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Os carcinomas uterinos despontam como uma das doengas malignas mais
importantes do trato genital feminino, precedido apenas pelo cancer de mama. As
células tumorais podem originar distarbios oxidativos, bem como prejuizo das defesas
antioxidantes desses pacientes. O cancer também pode induzir alteracdes na
coagulacdo sanglinea que vao desde uma pequena ativacdo plaquetaria até a
formacdo de trombos na circulacdo, os quais prejudicam a qualidade de vida desses
pacientes. Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do carcinoma cervical
uterino e de tratamentos como a conizacdo (CNZ) e a radioterapia (RTX) sobre o
possivel desenvolvimento de processos trombogénicos, sobre o perfil oxidativo e sobre
os disturbios da coagulacdo. As variacdes no perfil oxidativo foram analisadas pela
determinacdo de parametros como o conteudo de TBARS e de proteina carbonil, e as
defesas antioxidantes através da atividade da enzima catalase e dos niveis de
glutationa reduzida (GSH). As desordens tromboembdlicas foram analisadas pela
determinacao da atividade de enzimas como a NTPDase, a E-NPP e a 5’-nucleotidase,
enzimas presentes na membrana plaguetaria, bem como através da atividade da
enzima ADA a qual tem a importante funcdo na degradacdo da adenosina, que
reconhecidamente desempenha funcdes promotoras de tumor. A avaliacdo dos
parametros oxidativos e antioxidantes revelou que os niveis de TBARS, de proteina
carbonil, de GSH e a atividade da enzima catalase estavam aumentados no grupo de
pacientes ndo tratados em relacdo aos demais grupos. O aumentado nivel de oxidantes
pode ser reflexo de um aumento na sua producao pela célula tumoral. Os antioxidantes
podem estar aumentados possivelmente por estar no inicio da transformacgéo
neoplasica tumoral na tentativa de compensar o aumento da producdo de espécies
reativas. Com relacdo as enzimas envolvidas nos processos tromboembdlicos, os
resultados revelaram que ocorreu uma inibicdo significativa da enzima NTPDase nos
grupos tratados h& mais tempo tanto por CNZ quanto por RTX, em relagdo aos grupos
tratados recentemente e em relacdo ao grupo controle. A reduzida hidrolise do ATP
poderia estar atuando como forma de prevencao contra a formagéo do ADP, visto que
este nucleotideo é o principal agente promotor da agregacéo plaquetaria. No caso da



enzima 5’-nucleotidase observamos uma reduzida hidrolise do AMP, em todos os
grupos tratados, que pode ser o resultado da reduzida producdo de adenosina pela
efetividade dos tratamentos. Em todos os grupos tratados por CNZ e RTX a atividade
da E-NPP, tanto em soro quanto em plaquetas, estava reduzida em relagcdo ao grupo
controle e ao grupo com neoplasia ndo-tratada, podendo ser o reflexo da reduzida
degradacdo de nucleotideos, pela auséncia das células tumorais, formando menos
adenosina, a qual € um agente promotor de tumor e também o substrato para a ADA. A
auséncia de células tumorais pela efetividade dos tratamentos e a reduzida
concentracdo de adenosina, pode ser responsavel pela reduzida atividade da ADA nos
mesmos grupos. A inibicdo da atividade das enzimas E-NPP, 5'-nucleotidase e da ADA
nos grupos tratados, pode sugerir o papel dessas enzimas no controle sequencial das
concentragbes de nucleotideos no meio extracelular. A enzima NTPDase parece ser
um pouco mais sensivel as mudancas provocadas pelo tempo transcorrido apds o
término dos tratamentos. Pode-se inferir também, que a cirurgia causa maiores
alteracdes nas enzimas E-NPP, 5-nucleotidase e ADA de plaquetas, pelo fato de que
nos grupos tratados recentemente por CNZ estas atividades encontram-se aumentadas
em relacdo grupo tratado recentemente por RTX. Sugere-se, com esses resultados, que
h& uma possivel alteracdo nas plaguetas, causada pelo processo cirirgico, o qual seria
o responsavel pelas modificacbes enzimaticas observadas e que os tratamentos foram
efetivos em combater as células tumorais uma vez que, de uma maneira geral ha uma
inibicdo das atividades das enzimas em questdo, e também devido ao fato de que os
testes de coagulacdo, possiveis indicadores de trombose associada ao cancer, nao
demonstraram-se alterados. Corroborando estes achados os exames citopatoldgicos
apresentaram alteracbes celulares compativeis com a normalidade. A enzima
NTPDase demonstra-se estar envolvida no controle da agregacdo plaquetaria e as
enzimas 5 -nucleotidase, E-NPP e ADA parecem estar mais envolvidas no controle dos
niveis de adenosina.

Palavras-chave: Cancer de Utero, radioterapia, conizacdo, estresse oxidativo,
plaquetas, trombose, NTPDase, E-NPP, ADA.
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Uterine cancers are considered to be one of the most important malignant
diseases of the female genital tract, preceded only by breast cancer. The tumor cells
may produce oxidative disturbances as well as damage to the antioxidant system.
Cancer may also induce alterations in blood coagulation, ranging anywhere from slight
platelet activation to thrombus formation, which impair the quality of life of these
patients. This study aimed to evaluate the influence of uterine cervix cancer and its
treatments, such as conization and radiotherapy (RTX), on the possible development of
thrombogenic processes, on the oxidative profile and on coagulation disorders.
Variations in the oxidative profile were analyzed through the determination of
parameters such as TBARS and protein carbonyl content and antioxidant defenses were
determined from the activity of catalase and reduced glutathione (GSH).
Thromboembolic disorders were evaluated by the activity of enzymes such as
NTPDase, E-NPP and 5’-nucleotidase, since all of these are present in the platelet
membrane, as well as the activity of ADA which has an important role in the degradation
of adenosine, which in turn is known for possessing tumor promoting functions. The
evaluation of oxidative and antioxidant parameters revealed that TBARS levels, protein
carbonyl, GSH and the activity of catalase were enhanced in the non treated group
when compared to the other groups. The increased levels of oxidants may reflect their
enhanced production by tumor cells, since it is known that antioxidant levels are
enhanced at the beginning of the neoplasic transformation in an attempt to neutralize
the enhanced free radical production. As for the enzymes involved in the thrombogenic
process, the results revealed a significant inhibition of NTPDase in groups treated for a
long time ago by CNZ or RTX, when compared to the more recently treated groups and
the control. The reduced ATP hydrolysis could be acting to prevent ADP formation, since
this nucleotide is the main agent that promotes platelet aggregation. The reduced AMP
hydrolysis in all the treated groups, may be a result of the reduced production of
adenosine due to the effectiveness of the treatments. In the conization and RTX treated
groups, E-NPP activity, both in serum and platelets, was reduced when compared to the
control and non treated groups, which could be a reflection of reduced nucleotide
degradation, due to the absence of tumor cells and, in turn, lower production of
adenosine, which is a tumor promoting agent and is also the substrate for ADA. The
probable absence of tumor cells due to the effectiveness of the treatments and the



reduced adenosine concentration may be responsible for the reduced ADA activity
found in the same groups. The inhibition of enzymes such as E-NPP, 5’-nucleotidase
and ADA in all the treated groups may suggest the role of these enzymes in sequentially
controlling the concentrations of nucleotides in the extracellular environment. NTPDase
appears to be more sensitive to changes caused by the passing of time after the end of
the treatments. We may say that the surgery itself causes greater alterations in enzymes
such as E-NPP, 5’-nucleotidase and ADA from platelets, because in the groups recently
treated by CNZ these activities were enhanced as compared with the group recently
treated by RTX, possibly as a result of platelet alteration, which would be responsible for
the enzymatic alterations observed. NTPDase is more involved in the control of platelet
aggregation and the enzymes 5 -nucleotidase, E-NPP and ADA are more involved in
controlling adenosine concentrations.

Keywords: Uterine cancer, radiotherapy, conization, oxidative stress, platelets,
thrombosis, NTPDase, E-NPP, ADA.
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1. INTRODUCAO

O carcinoma cervical € a doenca maligna que mais afeta mulheres no mundo.
Atualmente, verifica-se uma diminuicdo da incidéncia deste tipo de carcinoma em
virtude do maior acesso das pacientes a exames preventivos de rotina (teste de
Papanicolau), o que torna possivel detectar precocemente o aparecimento de lesdes
gue possam vir a tornarem-se malignas (JAMESON et al., 2002).

A relacdo entre o cancer e a presenca de processos oxidativos ha muito é
relatada na literatura. As células tumorais s&o reconhecidamente as maiores
responsaveis pela producdo e liberacdo de oxidantes na circulacdo. Na maioria dos
casos, ha um decréscimo das defesas antioxidantes na tentativa de recuperar o
balanco oxidativo celular e compensar o excesso de radicais livres lancados na
circulacdo (KLAUNIG & KAMENDULIS, 2004).

Os radicais livres podem gerar danos irreversiveis a biomoléculas importantes
como os lipidios de membrana, as proteinas e o DNA. O dano a lipidios pode ser
avaliado pelos niveis de um dos seus produtos de lipoperoxida¢do, o malondialdeido
(MDA), enquanto que o dano a proteinas pode ser determinado através da
carbonilacéo protéica, sendo este um 6timo biomarcador de dano oxidativo a proteinas.
Esse marcador apresenta uma boa estabilidade tanto em termos de armazenamento,
como pelo fato de que seus niveis encontram-se elevados por um longo periodo de
tempo na circulacdo (DALLE-DONNE et al., 2003; DALLE-DONNE et al., 2003). A
enzima catalase e os niveis de ti6is (GSH) séo indicadores de funcdo antioxidante
bastante utilizados na pratica, e varias sdo as evidéncias de que esses dois parametros
encontram-se alterados na vigéncia de uma doenca maligna (KUMARAGURUPARAN
et al., 2002; MANJU et al., 2002; MANOHARAM et al., 2004; MILA-KIERZENKOWSKA
et al., 2004; KUMARAGURUPARAN et al., 2005).

De uma maneira geral, as doencas malignas freqlientemente podem
desencadear o aparecimento de processos tromboembolicos na circulagdo. Na grande
maioria dos casos, a propria célula tumoral é responsavel pelo estabelecimento do

estado de hipercoagulabilidade associado ao cancer. As células tumorais secretam
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fatores responsaveis por ativar o sistema de coagulacdo sanguinea desencadeando
episodios de trombose arterial como também, mais comumente, a trombose venosa
(PRANDONI et al., 1999; BICK, 2003; PRANDONI et al., 2005).

