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O cancer de pulmdo tornou-se uma das doengas neoplasicas mais comumente
diagnosticadas, além de uma das mais letais em todo o mundo, caracterizando-se, portanto, como
um problema de saude publica. Essa dissemina¢édo do cancer de pulméo na populagdo mundial, que
é claramente observada em dados estatisticos, esta intimamente relacionada ao consumo de tabaco,
sendo o tabagismo considerado um dos principais fatores de risco que levam ao desenvolvimento de
cancer desde a década de 50. Pesquisas tém demonstrado, também, que ha uma estreita relagédo
entre o consumo de cigarros, o aparecimento de eventos pré-inflamatoérios e imunossupressores e 0
desenvolvimento de cancer de pulméo. Nesse contexto, torna-se importante o estudo das enzimas
nucleotideo trifosfato difosfoidrolase (NTPDase), adenosina desaminase (ADA) e acetilcolinesterase
(AChE), que esté@o envolvidas no controle dos processos inflamatérios e na regulacao dos eventos
imunoldgicos, sendo que alteracdes nas suas atividades tém sido observadas em vérias doencas,
incluindo o cancer. Trabalhos revelam, ainda, que o estresse oxidativo esta intimamente associado ao
desenvolvimento e a progressdo de neoplasias, razdo pela qual é extremamente relevante a
avaliacdo desses aspectos das fungdes celulares em um grupo de pacientes com cancer de pulmao.
Assim, o objetivo deste estudo foi verificar a atividade da NTPDase e a sua expressdo (CD39) em
linfécitos, da ADA e da butirilcolinesterase (BChE) em soro, da AChE, da superéxido dismutase
(SOD) e da catalase (CAT) em sangue total e o contetdo de tidis protéicos (T-SH) e nao-protéicos
(NPSH) no soro de 31 pacientes com cancer de pulméo de ndo pequenas células, atendidos no setor
de Hematologia/Oncologia do Hospital Universitario de Santa Maria. Os resultados encontrados
demonstraram um aumento significativo na atividade da NTPDase, tanto para a hidrélise do ATP,
quando do ADP, em linfécitos de pacientes com cancer de pulmao. Esses resultados sugerem que 0s
efeitos pro-inflamatérios desencadeados pelo ATP no meio extracelular podem estar diminuidos
nesses pacientes. Contudo foi verificado um aumento da atividade da ADA no soro de pacientes com
cancer de pulmao quando comparada com o grupo controle, fato que promove uma queda dos niveis
de adenosina extracelulares. Dessa forma, sabendo-se que a adenosina apresenta propriedades anti-
inflamatérias, esse aumento da atividade da ADA poderia estar proporcionando uma exacerbacgéo
dos eventos proé-inflamatérios nos pacientes alvo do estudo. Outra constatacdo importante foi o
aumento da atividade da AChE em sangue total nos pacientes com céncer de pulmdo, em
comparacdo com o grupo controle. Essa provavel reducdo dos niveis de acetilcolina (ACh)
sanguineos também provocaria uma diminuicdo da atividade anti-inflamatéria caracteristica dessa
molécula. Ja, quanto a atividade da SOD e da CAT, bem como quanto aos niveis de T-SH e NPSH,
todos apresentaram resultados superiores no grupo de pacientes com neoplasia pulmonar quando
comparados com o grupo de controle. Com isso, evidencia-se que 0s compostos tiélicos podem estar
atuando nas reacbes de destoxificacdo e protecao dos pacientes com céncer de pulmao. Portanto, os
resultados aqui descritos sugerem que o cancer de pulm&o exerce uma importante alteracéo, tanto na
atividade das enzimas dos sistemas purinérgico e colinérgico envolvidas nos processos inflamatorios,
quanto no perfil oxidativo desses pacientes, podendo os parametros mencionados nesta pesquisa
serem Uteis na clinica médica, para o monitoramento da patologia.

Palavras-chave: Céancer de pulm&o. Ectonucleotidases. Colinesterases. Estresse oxidativo.
Inflamacao.
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Lung cancer has become one of the most commonly diagnosed neoplastic diseases, as well
as one of the most lethal worldwide, characterized, therefore, as a public health problem. This spread
of lung cancer in the world population, which is clearly seen in statistics, is closely related to smoking,
and smoking is considered one of the main risk factors that lead to the development of cancer since
the year 1950. Research has also shown that there is a close relationship between cigarette
consumption, the emergence of events pro-inflammatory and immunosuppressive and the
development of lung cancer. In this context, it is important to study enzyme nucleotide triphosphate
diphosphohydrolase (NTPDase), adenosine deaminase (ADA) and acetylcholinesterase (AChE),
which are involved in the control of inflammatory processes and in the regulation of immunological
events, and changes in their activities have been observed in several diseases, including cancer.
Studies reveal that oxidative stress is closely associated with the development and progression of
cancer, being extremely important to evaluate these aspects of cellular functions in a group of patients
with lung cancer. The objective of this study was to investigate the activity of NTPDase and its
expression (CD39) in lymphocytes, ADA and butyrylcholinesterase (BChE) in serum, AChE,
superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) in whole blood and the content of protein thiols (T-
SH) and non-protein thiols (NPSH) in the serum of 31 patients with lung cancer, non small cell, treated
at the Hematology/Oncology, University Hospital of Santa Maria. The results showed a significant
increase in NTPDase activity for both, hydrolysis of ATP and ADP, in lymphocytes of patients with lung
cancer. These results suggest that the pro-inflammatory effects triggered by the ATP in the
extracellular environment may be reduced in these patients. However there was an increase of ADA
activity in serum of patients with lung cancer when compared with the control group, a fact that
promotes a drop in levels of extracellular adenosine. Thus, it is known that adenosine has anti-
inflammatory properties, this increase of ADA activity could be providing an exacerbation of pro-
inflammatory events in targeted patients in the study. Another important finding was the increase of
AChE activity in whole blood in patients with lung cancer, compared with the control group. This likely
reduced levels of acetylcholine (ACh) in blood also cause a decrease in anti-inflammatory activity
characteristic of this molecule. Already, as the activity of SOD and CAT as well as the levels of T-SH
and NPSH, all showed superior results in patients with lung cancer when compared with the control
group. Thus, it is evident that thiol compounds may be acting in detoxification reactions and protecting
these patients. Therefore, the results reported here suggest that lung cancer has a significant change
in the enzyme activity of purinergic and cholinergic systems involved in inflammatory processes, and
the oxidative profile in these patients, and the parameters mentioned in this research be useful in
clinical medicine, to monitor the disease.

Keywords: Lung cancer. Ectonucleotidases. Cholinesterases. Oxidative stress. Inflammation.
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1 INTRODUCAO

No organismo normal, o ciclo de proliferacdo celular é rigorosamente
controlado, para que as células constituam comunidades organizadas. No entanto,
quando as células sado expostas a agentes genotdxicos, sua homeostase fica
comprometida, pois estdo suscetiveis a um progressivo acumulo de mutaces no
genoma celular (LOPES; OLIVEIRA; PRADO, 2002). Essas mutacdes podem ser
causadas por erros durante o processo de replicagdo, por agentes enddégenos com
capacidade mutagénica, como as espécies reativas de oxigénio (EROs), ou podem
ser induzidas por agentes externos (BELTRAO-BRAGA; TEIXEIRA; CHAMMAS,
2004).

Os agentes externos que podem provocar mutagdes génicas sao divididos em
trés classes:

a) agentes fisicos: como a luz ultravioleta e as radiacdes ionizantes;

b) agentes bioldgicos: como alguns virus, que se integram ao genoma celular

interrompendo sequéncias génicas ou promovendo rearranjos génicos; e

C) agentes quimicos: como os hidrocarbonetos policiclicos arométicos e as

nitrosaminas.

As alteracbes genéticas ocasionadas pelos agentes citados acima tém a
capacidade de converter uma célula normal em uma célula maligna, que se
caracteriza por ndo mais responder aos sinais de controle de proliferacdo, morte e
diferenciacéo que governam a comunidade celular (BELTRAO-BRAGA; TEIXEIRA;
CHAMMAS, 2004). Sendo assim, quando as células com DNA danificado escapam
dos mecanismos de controle do ciclo celular, instala-se o processo de
carcinogénese.

De acordo com Valko et al. (2006), o processo de carcinogénese, em geral,
se desenvolve lentamente, podendo levar varios anos para que uma célula
cancerosa se prolifere e dé origem a um tumor detectavel. A carcinogénese é
composta por multiplos e distintos estagios, podendo-se destacar, entre eles, o
processo de iniciagdo, a promogao e a progressao tumoral, cada um caracterizado
por diferentes mecanismos (VALKO et al., 2006; INCA, 2012a) (Figura 1).
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Figura 1 — Os mudltiplos estagios da carcinogénese: iniciacdo, promocdo e
progressao
Fonte: < http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK20839/>, com adaptagdes.

No primeiro estagio da carcinogénese, também denominado como processo
de iniciacdo, as células sofrem a acdo de agentes mutagénicos que promovem
alteracdes no seu contetdo genético. Quando um fator é capaz de iniciar o processo
de carcinogénese, ele é chamado de iniciador ou oncoiniciador, podendo-se citar
como exemplo de agente de tal natureza o benzopireno, que é encontrado na
fumaca do cigarro (SEVERO, 2008).

Vale destacar, nesse ponto, que somente uma alteracdo no DNA nao é
suficiente para causar o cancer, sendo necessarias varias mutacdes em sequéncia,
que ndo sejam letais para a célula. Ressalte-se, ainda, que as mutacdes
responsaveis pelo desenvolvimento do cancer ocorrem preferencialmente em duas
classes de genes: nos genes supressores de tumores (elementos genéticos cuja
perda ou inativacdo permite a célula apresentar algum dos varios fenétipos da
transformacao neoplasica) e nos oncogenes (genes que codificam proteinas que
promovem a perda do controle sobre o ciclo mitdtico e levam as células a se
tornarem cancerosas) (TENEN, 2003).

No segundo estagio da carcinogénese, denominado fase de promocao, as
células geneticamente alteradas, ou iniciadas, sofrem a acdo de fatores que
estimulam a sua multiplicacdo, designados de agentes promotores ou
oncopromotores, que fomentam a transformacdo de uma célula iniciada em uma
célula maligna. A suspensdo do contato com agentes promotores muitas vezes

interrompe 0 processo nesse estagio, contudo alguns componentes da alimentacéo,
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como gorduras, e também a exposicdo excessiva e prolongada a horménios sédo
fatores que favorecem a transformacdo de células iniciadas em células malignas.
Por derradeiro, tem-se 0 processo de progressado tumoral, que é caracterizado pela
multiplicacdo descontrolada e irreversivel das células alteradas. Nesse estagio, 0
cancer esta instalado e as primeiras manifestagfes clinicas da doenca surgem
(INCA, 2012b).

Fixadas essas premissas, torna-se importante conhecer o microambiente que
abriga as células tumorais. Trata-se de um meio formado basicamente pelas
proprias células tumorais epiteliais e estromais; pelas células imunes, como as
células natural killer (NK), as células dendriticas, os linfécitos T e B e os macroéfagos;
e pelas citocinas produzidas por essas células. Esses componentes celulares estao
imersos no estroma, que € composto pela matriz extracelular e seus constituintes,
como proteoglicanas, colagenos, glicoproteinas e outras células (tais como células
adiposas e fibroblastos), além de vasos sanguineos (FRANCO et al., 2010).

No que diz respeito aos vasos sanguineos que compdem esse microambiente
tumoral, cumpre ressaltar que as células cancerosas, a semelhanca das células
normais, necessitam de oxigénio para sobreviver. A angiogénese, que € 0
crescimento de novos vasos sanguineos a partir de uma vascularizagdo pré-
existente, é um evento comum e fundamental durante o processo de
desenvolvimento neoplasico (KUMAR et al., 2010).

A vascularizacdo dos tumores é efetuada pela liberacdo de fatores
angiogénicos associados ao tumor, derivados de células tumorais ou de células
inflamatérias, como os macréfagos que penetram nos tumores, sendo que os dois
fatores angiogénicos tumorais mais importantes sdo o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e o fator de crescimento de fibroblastos basico (bFGF)
(SOUZA, 2011).

Além dos fatores angiogénicos, as células tumorais ou as células do
hospedeiro também produzem fatores antiangiogénicos, que incluem a angiostatina,
a endostatina e a vasculostatina. O crescimento dos tumores é controlado, entéo,
pelo equilibrio entre fatores angiogénicos e antiangiogénicos, tendo estes ultimos
sido estudados terapeuticamente para retardar o crescimento tumoral (KUMAR et
al., 2010).

As primeiras evidéncias cientificas para essa doenca foram encontradas em

tumores 0Osseos fossilizados de mumias no Egito, datando de 3000 a.C. Muito
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interessante € que, jA nessa época, se relatava o que hoje é ainda em parte
verdade: “ndo ha tratamento para essa doenca” (SOUZA, 2011). Até entdo, ndo se
designava a palavra “cancer’ para essa doenca tdo temida. Foi o0 médico grego
Hipocrates (470 — 310 a.C.), “Pai da Medicina”, o criador dos termos carcinos e
carcinoma para descrever tumores ulcerados ou ndo. Essas palavras significam, em
grego, caranguejo, fazendo uma analogia entre o crescimento infiltrativo do cancer,
formando projecbes como as pernas de um caranguejo. Coube, entdo, ao romano
Celsus (28 — 50 a.C.) a traducéo da palavra para o latim: cancer (SOUZA, 2011).

