 2016; VULTAGGIO-POMA, SARTI & DI VIRGILIO, 2020).

Além do aumento do ATP extracelular mediado pela lesdo tecidual, alteracbes no
metabolismo mitocondrial também constituem uma via de elevagdo do nucleotideo no TME.
Uma vez que 0S mecanismos responsaveis pelo aumento do ATP extracelular estdo
aumentados, a determinacdo da concentracdo extracelular disponivel para a ligacdo aos
receptores P2X7 sera, dentre outros fatores, principalmente determinada pelo grau de expressao
e funcionalidade do eixo enzimatico CD39 - CD73, que pode direcionar o substrato de ATP
para a via de formacéo de Ado (CEKIC; LINDEN, 2016; ANTONIOLI etal., 2019; DEAGLIO
etal., 2007; D’ANTONGIOVANNI et al., 2020).

Portanto, a relacdo entre o sistema purinérgico e o0 CCR esta intimamente relacionada a

fatores relacionados ao TME e a modulacdo da resposta imunologica.
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3 METODOLOGIA

O presente capitulo apresenta a metodologia utilizada neste estudo, detalhando os
procedimentos adotados para a caracterizacdo do estudo, selecdo de participantes, protocolos
experimentais, analise de expressao génica e anélise estatistica. O objetivo é proporcionar uma
compreensdo clara e precisa das etapas metodoldgicas seguidas, garantindo a replicabilidade e
a validade dos resultados obtidos. O estudo foi conduzido com rigor cientifico e aprovado pelo

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS).

3.1 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo quantitativo observacional transversal, no qual foi avaliada a
expressao génica do receptor P2X7, e das ectonucleotidases CD39 e CD73 do sistema
purinérgico, em linfocitos de pacientes com CCR e em individuos controle. O projeto foi

aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFFS, sob o nimero de parecer 2.673.418.

3.2 SELECAO DE PARTICIPANTES

As andlises foram realizadas a partir de amostras de sangue periférico de 13 pacientes
diagnosticados com CCR, previamente ao inicio do tratamento cirurgico e/ou farmacolégico, e
11 individuos controle sem diagndstico de cancer. Os pacientes foram selecionados a partir de
contato prévio dos pesquisadores com o servico de Quimioterapia da Associacdo Hospitalar
Lenoir Vargas Ferreira - Hospital Regional do Oeste (HRO), no municipio de Chapecé (SC),
Brasil. Antes do inicio do tratamento, os pacientes realizaram consulta com o cirurgido
oncologico responsavel pelo servico; nesse momento, foram convidados pelos pesquisadores a
participar da pesquisa, sendo informados acerca dos objetivos do estudo e das intervencgdes que
seriam realizadas. Os voluntarios foram, entdo, convidados a assinar um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

A selecdo da amostra foi realizada respeitando os critérios de inclusdo e exclusdo. Os
critérios de inclusdo consistiram em pacientes voluntarios com idade igual ou superior a dezoito
anos (18), diagnosticados com CCR, conforme CID 11, por médico oncologista ou
proctologista, que ndo tivessem realizado a remoc&o cirdrgica do tumor ou iniciado o tratamento

farmacoldgico antineoplasico. Os individuos do grupo controle selecionados foram voluntarios
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com idade igual ou superior a dezoito (18) anos e sem diagndstico de CCR. Foram excluidos
pacientes que apresentavam qualquer outro diagnéstico de cancer e/ou que ja tivessem realizado

a remocao cirurgica do tumor ou iniciado o tratamento farmacoldgico.

3.3 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
3.3.1 Coleta e processamento das amostras bioldgicas

Foi realizada a puncdo venosa para a realizacdo de uma unica coleta de sangue
periférico, no volume de 10 mL, em tubos vaccutainer contendo EDTA como anticoagulante,
para o isolamento de linfdcitos. Os individuos do grupo de controle foram selecionados em
outros ambientes no Municipio (Centros de Salde da Familia, Cidade do ldoso, Central de
Referéncia em Saude Municipal), com base no pareamento por idade (+/- 5 anos) e género em
relacdo aos pacientes. O procedimento para a coleta de sangue foi 0 mesmo executado nos
pacientes e s6 aconteceu apds assinatura do TCLE. As analises moleculares foram realizadas
nos laboratérios de pesquisa bioldgica da UFFS - Campus Chapec6 (SC), onde também foram

armazenadas as amostras ja processadas em freezer a -80 °C.