Os nucleotideos, como o ADP, séo capazes de induzir a agregagao plaquetéria,
a qual pode ser responsavel pela formacdo de trombos na circulagdo. O ATP esta
envolvido em processos inflamatorios, desempenhando funcdes na agregacdo de
plaquetas, dependendo da sua concentracdo e de sua ligacéo a receptores especificos
(BOURS et al., 2006).

A adenosina é um nucleosideo reconhecido por promover a vasodilatacédo e,
dessa forma, funciona como protecdo contra a ativacdo descontrolada de plaquetas.
Por outro lado, a adenosina, tem importantes funcbes que favorecem o
desenvolvimento das células tumorais, como a neovasculogénese e a citoprotecao
(SPYCHALA, 2000).

Muitas vezes, devido ao rapido crescimento, os tumores enfrentam hipoxia
severa (baixos suprimentos de oxigénio), a qual causa a degradacdo desses
nucleotideos na circulacdo. O controle das concentracfes dessas moléculas no meio
extracelular é feito por uma classe de enzimas as quais contém seu sitio catalitico
voltado para este meio. A NTPDase é uma enzima responsavel pela desfosforilacao de
nucleotideos como o ATP, levando a formacédo de ADP e, subsequentemente, o ADP
formado € desfosforilado formando o AMP. A enzima E-NPP também hidrolisa o ATP e
o ADP, além de outros nucleotideos, levando a producéo de nucleotideos monofosfato.
A enzima 5’-nucleotidase, da mesma forma, compde esta seqiéncia enzimatica
hidrolisando o AMP & adenosina. Finalizando esta cadeia de reagfes a enzima
adenosina deaminase é responsavel pela degradacdo da adenosina até inosina
(GODING, 2000; ZIMMERMANN, 2001; YEGUTKIN, 2008)

Devido ao fato de que estas ectoenzimas medeiam muitos aspectos da funcao
celular, desde o controle dos eventos pré-agregatorios até processos pro-inflamatorios
e, em razdo da importancia do estresse oxidativo em associacdo a processos malignos,
considera-se relevante a avaliacdo destes dois aspectos das fungbes celulares num
grupo de pacientes portadoras de neoplasias cervicais uterinas, as quais representam

uma das afecgdes ginecoldgicas malignas mais comuns em mulheres.
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1.1 OBJETIVOS:

Duas vertentes das doencgas de carater maligno séo: a presenca de radicais
livres na circulacdo e a presenca das ectoenzimas atuando na degradacdo de
nucleotideos mediadores de importantes respostas no meio extracelular. Além disso, a
adocado de determinados tratamentos pode direta ou indiretamente contribuir para a
exacerbacdo de determinadas respostas celulares indesejaveis, bem como pode nao
ser integralmente efetiva no combate as células tumorais. Sendo assim, devido a

relevancia clinica dos fatos supracitados este estudo teve por objetivos:

1. Avaliar indicadores do perfil oxidante e antioxidante de pacientes portadores
de neoplasia intra-epitelial cervical de alto grau. Verificar também o efeito de

tratamentos como a CNZ e a RTX sobre os mesmos indicadores de estresse oxidativo.

2. Avaliar a atividade das enzimas NTPDase, 5’-nucleotidase, E-NPP e ADA nas
referidas pacientes e também o efeito dos tratamentos anteriormente citados sobre a

atividade das enzimas em questao.

3. Avaliar os parametros de coagulacédo sangiinea tais como: os tempos de pro-
trombina e tromboplastina parcial ativada, a contagem de plaquetas e o perfil de
agregacao plaquetaria no sentido de verificar seu potencial como indicadores de

processos trombogénicos e possiveis recidivas tumorais.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANCER DE UTERO

O utero é um importante 6rgdo pélvico, com funcdes reprodutivas, atuando na
manutencdo da gravidez e cujo epitélio descama a cada ciclo menstrual. Este 6rgéo é
dividido em trés principais por¢bes: o cérvix ou colo do uUtero, o miométrio e o
endométrio. A principal porcdo é composta de musculatura lisa propiciando o
espessamento da parede uterina. O interior do Utero € formado por epitélio glandular
sustentado pelo estroma endometrial. Juntos, o epitélio glandular e o estroma
endometrial sdo referidos como endométrio. Esta porcdo € sensivel a mudancas
durante o ciclo menstrual e durante a gravidez (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2002;
RICH, 2007). O colo do utero (ou cérvix) € a porcado fibromuscular do 6érgédo. Tem
formato cilindrico ou cénico e mede de 3 a 4 cm de comprimento e 2.5 cm de diametro
(INTERNATIONAL AGENCY OF RESEARCH ON CANCER, 2006). Cada uma das trés
porcdes que compdem a estrutura uterina pode originar diferentes tipos de carcinomas
(DOLINSKY, 2002) (figura 1).
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Figura 1- Anatomia uterina. Fonte: www.adam.com
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No mundo, o carcinoma cervical é o sétimo em frequéncia, com uma estimativa
de aproximadamente 493.000 novos casos ao ano e 274.000 mortes no ano de 2002.
Ele é a segunda neoplasia incidente na mulher, perdendo a primeira posicdo somente
para o cancer de mama, tanto no que diz respeito a mortalidade quanto a incidéncia. A
mortalidade e a incidéncia levam em consideracdo fatores como a existéncia de
programas que orientem a respeito da prevencdo da doenca, bem como o livre acesso
das pacientes a exames periodicos de controle (JANICEK & AVERETTE, 2001;
NOVAES et al., 2006).

O carcinoma cervical é mais comum em paises em desenvolvimento, onde
ocorrem 83% dos casos e onde ele colabora com 15% dos céanceres em mulheres
(PARKIN et al., 2005; SANKARANARAYANAN, 2006). Isto se deve principalmente a
dificuldade de implantacdo e divulgacdo de medidas preventivas nesses paises
(JANICEK & AVERETTE, 2001). Ja em paises desenvolvidos, o céancer cervical
contribui com apenas 3,6% dos novos casos de canceres (PARKIN et al.,, 2005;
SANKARANARAYANAN, 2006).

No Brasil, as estimativas para o ano de 2008 demonstram um namero de 18.680
novos casos de cancer de colo de atero, com um risco de 19 casos a cada 100 mil
mulheres. Na regido Sul, esse tipo de cancer ocupa a 2% posicdo em freqiiéncia com
uma incidéncia de cerca de 24 novos casos a cada 100 mil mulheres (INCA-Estimativa
2008).

Segundo a Federacdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO) os
carcinomas uterinos sao classificados basicamente em 4 estagios, sendo os estagios
iniciais considerados de baixo grau, enquanto que os demais sao considerados lesbes
de alto grau. As normas para a correta classificacdo dos carcinomas uterinos estao
resumidamente indicadas no quadro 1 (BENEDET et al., 2000).
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Estagios do carcinoma Aspecto da leséo

Zero Carcinoma in situ

Estagio I- Cancer cervical confinado | IA- Carcinoma invasivo em nivel

ao utero microscépico
IB- Lesé&o visivel clinicamente, confinada ao
colo

Estagio I Tumor microinvasivo

Estagio lll Tumor na parede pélvica

Estagio IV IVA- Invasao da bexiga ou reto

IVB- Metastases distantes

Quadro 1- Classificacdo dos carcinomas uterinos. Adaptado de IARC, 2006

A deteccao precoce do cancer de colo de Utero permite evitar ou retardar a sua
progressdo para doenca invasiva. Esta deteccdo pode ser realizada pelo exame
colposcopico, pela prépria bidpsia, pela excisdo local, por conizacdo e eventualmente,
fazendo uso da histerectomia (ANDRADE, 2001). O carcinoma localizado no colo
uterino, muitas vezes nao apresenta sintomas clinicos perceptiveis de inicio, mas com o
passar do tempo a paciente pode apresentar sintomas como sangramento vaginal ou
dores na regido pélvica (MEDLINE PLUS, 2007).

Entre os fatores de risco para o cancer cervical, a infeccado por HPV desponta
como um dos principais agentes causadores, porém, isoladamente, este ndo € capaz
de desencadear a doenca. O HPV é perfeitamente adaptado ao tecido do hospedeiro.
As particulas virais consistem de 8000 pares de bases de DNA circular e pelo menos 6
proteinas denominadas proteinas jovens (E1, E2, E4-E7) que sdo necessarias para a
replicacdo viral. Embora as mulheres adquiram infec¢cdes por HPV, a maioria nao
necessariamente progride para o cancer cervical. Uma quantidade de cofatores precisa
estar presente para que ocorra o desenvolvimento do processo da doenca. Trés grupos
de potenciais fatores associados incluem: 1) fatores ambientais ou exégenos como o
uso de contraceptivos, tabagismo e paridade, 2) cofatores virais como a infeccdo por
tipos especificos de virus, a carga viral, co-infecgcdo com outro tipo de HPV, 3) fatores
do proéprio hospedeiro, que incluem horménios endbégenos, fatores genéticos e outros

fatores relacionados a resposta imune (MUNOZ et al., 2006). Outros fatores de risco
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conhecidos para este tipo de cancer sdo: o inicio precoce da vida sexual, historia de
multiplos parceiros sexuais, 0 tabagismo, a etnia e a baixa classe social (JANICEK &
AVERETTE, 2001; WWW.MEDLINEPLUS, 2005).

As neoplasias invasivas do colo uterino sdo em geral precedidas por uma longa
fase de doenca pré-invasiva. Os primeiros relatos de lesGes precursoras da neoplasia
de colo uterino ocorreram quando foram visualizadas areas de alteracfes epiteliais
atipicas, ndo-invasivas, identificadas em amostras teciduais adjacentes as neoplasias
invasivas (INTERNATIONAL AGENCY OF RESEARCH ON CANCER, 2006).

Em 1932, o termo carcinoma in situ (CIS) foi introduzido para identificar as lesdes
em que as células carcinomatosas indiferenciadas ocupavam a espessura total do
epitélio, sem a ruptura da membrana basal. O termo neoplasia intra-epitelial cervical
(NIC) foi introduzido em 1968 para indicar as atipias celulares confinadas ao epitélio,
sendo dividida em graus 1, 2 e 3 correspondendo a displasias leves, moderadas e
graves, respectivamente (INTERNATIONAL AGENCY OF RESEARCH ON CANCER ,
2006).