Dados mostram que o numero de casos de cancer tem aumentado de
maneira consideravel, principalmente a partir do século passado, configurando-se
como um dos mais importantes problemas de saude publica mundial (GUERRA,;
GALLO; MENDONCGCA, 2005). Segundo a Americam Cancer Society (ACS, 2011),
cerca de metade dos homens e um terco das mulheres do mundo vao desenvolver
cancer em algum periodo da sua vida.

Levantamentos realizados pela Agéncia Internacional para Pesquisa sobre
Cancer - International Agency for Research on Céancer (IARC) estimaram
aproximadamente 12,7 milhdes casos de cancer e 7,6 milhdes de mortes por cancer
para o ano de 2008 em todo o mundo. Além disso, a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) estimou que, no ano 2030, podem-se esperar 27 milhdes de casos incidentes
de cancer, 17 milhées de mortes por cancer e 75 milhdes de pessoas vivendo,
anualmente, com cancer, incidindo o maior efeito desse aumento em paises de
baixa e média rendas (INCA, 2012c).

No Brasil, as estatisticas para 2012 demonstram que sao esperados um total
de 257.870 novos casos de cancer para o sexo masculino e 260.640 para 0 sexo
feminino. Confirma-se a estimativa de que o cancer de pele do tipo ndo melanoma
sera 0 mais incidente na populacéo brasileira (com 134 mil casos novos), seguido
pelos tumores de prostata (60 mil), mama feminina (53 mil), célon e reto (30 mil),
pulmao (27 mil), estbmago (20 mil) e colo do utero (18 mil) (INCA, 2012c).

As pesquisas também associam 0s provaveis novos casos de cancer no ano
de 2012 ao género da populacdo brasileira. Avalia-se que os 5 tumores mais
incidentes para o sexo masculino serdo o cancer de pele ndo melanoma (63 mil
casos novos), de prostata (60 mil), de pulmao (17 mil), de célon e reto (14 mil) e de

estbmago (13 mil). Para o sexo feminino, destacam-se, entre os 5 mais incidentes,
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0s tumores de pele ndo melanoma (71 mil casos novos), de mama (53 mil), de colo
do atero (18 mil), de colon e reto (16 mil) e de pulmé&o (10 mil) (INCA, 2012c).

Os estudos ainda revelam que a distribuicdo dos novos casos de cancer,
levando-se em conta o tipo de tumor e as cinco regibes do pais, para 0 sexo
masculino, mostra-se heterogénea entre Estados e capitais do pais. As regides Sul e
Sudeste, de maneira geral, apresentam as maiores taxas, enquanto as regides Norte
e Nordeste, as menores (INCA, 2012c).

E nesse cenario que o cancer de pulmao, de doenca rara no inicio do século
XX, tornou-se uma das doencas neoplédsicas mais disseminadas (PARKIN et al.,
2001; ZAMBONI, 2002; WANG et al., 2010). Pesquisas recentes tém evidenciado
gue o cancer de pulméo é a doenca neoplasica mais comumente diagnosticada,
bem como a principal causa de morte por cancer nos homens em todo o mundo.
Entre as mulheres, foi o quarto sitio de cancer mais frequentemente diagnosticado e
a segunda principal causa de morte por neoplasia (JEMAL, 2011).

No Brasil, dados apontam que, entre os homens, de 1986 a 2007, as
neoplasias de traquéia, brénquios e pulmdes levaram a Obito um maior niamero de
pacientes, sendo que o Rio Grande do Sul é um dos estados brasileiros com os
maiores indices de mortalidade para essa patologia (BRASIL, 2010).

Considerando, ainda, as estimativas antes referidas acerca do incremento dos
casos de cancer de pulméo no Brasil no ano de 2012, pode-se dizer que os valores
apontados correspondem a um risco provavel de 18 casos novos a cada 100 mil
homens e 10 a cada 100 mil mulheres (INCA, 2012c).

Ressalte-se, ainda, que, sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o
cancer do pulmado em homens € o segundo mais frequente nas regides Sul (37/100
mil) e Centro-Oeste (17/100 mil), ocupando, nas regifes Sudeste (20/100 mil),
Nordeste (8/100 mil) e Norte (8/100 mil), a terceira posicdo no ranking de incidéncia.
Quanto as mulheres, € o terceiro mais frequente na regido Sul (19/100 mil), o quarto
na regido Centro-Oeste (9/100 mil) e o quinto nas regides Sudeste (11/100 mil),
Nordeste (6/100 mil) e Norte (5/100 mil) (INCA, 2012c).

As estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA) quanto a incidéncia de
cancer, no ano de 2012, para o Estado do Rio Grande do Sul (Figura 2), vao ao

encontro dos indices apontados acima.
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Figura 2 — Taxas brutas de incidéncia de cancer estimadas para o ano 2012, por
sexo, para o Estado do Rio Grande do Sul e sua capital (valor por 100 mil

habitantes)
Fonte: <http://www.inca.gov.br/estimativa/2012/tabelaestados.asp?UF=RS>.

Quanto a origem das neoplasias pulmonares, a literatura aponta que estédo
relacionadas as células que revestem os alvéolos do parénquima pulmonar ou a
mucosa da arvore traqueobrénquica (EDGE et al., 2010). Sendo assim, o cancer de
pulmdo ndo € uma doenca com comportamento uniforme, pois engloba diversos
tipos histolégicos, com atividade biolégica e agressividade diferentes. A principal
subdivisdo proposta no que concerne as caracteristicas anatomopatologicas para 0s
tumores de pulméao sao: carcinoma indiferenciado de pequenas células e carcinoma
de ndo pequenas células (CPNPC), que correspondem a 20% e 80% dos casos,
respectivamente. O CPNPC inclui os subtipos adenocarcinoma, carcinoma de
células escamosas (carcinoma epiderméide) e carcinoma de grandes células, sendo
gue o adenocarcinoma atualmente é o tipo histolégico mais comum (ALBERG,;
BROCK; SAMET, 2005).


http://www.inca.gov.br/estimativa/2012/tabelaestados.asp?UF=RS
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A avaliacdo da extensdo (estadiamento) do CPNPC é realizada pelo sistema
tumor - node - metastasis (TNM), desenvolvido por Pierre Denoix, entre 0s anos de
1943 e 1952, e publicado pela International Union Against Cancer (UICC). Esse
sistema utiliza critérios de classificacdo que estdo ligados ao tamanho e a posicao
do tumor primario (T), a presenca e localizacéo de linfonodos comprometidos (N) e a
presenca de metastases a distancia (M), sendo operacionalizado por meio de
exames de imagem e eventual bidpsia de linfonodos e mediastino. O objetivo
principal da classificacdo do estadiamento dos tumores é estimar a extensao
anatdbmica da doenca e, a partir dai, associar esses dados ao tratamento e a
sobrevida dos pacientes (FERNANDES; JATENE; ZAMBONI, 2002).

Na interpretacdo de cada fator, sdo analisadas as diversas variacfes que,
para o tumor primitivo, vao de T1 a T4; para o comprometimento linfatico, de NO a
N3; e para as metastases, de MO a M1 (SANTOS, 2011) (Quadro 1).

Tumor primario (T):

TX — O tumor primario ndo pode ser avaliado ou tumor comprovado por
presenca de ceélulas malignas no escarro ou lavado brénquico mas néo

visualizado no broncoscopia ou nos exames de imagem.

Tis — Carcinoma in situ.

TO — Sem evidéncia de tumor primario.

T1 — Tumor menor ou igual a 3 cm em sua maior dimensao, envolvido por
pulm&o ou pela pleura visceral, sem evidéncia broncoscépica de invasdo mais

proximal do que o brénquio lobar.

T2 — Tumor com mais de 3 cm ou qualquer uma das seguintes caracteristicas:
envolvimento do brénquio principal, distante = 2 cm da carina; invasdo da
pleura visceral; associado a presenca de atelectasia ou pneumonia obstrutiva

gue se estende a regido hilar, mas ndo compromete todo o pulmao.

T3 — Tumor de qualquer tamanho com invasao direta de qualquer uma das
seguintes estruturas: parede toracica (incluindo tumores de sulco superior),
diafragma, pleura mediastinal, pericardio parietal; tumor no brénquio principal
a uma distancia da carina menor que 2 cm, mas sem envolvé-la; associado a
atelectasia ou pneumonia obstrutiva de todo o pulm&o; ou presenca de

noédulos tumorais localizados no mesmo lobo do tumor primario.




T4 — Tumor de qualquer tamanho, com invasao direta de qualquer uma das
seguintes estruturas: mediastino, coracdo, grandes vasos, traquéia, eséfago,
corpo vertebral, carina; ou presenca de nodulos tumorais localizados em um

lobo diferente do tumor primario, mas ipsolateral ao tumor primario.

Linfonodos regionais (N):

NX — Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados.

NO — Auséncia de metastases nos linfonodos regionais.

N1 — Metastases para linfonodos peribronquicos e/ou hilares ipsilaterais e/ou
intrapulmonares incluindo o envolvimento desses por invasao direta do tumor

primario.

N2 — Metastases para linfonodos mediastinais ipsilaterais e/ou linfonodos

carinais.

N3 — Metastases para linfonodos mediastinais contralaterais, hilares
contralaterais, escalenos ipsilaterais ou contralaterais ou linfonodos

supraclaviculares.

Metéstases a distancia (M):

MX — Presenca de metastases a distancia ndo pode ser avaliada.

MO — Auséncia de metastases a distancia.

M1 — Presenca de metastases a distancia.

Mla — No6dulos em um lobo contralateral ao tumor primario, com nodulos

pleurais ou derrame pleural (ou pericardico) maligno.

M1b — Metastases a distancia.

Agrupamento por estadio:

Carcinoma oculto TX NO MO
1A T1 NO MO
A T1 N1 MO
A T1/T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
IB T2 NO MO
1B T2 N1 MO
T3 NO MO

B qualquer T N3 MO

23



24

T4 qualquer N MO

\Y qualquer T qualguerN M1

Quadro 1 — Classifica¢do do cancer de pulméo de néo pequenas células (CPNPC)
Fonte: SANTOS, R. dos, 2011.

O céancer de pulméo geralmente é detectado em estagio avancados devido a
auséncia de sintomatologia nos estagios iniciais da doenca. Em decorréncia disso,
permanece como uma doenca altamente letal (MORA, 2004). Estima-se que, no
momento do diagndstico do CPNPC, 20% dos pacientes tém doenca localizada,
25% tém extensdes da neoplasia para os linfonodos mediastinais e 55% ja
apresentam metastases a distancia (SOUZA, 2011).

Apesar dos investimentos em pesquisa de novos tratamentos, a sobrevida no
cancer de pulmdo ainda é baixa: apenas 14% dos pacientes permanecem Vivos
apos 5 anos do diagnéstico, principalmente quando comparado com as taxas de
sobrevida de outras neoplasias como de célon (63%), mama (85%) e préstata
(93%). Muitos fatores prognésticos tém sido associados a variacdo de sobrevida em
pacientes com cancer de pulmdo como a extensao anatdomica da doenca, o estado
geral do paciente, o género, a idade, o tipo celular, a exposicdo cumulativa aos
agentes ambientais carcinogénicos, a predisposicdo genética entre outros (MORA,
2004).

Em relacdo ao tratamento a que os pacientes com neoplasia pulmonar séo
submetidos, recomenda-se cirurgia ou radioterapia para os individuos com doenca
localizada, que correspondem somente a 20% dos casos, e para 0S pacientes com
CPNPC que apresentam metastases a indicacdo é o tratamento quimioterapico
(SOUZA, 2011).

Essa disseminacdo do cancer de pulmdo na populacdo mundial, que é
claramente observada pelos dados estatisticos, esta intimamente relacionada com o
consumo de tabaco nas comunidades (IARC, 2004). O tabagismo é caracterizado
como um dos principais fatores que levam ao desenvolvimento de cancer desde a
década de 50 (SASCO; SECRETAN; STRIF, 2004) e cada vez mais estudos
epidemiologicos tém sido desenvolvidos em resposta a essa plausivel correlacao.

Pesquisas apontam o fumo como sendo o responsavel por quase 90% dos

casos de cancer de pulméo diagnosticados. Segundo estimativa do INCA, para o
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ano de 2002, ele foi responsavel por 21.425 casos de cancer de pulméo e 15.955
mortes associadas a este diagndstico.

E importante salientar aqui que o risco de morte por cancer de pulmé&o é de 7
a 14 vezes maior entre os fumantes do que entre os ndo fumantes (JAMNIK, 2012),
razdo pela qual Zander et al. (2008) afirmam que “o céncer de pulméo é uma doencga
primeiramente ambiental”.

No tabaco, ja foram identificadas mais de 4.000 substancias toxicas e cerca
de 60 elementos potencialmente cancerigenos que o usuario do produto absorve no
seu organismo (MACKAY; ERIKSEN, 2002). S6 na fumacga do cigarro podem ser
identificadas em torno de 200 aminas, bem como dezenas de diferentes
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, nitrosaminas, metais, como o niquel, o
cadmio e o chumbo, além de diversas amoénias, cetonas e cetaldeidos (BOING;
PERES; ANTUNES, 2002; ZANDER et al., 2008). A interacdo dos metabdlicos ativos
oriundos desses agentes carcinogénicos com o DNA das células pode provocar
severas alteracdes fenotipicas, evento critico para o desenvolvimento de tumores
(CAVENARI; ROGATTO, 2004).