3.3.2 Analise da expressao génica por RT-qgPCR

O RNA isolado das amostras foi tratado com a enzima DNAse (a fim de evitar a
contaminacdo com DNA), e posteriormente estocado em freezer a -80 °C. As concentracgdes e
pureza dos RNAs foram determinadas utilizando o espectrofotometro “Nanodrop®" (Thermo
Scientific). A retrotranscri¢do de até 2 ug de RNA para sintese de cDNA foi realizada com o
kit "High Capacity cDNA Reverse Transcription" (Applied Biosystems), conforme
especificacOes do fabricante. Apds, foram preparadas solucGes de uso do cDNA a 20 ng/ul. As
reacOes de RT-gPCR foram realizadas no equipamento QlAquant 96 5 plex (Qiagen), com o
protocolo "Sybr Green" (Applied Biosystems). A analise da expressdo génica por Quantificacdo
Relativa foi realizada pelo método do DDCt. Em 10 ul de volume de reagao, foram adicionados
2 ul de ¢cDNA molde (40 ng), 20 uM dos primers forward e reverse e 5 ul de "Sybr Green"
(Applied Biosystems).

D Ct = Ct gene alvo — Ct gene de referéncia
DD Ct = D Ct - D Ct amostra calibradora
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Os programas de PCR ocorreram conforme abaixo:

Quadro 1 — Padronizagédo da reacdo de RT-gPCR

Reagentes Volume na reacéo Concentracéo total
(uL) na reacao
Agua ultra-pura 2,75
Iniciador forward e reverse 0,25 20 uM
SYBR green PCR Master mix 5,0
cDNA (20 ng/uL) 2,0 40 ng
VvV =10,0
Programa de PCR 2 min.a50°C
2 min.a95°C
45X: 15sega 95 °C
1 mina60°C
Curva de dissociagéo
(pré-programada)

Legenda: uM, micro molar; ul, microlitro; ng, nanogramas, T, volume total; °C, graus Célsius

As sequéncias dos iniciadores para os genes alvos foram obtidas conforme as
especificacbes necessarias para analises de RT-qPCR e contemplando as regides de juncdes de
éxons (Quadro 2):

Quadro 2 — Sequéncia dos iniciadores forward e reverse para os genes alvos e de referéncia.

Gene Forward Reverse

ACTB 5’- GATGCAGAAGGAGATCACTGC 5- AGTACTTGCGCTCAGGAGGA
CD39 5’- TGCCCCTTATGGAAGATATAAAGGA 5- TAACTGCTGCACCACTCCTG
P2X7 5°- GATCATCACTGGGCAGGAGGAAGG | 5’- AAGACACCGTTGAAGGCACACTGG
CD73 5’- GACATGACTCTGGTGACCA 5’- GACCTTCAACTGCTGGAT

3.3.3 Analise dos prontuarios médicos

As informac0es obtidas a partir dos prontuarios médicos foram aquelas em relagédo a
idade, sexo, estadiamento (TNM), historia familiar de cancer e comorbidades (hipertenséo,

sindrome metabolica, diabetes, entre outras).
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3.3.4 Andlises estatisticas

Na analise estatistica, a normalidade foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk. Em seguida,
as amostras que apresentaram distribuicdo gaussiana passaram pelo Teste t de Student. Ja as
analises ndo paramétricas foram realizadas pelo Teste de Mann-Whitney. Para as anélises de
correlagéo foi realizado o Teste de Pearson. Foram considerados estatisticamente significativos
valores de p<0,05. Os resultados foram apresentados como média e desvio padrdo, para
variaveis paramétricas, e sob a forma de mediana e faixa de variacdo para variaveis nédo

paramétricas. O software utilizado para as analises estatisticas foi o GraphPad Prism 8.
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4 RESULTADOS