Em 1988, foi originalmente proposto o sistema de BETHESDA para a descri¢ao
dos achados dos esfregacos de Papanicolau e, hoje em dia, este € o sistema de
nomenclatura mais aceito. Este sistema traz trés maiores mudancas:

1. Alteracbes causadas por HPV e displasias leves (NIC |) foram combinadas na

categoria LGSIL (Neoplasia Intra-Epitelial de Baixo Grau).

2. Displasias moderadas, severas e carcinoma in situ foram inseridas na

categoria da HGSIL (Neoplasia Escamosa Intra-Epitelial de Alto Grau)

3. Um novo termo “ASCUS” (células escamosas atipicas de significancia

indeterminada) foi introduzido (JANICEK & AVERETTE, 2001).

Em termos de medidas cautelares, o carcinoma cervical invasor pode ser
prevenido pela deteccdo precoce e tratamento destas neoplasias intra-epiteliais de
graus 2 e 3 (QUIN, 2007). O teste comumente usado como rastreamento da doenca
inclue o exame citopatoldgico constituido pela coleta de material para o exame
microscopico, fazendo uso de um esfregaco citolégico corado pela técnica de
Papanicolau (INTERNATIONAL AGENCY OF RESEARCH ON CANCER, 2006). Uma

vez que se suspeita de neoplasia realiza-se o exame colposcopico, que consiste na
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avaliagdo do cérvix ou colo uterino sob aumento, com o intuito de localizar a possivel
anormalidade. Além destes exames, em alguns casos onde a suspeita de lesdes
malignas torna-se mais evidente, é realizada a biopsia cervical (MEDLINEPLUS, 2007).

As lesdes pré-neoplasicas e as microinvasivas sao assintomaticas,
apresentando, eventualmente, sangramento espontaneo ou pos-coital. Nesses casos,
dependendo principalmente do estagio clinico da doenca, € que serdo instituidos os
diferentes tipos de tratamentos (ANDRADE, 2001). A escolha do tratamento ideal
dependera do protocolo individual de cada instituicho de saude, levando em
consideracao fatores como o estagio da doenca, além da idade e as condi¢Bes gerais
da paciente.

Os tratamentos usualmente combinam a cirurgia e a radioterapia (RTX). A
cirurgia, de uma maneira geral, € geralmente empregada nos estagios iniciais dos
canceres cervicais. As doencas em estagios avancados sdo usualmente tratadas com
radiacdo e quimioterapia, porém algumas vezes a cirurgia é empregada se houver
recidiva do cancer cervical apds o tratamento.

A conizacdo (CNZ) é um método conservativo usado para remover a zona
neoplasica que contém as anormalidades celulares. Uma vez que este método retira
apenas a porcao afetada pelas células tumorais é possivel manter (preservar) a funcéo
uterina (WWW.HEALTH.NYTIMES,2008). No caso das lesbes intra-epiteliais,
particularmente as de alto grau, a terapéutica adequada é usualmente a CNZ
(ANDRADE, 2001). Esse tratamento também é frequentemente usado para as
neoplasias invasivas em estagios iniciais, reservando a radioterapia para 0s carcinomas
inoperaveis ou para aquelas neoplasias em estagios iniciais, porém que apresentam um
alto risco (JANICEK & AVERETTE, 2001). A conizacdo também pode ser empregada
como terapia definitiva para carcinomas micro-invasores, principalmente para aquelas
pacientes que desejam manter a fertilidade. Porém, deve-se observar se ndo existem
riscos adicionais a paciente, bem como se deve manter uma observagdo da paciente
tratada, em intervalos frequientes, para garantir gue nao exista uma neoplasia residual
(MORRIS et al., 1993). O exame criterioso das margens de um produto de conizagao €
de extrema importancia quando se busca a presenca de uma neoplasia residual

(GURGEL et al., 1997). Uma recidiva das células tumorais se da, em geral, nos
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primeiros dois anos depois da conizacdo. Em razdo disso, é importante que sejam
realizados exames preventivos em intervalos freqientes ou até mesmo biopsias,
guando necessario, na tentativa de garantir a perfeita recuperacdo da paciente e evitar
a possibilidade do desenvolvimento de neoplasias invasivas (JANICEK & AVERETTE,
2001). Esse acompanhamento é importante por um longo periodo de tempo apoés a
conizacao, devido a grande possibilidade de recorréncia mesmo anos apos a realizacao
deste procedimento (MILOJKOVIC, 2002). O que se recomenda em termos de
acompanhamento pés-tratamento sdo os exames clinico e colpocitoldgico a cada 3 ou 4
meses durante os primeiros 2 anos. Do 3° ao 5° ano as revisdes podem ser expandidas
para um tempo de 6 em 6 meses e a partir dai podem ser feitas revisbes anuais
(ANDRADE, 2001).

O tratamento com RTX é muito efetivo para o carcinoma cervical. Este tipo de
terapia usa raios de alta energia (semelhante a raios X) para destruir as células
cancerosas. Ele também € uma alternativa, juntamente com a cirurgia, para carcinomas
cervicais em estagios iniciais. No caso de pacientes que estdo muito enfermos para
arriscar passarem por uma anestesia, a RTX pode evitar o tratamento cirdrgico
(JANICEK & AVERETTE, 2001). A RTX tem o beneficio de tratar toda a doenca no
campo de abrangéncia do raio, de maneira que os linfonodos também podem ser
incluidos no tratamento. Outro uso da RTX é paliativo, significando que pacientes com
casos muito avancados de cancer cervical sdo tratados com a intencdo de minimizar
sua dor bem como a sintomatologia, mais do que com o objetivo de curar sua doenca
(DOLINSKY, 2002).

A relacdo entre o carcinoma uterino e a producdo de radicais livres tem
ganhado grande importancia na literatura cientifica tanto em relacdo ao potencial
deletério destes radicais para as células, quanto pelo fato de que eles podem,
dependendo do estagio da doenca, gerar efeitos benéficos no sentido da destruicdo das
células tumorais. Verifica-se também que o diagndstico de tromboembolismo esta
freqientemente associado ou precede o diagndstico de uma doenca maligna, sendo
gue os nucleotideos de adenina podem influenciar a agregacéo plaquetaria resultando
numa ligagcdo direta ou indireta com a trombose. Em vista disso, é importante a

avaliagdo de evidéncias, ja descritas na literatura bem como de novos achados, tanto
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no que diz respeito a producao de radicais livres e sua ligagdo com doengas malignas
como também da relacdo entre os nucleotideos de adenina e suas enzimas de

degradac&do com essas doencas, como sera descrito a seguir.

3. ESTRESSE OXIDATIVO

3.1 Espécies reativas e defesas antioxidantes

Os radicais livres (RL) podem ser definidos como moléculas ou fragmentos
moleculares contendo um ou mais elétrons desemparelhados (SLATER, 1984). As
espécies reativas de oxigénio (EROs) bem como as espécies reativas de nitrogénio
(ERNSs) séo produzidas normalmente em concentragdes fisiolégicas pelo metabolismo
celular e, dependendo da sua concentragdo, podem promover tanto resultados
favoraveis quanto desfavoraveis para a célula (VALKO et al., 2006).

O 6xido nitrico (ON) apresenta um elétron desemparelhado sendo considerado,
por isso, um radical. Ele € um radical abundante, que tem carater oxidativo em uma
grande variedade de processos fisiolégicos, incluindo a neurotransmissao, a regulacéo
da presséo sanguinea e em mecanismos de defesa e regulacdo imune (VALKO et al.,
2006). Uma vez produzido, o radical ON pode ser convertido em varias outras espécies
reativas de nitrogénio: como o anion nitroxil e o radical peroxinitrito, dependendo do
meio envolvido (DROGE, 2002). Quando ocorre um aumento na geracdo destas
espécies reativas de nitrogénio, de maneira que exceda a habilidade do sistema
antioxidante em neutraliza-las, desenvolve-se uma condicdo denominada de estresse
nitrossativo (VALKO et al., 2007).

Os radicais derivados do oxigénio representam a classe mais importante de
espécies radicais geradas nos sistemas vivos. O anion superoxido é a EROs primaria e
pode reagir com outras moléculas para gerar EROs secundarias (VALKO et al., 2007).

O radical hidroxil (OH’) tem uma alta reatividade, com uma meia vida bem curta
de aproximadamente 10°s. Outra espécie reativa de oxigénio, gerada nos sistemas

vivos, € o radical peroxil (ROO’). Os peroxissomos sao conhecidos por produzir o
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perdxido de hidrogénio (H20,), sob condicdes fisiologicas, onde o consumo de oxigénio
leva a producédo de H,O,, o qual participa da oxidacdo de uma variedade de moléculas
(VALKO et al., 2007).

Os mecanismos de producdo das EROs englobam tanto meios enddgenos
quanto exogenos. Fontes enddgenas incluem a mitocbndria, 0 metabolismo do
citocromo P450, os peroxissomos, a ativacdo celular inflamatoria, bem como a
producdo por ceélulas como eosindfilos, neutréfilos e macréfagos (CONNER &
GRISHAM, 1996; VALKO et al., 2006; VALKO et al., 2007). Fontes exdgenas incluem
carcin0genos e a exposicdo a xenobibdticos como ions metalicos, a radiacdo e os
barbituratos (VALKO et al., 2006).

Os RL desempenham vaérias funcdes fisiolégicas, quando em concentracdes
baixas ou moderadas, incluindo a regulacdo do ténus vascular, a sensibilidade a tensao
de oxigénio e a regulacao das funcdes controladas pela concentragcdo de oxigénio, o
aumento da transducéao de sinal e respostas ao estresse oxidativo que asseguram a
manutencdo da homeostase redox (DRODGE, 2002). A concentragdo destes radicais é
mantida pelo balanco entre sua producdo e sua depuracdo por antioxidantes
(DRODGE, 2002). No momento em que ha uma reducdo no nivel deste sistema de
defesa antioxidante e aumento dos niveis de substancias oxidativas desenvolve-se o
processo denominado de estresse oxidativo (DRODGE, 2002). O aumentado nivel de
oxidantes associado a alteracdes nos niveis de antioxidantes podem causar reducao na
resisténcia celular e consequiiente dano oxidativo as proteinas, aos lipidios e a molécula
de DNA (MATES & SANCHEZ-JIMENEZ, 1999; MATES et al., 1999). O alvo primario
do estresse oxidativo depende do tipo de célula, da natureza do estresse imposto, do
sitio de geracéo, da proximidade das EROs de um alvo especifico e da gravidade do
estresse produzido (DALLE-DONNE et al., 2006).