E importante destacar que as alteracbes que as industrias fumageiras vém
realizando, ao longo dos anos, na composi¢ao dos cigarros também favoreceram a
maior incidéncia de neoplasias pulmonares do tipo histolégico adenocarcinoma na
atualidade. A reducdo do teor de nicotina dos cigarros contribuiu para uma
diminuicdo dos casos de carcinoma de pequenas células, enquanto o acréscimo dos
niveis de nitrato nos cigarros, mudanca que propicia um aumento dos teores de
nitrosaminas produzidas durante o ato de fumar, € provavelmente o responsavel
pelo aumento na incidéncia de adenocarcinomas entre a populacdo tabagista
(ALBERG; BROCK; SAMET, 2005).

Vale salientar, também, que, na relacdo entre tabagismo e incidéncia de
cancer, deve-se levar em conta a quantidade de tabaco consumido e o tempo de
duracdo do habito de fumar, estabelecendo-se um bindmio dose-resposta
(MACFARLANE et al., 1995; GARROTE et al., 2001).

Os danos ao organismo humano provenientes do tabagismo ndo afetam
apenas as pessoas que fumam, mas também atingem as nao fumantes, que vivem
sob a poluigédo proveniente da fumaca de cigarros nos domicilios, nos ambientes de
trabalho e de lazer. A poluicdo ambiental decorrente da fumaca exalada pelo fuman-

te (caracterizada como corrente primaria ou principal) corresponde a 25% do total de
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poluicdo dispersada; ja aquela proveniente da queima da ponta do cigarro e de
outros produtos do tabaco (caracterizada como corrente secundaria), corresponde
aos 75% restantes da poluicdo ambiental proveniente do habito de fumar. Ressalte-
se que a corrente secundaria é a mais importante fonte de poluicdo ambiental e
aguela que apresenta as maiores concentracbes de todos 0s componentes
carcinogénicos constituintes do tabaco (ARAUJO, 2007).

Assim, a fumaca inalada pelos fumantes passivos ou involuntarios sera
responsavel por grande parte das doencas tabaco-relacionadas neles incidentes, em
particular, o cancer de pulmdo (HACKSHAW; LAW; WALD, 1997; MIRRA, 2007).
Entretanto ha outros fatores que também favorecem o desenvolvimento de cancer
de pulméo, como, por exemplo, a poluicdo atmosférica, os asbestos e outras fibras
minerais, a silica e os fatores genéticos (MENEZES et al., 2002; ZAMBONI, 2002;
GUIMARAES, 2006; COTE et al., 2009).

E por isso que estudos tém sugerido que as neoplasias podem ser originadas
em sitios expostos cronicamente a agentes irritantes e que 0S processos
inflamatorios presentes nesses sitios também podem ser 0s responsaveis pela
origem de tumores (HUANG; CHEN, 2011).

As pesquisas recentes demonstram que o0 consumo de cigarros promove
significativos efeitos pré-inflamatorios, por meio da estimulagdo da expressdo da
enzima ciclooxigenase 2 (COX-2) em uma grande variedade de células, como em
células T, em células neoplasicas pulmonares e em células escamosas de cabeca e
pescoco (HUANG; CHEN, 2011). Desse modo, a estimulacdo da COX-2 pelo
tabagismo pode ser um dos caminhos para o desenvolvimento dos processos
inflamatérios em fumantes, fato que contribui significativamente para o
desenvolvimento e evolucdo das doencas neoplasicas nesses individuos.

Em reforco a essa tese esta o fato de que diversos autores relataram uma
significativa expressédo da COX-2 em diferentes neoplasias, como céncer de pulméo
(HIDA et al., 1998), de es6fago (WILSON et al., 1998) e de mama (HARRIS et al.,
2000), o que sugere que essa proteina possa participar de passos importantes
durantes os processos de carcinogénese.

A COX-2 eéresponsavel pela conversdo do acido araquidénico em
eicosandides, como as prostaglandinas (PGs) (HASTURK et al., 2002). A via
ciclooxigenase leva a formacdo das prostaglandinas PGG2 e, em sequéncia, das

PGH?2 e, a partir delas, ha formacé&o dos seus derivados biologicamente ativos, quais
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sejam, as prostaglandinas PGD2, PGE2, PGF2a, PGI2 (prostaciclina) ou TxA2
(tromboxano A2) (SMITH, 1992; VANE; BOTTING, 1998; SMITH; DEWITT;
GARAVITO, 2000).

Entre as PGs, a PGE2é uma das biomoléculas mais extensamente
estudadas em relacdo ao seu potencial envolvimento na progressao tumoral, ja que
ela exerce uma série de efeitos inibitdrios no sistema imunoldgico, podendo afetar os
processos de diferenciacdo e proliferacdo celular (ROSCH et al., 2005; HARRIS,
2009).

Como citado anteriormente, a fumaca do cigarroinduz o aumento da
expressdo da COX-2, elevando, dessa maneira, a liberacdo de PGE2 a partir de
muitos tipos celulares, como fibroblastos (MARTEY et al., 2004; WANG; HONN; NIE,
2007), mondcitos sanguineos (MARTEY et al., 2005), macréfagos alveolares
(BELOQUI et al., 2005; PROFITA et al.,, 2010), células dendriticas pulmonares
(HWANG et al., 1999) e neutréfilos (BELOQUI et al., 2005), sendo que a maioria
deles faz parte do sistema imunoldgico.

As PGs liberadas pelas células mencionadas acima desencadeiam, entao,
uma série de eventos relacionados a manutencao de um microambiente favoravel ao
desenvolvimento tumoral, j& que elas atuam sobre a producao do fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) e sobre a producao de citocinas (HARIZI; CORCUFF; GUALDE,
2008), além de estimularem os mecanismos de angiogénsese.

De acorco com Gately (2000), a angiogénese pode ser induzida pela COX-2
através: a) do estimulo a expressao de fatores pré-angiogénicos, como o fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF); b) da geracdo de produtos dos
eicosandides, como tromboxanos A2, PGE2 e PGI2, que diretamente estimulam a
migracao endotelial; e ¢) da inibicdo da apoptose endotelial.

No entanto, as pesquisas desenvolvidas em torno dos mecanismos que
envolvem a COX-2 e a PGE2 como facilitadoras do desenvolvimento de tumores
expdem um paradoxo intrigante, ja que, por um lado, a COX-2 e PGE2 causam a
progressao da carcinogénese através de seus efeitos pré-inflamatoérios (MARTEY et
al., 2004), enquanto, por outro lado, ha uma promocé&o do crescimento do tumor por
acOes de imunossupressores que facilitam que as células tumorais escaparem
da vigilancia imunoldgica (HARIZI; CORCUFF; GUALDE, 2008; WANG; DUBOIS,
2010). Isso acontece porque a PGE2 pode atuar como agente pré e anti-

inflamatorio. Percebe-se, portanto, que ha uma relacéo estreita entre o consumo de
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cigarros, o aparecimento de eventos pro-inflamatorios e imunossupressores e 0
desenvolvimento de cancer de pulméo.

As doencas pulmonares crénicas, como as doencas nheoplasicas, sao
caracterizadas, entdo, pela inflamacéo tecidual persistente e pela remodelacdo do
tecido, fatos que contribuem para um declinio progressivo da fungcdo pulmonar
(SIME, 2001). Uma caracteristica comum desses disturbios € o recrutamento e
ativacdo de células efetoras, tais como macréfagos, neutrofilos, eosindfilos,
fibroblastos, células epiteliais e linfocitos, que liberam mediadores capazes de
promover uma inflamagéao adicional (THANNICKAL et al., 2004).

Os linfécitos sdo células sanguineas originadas na medula 6ssea a partir de
um Unico precursor hematopoético comum (Stem cell, ou célula indiferenciada
pluripotente). Eles sdo leucdcitos do tipo agranulOcitos presentes no sangue em
quantidades que variam sob as condi¢des fisiol6gicas (como idade e sexo) e que
correspondem a cerca de 30% (trinta por cento) das células circulantes do sangue,
sendo as principais células envolvidas no reconhecimento e destruicdo de antigenos
nao-proprios ou prejudiciais ao organismo (LORENZI, 2003).

Apés a diferenciacgéo, os linfocitos sofrem o processo de maturacao final, que
pode ocorrer na propria medula 6ssea ou em outro tecido. As células maduras, de
acordo com seu papel fisioloégico, podem ser classificadas como linfécitos T, que
sofrem maturacdo no timo, e linfécitos B e NK, os quais, no homem, sofrem
maturacéo na medula 6ssea (LECUYER HOANG, 2004; BLOM; SPITS, 2006).

Os linfécitos T sdo encarregados da imunidade mediada por células,
subdividindo-se em linfocitos T citotdxicos (CD8"), que, quando ativados, atuam
eliminando células infectadas, e em linfécitos T helper (CD4"), que atuam
secretando citocinas reguladoras do sistema imune. As células CD4" podem, ainda,
ser dos tipos Thl e Th2, de acordo com o tipo de citocinas que produzem. As células
Thl secretam interleucina 2 (IL-2), responsavel pela ativagcdo de células CD4" e
CD8", e interferon y (INF-y), que ativa macrofagos; ja as Th2 secretam IL-4 e IL-5,
que induzem a producdo de imunoglobulinas pelos linfocitos B (ADAM; ODHAYV;
BHOOLA, 2003).

Os mecanismos que correlacionam imunidade inata, inflamacdo e céncer
ainda sao pouco claros, porém estudos apontam que a producéo de citocinas pelas
células imunes ativadas e a ativacdo de toll-like receptors (TLRS) presentes nas

células tumorais podem mediar a comunicacao entre os diferentes sistemas. De fato,
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0os TLRs sdo um componente da resposta imune inata e a sua expressao tem sido
relacionada com o aumento da malignidade e da resisténcia a quimioterapia e a
radioterapia em diversos tipos tumorais (CHEN et al., 2008). Em geral, a ativacdo de
TLRs culmina na inducao de fator nuclear- kB (NF-kB) e na consequente producéo
de citocinas pro-inflamatorias que estimulam o avanco tumoral (SHISHODIA,
AGGARWAL, 2002; PIKARSKY et al., 2004).

Ha uma teoria que sugere que células tumorais podem modular a resposta
imune ao seu favor por meio da secrecédo de citocinas. O modelo proposto por Chen
e colaboradores (2008) revela que as células tumorais, através da producdo de
citocinas, recrutam células imunes para o microambiente tumoral e essas células
imunes “diferenciadas”, entdo, sado induzidas pelas células neoplasicas a
desempenhar funcdes de suporte e progressdo tumoral através da producdo de

citocinas (Figura 3).
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Figura 3: Modelo de como as células tumorais “educam” as células imunes a
desempenhar funcdes de estimulo a progressao tumoral

Fonte: CHEN et al. (2008), com adaptacoes.

A influéncia das citocinas também é extremamente importante no processo de
angiogénese desenvolvido durante a progressao tumoral, verificando-se, portanto, o
envolvimento dessas moléculas pro-inflamatérias nos 3 (trés) passos da
carcinogénese, referidos no inicio desta exposi¢cédo: a iniciacdo, a promocao e a
progressao tumoral.

Ante o0 exposto, fica evidente a intima relagdo das células imunes com os

processos inflamatorios observados durante o desenvolvimento e progressao das



30

doencgas neoplasicas, tornando fundamental demonstrar a importancia que uma
classe de moléculas sinalizadoras tem nesses processos: os nucleotideos ATP, ADP
e AMP e o seu nucleosideo correspondente, a adenosina (YEGUTKIN et al., 2002).

Apesar de tradicionalmente serem atribuidas aos nucleotideos acdes
estritamente intracelulares, atualmente esta bem estabelecido o conceito de que
essas moléculas também atuam como mensageiros extracelulares, capazes de
sinalizar uma série de efeitos biologicos (BURNSTOCK, 2006; BURNSTOCK, 2007).
Entre esses efeitos biolégicos, € de suma importancia destacar aqueles relacionados
ao sistema de sinalizacdo purinérgica no controle das respostas imunes e
inflamatérias.

Como ja mencionado anteriormente, ha uma estreita relacdo entre a
ocorréncia de processos inflamatérios e o desenvolvimento de tumores, tendo sido
relatado, também, que a transformacdo de uma célula normal em uma célula
maligna € um processo multifatorial que requer condicdes especificas que
disponibilizem um suporte fisiolégico para o desenvolvimento do tumor. Devido a
habilidade que os nucleotideos extracelulares tém em atuar como fatores indutores
de crescimento e proliferacdo celular (RATHBONE et al.,1999), muitos estudos tém
apontado que a sinalizacdo purinérgica pode estar envolvida com a progressao
tumoral (WHITE; BURNSTOCK, 2006).

Os nucleotideos, tais como o ATP, o ADP e o UTP, estdo presentes nos
fluidos extracelulares em baixas quantidades (concentracdes micromolares),
havendo uma extensa discussdo em torno das vias celulares envolvidas na sua
liberag&o para o meio extracelular, uma vez que 0 exato mecanismo desse processo
ainda nao estd completamente esclarecido (BURNSTOCK, 2008). Sabe-se, contudo,
gue a concentracdo desses nucleotideos no meio exterior ao da célula é influenciada
por varios fatores, como secrecdo e/ou lise celular, permeabilidade seletiva da
membrana plasmatica, exocitose de vesiculas secretoras (tais quais 0S corpos
densos plaquetarios), diluicdo desses nucleotideos no espaco extracelular (ENJYOJI
et al., 1999; ZIMMERMANN, 2001) e os efeitos da acdo catalitica de enzimas do tipo
NTPDases (nucleotidases) (MALMSJO; EDVINSSON; ERLINGUE, 2000).