Neste estudo, dos 13 pacientes com CCR que foram avaliados, 69,2% (n = 9) eram
homens e 30,7% (n = 4) mulheres. A idade média dos pacientes foi de 61,31 = 10,04 anos
(Quadro 3). No grupo controle, dos 11 individuos participantes, 36,3% (n = 4) eram homens e
63,7% (n = 7) mulheres, com idade média de 52,36 + 11,09 anos, conforme é apresentado no
Quadro 4. A diferenca de idade entre os grupos nao apresentou diferencga estatisticamente
significativa (p = 0,0501). A caracterizacdo do estadiamento (TNM) do CCR nos pacientes é
apresentada no Quadro 3. Esclarece-se ndo ter sido possivel acessar o estadiamento de 3

pacientes, pois a informacéo ndo constava em seus prontuarios.

Quadro 3 — Caracteristicas dos pacientes.

Pacientes Sexo Idade TNM

1 F 41 T3N1MO
2 F 74 T3N1IMX
3 M 59 T3NOMO
4 F 52 T3N1MO
5 M 53 T3N1IM1
6 M 63 T4N1IM1
7 M 63 TINIMO
8 M 75 TINOMO
9 M 70 -

10 M 55 -

11 M 56 -

12 F 73 T2NOMX
13 M 63 T3N1M1

Fonte: O autor (2024).

Quadro 4 — Caracteristicas dos controles.

Controles Sexo Idade
1 M 58
2 M 77
3 F 42
4 M 53
5 F 53
6 F 50
7 F 58
8 M 38
9 F 47

10 F 60
11 F 40

Fonte: O autor.
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O estadiamento do CCR de T1 a T4 descreve a extensdo local do tumor primario,
conforme definido pelo sistema TNM (Tumor, Nodulo, Metastase) (VOGEL et al., 2022).
Analisando o estadiamento TNM dos pacientes conforme a Tabela 1, observa-se que 20% dos
casos estavam no estagio T1, onde o tumor primario invade a submucosa; 10% no estagio T2,
com invasdo até a muscular préopria; 60% no estagio T3, caracterizado pela invasao através da
muscular propria o tecido pericolico; e 10% no estagio T4, onde o tumor invade diretamente o
peritbnio visceral ou atinge outras estruturas. Em relacdo ao acometimento linfonodal, o sistema
TNM estratificaem NO (auséncia de metastase linfonodal), N1(até 3 linfonodos acometidos ou
deposicao tumoral na subserosa, mesentério ou tecidos pericoldénicos sem metéastase linfonodal)
e N2 (quatro ou mais linfonodos positivos). Ao analisar os dados dos pacientes, verifica-se que
70% estavam no estdgio NO, enquanto 30% estavam no estdgio N1. Em contrapartida, ao
analisar os dados dos pacientes, verifica-se que 20% apresentaram estagio MX, que indica que
a presenca de metastases ndo pode ser avaliada devido a falta de informacdes suficientes, 50%
no estagio MO, caracterizado pela auséncia de metéstase a distancia, significando que o cancer
estd confinado ao colon ou reto e aos linfonodos regionais, sem disseminacdo para outros
orgdos, enquanto 30% estavam no estadgio M1, revelando a presenca de metéstase distante,
sugerindo que o cancer se espalhou para locais como o figado, os pulmdes ou outros 6rgaos.

Tabela 1 — Estadiamento tumoral dos pacientes conforme grupo TNM.

Categoria Subcategoria Quantidade de pacientes (%)
T Tl 2 (20)
T2 1 (10)
T3 6 (60)
T4 1 (10)
N NO 3 (30)
N1 7 (70)
M MX 2 (20)
MO 5 (50)
M1 3(30)

Fonte: O autor.