Os antioxidantes s&o definidos como qualquer substéncia que retarde, previna
ou remova o dano oxidativo a uma molécula (HALLIWELL, 2007). As defesas
antioxidantes inerentes a uma célula incluem defesas enzimaticas e ndo-enzimaticas.
As principais defesas enzimaticas de que uma célula dispde incluem: a glutationa
peroxidase (GPx), a catalase (CAT) e a superoxido dismutase (SOD). As defesas nao-

enzimaticas sdo constituidas pelas vitaminas C e E, o B-caroteno e os antioxidantes
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tiolicos como a glutationa reduzida (GSH) e a glutationa oxidada (GSSG) (MATES et
al., 1999; VALKO et al., 2006; VALKO et al, 2007). Os antioxidantes atuam em duas
principais linhas: uma atua antes do oxidante causar dano, atuando como detoxificante
que sdo: a GSH, a CAT, a SOD e a GPx, e uma defesa que atua ap6s o dano para
reparacao da lesdo, a qual compreende o &cido ascoérbico, a glutationa redutase e a
GPx (FERREIRA & MATSUBARA, 1997). Em pacientes com cancer, os antioxidantes
podem desempenhar tanto efeitos benéficos quanto deletérios (promotores do
crescimento do tumor). Esses efeitos deletérios estdo intimamente relacionados a
terapia anticancer, uma vez que, os antioxidantes quando em excesso, podem reduzir a
eficacia destes tratamentos. Por isso, antes da instituicho de uma terapia com
antioxidantes, em pacientes com cancer, varios fatores devem ser levados em
consideracdo, principalmente no que diz respeito a concentracdo de EROs nesses
pacientes (SALGANIK, 2001).

3.2 Glutationa reduzida

A glutationa reduzida, mais comumente denominada glutationa ou GSH, é uma
molécula pequena que estd presente em praticamente todos os tecidos de mamiferos
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997; GUL et al., 2000; woodmed.com, 2002; ICIEK et al.,
2004; VALKO et al., 2007). Ela € considerada a defesa antioxidante primaria e o maior
tampd&o redox intracelular, sendo um bom indicativo do estado redox da célula (VALKO
et al., 2006). Sua molécula € um tripeptideo formado a partir de trés aminoacidos: o
glutamato, a glicina e a cisteina (SIES, 1999; woodmed.com, 2002). O seu potencial
antioxidante esta intimamente ligado a presenca de seu grupo sulfidril (SH), uma vez
que este grupo tem um grande papel no carater doador de elétrons da glutationa
(FERREIRA & MATSUBARA et al., 1997; woodmed.com, 2002). A medida que os
elétrons sao perdidos a molécula da GSH se torna oxidada (GSSG) (KIDD, 1997; GUL
et al., 2000). Sua sintese envolve duas reacfes controladas enzimaticamente como

segue: primeiramente ha a combinacdo da cisteina com o glutamato, pela acdo da
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gama glutamil cisteinil sintetase e, posteriormente, a GSH sintetase combina a gama
glutamil cisteina com a glicina para entdo gerar a GSH (SIES, 1999). A concentracdo de
GSH é fortemente controlada, de maneira que as suas taxas de sintese, de reciclagem
a partir da GSSG e de |utlizagdo s&o rigorosamente balanceadas
(WWW.WOODMED.COM, 2002).

Dentre as funcdes celulares desempenhadas pela glutationa podemos destacar:

1. Uma poderosa acao antiviral e anticancerigena;

2. E capaz de transformar as vitaminas E e C, oxidadas, a suas formas originais;

3. Tem um papel importante na sintese e também no reparo da molécula do
DNA,;

4. A glutationa é usada pelo figado na destoxificacdo de compostos toxicos;

5. Desempenha um papel protetor frente as proteinas (KIDD, 1997; GUL et al.,
2000; woodmed.com, 2002).

Os niveis de GSH em tecidos humanos variam de 0.1-10 mM, com as maiores
concentracbes encontrando-se em nivel hepdatico. Varias condicbes de estresse
oxidativo podem ser responsaveis por depletar os niveis de GSH, incluindo a radiacéo
UV ou outros tipos de radiacdo, infec¢Bes virais, toxinas, processos cirargicos, a
inflamacéo dentre outros (WWW.WOODMED.COM, 2002). Postula-se que a radiacao
ionizante poderia oxidar rapidamente os grupos tidis das células, de maneira que a
radiacdo levaria a reducdo da concentracao celular de GSH e ao aumento da GSSG. A
sensibilidade de cada célula a radiacdo depende do nivel intracelular de tidis (GUL et
al., 2000). Estudos revelam essa relacédo da GSH com a resisténcia de certos tipos de
tumores a drogas quimioterapicas bem como a resisténcia a terapia com radiagéo.
JADHAV e colaboradores (1998), verificaram que a irradiagdo, em pacientes com
carcinoma uterino do tipo escamoso, provocou uma queda nos niveis de GSH intra-
tumoral e no sangue, sugerindo que a medida dos niveis de GSH, mesmo apos a
primeira fracdo de radiacdo, pode ter um papel preditivo na resposta do tumor ao
tratamento e também ajudaria a identificar tumores radio-resistentes, uma vez que altos
niveis de GSH tém um papel radioprotetor para a célula.

Da mesma forma, trabalhos relatam as alteragbes na GSH na presenca de
diferentes tipos de carcinomas (KUMARAGURUPARAN et al., 2002; MANJU et al.,
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2002; KUMARAGURUPARAN et al., 2005). Um fato muito relevante é que
concentracfes normais de GSH e outros antioxidantes no meio intracelular protegem o
DNA das EROs e reduzem a prevaléncia de cancer. Por outro lado, concentracfes
normais destes mesmos antioxidantes no cancer ja instalado, favorecem a proliferacédo
celular maligna, reduzem a apoptose e facilitam a neoangiogénese tumoral (JUNIOR,
2004).

3.3 Catalase:

A catalase é uma enzima tetramérica constituida de 4 subunidades de 60 KDa,
sendo que cada uma delas é composta por 1 grupamento ferro-protoporfirina (MATES &
SANCHEZ-JIMENEZ et al., 1999; MATES et al., 1999). A catalase é responséavel pela
degradacdo do perdxido de hidrogénio em altas concentracdes, conduzindo a formacéo
de agua e oxigénio (CHAUDIERE & FERRARI-ILIOU, 1999; MATES & SANCHEZ-
JIMENEZ et al., 1999; MATES et al., 1999).

Catalase
2H,0, — 2H,0 + O,

Esta enzima esta presente nas células de plantas, animais e bactérias aerdbicas.
Encontra-se localizada em uma organela celular denominada peroxissomo. Quando os
peroxissomos sdo danificados, podem causar alteragbes nas suas atividades
enzimaticas, liberando o peréxido de hidrogénio no citosol o qual pode contribuir para o
estresse oxidativo (VALKO et al., 2006; VALKO et al., 2007).

Vérias sao as evidéncias da relacédo entre as defesas antioxidantes e as doencas
malignas, inclusive as do trato ginecologico (CASADO et al., 1995; MANJU et al., 2002;
KIM et al., 2004; MANOHARAM et al.,, 2004; BEEVI et al, 2007). MANOHARAM e
colaboradores (2004), bem como MANJU e colaboradores (2002), verificaram um
decréscimo nos niveis das enzimas antioxidantes, incluindo a catalase, na circulacéo de
pacientes com carcinoma cervical uterino. Segundo MANJU e colaboradores (2002),
esse decréscimo pode ser em decorréncia do seqiestro das enzimas pela prépria

célula tumoral ou pelo fato das enzimas estarem atuando na defesa contra os radicais
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livres o que poderia diminuir sua atividade. Segundo MANOHARAM e colaboradores
(2004) a reducéo na atividade da enzima catalase poderia servir como um marcador de
transformacdo neoplasica tumoral. KIM e colaboradores (2004) compararam alguns
indicadores de dano oxidativo e das defesas antioxidantes em pacientes com NIC e
outras com carcinoma cervical invasivo, observando que os niveis de alguns
antioxidantes estavam reduzidos tanto nas pacientes com NIC quanto nas com
carcinoma, porém nado houve diferenca entre esses dois diferentes estagios de
desenvolvimento da doenca, sugerindo que o distirbio no sistema antioxidante ocorre

no estagio inicial da transformac&o neoplasica tumoral.

3.4 Oxidacdao protéica

As proteinas sdo consideradas o maior alvo para o dano oxidativo, uma vez que
estas sdo as maiores componentes dos sistemas biolégicos e podem neutralizar 50-
75% dos radicais reativos. A oxidacdo das proteinas € uma modificacdo covalente
induzida tanto diretamente pelas EROs quanto indiretamente por reacdo com produtos
secundarios do estresse oxidativo (DALLE-DONNE et al., 2006). A maioria dos estudos
nao diferencia quais grupamentos carbonil sdo produzidos de maneira direta e quais
sdo gerados via reacdo secundaria, fazendo com que esses grupamentos sejam
considerados marcadores abrangentes de oxidagdo de proteinas (SHACTER, 2000).

Os grupos carbonil (CO) (aldeidos ou cetonas) sao produzidos através de
diferentes mecanismos. As EROS podem reagir diretamente com as proteinas ou com
moléculas como acgucares e lipidios, gerando compostos carbonilicos altamente reativos
que entdo reagem com as proteinas. Esses derivados carbonilicos altamente reativos
sao resultantes tanto da oxidagdao das cadeias laterais de arginina, lisina, treonina e
prolina ou ainda pela clivagem das ligag6es peptidicas. Os grupos carbonil também
podem ser introduzidos nas proteinas através da decomposi¢cdo oxidativa dos acidos
graxos poliinsaturados, gerando aldeidos os quais reagem diretamente com os residuos
de lisina, histidina e cisteina e, por fim, 0s grupos carbonil ainda podem ser introduzidos

nas proteinas através da reacdo do grupo amino primario da lisina com derivados
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carbonil reativos produzidos pela reacdo dos agucares redutores ou seus produtos de
oxidacdo, com os residuos de lisina das proteinas (HENSLEY et al., 2000; SHACTER,
2000; DALLE-DONNE et al., 2003; DALLE-DONNE et al., 2006).