Uma vez liberados, os nucleotideos interagem com receptores purinérgicos
especificos, mediando eventos de resposta imune, de inflamacéo, de agregacao
plaquetéria, entre outros (BURNSTOCK, 2006; BURNSTOCK, 2007). Esses

receptores sdo divididos em duas subfamilias: agueles acoplados a proteina G (P2Y) e
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aqueles ligados a canais i6nicos (P2X), sendo que, em mamiferos, ja foram identificados
oito tipos de receptores P2Y (P2Y1, P2Y2, P2Ys, P2Ys, P2Y11, P2Y12, P2Y13 e P2Y14) €
sete tipos de receptores P2X (P2X1 — P2X7) (BURNSTOCK, 2006). A sinalizac&o
purinérgica € finalizada, entdo, pela acdo de ectoenzimas que hidrolisam os
nucleotideos até o0s seus respectivos nucleosideos, no meio extracelular
(ZIMMERMANN, 1994).

Os nucleotideos, especialmente o ATP, atuam como moléculas sinalizadoras
endogenas de injarias, desencadeando uma resposta do sistema imune (ZHANG;
MOSSER, 2008). Estudos revelam que o ATP esta envolvido em diversas funcdes
no sistema imune: nas células T, o ATP € capaz de mediar a resposta imune
atuando como um agente pré-inflamatério, porque estimula a proliferagcbes de
linfécitos e potencializa a liberacao de citocinas, como a IL-2 e o IFN-y (LANGSTON
et al., 2003; BOURS et al., 2006); nos mondcitos circulantes, o ATP esta envolvido
no recrutamento destes para os tecidos alvo (VENTURA; THOMOPOULOS, 1995);
nas células dendriticas, o ATP induz migracdo e diferenciacdo (LA SALA et al.,
2003); nos macrofagos, estimula a producao de IL-18 (ELSSNER et al., 2004) e do
fator de necrose tumoral-a (TNF-a) (GUERRA et al., 2003).

Para que se entenda melhor o envolvimento da sinalizacéo purinérgica com o
desenvolvimento neoplasico, 0s receptores purinérgicos denominados como
receptores do tipo P2 devem ser destacados. A literatura relata o receptor P2X5,
também conhecido como P2Z (DI VIRGILIO et al.,, 2001), como sendo um dos
receptores purinérgicos mais estudados em uma série de patologias, inclusive no
cancer (BURNSTOCK, 2008). Tudo isso se deve a sua peculiar habilidade de sofrer
uma progressiva alteragdo no seu formato, induzida pelo ATP, o que pode levar a
geracao de um poro nédo seletivo na membrana.

A presenca do receptor P2X; ja foi descrita em diversas células, tais como
macrofagos, células dendriticas, fibroblastos, células endoteliais e linfocitos.
Intrigante é o fato de que a ativacdo deste receptor pelo ATP, dependendo das
concentracbes extracelulares, € capaz de induzir dois efeitos antagonicos:
proliferacdo celular, quando em baixas concentracfes, e morte celular via necrose
ou apoptose, quando em altas concentragdes (DI VIRGILIO, 2000; ADINOLFI et al.,
2005).

Esse receptor € também um dos principais mediadores da resposta

inflamatoria induzida pelo ATP, o que pode ter consequéncias importantes no que
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tange ao avanco tumoral. Estudos recentes in vivo demonstraram que o ATP se
acumula na periferia dos tumores, podendo modular uma série de sinalizagbes que
controlam a resposta inflamatoria e que estimulam a proliferacdo tumoral
(BRAGANHOL, 2010).

Apesar de as fungcbes do ATP sobre os linfocitos durante os processos de
inflamacé&o e carcinogénese estarem, em parte, elucidadas, as fungdes do ADP nao
estdo perfeitamente esclarecidas (LUTHJE, 1989), muito embora este nucleotideo
seja um importante estimulante da agregacédo plaquetaria, ativando e recrutando
plaguetas para o sitio da injaria tecidual (MARCUS et al., 2003).

Além dos nucleotideos ATP e ADP, o seu nucleosideo correspondente, a
adenosina, também é considerado uma molécula sinalizadora de dano celular,
porém com acdes contrarias as do ATP (BOURS et al., 2006). A adenosina medeia
uma resposta imunossupressora e anti-inflamatoria, atuando como agente protetor
dos tecidos saudaveis contra os ataques promovidos pelas células de defesa.

Entre as acdes imunes da adenosina, estdo incluidas a promocédo da
maturacdo dos mondcitos (FISCHER et al.,, 1976; KAWASHIMA et al., 2000;
SPYCHALA, 2000; DUNWIDDIE; MASINO, 2001), a inibicdo da liberacdo de
citocinas pro-inflamatérias (IL-2 e IFN-y) (HASKO et al., 2009), a inibicdo da adesé&o
de linfocitos a respostas inflamatérias (ODASHIMA et al., 2005) e a inibicdo da
proliferacéo de células T (SPYCHALA, 2000; GESSI; VARANI; MERIGUI, 2007).

Todavia existem controvérsias sobre os efeitos benéficos da adenosina,
havendo relatos, na literatura, de que ela apresenta propriedades pro-
carcinogénicas, entre as quais se destacam as fungbes promotoras de crescimento
tumoral, de estimulo a angiogénese e de reducao da hip6xia tecidual, através de sua
atividade vasodilatadora, fatos que podem agravar ainda mais o estado de saude
dos pacientes que ja apresentam cancer de pulmdo (RATHBONE, 1992;
SPYCHALA, 2000; GESSI; VARANI; MERIGUI, 2007).

Consoante ja referido, a concentracdo dos nucleotideos extracelulares pode
ser modulada pela atividade de enzimas denominadas ectonucleotidases. Nesse
processo, diferentes familias de ectoenzimas trabalham de forma orquestrada,
dentre as quais estdo incluidas as ectonucleosideo trifosfato-difosfoidrolases (E-
NTPDase), as ectonucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterases (E-NPP), as ecto-5’-
nucleotidase e as fosfatases alcalinas (ZIMMERMANN 2001; ROBSON; SEVIGNY;
ZIMMERMANN, 2006) (Figura 4).
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Figura 4: Topografia de membrana das diferentes familias de enzimas que compdem

0 grupo das ectonucleotidases
Fonte: <www.crri.ca/sevigny.html/>, com adaptacdes.

Neste estudo, dar-se-a enfoque as E-NTPDases, que constituem uma classe
de ectoenzimas ancoradas a membrana plasmatica via dominios hidrofébicos, com o
sitio ativo voltado para o meio extracelular. Essas enzimas séo caracterizadas pela
sua capacidade de hidrolisar nucleotideos tri e difosfatados (ZIMMERMANN, 2001),
pela sua dependéncia de cations divalentes para exercer sua atividade catalitica
(PLESNER, 1995) e por apresentarem um alto grau de similaridade na sua
sequéncia de aminoacidos, particularmente dentro de cinco regifes, conhecidas
como “regides conservadas da apirase” (ACRs) as quais sao extremamente
importantes para a atividade catalitica (ZIMMERMANN, 1999) (Figura 5).
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Figura 5: Topografia de membrana das ectonucleotidases
Fonte: ZIMMERMANN (2001), com adaptacdes.
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Ja foram identificados oito membros da familia das E-NTPDases, quais
sejam, NTPDase 1 a 8, sendo que cada uma delas difere entre si quanto a
especificidade ao substrato (Quadro 2), a distribuicédo tecidual e a localizacdo celular
(SHI et al., 2001; ZIMMERMANN, 2001; BIOGENNESE et al., 2004).

Nomenclatura atual Preferéncia por substrato
NTPDase 1 ATP=ADP (1:1)
NTPDase 2 ATP>>>>ADP (30:1)
NTPDase 3 ATP>ADP (3:1)
NTPDase 4 UDP>GDP, CDP
NTPDase 5 UDP>GDP,IDP>>>ADP, CDP
NTPDase 6 GDP>IDP>>UDP,CDP>>ADP

Quadro 2 — Nomenclatura e preferéncia por substrato dos membros da familia E-
NTPDase em vertebrados

Fonte: ZIMMERMANN (2001), com adaptagoes.

As NTPDases 1, 2, 3 e 8 sdo ligadas a membrana da superficie plasmatica
por meio de dois dominios transmembrana N e C-terminal citoplasmaticos,
apresentam o sitio catalitico voltado para a face extracelular e sdo as principais
responsaveis pela metabolizacdo dos nucleotideos no meio extracelular. As
NTPDase 4, 5, 6 e 7, por sua vez, exibem localizacdo intracelular (ROBSON;
SEVIGNY; ZIMMERMANN, 2006) (Figura 6).

A identidade molecular do primeiro membro da familia das E-NTPDases, a
NTPDase 1 (ATP difosfoidrolase, Apirase, EC 3.6.1.5, CD39), foi revelada somente
na metade da década de 90. Estudos posteriores mostraram que a NTPDase 1 é
abundantemente expressa nos vasos sanguineos (nas células endoteliais e nas
células musculares lisas), nas células dendriticas, nos linfécitos e em uma variedade
de outras células (ROBSON; SEVIGNY; ZIMMERMANN, 2006).

Essa enzima tem a capacidade de hidrolisar nucleotideos extracelulates di e
trifosfatados, preferencialmente ATP e ADP (LEAL et al., 2005) e, desse modo, nos
processos inflamatorios mediados por linfocitos a regulacdo da atividade da
NTPDase poderia ser usada como marcador de ativacdo dos mesmos durante a
resposta imune (BARANKIEWICZ; DOSCH; COHEN, 1988).
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Figura 6 — Membros da familia das NTPDases
Fonte: ROBSON; SEVIGNY; ZIMMERMANN (2006), com adaptacdes.

Além das NTPDases, a enzima adenosina desaminase (ADA — E.C.3.5.4.4)
também faz parte do conjunto de enzimas responsaveis pela degradacdo sequencial
dos nucleotideos e nucleosideos de adenina (YEGUTKIN, 2008). Esta enzima
catalisa a deaminacéo irreversivel da adenosina e da desoxiadenosina em inosina e
desoxinosina, respectivamente (BLACKBURN; KELLEMS, 2005; SPYCHALA, 2000).

Em conjunto, as ectoenzimas descritas acima sdo capazes de regular a
concentracdo extracelular dos nucleotideos e nucleosideos de adenina, sendo
importantes  sinalizadores dos eventos pro-inflamatérios, antiinflamatérios
(YEGUTKIN, 2008) e tumorais.

Além do sistema purinérgico, o envolvimento do sistema colinérgico, em
especial da acetilcolina (ACh), tem sido extensamente estudado nas patologias que
envolvem processos imunoldgicos e inflamatdrios.

Por ser um neurotransmissor das sinapses e juncdes neuroefetoras
colinérgicas no sistema nervoso central e periférico, a ACh é a principal molécula
envolvida nas func¢des desse sistema. No entanto, recentes experiéncias envolvendo
seres humanos tém documentado uma expressdo ampla do sistema colinérgico
também em varios tecidos ndo neuronais, ou seja, em células do sistema
imunologico e sanguineo (ALMEIDA; SALDANHA, 2010). Esses tecidos néao

neuronais possuem um sistema colinérgico completo, constituido de ACh,
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receptores muscarinicos e nicotinicos, colina acetiltransferase e acetilcolinesterase
(AChE).

A acdo da ACh é modulada pela atividade da enzima acetilcolinesterase
(AChE, EC 3.1.1.7). Essa enzima age especificamente no subtrato ACh,
promovendo uma inativacdo da ACh por hidrélise, podendo contribuir, dessa
maneira, com a regulacdo das respostas inflamatorias através da modulacdo dos
niveis de ACh extracelular (KAWASHIMA; FUJII, 2000; TAYEBATI et al., 2002).

A AChE possui um rico polimorfismo, ja que existe em uma variedade de
formas moleculares que podem ser classificadas como homoméricas ou
heteroméricas, com base na associacdo com subunidades estruturais
especializadas (MASSOULIE et al., 1993).

As formas homoméricas incluem as variedades globular monomérica (G1),
dimérica (G2) e tetrdmera (G4) (TAYLOR; BROWN, 1999).

As formas heteroméricas, por sua vez, consistem em uma montagem das
subunidades estrutural e catalitica, nas quais a ligacdo, através de pontes dissulfeto,
de uma molécula triplice helicoidal de coldgeno a um, dois ou trés tetrameros
cataliticos resulta nas formas estruturais assimétricas A4, A8 e A12 (MASSOULIE et
al., 1993).

O sitio ativo da AChE é composto por uma triade catalitica formada por
residuos de aminoacidos serina (Ser-200), histidina (His-440) e glutamato (Glu-327)
(Figura 7).