Os resultados obtidos para a expressao relativa do gene P2X7 [1,35 £ 0,9 (n = 10) vs.
2,35+ 1,22 (n = 11), em controles e pacientes, respectivamente] estdo apresentados na Figura
1, que demonstra aumento de 1.7x da expressdo do gene em linfocitos de pacientes com CCR
em relagdo aos controles (p<0,05). Os dados foram apresentados na forma de média + desvio

padréo.
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Figura 1 — Expressdo génica do receptor P2X7 em linfécitos de pacientes com CCR (n=11) e
nos controles (n = 10). Andlise estatistica: Teste T; *p < 0,05. Fonte: o autor (2024).

Os resultados referentes a expresséo relativa do gene CD39 [3,53 + (n = 11) vs. 1,31 (n
= 12) em controles e pacientes, IC 95% 0,07 — 12,51 respectivamente] ndo demonstraram
diferenca estatisticamente significativa (p = 0,5894). Da mesma forma, os resultados obtidos
para a expressao relativa do gene CD73 [1,97 (n=8) vs. 1,19 (n = 12) em controles e pacientes,
IC 95% 0 - 5,5 respectivamente] também ndo demonstraram diferenca estatisticamente
significativa (p = 0,8066) (Figura 2). Os dados foram apresentados na forma de mediana e IC
95%.
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Figura 2 — Expressdo génica de CD39 e CD73 em linfocitos de pacientes com CCR (n=12 e
n = 12, respectivamente) e nos controles (n = 11 e n = 8, respectivamente). Analise estatistica:
Teste de Mann — Whitney; p = 0,5894 para CD39 e p = 0,8066 para CD73. Fonte: o autor

(2024).

Em relacdo aos resultados de correlacdo entre a expressdo dos genes CD39 e CD73,
tanto nos controles (n = 10; r = 0,9584; p < 0,0001) quanto nos pacientes (n = 13; r=0,7577; p
=0,0027) as correlagdes foram positivas e estatisticamente significativas (Figura 3).
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Figura 3 — Analise da correlacdo entre a expressdo dos genes CD39 e CD73 em controles (n
=10) e em pacientes (n =13). Analise estatistica: Teste de Pearson. Houve correlacdo positiva
tanto no grupo controle (r = 0,9584; p < 0,0001) como nos pacientes (r = 0,7577; p = 0,0027).
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DISCUSSAO

Os linfécitos desempenham papel crucial na resposta imunoldgica contra o CCR. Nesse
tipo de cancer, a infiltracdo de linfécitos no tecido tumoral é vital para uma resposta
imunologica eficaz contra as células cancerigenas. No TME os linfocitos interagem com
nucleotideos e nucleosideo de adenina presentes no fluido intersticial. Essa interacdo pode
seguir, predominantemente, a via catalitica do ATP pelas ectonucleotidases CD39 e CD73
presentes na membrana dos linfocitos, culminando em um ambiente anti-inflamatorio devido a
formagéo de Ado. Por outro lado, 0 ATP pode ter maior direcionamento para a via de ligacéo
ao receptor P2X7 presente na superficie celular, o que, por sua vez, favorece a formacéo de um
ambiente pré-inflamatério (ROLIANO et al., 2022). E com o intuito de elucidar a interferéncia
dos niveis — aumentados, diminuidos ou indiferentes - da expressdo génica desses elementos
nos linfocitos de individuos com CCR que esse estudo foi delineado.

Este trabalho identificou maior expressdo do gene do receptor P2X7 em linfdcitos de
pacientes com CCR em relacdo aos controles (p < 0,05). Esse resultado é condizente com 0s
trabalhos que demonstram o envolvimento do P2X7R com estagios avancados de CCR,
correlacdo com vias de disseminacdo metastatica e alteragdo do metabolismo mitocondrial no
sentido de obtencdo de suprimento energético. Além dessas colocacBes, 0s pesquisadores
também apontam para a possibilidade de categorizar o0 P2X7R como um hallmark do cancer
e/ou um preditor de progndstico desfavoravel (QIAN etal., 2017; CALIK etal., 2020; ZHANG,;
DING; WANG, 2019; ADINOLFI et al., 2012).