O conteudo de proteina carbonil (PCO) € um bom biomarcador de dano oxidativo
grave das proteinas (DALLE-DONNE et al., 2003; DALLE-DONNE et al., 2003). Uma
vez formados, os grupos carbonil sdo quimicamente estaveis, o que facilita tanto o seu
armazenamento quanto a sua deteccédo (DALLE-DONE et al., 2003; DALLE-DONNE et
al., 2003). Agentes que podem levar ao dano oxidativo protéico incluem o peréxido de
hidrogénio, os xenobidticos como o paraquat, o tabagismo, a irradiacdo gama, a luz UV
bem como os neutrofilos ativados (SHACTER, 2000).

Visto que as proteinas desempenham diversas funcdes bioldégicas o dano a
essas estruturas pode levar a muitas consequéncias, podendo produzir (ou ndo) um
efeito especifico na atividade biologica destas moléculas (DALLE-DONNE et al., 2006).
Dentre esses efeitos destacam-se: o dano a enzimas, o qual incorre em modificagcoes
severas do metabolismo e o dano a proteinas estruturais como, por exemplo, 0
fibrinogénio o que leva ao decréscimo da inibicdo da coagulacédo (SHACTER, 2000). De
uma maneira geral, a carbonilacdo de proteinas pode vir a alterar a conformacédo da
cadeia polipeptidica, o que podera levar a inativacdo parcial ou total da funcdo da
proteina (DALLE-DONNE et al., 2006).

3.5 Lipoperoxidacéao

Da mesma forma que as proteinas e o DNA, os lipidios presentes ha membrana
celular também séo alvo para o dano oxidativo, gerando profundas altera¢des tanto na
organizacdo estrutural quanto nas funcdes da membrana celular (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997; MANOHARAM et al., 2004).

Quando um radical livre é produzido em excesso, ele pode reagir com acidos
graxos poliinsaturados, presentes na membrana, processo este denominado de
lipoperoxidagcdo (SLATER, 1984; VALKO et al.,, 2006; VALKO et al.,, 2007). Esse

processo frequientemente causa danos a estrutura da membrana, podendo resultar em
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modificagdes na permeabilidade da mesma, fazendo com que ocorra a entrada ou
saida de moléculas importantes devido a perda da seletividade desta membrana
(SLATER, 1984; FERREIRA & MATSUBARA, 1997; VALKO et al., 2006; VALKO et al.,
2007).

O processo de lipoperoxidacao gera produtos como o malondialdeido (MDA) e o
4-hidroxi-2-nonenal (HNE), porém o MDA é um produto bastante mutagénico em
bactérias e células de mamiferos e um agente carcinogénico em ratos (VALKO et al.,
2006; VALKO et al.,, 2007). Além disso, o MDA tem um papel fundamental na
patogénese de varias doencas e processos antiinflamatérios (SOVIC et al., 2001;
ZHANG et al., 2002).

A literatura evidencia a relacdo entre os niveis de MDA, ou da dosagem de
substéancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) e o carcinoma uterino sendo que a
grande maioria dos achados relata um aumento nos niveis de TBARS (ou de MDA) na
circulacao destes pacientes (MANJU et al., 2002; KIM et al., 2004; MANOHARAM et al.,
2004; MILA-KIERZENKOWSKA et al., 2004; BEEVI et al., 2007).

MANOHARAM e colaboradores (2004) demonstraram um aumento nos niveis
de TBARS em eritrocitos de pacientes com carcinoma cervical uterino. BEEVI e
colaboradores (2007) também verificaram um aumento nos niveis de MDA plasméticos
e eritrocitarios em pacientes com carcinoma cervical uterino do tipo escamoso. Ambos
sugerem que a proépria célula tumoral pode gerar EROs os quais podem danificar
lipideos. MANOHARAM (2004) sugere ainda, que o aumento pode ser em decorréncia
da reducéo nos niveis de defesas antioxidantes. Outros trabalhos também evidenciam
um aumento nos niveis de TBARS no plasma de pacientes com cancer cervical e NIC,
aumento esse que pode ser atribuido ao decréscimo nas defesas antioxidantes
(MANJU et al., 2002; KIM et al., 2004). Em pacientes com carcinoma cervical tratadas
com braquiterapia, verificou-se um aumento nos niveis de TBARS, plasmaticos e
eritrocitarios, durante o tratamento, pela deficiéncia do sistema antioxidante, bem como
pela aumentada geracdo de produtos de peroxidacao lipidica no proprio tumor e sua
consequente liberacdo na circulagdo (MILA-KIERZENKOWSKA et al., 2004). Estes
achados demonstraram a importancia da avaliacdo da lipoperoxidacao relacionada ao

cancer, ndo apenas como mais um achado da doenca maligna, mas possivelmente
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como uma ferramenta para, futuramente, trabalhar no intuito de minimizar ou prevenir o

dano celular provocado por essas moléculas.

3.6 Estresse oxidativo e cancer

Uma vez que as EROs estdo envolvidas no dano oxidativo a biomoléculas, as
mesmas podem ser responsaveis por converter células normais em ceélulas malignas,
sendo consideradas potentes carcindgenos (VALKO et al., 2006; VALKO et al., 2007).
Estima-se que por dia uma célula esteja exposta a 1,5 x 10° processos de oxidacdo
ocasionados tanto por radicais hidroxil quanto por outras moléculas reativas. O radical
hidroxil pode ocasionar danos permanentes a qualquer um dos tipos de bases do DNA,
tanto as puricas quanto as pirimidicas, dano esse que € considerado o0 primeiro passo
para a ocorréncia de processos como a mutagénse e a carcinogénese (BECKMAN &
AMES, 1997). Em virtude da ocorréncia destes dois fen0menos, ao final, pode ocorrer a
morte celular, principalmente se a capacidade do sistema antioxidante estiver
comprometida (ZIEBA et al., 2000). Devido ao fato de que as EROs séo oxidantes por
natureza, elas influenciam o “status” redox e podem, de acordo com sua concentragao,
causar tanto uma resposta positiva (proliferacao celular) quanto negativa (impedimento
do crescimento ou morte celular) (VALKO et al., 2006; VALKO et al., 2007).

S&o inumeros os trabalhos que abordam a relacdo entre o estresse oxidativo e
as doencas malignas, em particular o carcinoma cervical uterino. Esse tema adquire
relevancia clinica pelo fato de que as EROs estdo envolvidas em etapas da
carcinogénese, e a presenca de um meio intracelular redutor provoca a proliferacéo
celular, enquanto que um meio oxidante poderia destruir as células tumorais (VALKO et
al., 2006; VALKO et al., 2007).

E fato que, em grande parte dos trabalhos, o estado redox cursa com um
aumento dos niveis de moléculas oxidantes acompanhado da reducdo nas defesas
antioxidantes (MANJU et al., 2002; MANOHARAM et al., 2004; KIM et al., 2004; MILA-
KIERZENKOWSKA et al., 2004; BEEVI et al., 2007). Muitos autores concordam que

esse aumento no nivel de oxidantes se deve a propria célula tumoral, pelo fato destas
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células gerarem radicais livres, em resposta ao excessivo dano celular, e os lancarem
na circulacdo (MILA-KIERZENKOWSKA et al.,, 2004; BEEVI et al., 2007). Ja outros
autores, sugerem que este aumento resulta, em parte, de uma possivel deficiéncia no
sistema de defesa antioxidante, resultado dele estar envolvido no combate ao nivel
aumentado de oxidantes (MANJU et al., 2002; KIM et al., 2004).

A radiacdo ionizante também € responsavel por muitos danos oxidativos, tais
como: a sintese de antigenos especificos e 0 dano ao DNA. Esses danos oxidativos
podem ocorrer tanto via fatores diretos quanto indiretos. Os efeitos diretos sdo devido
ao depdsito de energia ao longo do raio, o que leva a reacdes complexas como reagdes
de ionizagdo. Os efeitos indiretos sdo causados pela produgcédo de EROs, as quais
podem subsequentemente danificar moléculas fundamentais (RILEY, 1994).

A maioria das publicacbes trata do perfil oxidativo (nivel de oxidantes e
antioxidantes) na circulagdo de pacientes com doencas malignas, uma vez que a
determinacao do perfil redox intra-tumoral se torna dificultada pela complexidade da
célula tumoral em relacdo a célula normal. Isso se deve a fatores como os diferentes
estados de crescimento da célula tumoral, a heterogeneidade da composicdo desta
célula, e também porque tumores sélidos apresentam infiltrados de células do
hospedeiro como fibroblastos e leucécitos o que também dificulta a medicdo do estado
redox (COOK et al., 2004).

E crescente a importancia da avaliacdo do “status” oxidativo na rotina de
pacientes oncolégicos. Muitos profissionais da area médica instituem a terapia
antioxidante para minimizar os efeitos de determinados tratamentos, porém &
importante que se ressalte que, se ndo houver a adequada avaliacdo desses pacientes,
a instituicdo deste tipo de terapia pode, muitas vezes, trazer mais maleficios do que

beneficios e até mesmo invalidar a terapia adotada (JUNIOR, 2004).
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4. NUCLEOSIDEOS E NUCLEOTIDEOS

Os nucleosideos sao moléculas resultantes da unido de uma base purica ou
pirimidica a uma pentose. Exemplos destas moléculas incluem: a citidina, a uridina, a
guanosina, a timidina, a inosina e a adenosina. Uma vez que 0s nucleosideos séo
fosforilados por quinases especificas ocorre a formacdo de um nucleotideo. Os
nucleotideos desempenham func¢des importantes tanto no transporte quanto na
transformacdo de energia celular. Os principais nucleotideos que exercem funcdes
bioldgicas sdo: a adenosina trifosfato (ATP), a adenosina difosfato (ADP) e a adenosina
monofosfato (AMP) (ATKINSON et al., 2006).

Os nucleotideos s&o liberados no meio extracelular através de mecanismos
como, por exemplo, a lise celular que ocorre frente a injdria celular. Também podem ser
liberados por vesiculas tais como os granulos densos das plaquetas, que liberam o ATP
e o0 ADP. A molécula de adenosina também pode ser liberada no meio extracelular
como resultado da degradacdo do ATP e do ADP por enzimas especificas
(HUNSUCKER et al., 2005; YEGUTKIN, 2008).