Ser 200

His 440

Glu 327

Figura 7 — Visédo do sitio ativo da AChE e dos residuos de aminoacidos que

constituem a triade catalitica
Fonte: VIEGAS JUNIOR et al. (2004), com adaptacdes.
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A AChE esta amplamente distribuida no sistema nervoso central e também é
encontrada em eritrécitos, linfécitos e plaquetas de mamiferos (SILVA, 1998), sendo
gue, nessas células, a principal forma estrutural encontrada € a G2 (RAKONCZAY et
al., 2005).

A AChE eritrocitaria possui as mesmas propriedades da enzima pura presente
no encéfalo (AL-JAFARI, 1995), todavia seu exato papel bioldgico € ainda
desconhecido (KAMAL et al., 1999). Uma das funcdes ndo enzimaticas da AChE
sanguinea parece estar relacionada com a diferenciacdo das células
hematopoiéticas (SOREQ et al., 1994), além de estudos indicarem que esta enzima
é um bom marcador de integridade e estado funcional da membrana (SZELENY! et
al., 1987).

No sangue, a circulacdo de ACh pode regular varias funcdes fisioldgicas,
incluindo a modulagao imunoldgica através da diferenciacdo e ativacdo dos linfécitos
(TAYEBATI et al., 2002). Assim, a ACh sintetizada pelos linfécitos pode ter acéo
imunomoduladora, via receptores muscarinicos e nicotinicos, e sua propriedade anti-
inflamatoria torna-se evidente quando presente em concentracdes elevadas, como
nos processos inflamatérios (ALMEIDA; SALDANHA, 2010). Além disso, trabalhos
relatam que a inibicdo da AChE reduz a proliferacdo de linfécitos, porém o
mecanismo envolvido neste processo permanece desconhecido (NIZRI et al., 2005).

Por fim, cumpre ressaltar que, além do envolvimento da AChE na regulagéo
dos niveis plasmaticos de ACh, a butirilcolinesterase (BChE, EC 3.1.1.8) também
esta relacionada a esse processo. Anteriormente chamada de colinesterase do soro,
pseudocolinesterase e colinesterase ndo especifica, ela é sintetizada no figado e
tem a capacidade de hidrolisar varios ésteres de colina, desde a ACh até a
heptanoilcolina, sendo mais eficiente na hidrolise da butirilcolina (WESCOE et al.,
1947).

De outro vértice, sabe-se que os tecidos que apresentam processos
inflamatorios crénicos fornecem um microambiente rico em células inflamatorias, em
fatores de crescimento para a proliferacdo celular e em EROs. As EROs, como o
anion superoxido (O2"), o peréxido de hidrogénio (H2.0O,), o radical hidroxila (OH") e
outros oxidantes, formam-se fisiologicamente em propor¢cdes controladas por
mecanismos de defesa celular. Porém, em algumas condi¢cdes patolégicas, como
nos processos inflamatérios cronicos, essa producdo de EROs pode aumentar

substancialmente, resultando em estresse oxidativo (SCHMATZ, 2011).
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O estresse oxidativo € um estado de desequilibrio entre a producdo de
radicais livres, em particular as EROs, e a capacidade de defesa do organismo
contra essas espécies. Quando ha um favorecimento a producdo de EROs e um
quadro de estresse oxidativo é instalado, a transformacéo progressiva de células
para a sua forma maligna ocorre mais facilmente, proporcionando um aumento na
frequéncia de mutacdes pelo danos ao DNA e, consequentemente, um aumento no
risco de desenvolvimento de neoplasias (ARDIES, 2003; COOK et al., 2004; GOTO
et al., 2007).

As EROs apresentam potencial para causar danos irreversiveis em
biomoléculas importantes, tais como lipideos de membrana, proteinas e DNA,
através de sua capacidade de induzir alteracdes bioquimicas (TANIYAMA,;
GRIENDLING, 2003; WU et al., 2004) (Figura 8).

< No=

Proteinas

Figura 8 — Dano oxidativo as macromoléculas bioldgicas.
Fonte: TORRES (2003), com adaptacgoes.

E importante frisar, aqui, que as células do tumor sdo conhecidas por serem
0s principais responsaveis pela producdo e liberacdo de EROs na circulacao
(KLAUNIG; KAMENDULIS, 2004) e, para tanto, varios mecanismos que conduzem
ao estresse oxidativo foram propostos em pacientes com cancer, dentre eles
encontramos alteracdes no metabolismo energético (BAKAN et al.,, 2003), a
inflamacéo crénica nao-especifica (MANTOVANI et al., 1998) e por fim o uso de
drogas antineoplasicas (BAKAN et al., 2003).

Diversos estudos evidenciam o envolvimento do estresse oxidativo no
desenvolvimento do cancer (TOYOKUMI et al., 1995; MALDONADO et al., 2006;
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FARIAS, 2011), sendo que, outros trabalhos, como o desenvolvido por Klaunig e
Kamendulis (2004), demonstram que o0 estresse oxidativo participa diretamente da

iniciacdo, promocéao e progressao tumoral (Figura 9).
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Figura 9 — Nivel de efeitos carcinogénicos versus nivel de radicais livres nos varios

estagios do processo de carcinogénese
Fonte : VALKO et al. (2006), com adaptacdes.

Ainda ndo esta bem estabelecido se o0 estresse oxidativo verificado em
células tumorais resulta de um aumento na producédo de oxidantes ou de falhas nos
mecanismos de defesa (TOYOKUNI et al., 1995), entretanto € importante lembrar
que as células tumorais estdo frequentemente em hipoxia (OLIVEIRA; ALVES,
2002), o que pode alterar a regulacéo de suas defesas antioxidantes.

Os efeitos nocivos das EROs séo equilibrados pela acdo dos sistemas
antioxidantes. Por definicdo, uma substancia antioxidante é aquela capaz de inibir a
oxidacdo ou, entdo, é qualquer substancia que, mesmo presente em baixa
concentracdo se comparada ao seu substrato oxidavel, diminui ou inibe a oxidacéo
daquele substrato. Do ponto de vista biologico, pode-se também definir antioxidantes
como compostos que protegem os sistemas bioldgicos contra os efeitos deletérios
dos processos ou das reacdes que levam a oxidacdo de macromoléculas ou
estruturas celulares (JORDAO et al., 1998; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Esta
definicdo engloba compostos de natureza enzimatica e ndo enzimatica (SIES, 1993;

VALKO et al., 2007).
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Entre os antioxidantes enzimaticos, o sistema composto pela atividade de
enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) € o mais eficiente
(BONNEFOY et al., 2002), cumprindo destacar que a detoxificacdo das EROs
envolve um mecanismo de elevada sincronia, em que as enzimas antioxidantes
atuam de maneira cooperativa.

A funcéo da SOD foi descoberta em 1969 por McCord & Fridovich, o que
propiciou um grande avanco das pesquisas na area de toxicidade do oxigénio,
existindo trés classes de superoxido dismutase: Fe-SOD, CuZn-SOD e Mn-SOD. A
CuZn-SOD e a Mn-SOD encontram-se em eucariotos e a Fe-SOD apenas em
procariotos. A SOD dependente de cobre e zinco encontra-se no citoplasma celular
e nos fluidos extracelulares, onde € secretada pelas células endoteliais; ja a Mn-
SOD é uma enzima mitocondrial tetramérica, apresentando um atomo de manganés
por subunidade (SEIZI, 2003).

A SOD esta presente em todos os organismos aerdbicos, cabendo a ela
catalisar a dismutagdo do O," a H,O,, que é menos reativo. O H,O, gerado pela
SOD agora podera ser degradado por outras enzimas, como a CAT (Figura 10)
(MCCORD; FRIDOVICH,1969; FARBER,1990).
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Figura 10 — Mecanismo enzimatico antioxidante
Fonte: NORDBERG; ARNER (2001), com adaptacoes.

A CAT é uma enzima tetramérica composta por quatro subunidades idénticas,
que contém um unico grupo ferroprotoporfirina por unidade. Essa enzima é
encontrada no sangue, medula 6ssea, mucosas, rim e figado e sua atividade é
dependente de NADPH (FERREIRA; MATSUBARA, 1997), reagindo eficientemente

com o H,O, para formar agua e oxigénio molecular (MATTES et al., 1999).
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Além das defesas antioxidantes enzimaticas, também possuem grande
relevancia no controle dos processos oxidativos os antioxidantes ndo enzimaticos.
Sabe-se que 0 organismo tem a capacidade de produzir compostos que apresentam
grande capacidade de defesa antioxidante, direta ou indireta, atuando a fim de
manter o estado de equilibrio celular (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000). E
especialmente importante destacar, entre os antioxidantes ndo enzimaticos, o0s
compostos contendo grupos sulfidrila (SH), chamados tidis, cuja capacidade para
evitar a oxidacdo se deve, geralmente, ao atomo de enxofre que pode facilmente
acomodar a perda de elétron (KAROUI et al., 1996; HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1999; MASELLA et al., 2005).

A glutationa reduzida (GSH) € o tiol ndo-protéico mais abundante nas células
animais (MEISTER; ANDERSON, 1983), sendo formada por cisteina, glicina e
residuos de &cido glutdmico e cuja capacidade redutora é determinada pelo
grupamento -SH presente na cisteina. A GSH pode ser considerada, entdo, um dos
agentes mais importantes do sistema de defesa antioxidante da célula, protegendo-a
dos processos de iniciagdo tumoral (SHAN et al., 1990; ARTEEL; SIES, 2001).

Assim, tanto as defesas antioxidantes enzimaticas, quanto as nao-
enzimaticas, sdo extremamente importantes, uma vez que a supressao direta de
radicais livres (pré-oxidantes) proporciona maxima protecéo para os sitios biolédgicos,
podendo prevenir, dessa maneira, o0 desenvolvimento de doencas associadas ao
estresse oxidativo, inclusive o cancer de pulmédo (MASUTANI, 2000; BRIGELIUS-
FLOHE et al., 2002).

Neste contexto, considerando-se o importante potencial imunomudulador dos
nucleotideos e nucleosideos de adenina, o notavel papel do sistema colinérgico
extraneuronal na funcdo imune e inflamatéria e conhecendo-se o envolvimento dos
processos oxidativos celulares com o desenvolvimento e a progressao das doencas
neoplasicas, torna-se de grande valia verificar a atividade de ectonucleotidases, de
colinesterases e biomarcadores de estresse oxidativo em pacientes com cancer de

pulmao.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

> Verificar a atividade de ectonucleotidases, de colinesterases e de indicadores do

perfil oxidativo em pacientes com cancer de pulmao.

2.2 Objetivos especificos

» Verificar a atividade da enzima NTPDase em linfocitos de pacientes com cancer

de pulméo;

» Analisar a atividade da enzima ADA em soro de pacientes com neoplasia

pulmonar;

» Verificar a atividade das enzimas AChE, no sangue total, e da BChE em soro de

pacientes com cancer de pulmao;

» Determinar a atividade das enzimas SOD e CAT no sangue total dos pacientes

citados acima e;

» Determinar o conteudo de T-SH e NPSH no soro dos pacientes referidos

anteriomente.



3 METODOLOGIA E RESULTADOS

Os resultados desta dissertacdo estdo apresentados na forma de um
manuscrito. Os itens materiais e métodos, resultados, discussdo e referéncias
bibliograficas encontram-se no proprio manuscrito e representam a integra deste
estudo. O manuscrito esta formatado de acordo com as normas para publicacédo da
revista Clinica Chimica Acta.

Manuscrito: Activity of ectoenzymes and cholinesterases and biomarkers of

oxidative stress in patients with lung cancer
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ABSTRACT

Objectives: To examine the NTPDase activity in lymphocytes, adenosine deaminase
(ADA), and butyrylcholinesterase (BChE) activities in serum and acetylcholinesterase
(AChE) activity in whole blood, since these enzymes modulate the hydrolysis of
molecules involved in immune responses and in inflammation. We also checked the
activity of the enzymes involved in oxidative stress conditions as superoxide
dismutase (SOD) and catalase (CAT) and verified the levels of total thiols (T-SH) and
non-protein thiols (NPSH) in the serum of patients with lung cancer

Material and Methods: We collected blood samples from patients with lung cancer
(n=31) previously treated for lung cancer with chemotherapy and from control
patients (n=31). Patients with lung cancer were classified as stage Illlb and IV
according to the Union for International Cancer Control (UICC).

Results: Patients showed a significant increase in the hydrolysis of adenosine
triphosphate (ATP), adenosine diphosphate (ADP) in lymphocytes and adenosine in
serum (P<0.05). The activity of AChE enzyme in whole blood was higher in patients
with lung cancer compared with the control group (P<0.05). The activity of SOD and
CAT as well as the T-SH and NPSH levels were higher in patients compared with the
control group (P<0.05).

Conclusions: These findings demonstrated that the enzymes activity involved in the
control of inflammatory and immune processes (such as NTPDase, ADA, and AChE)
as well as the activity of antioxidant enzymes and the levels of non-enzymatic
antioxidants are altered in patients with lung cancer.

Keywords: Lung neoplasm; NTPDase; Adenosine deaminase; Acetylcholinesterase;

Enzymatic antioxidants; Non-enzymatic antioxidants; Inflammation.
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1 INTRODUCTION

Recent studies have showed that lung cancer has been the most commonly
diagnosed cancer as well as the main cause of cancer death in men worldwide.
Among women, it has been the fourth most commonly diagnosed cancer and the
second main cause of cancer death [1].