Apesar da crescente evidéncia que associa 0 aumento da expressdo e ativacdo do
receptor P2X7 ao favorecimento de processos carcinogénicos, € natural associar sua sinalizacao
pré inflamatoria aguda — no inicio do combate a lesdo neoplasica - como um bom preditor da
resposta do hospedeiro ao tumor. De fato, a via de liberagdo do inflamossoma NLRP3,
associada ao aumento da sinalizacdo de IL 1B, com consequente recrutamento de células
TCDB8+ para 0 TME € uma boa medida inicial contra o0 CCR. No entanto, é o carater cronico
da ativacdo do P2X7R que exerce maior associacdo do receptor a progressao tumoral. A
cronicidade da resposta inflamatdria promove fenotipos disfuncionais de células imunolégicas,
como células T senescentes ou “fadigadas”, incapazes de combater devidamente as células
tumorais, de modo que o avanco do CCR fica cada vez mais sustentado. (RIVAS-YANEZ et
al., 2020; GRASSI; DE PONTE CONTI, 2021). Novamente, o conceito de “ferida que nio se
cura” é apropriado para justificar o carater prolongado da ativacdo do P2X7R em virtude dos

DAMPS decorrentes da lesdo tumoral e, por consequéncia, a alteracdo do padréo celular e
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molecular envolvendo o sistema imunoldgico e a neoplasia. (DEYELL; GARRIS;
LAUGHNEY, 2021; ROTONDO et al., 2022).

Diferente dos achados referentes ao P2X7R, a expressdo de CD39 e CD73 néo
apresentou diferenca entre pacientes e controles (p > 0,05). A auséncia de significancia
estatistica na expressao de CD39 e CD73 pode ser atribuida a variabilidade e complexidade da
interacdo entre os linfécitos, o TME e o CCR. A expressdo dessas enzimas pode variar
consideravelmente entre diferentes estagios do tumor, dependendo da extensdo da invaséo local
e da presenca de metastases. (D’ANTONGIOVANNI et al., 2020). De modo geral, a resposta
deflagrada pela Ado quando ligada ao receptor A2A esta relacionada a supressdo da atividade
de inumeras células do sistema imunolégico. Principalmente através da diminuicdo da expanséo
clonal de linfocitos T e supressao de outros elementos celulares e humorais pré inflamatoérios
(AHLMANNER et al., 2018). A constatacdo de sinaliza¢do pré tumoral relacionada ao eixo
CD39 — CD73 é evidente e notoriamente relacionada a progressdo tumoral, de modo que
ensaios farmacolégicos visando novas modalidades terapéuticas j& vém sido praticadas em
modelos animais tendo como alvo o antagonismo/inibicéo da atividade das ectonucleotidases
(STAGG et al., 2011; VIJAYAN et al., 2017).

E possivel buscar justificativas para esses resultados na diferenca da intensidade da via
da degradacdo do ATP em diferentes graus de avanco do CCR. Isto é, em estagios iniciais (T1
e T2), infere-se a presenga limitada de células tumorais — consequentemente menor substrato
de ATP para ser clivado - e a menor alteracdo do TME, resultando em uma expressdo menos
pronunciada de CD39 e CD73. Porém, a medida que o tumor progride para estagios mais
avancados (T3 e T4) e ocorre disseminacdo para linfonodos (N1) e metastases distantes (M1),
ocorre um aumento na imunossupressao para facilitar a evasdo imunoldgica. Além disso,
podemos também associar a auséncia de significancia estatistica na diferenca de expressédo de
CD39 e CD73 entre pacientes e controles as limitagdes amostrais do presente estudo.

Por fim, podemos observar a ocorréncia de correlacdo positiva, tanto em pacientes
quanto em controles, na expressdo génica de CD39 e CD73, o que reforga a intima associacao
entre as duas ectonucleotidases.