A sinalizacdo purinérgica envolve trés principais componentes: 1) o0s
nucleotideos de adenina, 2) os receptores através dos quais eles exercem seus efeitos
e 3) as ectoenzimas, responsaveis pelo controle dos niveis destas moléculas no meio
extracelular (ATKINSON et al.,, 2006). As moléculas de nucleotideos regulam uma
multiplicidade de funcdes teciduais que incluem o fluxo sangiiineo, a secrecdo, a
inflamacéo e as reagdes imunes (LUTHJE, 1989; BURNSTOCK & KNIGHT, 2004). O
ATP é um nucleotideo presente em praticamente todas as células vivas e tem um papel
fundamental no metabolismo energético (AGTERESCH et al., 1999). Juntamente com o
ADP, o ATP também ¢ liberado dos granulos plaquetarios no momento em que estas
células sofrem o processo de ativacdo. O ATP tem um duplo efeito sobre a agregacgéo
das plaquetas: em baixas concentracdes ele induz a agregacao plaquetaria, enquanto
que em altas concentracbes ele provoca a inibicdo deste fenbmeno (SOSLAU &
YOUNGPRAPAKORN, 1997). O ADP é reconhecidamente um agente indutor da

agregacédo de plaquetas. Quando ocorre um evento que desencadeie a agregacao
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plaquetaria este nucleotideo é liberado destas células e recruta novas plaquetas vindas
da circulacdo de forma a amplificar o sinal agregatério (BAKKER et al., 1994).

Cada nucleotideo, uma vez presente no meio extracelular, desempenha sua
acdo pela ligacdo a um tipo diferente de receptor. Sabe-se que cada célula responsavel
por liberar esses nucleotideos possui receptores para tais moléculas do tipo P2X e P2Y
(ROBSON et al., 2006). Os receptores P2Y sao ativados pelo ATP, apresentando 7
regides transmembrana, com a por¢cdo aminoterminal voltada para o meio extracelular e
a porcao carboxiterminal voltada para o meio citoplasmatico. Os receptores P2X séo
acoplados a canais i6nicos ligados ao ATP, atuando via cations mono e divalentes,
sendo que seus dominios amino e carboxiterminal estdo voltados para o lado
citoplasmatico. A transducéo de sinal se da pelo influxo de sddio e calcio e efluxo de
potassio com despolarizacdo da membrana e aumento do calcio intracelular (DI
VIRGILLIO et al., 2001; ROBSON et al., 2006; BURNSTOCK, 2007).

Uma vez exercidos seus efeitos, as moléculas de nucleotideos devem ser
degradadas de modo a manter seus niveis em concentracdes fisiolégicas. Para isso
existe uma ampla classe de proteinas cataliticas (ectonucleotidases) ancoradas a
membrana as quais contém seu sitio ativo voltado para o meio extracelular e efetuam a
degradacdo destes nucleotideos (GODING & HOWARD, 1998; ZIMMERMANN, 2001).
As NTPDases atuam convertendo o ATP em ADP e subseqlientemente convertem o
ADP em AMP. Por fim, a enzima 5-nucleotidase converte o AMP formado em
adenosina. A molécula de adenosina produzida desempenha varios papéis, dentre 0s
quais destacam-se os efeitos neuromodulatérios, a inibicdo da agregacdo plaquetéria, a
vasodilatacdo, a regulagdo de processos inflamatérios e também desempenha papéis
importantes frente a uma doenca maligna (BAKKER et al., 1994; SPYCHALA, 2000;
MERIGHI et al., 2003; BOROWIEC et al., 2006). O desenvolvimento do cancer é
acompanhado de um escasso suprimento sangiiineo pela pequena quantidade de
vasos e ainda pelo fato de que seu calibre ndo tem tamanho suficiente para garantir o
bom fluxo de sangue. Em consequéncia disso, ha um reduzido suprimento de oxigénio
e subsequente degradacdo de nucleotideos, o que leva a formacdo de adenosina
(SPYCHALA, 2000). A adenosina tem conhecidas propriedades promotoras de tumor,

dentre as quais destacam-se: as fun¢des promotoras do crescimento, o estimulo da
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angiogénese e da vasculogénese além de funcfes citoprotetoras (SPYCHALA, 2000;
HASKO & CRONSTEIN, 2004).

Foram descritos 4 receptores para a adenosina: Al, A2A, A2B e A3, todos 0s
receptores sao glicoproteinas transmembrana acopladas a proteina G. Esses
receptores tém diferentes envolvimentos na tumorogénese. O papel dos receptores Al
no desenvolvimento do tumor é desconhecido. Os receptores A2A contribuem para o
papel imunossupressor e anti-isquémico da adenosina. Ja o0s receptores A2B,
promovem a proliferacdo das células endoteliais e, desta maneira, contribuem para o
crescimento e expansao do tumor, pela inducdo da neovascularizacdo em areas ao
redor do tumor (MERIGHI et al., 2003). Os receptores A3 tém um papel importante na
morte celular. Acredita-se que sua expressdo seja reduzida em tecidos normais e alta
em presenca de células tumorais, por isso se cogita o fato de os receptores A3 serem
bons marcadores de células tumorais (MERIGHI et al., 2003).

Ainda, seguindo a sequUéncia de degradacdo dos nucleotideos, existe a enzima
adenosina deaminase (ADA), a qual degrada a adenosina levando a formacdo de
inosina (ZIMMERMANN, 2000; BOURS et al., 2006).

5. A FAMILIA DAS ECTOENZIMAS

Os nucleotideos de adenina sdo comprovadamente moléculas importantes no
desempenho de varias funcdes organicas. Sua presenca na circulacdo pode
desencadear uma ampla variedade de a¢bes dependendo de suas concentracdes e de
sua ligacado a receptores especificos. Em razéo disto, também € de grande importancia
que exista um sistema responsavel pelo controle dos seus niveis extracelulares. O
controle das ac¢fes dos nucleotideos de purina e pirimidina se da por uma variedade de
enzimas ancoradas na membrana plasmatica das células ou localizadas no meio
intersticial de forma sollvel. Membros desta classe de ectoenzimas incluem: as
NTPDases (Nucleotideo Trifosfato Difosfoidrolase), a familia das NPPs (Nucleotideo

Pirofosfatases/Fosfodiesterases), as fosfatases alcalinas e a $5’-nucleotidase
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(ZIMMERMANN, 2001). Além das enzimas citadas, existe a enzima ADA, a qual é
também uma importante enzima da cadeia inativadora de purinas, responsavel pela
hidrolise da adenosina formando inosina. Ela apresenta uma localizacao citosoélica, mas
pode também estar localizada na superficie da membrana celular, como uma
ectoenzima, como seré exposto a seguir (YEGUTKIN, 2008).

Estas enzimas atuam em conjunto, formando uma cadeia enzimatica que tem
inicio com a acdo da NTPDase e da NPP, as quais catalisam a hidrdlise do ATP e do
ADP formando AMP. A seguir a enzima 5’-nucleotidase hidrolisa a molécula do AMP
formando adenosina, que por fim € degradada pela ADA gerando inosina (GODING,
2000; ZIMMERMANN, 2001). A fosfatase alcalina além de hidrolisar nucleotideos di, tri
e monofosfatados também é responséavel pela liberacdo de fosfato inorganico de uma
variedade de compostos organicos, incluindo proteinas, além de hidrolisar PPi
(GODING, 2000; ZIMMERMANN, 2001; YEGUTKIN, 2008).

5.1 NTPDase e 5’-nucleotidase:

O relato de que as células apresentam a capacidade de hidrolisar nucleotideos
como o ADP ja é reconhecido hd muitos anos, porém a identificacdo molecular da
NTPDase-1 nao foi feita até a metade de 1990. A primeira identificacdo da estrutura
molecular foi feita quando a NTPDase de batata foi clonada (HANDA & GUIDOTTI,
1996) e demonstrou propriedades similares aquelas da enzima da membrana
plasmatica (BOURS et al., 2006).

As NTPDases representam uma classe de enzimas responsaveis pela hidrolise
de nucleotideos di e tri fosfatados a seus monofosfonucleotideos correspondentes.
Essa classe de enzimas inclue 8 membros (NTPDases 1-8) os quais sao diferenciaveis
através da preferéncia por um ou outro substrato, pela presenca de cations divalentes e
também pelo tipo de produto formado (ZIMMERMANN, 2001; ROBSON et al., 2006).
Quatro destas enzimas séo tipicamente localizadas na superficie celular, ancoradas a
membrana via dois dominios transmembrana, tendo seu sitio catalitico voltado para o

meio extracelular (NTPDases 1, 2, 3 e 8). A NTPDase-1 foi primariamente identificada
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como um antigeno de ativacdo (CD39). Subsequientemente, foi purificada e clonada a
NTPDase de tubérculos de batata e de diferentes tecidos de mamiferos (HANDA &
GUIDOTTI, 1996). A atividade da NTPDase-1 foi demonstrada também no endotélio
vascular, em células da musculatura lisa, no pancreas, nas células dendriticas bem
como em células sangiineas como linfécitos, plaquetas de humanos e ratos, eritrocitos
e plasma (FRASSETO et al., 1993; SARKIS et al., 1995; PILLA et al.,, 1996;
ZIMMERMANN, 2001; YEGUTKIN, 2008). JA a NTPDase-2, é particularmente
associada com o sistema nervoso central e periférico e a enzima presente no sistema
vascular pode regular ou inibir a agregacdo plaquetaria induzida pelo ADP ou ATP
(YEGUTKIN, 2008). A NTPDase-3 est4 associada com estruturas neuronais, onde ela
pode atuar regulando os niveis de ATP nos locais pré-sinapticos e coordenar a
homeostase de processos como a fome e o sono. As NTPDases 5 e 6 tém uma
localizacdo intracelular e podem ser clivadas formando uma proteina soluvel. As
NTPDases 4 e 7 estéo localizadas completamente no meio intracelular com face para o
[tmem de organelas citoplasmaticas (ZIMMERMANN, 2001). A ultima NTPDase a ser
caracterizada, a NTPDase-8, mostrou uma grande expressdo no figado com niveis
menores da enzima detectados nos rins e jejuno. A enzima também demonstrou
envolvimento na regulacdo da secrec¢éo da bile (YEGUTKIN, 2008).