This "epidemic" of lung cancer in the mundial population is closely related with
tobacco consumption [2]. The smoking is characterized as one of the main factors
that lead to cancer development since 1950 [3] and increasingly epidemiological
studies have been developed in response to this convincing correlation. Other risk
factors, including occupational carcinogens (i.e., crystalline silica dust, asbestos),
residential radon, passive smoking, ambient air pollution, as well as other unknown
risk factors may contribute to the lung cancer risk [2].

Chronic lung diseases, such as neoplastic disease are characterized by
persistent inflammation and tissue remodeling that contributes to a progressive
decline in lung function [4]. A common feature of these disorders is the recruitment
and activation of effector cells such as lymphocytes, macrophages, neutrophils,
eosinophils, fibroblasts, and epithelial cells, which release mediators that promote
additional inflammation [5].

Lymphocyte cells are intimately involved in inflammatory processes and one
of the ways in which lymphocyte function is regulated is through a family of enzymes
called ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolases (E-NTPDases) [6]. The
NTPDase (EC 3.6.1.5, CD39) is an enzyme that hydrolyzes extracellular nucleotide
tri-and/or diphosphates (preferably ATP and ADP) [7]. This sequential
desphosphorylation of nucleotide triphosphates generates ADP, AMP and adenosine

that are involved in the regulation of immune defenses [6, 8]. ATP acts as a pro-



a7

inflammatory agent that potentiates the release of pro-inflammatory cytokines from
activated lymphocytes and can act as a signaling compound in cytolytic mechanisms
[9].

Adenosine is a metabolite of adenine nucleotides and presents
immunosuppressive,  anti-inflammatory and  tumor  promoting  functions.
Immunosuppressive and anti-inflammatory functions include inhibition of pro-
inflammatory cytokine release, inhibition of adhesion of immune cells and inhibition of
proliferation of T cells through the activation of A2A receptors. Tumor promoting
functions of adenosine are a result of the fact that it facilitates the growth of certain
tumors by stimulating angiogenesis and by reducing hypoxia through vasodilatation
[10, 11].

It is also known that adenosine is inactivated in the extracellular medium by
the action of adenosine deaminase (ADA, E.C 3.5.4.4). This enzyme catalyses the
irreversible deamination of adenosine and deoxyadenosine into inosine and
deoxyinosine, respectively [11].

Apart from the involvement of purinergic signaling in pro-inflammatory and
anti-inflammatory events, the cholinergic system has been extensively studied in
these processes. Acetylcholine (ACh) is the main molecule involved in cholinergic
functions. It is a neurotransmitter, however, recent experiments in humans have
documented a wider expression of the cholinergic system in several nonneuronal
tissues, i.e., in immune and blood cells [12].

These nonneuronal tissues possess a complete cholinergic system
consisting of ACh, muscarinic and nicotinic receptors, choline acetyltransferase and
acetylcholinesterase (AChE). In the peripheral blood, the ACh circulating may

regulate various physiological functions, including immune modulation [13]. Thus,
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when ACh is found in high concentrations in blood it acts as an anti-inflammatory
agent [12]. The action of ACh is prevented by local inactivating enzymes,
predominantly the specific AChE and the nonspecific butyrylcholinesterase (BChE)
[13].

Another important aspect that should be considered in tissues that present
persistent inflammation is the presence of reactive oxygen species (ROS). It is well
known that tissues that have chronic inflammatory process provide a
microenvironment rich in inflammatory cells, growth factors for cell proliferation, and
ROS. All these make the progressive transformation of cells into the malignant form
easier, increasing the frequency of mutations by the damage to DNA and,
consequently, the risk of developing lung cancer [14, 15].

ROS, present in inflamed tissue, can be the cause of the development of the
inflammatory process thus they have great importance in tumorogenesis [16]. It is
worth noting here that the tumor cells are known to be mainly responsible for the
production and release of ROS in the circulation [17]. Moreover, ROS can cause
irreversible damage to important biomolecules such as membrane lipids, proteins,
and DNA through their ability to induce biochemical alterations [18, 19].

The effects of ROS are balanced by the action of enzymatic and non-
enzymatic antioxidant systems. Among the enzymatic antioxidants, the system
composed of the activity of the enzymes superoxide dismutase (SOD) and catalase
(CAT) is the most efficient, whereas among the non-enzymatic antioxidants,
compounds containing sulfhydryl groups (SH), called thiols, are especially important
[20].

In view of this, we aimed to investigate the activity of the enzymes responsible

for the hydrolysis of adenine nucleotides and nucleosides and the activity of the
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enzymes responsible for the hydrolysis of ACh in patients with lung cancer, since
these enzymes modulate the hydrolysis of molecules involved in immune
responses and in inflammation. We also checked the activity of the enzymes involved
in oxidative stress conditions, such as SOD and CAT, and verified the levels of T-SH
and NPSH of patients with lung cancer since oxidative events are closely related to

the development of inflammatory processes and neoplasms.

2 MATERIALS AND METHODS
2.1 Chemicals

Nucleotides and Trizma base were purchased from Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO). Ficoll-Histopaque (Lymphoprep™) was purchased from Nycomed
Pharma (Oslo, Norway). Antibodies for the flow cytometry analysis, R-Phycoerythrin
(R-PE)—conjugated mouse anti-human monoclonal antibody against CD39 and
fluorescein isothiocyanate (FITC)—conjugated mouse anti-human monoclonal
antibody against CD45 were purchased from BD PharMingen Technical Data Sheet
(San Jose, CA). Acetylthiocholine iodide (ASCh), 5,5'-dithio-bis-2-nitrobenzoic acid
(DTNB, Ellman's reagent) and Triton X-100 were obtained from Sigma (Deisenhofen,
Germany), ethopropazine hydrochloride from Aldrich (Steinheim, Germany). All the

other reagents used in the experiments were of analytical grade and of the highest

purity.

2.2 Patient selection
Patients included in this study were diagnosed with lung cancer of non-small
cells at the University Hospital of Santa Maria. Patients in this study had disease in

stages lllb and IV disease, according to Union for International Cancer Control
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(UICC), in other words, the neoplasia compromised lymphonodes and had
metastases. Patients were being treated with antineoplastic cisplatin and
gencitabine. This group consisted of 31 individuals with over 50 yers of age and who
had no other comorbidities such as hypertension or diabetes. The blood sample was
collected in EDTA, citrate and without anticoagulant vaccutainer tubes, when the
patients had scheduled appointments in the field of Hematology/Oncology, University
Hospital of Santa Maria. The control group was composed of 31 healthy individuals
with the same age of the patient group. All subjects gave written informed consent to
participate in the study. The protocol was approved by the Human Ethics Committee
of the Health Science Center from the Federal University of Santa Maria under the

number 0061.0.243.000-10 and all the patients signed a written consent.

2.3 Isolation of mononuclear cells from human blood

Mononuclear leukocytes were isolated from human blood collected with
EDTA and separated on Ficoll-Histopaque density gradients as described by Boyum
[21]. Despite the methodology described above to be used for separating
mononuclear cells, the work done by Jaques et al. [22] demonstrated that there is a
high incidence of lymphocytes in separate samples and the amount of monocytes is
almost insignificant. For this reason we will treat the samples as containing only
lymphocytes. Lymphocyte viability and integrity were confirmed by determining the
percentage of cells, excluding 0.1% trypan blue and measuring lactate
dehydrogenase (LDH) activity [23]. These samples were used for the assay of

enzymatic NTPDase.

2.4 NTPDase enzyme assays
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After lymphocyte isolation, NTPDase activity was determined as described by
Leal et al. [7] where the reaction medium contained 0.5 mmol/L CaCl,, 120 mmol/L
NaCl, 5 mmol/L KCI, 60 mmol/L glucose and 50mmol/L Tris-HCI buffer at pH 8.0, with
a final volume of 200 pL. Twenty microliters of the intact mononuclear cells
suspended in saline solution was added to the reaction medium (2-4 ug of protein)
and pre-incubated for 10 min at 37 °C and incubation proceeded for 70 min.

The reaction was initiated by the addition of substrate (ATP or ADP) at a final
concentration of 2.0 mmol/L and stopped with 200 uL of 10% trichloracetic acid
(TCA). The released inorganic phosphate (Pi) was assayed by the method of Chan et
al. [24] using malachite green as colorimetric reagent and KH,PO, as standard.
Controls were carried out by adding the enzyme preparation after TCA addition to
correct for non-enzymatic nucleotide hydrolysis. All samples were run in triplicate and

the specific activity is reported as nmol Pi released/min/mg of protein.

2.5 Flow cytometry analysis for CD39

Peripheral blood cells were incubated using R-Phycoerythrin (R-PE)-
conjugated mouse anti-human monoclonal antibody against CD39 and fluorescein
isothiocyanate (FITC)-conjugated mouse anti-human monoclonal antibody against
CD45 (20 uL/106 cells) for 25 min, erythrocytes were lysed with reagent FACS
(fluorescent activated cell sorter) lysis and incubated again for 15 min in the dark.
Cells were washed twice in PBS buffer (pH 7.4) containing 0.02% (W/V) sodium
azide and 0.2% (W/V) BSA. The cells were then resuspended in PBS buffer (pH 7.4)
and immediately analyzed by FACSCalibur flow cytometer using Cell quest software

(Becton Dickinson, San Jose, CA) without fixation.
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2.6 Blood serum obtain
The blood was collected in vaccutainer tubes without an anticoagulant
system, centrifuged at 5000 rpm for 10 min, the clot was discarded and the serum

was used to determine the ADA and BChE activity as well as TSH and NPSH levels.

2.7 Adenosine deaminase (ADA) activity determination

ADA, in serum, was determined according to Guisti and Galanti [25]. Briefly,
50 pL of serum reacted with 21 mmol/L of adenosine, pH 6.5, and was incubated at
37 °C for 60 min. This method is based on the direct production of ammonia when
ADA acts in excess of adenosine. Results were expressed in units per liter (U/L).
One unit (1 U) of ADA is defined as the amount of enzyme required to release 1

mmol of ammonia per minute from adenosine at standard assay conditions.

2.8 Serum butyrylcholinesterase (BChE) activity

For BChE activity, the blood was collected in vaccuntainer tubes without any
anticoagulant to obtain the serum. The BChE enzymatic assay was determined by a
modification of the spectrophotometric method of Ellman et al. (1961) [26] as
previously described by Rocha et al. (1993) [27]. The reaction mixture (2 mL final
volume) contained 100 mM potassium phosphate buffer, pH 7.5 and 1.0 mM DTNB.
The method is based on the formation of the yellow anion, 5,5-dithio-bis-acid
nitrobenzoic, measured by absorbance at 412 nm during 2 min incubation at 25 °C.
The enzyme was pre-incubated for 2 min. The reaction was initiated by adding 0.8
mM butyrylthiocholine iodide (BuSCh). All samples were run in duplicate or triplicate

and enzyme activity was expressed in umol BuSCh/h/mg of protein.
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2.9 Sample preparation for acetylcholinesterase (AChE) activity
For AChE activity in whole blood with EDTA, the samples were hemolized
with phosphate buffer 0.1 M, pH 7.4 containing Triton X-100 (0.03%) and stored at -

20 °C for 1 week.

2.10 Whole blood AChE activity

Whole blood AChE activity was determined by the method of Elmann et al.
[26] modified by Worek et al. [28]. To achieve temperature equilibration and complete
reaction of sample matrix sulfhydryl groups with DTNB, the mixture was incubated for
10 min prior to addition of substrate. Enzyme activity was corrected for spontaneous
hydrolysis of the substrate and DTNB degradation. The BChE (EC 3.1.1.8) was
inhibited by ethopropazine. AChE activity was measured at 436 nm and 37 °C using
polystyrol cuvets. The activity of whole blood AChE was calculated from the quotient
between AChE activity and protein content and the results are expressed as

pmol/h/mg of protein.

2.11 Superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) activities

Superoxide dismutase (SOD) activity in whole blood was performed according
to the method of Misra and Fridovich [29]. In this method, SOD present in the sample
competes with the detection system for radical superoxide. A unit of SOD is defined
as the amount of enzyme that inhibits by 50% the speed of oxidation of adrenalin.
The oxidation of adrenalin leads to the formation of the colored product,
adrenochrome, which is detected by spectrophotometer. SOD activity is determined

by measuring the speed of adrenochrome formation, observed at 480 nm, in a
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reaction medium containing glicine-NaOH (50 mM, pH 10) and adrenalin (1 mM). The
SOD activity was expressed in U SOD/mg protein.

The determination of the CAT activity was carried out in accordance with a
modified method of Nelson and Kiesow [30]. This assay involves the change in
absorbance at 240 nm due to CAT dependent decomposition of hydrogen peroxide.
An aliquot (0.02 mL) of blood was homogenized in potassium phosphate buffer, pH
7.0. The spectrophotometric determination was initiated by the addition of 0.07 mL in
an aqueous solution of hydrogen peroxide 0.3 mol/L. The change in absorbance at
240 nm was measured for 2 min. The CAT activity was calculated using the molar
extinction coefficient (0.0436 cm?/umol) and the results were expressed as nmol/mg

protein.

2.12 Determination of total thiols and non protein thiols

Total thiol groups (T-SH) were assayed in serum by the method of Boyne and
Ellman [31] with some modifications, which consists of the reduction of 5,5'-dithio
(bis-nithrobenzoic) acid (DTNB) in pH 7.0, measured at 412 nm. The results were
expressed in ymol T-SH/mL serum.