Resultados prévios do grupo de pesquisa, com o mesmo grupo amostral (Veiga &
Fagundes, 2023; Silverio & Lacercda, 2021) indicaram aumento da atividade das
ectonucleotidases CD39 e CD73; no entanto, ndo observamos diferenca na expressdo desses
genes nesse estudo atual. O menor tamanho amostral da presente pesquisa pode ter influenciado

esses resultados de expressdao, uma vez que nao foi possivel obter RNA a partir de todos os
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participantes. Entretanto, 0 aumento da expresséo de P2X7 nos pacientes ressalta a importancia
da via ATP-P2X7, impactando o processo inflamatério e a progressao do cancer.
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5 CONCLUSAO

E possivel concluir que o receptor P2X7 esta mais expresso em pacientes com CCR em
relacdo aos individuos saudaveis, o que pode estar produzindo um estado favoravel a progressdo
tumoral. Também concluimos a ocorréncia de uma correlacdo entre a expressdo de CD39 e
CD73 tanto em pacientes, quanto em controles, 0 que aponta para o sinergismo entre essas duas
ectonucleotidases. A partir deste estudo espera-se contribuir e incentivar novas pesquisas nas
areas de CCR e sistema purinérgico. Além disso, € 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 relacao entre o cancer, o sistema purinérgico e a inflamacéo.
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APENDICE A - TCLE

Comité de Etica em Pesquisa - CEP/UFFS

Prezado (a) participante,

Vocé estd sendo convidado (a) para participar da pesquisa: Avaliacdo da atividade e
expressao de componentes do Sistema Purinérgico em plaquetas e linfécitos de pacientes com
cancer colorretal esporadico, desenvolvida por discentes e docentes do curso de Medicina da
Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), Campus Chapecd — 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 linfocitos de pacientes com cancer colorretal esporadico, de modo
a compreender mais profundamente as alteracdes 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 remoc¢é&o do tumor ou iniciado
tratamento farmacolégico. Controles: voluntarios entre dezoito (18) e setenta (70) anos de idade
gue ndo possuam patologias ativas ou cronicas. Sua participacdo ndo € obrigatoria e vocé tem
plena autonomia para decidir se deseja ou ndo participar, além de poder desistir da colaboracédo
neste estudo no momento em que desejar, sem necessidade de explica¢do. Contudo, ela € muito
importante para a execugdo da pesquisa. Vocé ndo recebera remunera¢do e nenhum tipo de

recompensa nesta pesquisa.

3. Mecanismos para garantir o sigilo e privacidade
Serdo garantidas a confidencialidade e a privacidade das informagfes 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 podera solicitar



38

aos pesquisadores informagdes sobre sua participacdo e/ou sobre a pesquisa, 0 que podera ser
feito através dos meios de contato explicitados neste Termo.

4. Identificacdo do participante ao longo do trabalho

Seu nome ndo sera mencionado durante qualquer etapa desta pesquisa, bem como em
quaisquer publicagdes, cursos, relatorios e afins. Apenas o nome da Instituicdo sera
mencionado. Para manter o seu anonimato, serd utilizada uma codificacdo numérica. Cada

participante terd um namero distinto.

5. Tempo de duragdo da coleta/procedimento/experimento

A sua participacdo na pesquisa consistird em consentir na disponibilizacdo dos
prontudrios médicos (idade, sexo, subtipo patolégico do tumor, estadiamento, etc) aos
pesquisadores, no fornecimento de 30 ml de sangue total, cujas amostras serdo congeladas para
posteriores analises, 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 sera armazenado em armario 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 colaboragdo nessa pesquisa é o aprofundamento dos
conhecimentos sobre a acdo do Sistema Purinérgico no contexto do céncer colorretal
esporadico. Dessa forma, torna-se possivel progredir nos aspectos relacionados ao tratamento

e, consequentemente, prognastico da condigéo.

8. Previséo de riscos ou desconfortos
A participacdo na pesquisa podera 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
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participantes. Os pesquisadores explicardo detalhadamente o conteiido 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. Divulgacao dos resultados da pesquisa

A devolutiva dos resultados obtidos na pesquisa sera realizada por meio de publicacfes
cientificas e participacdo 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 ficara em seu poder e a outra sera entregue ao pesquisador. N&o recebera copia deste

termo, mas apenas uma via. Desde ja agradecemos sua participacao!

Chapeco — SC, de de

Assinatura do Pesquisador Responsavel

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.

Endereco 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¢Ges de minha participacdo na pesquisa e
concordo em participar.

Nome completo do participante

Assinatura