Todos os membros da familia das NTPDases apresentam 5 regides
denominadas regifes conservadas da apirase (ACRs), 0 que torna essa caracteristica
uma “marca” desse conjunto de enzimas. Essas ACRs sdo de muita relevancia para
sua atividade catalitica. Existem evidéncias sugerindo que as diferencas na preferéncia
pelo substrato, nessa familia de enzimas, pode ser atribuida a pequenas diferengas na
estrutura protéica que afetaria a ligacdo do substrato (ZIMMERMANN, 2001; ROBSON
et al., 2006).

A NTPDase-1 (E.C 3.6.1.5, CD39) hidrolisa os nucleotideos ATP e ADP
igualmente bem, em mamiferos. Esta enzima € encontrada, entre outros locais, em
células como os linfocitos, as plaguetas e as células endoteliais, tendo um papel
importante na regulacdo do fluxo sangiiineo e da trombogénese (PILLA et al., 1996;
ZIMMERMANN, 2001; LEAL et al., 2005).
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Quando se aborda o tema “sistema vascular’, a NTPDase-1/CD39 desempenha
um papel importante no sistema hemostéatico, uma vez que ela controla os efeitos pro-
trombdticos e pro-inflamatérios de nucleotideos como o ATP e o ADP (YEGUTKIN,
2008). A NTPDase-1, presente nas células endoteliais e membrana de plaquetas,
converte o ATP em ADP e subsequentemente o ADP, um nucleotideo promotor da
agregacdo, em AMP. A enzima 5’-nucleotidase converte o0 AMP formado em adenosina.
A adenosina, por sua vez, tem propriedades vasodilatadoras e, portanto, anti-
agregantes (BAKKER et al., 1994; ZIMMERMANN, 2001). Com isso, a NTPDase-1 em
combinagdo com a 5’-nucleotidase tem um papel crucial na desfosforilagdo sequencial
destes nucleotideos e conseqlentemente na protecdo contra a ativacao descontrolada
de plaquetas.

As plaquetas séo células discoides, anucleadas responsaveis pelo controle da
hemostasia primaria. O mecanismo de hemostasia primaria ocorre quando a
continuidade de um vaso sanguineo é interrompida, e uma série de reacbes é
desencadeada. Os eventos iniciais sdo modulados pelos componentes expostos dos
vasos sanglineos, como as microfibrilas, a membrana basal e o colageno.
Concomitantemente, ocorrem: a adesao plaquetaria a matriz subendotelial e a ativacédo
plaquetaria (LORENZI, 1999; MARCUS et al., 2003).

As plaguetas contém 2 tipos de granulos com substancias vasoativas, sendo
eles: os granulos alfa contendo varias proteinas adesivas, e 0s granulos densos
contendo nucleotideos, como ADP e o ATP, a serotonina, o Ca?*, substancias que
promovem ativacdo plaquetaria (BAKKER et al.,1994). Sabe-se que o ATP também
liberado das plaquetas, eritrécitos rompidos e outras células, € um indutor de choque
(PILLA et al., 1996).

A enzima 5’-nucleotidase (E.C 3.1.3.5, CD73) € uma glicoproteina ancorada a
membrana via GPi, sendo responsavel pela hidrolise de nucleotideos monofosfato
formando adenosina (ZIMMERMANN, 2001; COLGAN et al., 2006). Sete membros ja
foram caracterizados apresentando diferentes localizagbes: 5 estdo localizadas no
citosol, 1 na matriz mitocondrial e 1 ancorada na membrana plasmatica. Elas diferem
entre si por suas propriedades moleculares e cinéticas bem como pela especificidade

com o substrato. Sabe-se que a adenosina, o produto da acéo catalitica da enzima 5'-
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nucleotidase, exerce diversos efeitos em varios tecidos os quais sdo consequéncia de
sua ligacdo aos diferentes tipos de receptores encontrados nestes locais (BOROWIEC
et al., 2006).

Tanto no caso da NTPDase quanto da 5’-nucleotidase foram descritos os perfis
destas enzimas em associacao a doencas humanas importantes (LUNKES et al., 2003;
ARAUJO et al., 2005; LEAL et al., 2005; LEAL et al., 2007). Em pacientes com
carcinoma de mama, tanto a atividade da NTPDase quanto da 5’-nucleotidase
encontraram-se alteradas na presenca do tumor e também em funcdo do uso de
tamoxifeno (ARAUJO et al., 2005). Em pacientes com diabetes do tipo 2, em pacientes
hipertensos e pacientes diabéticos/hipertensos, observou-se um aumento nas hidrolises
do ATP e do ADP em relacdo ao grupo saudavel, possivelmente funcionando como um
mecanismo compensatério para evitar a formacdo de processos tromboembdlicos na
circulacdo, uma vez que o ADP estaria sendo degradado e, ao final da cadeia
enzimatica, estaria sendo formada a adenosina que tem propriedades vasodilatadoras,
anti-agregantes e anti-inflamatérias (LUNKES et al., 2003).

Em gestantes as atividades tanto da NTPDase quanto da 5’-nucleotidase
revelaram alteracdes variaveis conforme a presenca de fatores de risco associados a
gestacdo tais como: a hipertensédo e o diabetes. Nesses casos as hidrolises do ATP, do
ADP e do AMP encontraram-se aumentadas de maneira independente dos fatores de
risco associados, mostrando novamente o envolvimento destas enzimas no processo
trombogénico e de fato elas poderiam manter a hemostasia uma vez que estao

envolvidas no processo de anticoagulacéo (LEAL et al., 2007).

5.2 Ecto-Nucleotideo Pirofosfatase/Fosfodiesterase (E-NPP)

A familia das NPPs (nucleotideo pirofosfatase/ fosfodiesterase) inclui 7 membros
(NPP1-7) envolvidos numa grande variedade de atividades biologicas, que incluem: a
formacdo dos ossos, a motilidade celular, as metastases tumorais e a resisténcia a
insulina em diabetes do tipo Il (GODING et al., 2003; STEFAN et al., 2006). As NPPs1-

3 estdo envolvidas na hidrélise de nucleotideos e as NPPs 6-7 hidrolisam ligacdes
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fosfodiéster em fosfolipideos e fosfoésteres de colina. Notavelmente a NPP-2 hidrolisa
tanto fosfolipideos quanto nucleotideos (STEFAN et al., 2006). Relata-se também a
existéncia das NPPs 4 e 5, porém pouco se sabe sobre sua atividade catalitica
(GODING et al., 2003). Exceto a NPP2, todas as demais NPPs tém um Unico
dominio transmembrana. As NPPs 1 e 3 tém uma orientagédo transmembrana do tipo II,
com sua por¢cao amino-terminal voltada para o meio intracelular, enquanto que as NPPs
4-7 tém um orientacdo do tipo I, com sua por¢cdo amino-terminal voltada para o meio
extracelular. A NPP2 sé existe como uma proteina solavel (STEFAN et al., 2005;
STEFAN et al.,, 2006). Todas as NPPs tém, voltado para o meio extracelular, um
dominio catalitico com 60% de identidade de aminoacidos entre as diferentes isoformas
da enzima (STEFAN et al., 2005; STEFAN et al., 2006). Esse dominio catalitico é fixado
a membrana por uma “haste” que consiste de porg¢des ricas em cisteina (GODING,
2000). Devido ao fato de seu sitio catalitico ser voltado para o meio extracelular essa
familia de enzimas é denominada ecto-NPPs (E-NPPs) e funcionam, in vitro, em pH
alcalino entre 8.5-8.9 (GODING, 2000). A porcao extracelular contém ainda um residuo
de treonina que € transitoriamente adenilado e/ou fosforilado durante o mecanismo
catalitico.

Verificou-se também que a E-NPP e a enzima fosfatase alcalina apresentam
algumas semelhancas estruturais. Ambas contém 2 ions metalicos no sitio ativo, 6
ligantes metalicos e na E-NPP um residuo de treonina esta posicionado de maneira
anéloga ao residuo de serina da fosfatase alcalina. A diferenca entre a preferéncia por
substratos das duas enzimas E-NPP (preferéncia por diésteres) e a fosfatase alcalina
(preferéncia por monoésteres), surge em razéo de diferengas na composicado de seus
sitios ativos (ZALATAN et al., 2006). Dentre os achados que explicam as diferencas
entre a preferéncia por um ou outro substrato, a presenca de um ligante (grupo
funcional adicional) ligado ao grupo fosforil que é transferido nas reagbes diéster
poderia levar a preferéncia por diésteres. Também a presenca de cargas negativas no
grupo fosforil. No caso das fosfatases alcalinas, as reagcbes por elas catalisadas
dependem da quantidade de cargas negativas no atomo de O, situado entre duas
moléculas de zinco. Sao relevantes também as propriedades eletrostaticas dos sitios
ativos bimetalicos (ZALATAN et al., 2006).
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As ecto-fosfodiesterases tém uma ampla especificidade, sendo responsaveis
pela hidrolise de ligacdes pirofosfato e fosfodiéster de nucleotideos e seus derivados,
resultando na producéo de nucleotideos monofosfato. Funcionam como substrato para
esta enzima nucleotideos 5’-trifosfato como o ATP gerando AMP e PPi, também
nucleotideos 5’-difosfato como o ADP gerando AMP e Pi, bem como nucleotideos de
agucar, 3'-5° AMP gerando também AMP e ainda hidrolisam a 5’-timidina monofosfato
(ZIMMERMANN, 2000; BOLLEN et al., 2000; GODING, 2000; STEFAN et al., 2005;
STEFAN et al., 2006; YEGUTKIN, 2008). Embora esta familia de enzimas esteja
sempre envolvida na hidrélise de nucleotideos de adenina, elas também podem
hidrolisar GTP, TTP, CTP e UTP com similar eficiéncia (VOLLMAYER et al., 2003).

A E-NPP foi caracterizada em plaquetas de ratos e apresentou atividade
catalitica adaptada para o meio extracelular (FURSTENAU et al., 2006). A reacéo
enzimatica ocorre em 2 passos: no primeiro passo os residuos de serina e treonina do
sitio catalitico formam um intermediario com o grupo fosfato do substrato e no segundo
passo uma molécula de agua € usada para regenerar o sitio ativo (serina/treonina) e
liberar o produto fosforilado. O pH ideal fica entre 8.5-9 visto que a hidrélise do
intermediario nucleotilado se da neste pH (STEFAN et al., 2006; FURSTENAU et al.,
2006).