Non-protein thiols were assayed in serum by the method of Ellman [32] with
some modifications. Aliquots (0.1 mL) of serum were added to a phosphate buffer 0.3
mol/L (0.85 mL), pH 7.4 and the reaction was read at 412 nm after the addition of 10
mM 5-5V-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) (0.05 mL). Results were expressed

as ymol NPSH/mL of serum.

2.13 Protein determination
Protein was determined by the Coomassie blue method according to

Bradford [33] using bovine serum albumin as standard.
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2.14 In vitro effects of drugs used in the treatment of patients with lung cancer on
NTPDase, ADA, BChE, AChE, SOD and CAT activities

The in vitro effects of cisplatin and gencitabine on NTPDase, ADA, BChE,
AChE, SOD and CAT activities were evaluated. For NTPDase activity assay
lymphocytes from healthy subjects were isolated and incubated with different
concentrations of these drugs in the medium reaction as previously described. All
concentrations of cisplatin (0.005, 0.01 and 0.02 pg/mL) and gencitabine (10, 20 and
40 pg/mL) used in vitro were based on the mean plasma values of the medications.
For ADA and BChE activity assay, blood serum was separated, for AChE, SOD and
CAT activity assay whole blood was used. Biological samples used in the in vitro
tests were collected from healthy subjects. Cisplatin and gencitabine drugs were
tested in the same concentrations described above following the protocols previously

described. Drugs were diluted in 100% water.

2.13 Statistical analysis

For the statistical values, we used t-student test. The results were considered
significant at P<0.05 and are expressed as meantstandard deviation. Some data
were analyzed by Pearson’s correlation and by one-way ANOVA followed by the

Duncan’s. A value of P<0.05 was considered statistically significant for all analyses.

3 RESULTS
3.1 Patient characteristics
The classification of patients with lung cancer enrolled in this study regarding

gender, age, smokers, antineoplastic drugs, and classification of the disease stage
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are shown in Table 1. Most of the patients involved in this study were male, over sixty
years old; 100% of the men and 82% of the women involved in this study were
smokers. The patients were diagnosed with lung cancer in stage lllb and IV of the

disease according to the Union for International Cancer Control (UICC).

3.2 NTPDase, ADA, BChE, AChE, SOD, and CAT activities in the presence of
cisplatin and gencitabine

In vitro concentrations ranging from zero to 0.02 pg/mL for cisplatin and from

zero to 40 pug/mL for gencitabine were not capable of altering NTPDase activity in

lymphocytes, ADA, and BChE activities in serum, AChE, SOD, and CAT activities in

whole blood of healthy subjects (Table 2).

3.3 NTPDase activity

The results described here are from t-student test. Fig 1A shows NTPDase
activity using ATP as substrate. As can be observed, the ATP hydrolysis presented a
significant increase in the patient group (65.96+7.75) when compared with the control
group (39.39+4.64) (P<0.05). Fig 1B shows the NTPDase activity using ADP as
substrate. As evidenced, the ADP hydrolysis was significantly increased in the
patient group (67.50+6.82) when compared with the control group (44.17£3.70)

(P<0.05).

3.4 CD39 expression
The percentage of CD39 positive cells in linfocytes from lung cancer patients
group (14.09+1.44) showed no significant differences when compared with the

control group (12.99+2.05) (Fig 2) (P<0.05).
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3.5 Adenosine deaminase activity
ADA activity was significantly increased in lung cancer patients (31.71+2.17)

compared with the control group (23.67+0.90) (Fig 3) (P<0.05).

3.6 Butyrylcholinesterase activity
BChE activity is shown in Fig 4A. No significant differences in the activity of
this enzyme were observed between lung cancer patients (7.49+0.40) and the control

group (7.85+0.30) (P<0.05).

3.7 Acetylcholinesterase activity
AChE activity was significantly increased in lung cancer patients
(231.0+12.81) when compared with the control group (191.4+10.89) (Fig 4B)

(P<0.05).

3.8 Superoxide dismutase and catalase activity

SOD and CAT activities are shown in Fig 5A and Fig 5B, respectively. We
observed a significant increase in the activity of these enzymes in lung cancer
patients (SOD: 22.48+1.47 | CAT: 28.41+2.37) when compared with the control group

(SOD: 16.96+1.63 / CAT: 13.64+0.82) (P<0.05).

3.9 Total thiol and non-protein thiol levels
T-SH an NPSH levels are shown in Fig 6A and Fig 6B, respectively. These

levels were significantly increased in lung cancer patients (T-SH: 0.82+0.05 / NPSH:
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0.13+0.01) when compared with the control group (T-SH: 0.68+0.04 / NPSH:

0.11+0.01) (P<0.05).

3.10 Correlation between enzyme activity and characteristics of smoking among
patients

As can be observed in Table 3, there was a positive correlation between the
activity of ADA, SOD, and CAT in relation to the age of the smoking patients. There
was also a positive correlation between the activity of NTPDase for the ATP
hydrolysis in relation to the years of smoking, as well as a positive correlation
between the activity of NTPDase for ATP and ADP hydrolysis and between the ADA

activity in relation to the quantity of cigarettes smoked.

4 DISCUSSION

The functional relationship between inflammation and cancer has been
reported for several decades and remains an important focus of study. In 1863,
Virchow hypothesized that the origin of cancer was at sites of chronic inflammation;
in part, based on his hypothesis that some classes of irritants along with the tissue
injury and ensuing inflammation cause enhance cell proliferation [34].
Although today it is very clear that the proliferation of cells alone does not cause
cancer, it is well established that cell proliferation in an environment rich in
inflammatory cells is associated with an increase of risk of developing a malignancy
disease [35].

Another important factor to be highlighted is the involvement of cigarette
smoking on carcinogenic processes. Besides the fact that cigarette smoking

contributes to the development and progression of tumors through their pro-
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inflammatory property by stimulating the expression of the enzyme cyclooxygenase 2
(COX-2) in many cell types [36] the presence of carcinogenic components, such as
polyaromatic hydrocarbons and nitrosamine 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-
butanone promotes the generation of ROS. These, then, activate molecular events
that induce a chronic inflammation and, consequently, lung cancer [16].

In addition, several studies have demonstrated that ATP, ADP, AMP, and
their nucleoside derivative, adenosine, are important signaling molecules that
mediate diverse biological and pathological processes [37] in special cases involving
immune and inflammatory cells. Apart from the involvement of the purinergic system
in inflammatory processes, ACh, the main molecule involved in events mediated by
the cholinergic signaling, is closely related to the regulation of inflammatory
responses.

Initially, we performed an investigation into the general characteristics, such
as gender, age, number of smoking, chemotherapy achieved, and staging of disease
of the patients with lung cancer selected for this study. Our results showed that the
incidence of lung cancer is higher in men than in women, which is in accordance with
other studies [1, 38]. Another important aspect observed in this survey is that the vast
majority of patients with lung cancer smoked cigarettes for at least four decades
of their lives. These results corroborate with those found by Farrow and Evers (2002)
[39] that pointed out that the cigarette smoking is an inflammatory condition related
to the development of bronchial lung cancer.

As quoted previously, the stimulation of COX-2 by smoking is one of the
pathways for the development of inflammationin smokers. This enzyme is
responsible for converting arachidonic acid into prostaglandins (PGs) such as PGE2

[40]. The stimulation of expression of COX-2 and consequent production of PGE2
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may promote tumor development in two ways, either by pro-inflammatory action [41],
or their immunosuppressive effects that facilitates the uncontrolled proliferation of
malignant cells [42]. Furthermore, a recent study has shown that the deficiency of
COX-2 or PGEZ2 receptor EP2 significantly decreased the growth, angiogenesis, and
pulmonary metastasis of mammary tumors produced in mice [43].

Over the last decade, it has been established that purinergic signaling
contributes to the fine-tuning of inflammatory and immune responses [9]. The
evidence indicates that extracellular ATP, bythe actionof a groupof P2
nucleotide receptors present in many cell types, including lymphocytes, is involved in
pro-inflammatory functions such as stimulation and proliferation of lymphocytes and
cytokine release [9, 44], thus, the hydrolytic NTPDase activity in lymphocytes from
human peripheral blood can control the levels of ATP extracellular.

The results of the present study demonstrate that NTPDase activity was
increased for the hydrolysis of ATP and ADP in lymphocytes from lung cancer
patients. With an increased NTPDase activity for the hydrolysis of ATP observed in
this study, the concentrations of extracellular ATP are decreased and thus the pro-
inflammatory effect of ATP can be minimized. Therefore, an increase of the
nucleotide hydrolysis could be related to a compensatory response to
the inflammatory state that is developed during the neoplastic diseases.

Despite the significant increase of NTPDase activity in lymphocytes from
patients with lung cancer, no significant changes were observed in the expression of
CD39 in the lymphocytes of these patients. Thereby, we can suggest that the
increase in the hydrolysis of ATP and ADP nucleotides are linked to an increase in

the enzymatic activity and not to the overexpression of NTPDase.
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Another important molecule of the purinergic signaling involved in
inflammatory processes is adenosine. Opposing the actions of ATP, adenosine, by
its action mainly in adenosine A2A receptor, exhibits a potent anti-inflammatory and
immunosuppressive action by inhibiting the proliferation of T cells and secretion of
cytokines [10, 45]. The levels of extracellular adenosine are modulated by
the hydrolytic action of ADA, an enzyme present on the surface of various cell
types and also in the serum in its soluble form.

In this study, the ADA activity in serum was increased in patients whit lung
cancer compared with the control group. It is important to point out that an increase
in the ADA activity can cause a reduction in the concentration of adenosine in the
extracellular medium, reducing the beneficial anti-inflammatory effects of adenosine.
Onthe other hand, adenosine also presents tumor promoting functions to
facilitate the  growth of some tumors by stimulating angiogenesis [11]
thus a decreased availability of adenosine in the tissue may benefit patients with lung
cancer.

However, some studies suggest that the rise in serum ADA levels in patients
with malignancy is directly proportional to the primary tumor mass [46]. Aghaei et al.
[47] have reported an increased total ADA activity in breast cancer and this increase
was significantly higher according to the grade and the size of the tumor.
Therefore, the increase of the ADA activity in serum of patients with lung cancer
verified in the present study may be related to the progression of tumor development
and may even bring more complications for patients who have already compromised
health.

Besides the involvement of adenine nucleotides and nucleosides in immune

and inflammatory responses through the action atthe purinoreceptors, the
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cholinergic extraneural system presents an important contribution in the events
related to the immune process by the action of ACh.

In line with this, we observed an increase in the AChE activity in whole blood
in lung cancer patients. This result indicates a possible reduction in the ACh levels in
blood and a consequent decrease in the anti-inflammatory activity promoted by this
molecule. A similar result was observed ina study conducted in our research
group with individuals newly diagnosed with acute lymphoblastic leukemia [48].

This relationship between ACh and control of immune and inflammatory
process can be seen,for example, inits action on macrophages. When
macrophages are exposed to ACh they are effectively deactivated because ACh can
interact specifically with macrophage a7 subunits of nicotinic ACh receptors, leading
to cellular deactivation and inhibition of cytokine release [49]. The nonneuronal
ACh that is presentin the bloodstream is very efficiently captured by erythrocytes
[12] thus changesin the erythrocyte activity of the AChE exert changes
in circulating levels of ACh.

BChE is another important enzyme responsible for the hydrolysis of ACh and
other cholines modulating the levels of these moleculesin the extracellular
medium. In this study, however, BChE activity was not altered in the lung cancer
patient when compared with the control group.

As mentioned above, there is a strong relationship between ROS production,
the development of inflammatory processes, and tumor formation. The production of
ROS is a normal process during aerobic metabolism with participation in various
cellular functions, however, when there is an excessive increase in their production,
they are the key players in lung inflammation and lung cancer [16]. For all these

reasons, the effective action of the enzymatic and non-enzymatic antioxidant system
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of the individuals with lung cancer is essential for controlling the damage caused by
the overproduction of ROS, and SOD and CAT are antioxidant enzymes that form the
first line of defense againt ROS in vivo [50].

In line with this, in our study we observed an increase in the activities of the
antioxidant enzymes SOD and CAT, in whole blood, in lung cancer patients when
compared with the control group. These results suggest that the activity of the
enzymes SOD and CAT may be increased by the fact that patients with lung cancer
showed an overproduction of ROS because, as noted earlier, tumor cells are
primarily responsible for the production of ROS [17]. This increase in the activity
of antioxidant enzymes may also be related to the fact that the vast majority of
patients have smoked on average for 40 years, and the exposure to toxic
components of tobacco leads to an increased production of ROS [16].

In our study we also verified an increase in serum T-SH and NPSH levels in
lung cancer patients. The action of non-enzymatic antioxidants, such as total thiols
and non-protein thiol groups, are extremely important because they contribute in the
protection of normal cell structures and functions, since —SH groups are involved in
maintaining the redox homeostasis, quenching free radicals, and participating in
detoxification reactions [51].

In this study, in orderto exclude adirect effectof drugs used by
patients with lung cancer, we also tested NTPDase in lymphocytes, ADA and BChE
in serum, AChE, SOD, and CAT in whole blood in vitro activities in biological samples
from control subjects in the presence of drugs, such as cisplatin and gencitabine. The
results obtained demonstrated that these drugs, in the concentrations tested, did not
alter NTPDase, ADA, BChE, AChE, SOD, and CAT activities. Consequently, we

believe that the enzyme activation observed in the present study was not affected by
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the medications used by the patients. In this context, these findings support the
argument that it is the pathological condition that generates the alterations of enzyme
activities.

Since most patients with lung cancer in this study were smokers and had
knowledge aboutthe strong relationship between smoking, development of
inflammatory processes, and ROS production, we correlated age, years of smoking,
and the quantity of cigarettes smoked by the patients with the activity of enzymes
analyzed in this research.

We observed a positive correlation between the activity of ADA, SOD, and
CAT in relation to the age of the smoking patients. This result suggests that patients
with older age may have a more severe inflammatory and immunosuppressive
process, since the levels of adenosine are more impaired and ROS production may
be higher in these patients. This leads us to believe that older patients with lung
cancer may have physiological conditions more inclined to tumor progression [36].

There was also a positive correlation between the activity of NTPDase for the
ATP hydrolysis in relation to the years of smoking, as well as a positive correlation
between the activity of NTPDase for ATP and ADP hydrolysis and between ADA
activity in relation to quantity of cigarettes smoked. These findings suggest that
smoking alters the activity of the enzymes responsible forthe hydrolysis of
adenine nucleotides and nucleosides. A possible way for this change may be the
presence of numerous toxic components of tobacco. These compounds, besides
having great carcinogenic activity, promote an increased production of ROS
that are damaging action in various biomolecules, such as lipids and proteins and

thus may directly affect the enzyme activity [50].
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Knowing that the extracellular levels of ATP, adenosine, and ACh can be
dynamically controlled by the enzymes of purinergic and cholinergic system and that
these molecules are closely related to inflammation and immune responses, these
results may suggest that NTPDase, ADA, and AChE are enzymes involved in the
control of inflammatory and immune processes, which are strongly linked with the
development of tumors, as well as with the progression of neoplastic diseases.
Moreover, it is known that tumor cells are primarily responsible for the production
of ROS,and SOD, CAT, and non-enzymatic antioxidant systems are efficient
mechanisms for the control of oxidative stress; the analysis of these parameters is of
great importance in patients with lung cancer.

Thus, this study is of great importance to elucidate some of the mechanisms
involved in the development of inflammatory and immune responses associated

with lung cancer, such as to check the oxidative status of patients with lung cancer.

5 CONCLUSIONS

For the first time, it is demonstrated here that lung cancer exerts a
remarkable alteration in the enzyme activities that hydrolyze ATP, adenosine, and
ACh as well as in the enzymes that control the oxidative process. These findings
suggest a significant involvement of the enzymes NTPDase, ADA, and AChE in the
control of the inflammatory and immune processes, as well as the action of SOD and
CAT in the control of oxidative processes, both involved extensivelyin the

development and progression of tumors.
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Men Women
Number of patients 20 (65%) 11 (35%)
Mean age 68+14 years 6019 years
Smokers 20 (100%) 9 (82%)
Medication:
cisplatin and gencitabine 13 patients 3 patients
gencitabine 7 patients 8 patients
Staging:
lib 4 patients 3 patients
v 16 patients 8 patients
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Effect of drugs on NTPDase in lymphocytes, ADA and BChE in serum, AChE, SOD

and CAT in whole blood activities from healtly subjects

Drug (ug/mL) NTPDase NTPDase ADA BChE AChE SOD CAT

ATP ADP
Cisplatin
0 47.4+0.7 40.5%+2.1 22.4+1.2 9.2+0.7 236.8+t15.4  21.9+0.96 11.4+0.84
0.005 47.6x1.6  42,3x1.7 20.8£2.0 9.6+0.8 229.9+£14.9 21.9+0.24 11.2+1.23
0.01 50.6+1.4 42.4+2.3 21.6+2.0 9.7+0.8 189.5+13.6 19.7+0.30 11.0+1.36
0.02 47.44¢1.1 39.7+3.6 20,8+2.4 9.1+0.8 200.9+13.0 20.1+2.07 12.3+2.19
Gencitabine
0 47.4x0.7 40.5%2.1 22.4+1.2 9.240.7 236.8£15.4 21.9+0.96 11.4+0.84
10 47.0£¢0.9 419422 21.6+£2.7 7.6+0.5 259.5+10.8 18.1+2.00 12.0+1.34
20 47.5x0.6  41.5+£3.7 20.7£2.4 7.2+0.6 255.6x£14.5 19.5+1.67 11.8+1.90
40 48.0£2.1  42.9+3.3 22.3+2.2 8.7+0.7 206.919.4 23.7£1.04 13.6£2.20

Values represent meanztstandard deviation from four control individuals.
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Table 3
Enzyme activity and characteristics of smoking patients with lung cancer correlation
Age YS* QS**
NTPDase — ATP ns r=0.1640 r=0.2373
P=0.0496 p=0.0403
NTPDase — ADP ns ns r=0.2763
p=0.0144
ADA r=0.1577 ns r=0.3032
p=0.0445 p=0.0119
AChE ns ns ns
SOD r=0.1675 ns ns
p=0.0422
CAT r=0.1913 ns ns
p=0.0474

*YS: years of smoking
**QS: quantity of cigarettes smoked (packs/year)

***ns: not significant
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LEGENDS

Fig 1 NTPDase activity in the lymphocytes of patients with lung cancer (n=31) and
healthy patients (n=31) using ATP (A) and ADP as substrate (B). Results are

expressed as meanztstandard deviation

Fig 2 Percentage of CD39 positive cells from patients with lung cancer (n=10) when
compared to the control group (n=10). The results were expressed as

meanzstandard deviation

Fig 3 ADA activity in the serum of patients with lung cancer (n=31) and healthy

patients (n=31). The results were expressed as meanzstandard deviation

Fig 4 BChE activity in the serum of patients with lung cancer (n=31) and healthy
patients (n=31) (A) and AChE activity in the whole blood of patients with lung cancer
(n=31) and healthy patients (n=31) (B). Results are expressed as meanztstandard

deviation

Fig 5 SOD activity (A) and CAT activity (B) in the whole blood of patients with lung
cancer (n=31) and healthy patients (n=31). Results are expressed as meanzstandard

deviation

Fig 6 T-SH (A) and NPSH levels (B) in serum of patients with lung cancer (n=31) and

healthy patients (n=31). Results are expressed as meanzstandard deviation
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4 CONCLUSAO

v A atividade da NTPDase, tanto para a hidrélise do ATP quando do ADP, em
linfécitos de pacientes com cancer de pulméao foi significativamente maior em
comparacdo com sua atividade nos pacientes controles. Esses resultados
sugerem que os efeitos pro-inflamatérios desencadeados pelo ATP no meio

extracelular podem estar diminuidos nos pacientes acometidos pela patologia.

v' A atividade da ADA no soro de pacientes com neoplasia pulmonar foi
significativamente aumentada em relacéo aos pacientes controles. Isto indica que
a adenosina produzida pela hidrélise dos nucleotideos de adenina é rapidamente
consumida pela ADA, ndo exercendo, desse nodo, seus efeitos anti-inflamatoérios

nos pacientes com cancer de pulméo.

v A atividade da AChE no sangue total apresentou-se significativamente
aumentada em pacientes com cancer de pulmdo em relagdo aos controles. A
provavel reducdo dos niveis sanguineos de ACh evidenciada nessa situacao
provocaria uma reducdo dos efeitos anti-inflamatorios caracteristicos dessa
molécula nos pacientes. Em relagdo a atividade da BChE no soro, ndo foram
observadas diferencas significativas entre o grupo de pacientes e 0 grupo
controle indicando que a atividade dessa enzima ndo seria alterada pela

condicdo patoldgica.

v' As atividades da SOD e da CAT no sangue total foram significativamente
maiores no grupo de pacientes com cancer de pulmdo em relacdo ao grupo
controle. Isso indica que pode haver uma superproducdo de EROs nos pacientes
acometidos pela doenca neoplasica quando comparados com o grupo de

controle.

v' O contetdo de T-SH e NPSH no soro foi significativamente maior nos pacientes
com cancer de pulméo do que no grupo controle. Esses resultados mostram que
0S compostos tidlicos podem estar atuando nas reacbes de destoxificacdo e

protecdo desses pacientes.
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v Em conjunto esses resultados sdo muito importantes do ponto de vista clinico
porque sugerem que o cancer de pulmao exerce uma importante alteragao, tanto
na atividade das enzimas dos sistemas purinérgico e colinérgico, quanto no perfil
oxidativo dos pacientes acometidos por essa patologia, podendo os parametros

mencionados neste estudo serem Uteis para 0 monitoramento da patologia.
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APENDICES

APENDICE A

1. Qual é sua idade?

2. Sexo: ( ) Masculino ( ) Feminino
3. Qual é sua profissdo? (Investigar a exposi¢cado a algum fator de risco)

4. No local em que vocé mora h& muitos veiculos automotores circulantes e/ou
industrias que emitam gases poluentes na atmosfera?

() Sim ( ) Néo

5. Vocé ja trabalhou em industrias, em fabricas de vidros ou com moagem de
pedras?
() Sim ( ) Néo

6. Vocé jatrabalhou com aplicacao de inseticidas em lavouras?
() Sim ( ) Nao

7. Vocé é fumante?
() Sim ( ) Néao

Se o paciente responder SIM:
8. Por quanto tempo vocé fumou ou fuma?

9. Quantos cigarros vocé fumava ou fuma?
10.Com que idade comecou a fumar?

Se o paciente ndo fuma mais:
11.Quanto tempo faz que vocé nao fuma mais?

12.Vocé convive com algum fumante?

() Sim ( ) Nao

13.Vocé tem familiares que apresentaram ou apresentam cancer de pulméao?
() Sim ( ) Nao

14. Vocé tem familiares que apresentaram ou apresentam algum outro tipo de
cancer?
() Sim ( ) Nao

15. Quais medicamentos vocé usa?



APENDICE B

Dados complementares da populacao estudada
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Género Dados numeéricos
Homens 20 (65%)
Mulheres 11 (35%)
Profissao
Agricultor 11 (35%)
Domeéstica 09 (29%)
Mecéanico 04 (13%)
Ajudante na construcao civil 03 (10%)
Outras 04 (13%)
Tabagismo ativo
Homens 20 (100%)
Mulheres 09 (82%)
Tabagismo passivo
Homens 17 (85%)
Mulheres 07 (64%)

Idade que comecgou a fumar

Média: 16 anos
Mais novo: 6 anos
Mais velho: 20 anos

Tempo de tabagismo

Média: 42,5 anos

Casos de cancer de pulméo na familia

04 (13%)

Outros tipos de cancer na familia

12 (39%)
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APENDICE C

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto: “Avaliagdo da hidrélise de nucleotideos e do perfil oxidativo em pacientes com
cancer de pulmao”.

Pesquisador responsavel: Prof.2 Dr.2 Maria Rosa Chitolina Schetinger

Instituicdo/ Departamento: Universidade Federal de Santa Maria — Departamento de Quimica,
Programa de Pds-Graduagcado em Bioquimica Toxicolégica.

Telefone para contato: (55) 3220-9557

Vocé esta sendo convidado a participar como paciente ou como controle da pesquisa
“AVALIACAO DA HIDROLISE DE NUCLEOTIDEOS E DO PERFIL OXIDATIVO EM PACIENTES
COM CANCER DE PULMAOQ’.

Sua participagdo néo é obrigatéria, ndo haverd nenhuma forma de compensacéo financeira e
nao havera nenhum custo para voceé.

O principal objetivo deste estudo € investigar a atividade das proteinas, no sangue, que estéo
relacionadas aos danos provocados pelo cancer de pulm&o, nos pacientes que séo atendidos no
setor de Hematologia/Oncologia do Hospital Universitario de Santa Maria.

O fato de vocé participar de nosso estudo implicar4d somente na coleta de uma amostra de 15
mL de sangue e na resposta de alguns questionamentos que poderdo elucidar fatores relacionados
com o desenvolvimento da doencga. Este procedimento foi previamente acordado com o médico
Oncologista Dr. Juarez Chiesa.

O desconforto se resume a picada da agulha, sendo que apos a coleta o local podera ficar
dolorido ou arroxeado, mas nao requer nenhum cuidado especial, voltando ao normal em poucos
dias. O sangue sera destinado para analises bioquimicas.

Sua participagéo contribuira com o estudo cientifico do cancer de pulm&o e dos mecanismos
envolvidos nas suas complicagfes. Isto contribuira para a tentativa de evitar estas complicacdes e
melhorar a qualidade de vida do paciente com cancer.

As informac8es obtidas através desta pesquisa serdo confidenciais e asseguramos 0 sigilo
sobre a sua participacdo. Vocé recebera uma copia deste termo onde consta o telefone e o endereco
do pesquisador principal, podendo tirar suas dldvidas sobre o projeto e sua participagdo agora ou a
qualquer momento.

S (assinatura
do(a) participante da pesquisa), RG N® ....ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee, declaro que entendi os objetivos,
riscos e beneficios de minha participagédo na pesquisa e concordo em participar.

Prof.2 Dr.2 Maria Rosa Chitolina Schetinger (Pesquisadora Responséavel)

mariaschetinger@gmail.com

Qualquer duvida entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa: Avenida Roraima, 1000 -
Prédio da Reitoria - 7° andar - Sala 702 Cidade Universitaria — Bairro Camobi - 97105-900 - Santa
Maria — RS-Tel.: (55)32209362 - e-mail: comiteeticapesquisa@mail.ufsm.br.
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