Em vista de esta enzima ter sido caracterizada na membrana plaquetaria e,
devido ao fato de apresentar propriedades cataliticas semelhantes a E-NTPDase,
pressupdem-se que haja uma co-expressdo da E-NTPDase, da E-NPP e da 5'-
nucleotidase nesta célula. Com isso, pode-se dizer que elas constituem uma cadeia
enzimatica responsavel pela hidrélise extracelular de nucleotideos (FURSTENAU et al.,
2006).

As E-NPPs desempenham varios papéis fisiologicos dentre os quais destacam-
se a reciclagem de nucleotideos, a regulacéo dos niveis extracelulares de pirofosfato e
o estimulo da motilidade celular. Varias situagdes demonstraram o envolvimento das E-
NPPs tais como: na disfuncdo da mineralizacdo O6ssea, na motilidade e migragéo
celular, na angiogénese, na invaséo de células tumorais e no diabetes tipo 2 (GODING
et al., 2003).
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5.3 Adenosina deaminase

A adenosina presente no meio extracelular provém do metabolismo do AMP pela
acao catalitica da enzima 5’-nucleotidase ou também pela liberacdo através de células.
Uma vez que ela desempenha inUmeras fungdes nos sistemas vivos, sua concentragdo
deve ser precisamente regulada (SPYCHALA, 2000).

A enzima adenosina deaminase (ADA) (E.C 3.5.4.4) também faz parte do
conjunto de enzimas responsaveis pela degradacdo sequencial dos nucleotideos e
nucleosideos na circulacdo. A ADA é responsavel pela deaminacdo da adenosina com
a consequente producdo de inosina regulando, com isso, as concentragbes
pericelulares e locais deste nucleosideo (RESTA et al., 1998; ROBSON et al., 2006).

A ADA, em humanos, existe em pelo menos trés formas moleculares: ADA1L, a
qual € um mondémero com massa de aproximadamente 35 KDa, a ADA1 + CP, com
massa molecular de aproximadamente 28 KDa a qual € formada por duas moléculas de
ADA1 combinadas por uma proteina de ligacao (CP) e a ADA2 codificada por um gene
separado de posicdo ainda desconhecida (HIRSCHHORN & RATECH, 1980;
UNGERER et al., 1992).

Existem evidéncias de que a ADA pode aparecer na superficie celular (FRANCO
et al., 1997). Esta enzima seria responsavel pela hidrélise da adenosina no meio
extracelular. Sabe-se que a ecto-ADA é responsavel por grande parte do
desaparecimento da adenosina circulante nesse meio. Aparentemente ndo existem
diferencas, tanto cataliticas quanto moleculares, entre a enzima presente no citosol e a
ecto-ADA. Esta evidéncia deve-se ao fato de que apenas 1 gene para a ADA foi
encontrado, demonstrando que as seqUéncias protéicas das duas enzimas sao
idénticas (FRANCO et al., 1997).

Relatos sugerem que existem pelo menos duas proteinas responsaveis pelo
ancoramento da ecto-ADA na membrana celular. A primeira delas a ser identificada foi
a CD26, que é uma sialoglicoproteina de membrana do tipo Il que compreende 2
subunidades de aproximadamente 100 KDa cada. A proteina humana é

predominantemente extracelular e constituida de uma regido transmembrana
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hidrofébica de 22 aminoacidos e uma “cauda” citoplasmética de 6 aminoacidos. A
segunda proteina responsavel pelo ancoramento da ecto-ADA a membrana é o
receptor de adenosina Al (A1R) (FRANCO et al., 1997).

A atividade da ADA ¢é bastante varidvel na presenca de diferentes doencas
malignas. YILDIRIM e colaboradores (1999) avaliaram a atividade da ADA em pacientes
com diferentes tipos de cancer de pulmdo e ndo encontraram nenhuma alteracéo
significativa nos niveis desta enzima nesse grupo de pacientes.

Em 2005, AGHAEI e colaboradores demonstraram um aumento da ADA total e
da ADA2 no soro de pacientes com cancer de mama, aumento esse, correlacionado
com a menopausa e poés-menopausa. Possivelmente esse aumento se deva a
ocorréncia de enzimas vindas de outras fontes que ndo o tumor. Estes autores também
encontraram um aumento em ambas as enzimas no tecido tumoral, correlacionando
esse aumento com o grau do tumor, o tamanho e o envolvimento de linfonodos, o que
pode funcionar como indice de proliferacdo do tumor de mama. Sendo assim, a
reduzida atividade da ADA estaria relacionada com o melhor progndstico para esta
doenca.

Como existem diferentes isoformas da enzima em células normais e malignas
mesmo se nao forem verificadas alteracdes na atividade da enzima total, isso nao
indica que as suas isoformas ndo possam estar alteradas (SPYCHALA, 2000). Outra
possibilidade para aumentada atividade da ADA, em virtude da proliferacdo tumoral, &
de que ela poderia estar oferecendo vantagens para o crescimento das células tumorais
(MOSS & HANDERSON, 1996).

A atividade sérica da ADA encontra-se aumentada em outras doencas, que nao
somente o cancer, tais como: as doencgas hepaticas, a tuberculose, a mononucleose
infecciosa, a pneumonia e a artrite reumatoide. Em todas essas doengas, a aumentada
atividade da ADA se deve principalmente a isoenzima ADA2, refletindo o envolvimento
do sistema imune (KOEHLER & BENZ, 1962; UNGERER et al., 1992).
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6. TROMBOSE E CANCER

Em 1865, Trousseau identificou a relacdo existente entre a trombose e as
doencas malignas. Tanto a trombose arterial quanto a venosa sdo complicacfes
frequentes do cancer. Os mecanismos envolvidos nessa associagao quase sempre sao
resultado da prépria célula tumoral pela secrecdo de substancias denominadas pro-
coagulantes tais como: o fator tecidual, o qual € um poderoso agente estimulante da
coagulacédo e também a secrecdo do cancer pré-coagulante que s6 é secretado pela
célula maligna e também atua ativando a coagulacdo (PRANDONI et al., 2005; FURIE
& FURIE, 2006; BARBERA & THOMAS, 2008). Fatores relacionados ao proprio
paciente os quais podem ser desencadeadores de trombose incluem a idade, o sexo, a
histéria pessoal de cancer bem como episodios de tromboembolismo venoso prévio. A
associacdo da trombose com doencas malignas também pode ser resultado da
continua formacédo e degradacdo de trombina (PRANDONI et al., 1999; BARBERA &
THOMAS, 2008). Também estdo inclusos nos mecanismos desencadeadores, 0S
tratamentos como o uso de tamoxifeno, o fluoracil, os compostos de platina, os
processos cirurgicos, a radio e a quimioterapia, bem como o uso de cateteres o0s quais
também podem ser responsaveis por provocar a ativacao plaquetaria e a consequente
trombose (CLAGETT et al., 1995; MOSS & HANDERSON, 1996; GOUIN-THIBAULT &
SAMAMA, 1999; PRANDONI et al., 1999; BICK, 2003). O risco de tromboembolismo
venoso (VTE) é duas vezes maior em pacientes que sofreram algum processo cirirgico
e que tém cancer associado, do que nagueles que sofreram 0 mesmo processo, porém
nao apresentam cancer (FIMOGNARI et al., 2005). O processo cirargico causa o dano
vascular, o qual pode expor o endotélio e o fator tecidual induzindo a liberacdo de
citocinas as quais ativam a coagulacdo (BARBERA & THOMAS, 2008). Os pacientes
que néo fizerem um acompanhamento poés-cirirgico adequado também tém um alto
risco de desenvolver trombose pds-operatéria, sendo este risco duas vezes maior do
gue em pacientes sem cancer (PRANDONI et al., 1999). JACOBSON e colaboradores
(2005) descreveram que pacientes tratados com a associacdo de RTX e QTX tiveram

uma incidéncia aumentada de tromboembolismo, dentre o qual estavam inclusos: a
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trombose venosa profunda e embolia pulmonar. A RTX pode romper a célula endotelial
causando a liberacao de citocinas e a consequente ativacdo da coagulacdo (BARBERA
& THOMAS, 2008). Uma vez que a trombose € diagnosticada em pacientes com
cancer, eles apresentam um pior prognéstico, independente do estagio da doencga, da
idade, do sitio envolvido, da proximidade da intervencgdo cirurgica e da RTX ou QTX.
Esse fato faz com que a trombose ndo seja apenas um indicativo de baixo prognéstico,
em pacientes com cancer, mas também uma manifestacdo do processo pato-fisioldgico
gue contribui para a agressividade do cancer (MORGAN et al., 2002).

Sabe-se que a trombose tanto pode vir acompanhando o processo maligno
guanto pode ser considerada a primeira manifestacdo do cancer (PRANDONI et al.,
1999). A prevaléncia do cancer, descoberto apds o diagndstico de VTE, varia de
maneira consideravel entre os achados da literatura. Em parte, essas variacfes
decorrem do grau de abrangéncia dos exames de rotina, das caracteristicas dos
pacientes, bem como das variacdes sofridas pelo conceito de trombose secundaria
(OTTEN & PRINS, 2001). Muitas vezes o céancer sO é diagnosticado anos apos o
paciente ter tido algum(s) episédio(s) de VTE, porém ndo se pode afirmar que o
processo maligno ndo estivesse presente no momento do diagndstico de VTE, uma vez
que uma célula leva pelo menos 2 anos para se diferenciar em uma célula cancerosa e
no Minimo mais 2 anos para esta provocar sintomas clinicos (OTTEN & PRINS, 2001).

Os pacientes com doencas malignas, os quais ndo apresentam trombose,
freqientemente apresentam anormalidades nos testes de coagulacdo. As células
tumorais ativam plaquetas bem como sua a agregacao, pelo contato direto célula-célula
ou por secretarem fatores sollveis como o ADP e a trombina (DENKO & GIACCIA,
2001; DE CICCO, 2004; PRANDONI et al., 2005). Outro fator associado a coagulacdo
sanglinea e sua correlacdo com o cancer é a contagem de plaquetas nesses
pacientes, em especial pacientes com carcinoma cervical uterino. Verificou-se que uma
grande proporgdo de pacientes com carcinoma cervical tinha associado uma alta
contagem de plaquetas. Esses pacientes com trombocitose apresentaram também os
maiores tumores. A alta contagem de plaquetas determinou que estes pacientes tinham
uma menor probabilidade de sobrevivéncia do que o0s pacientes com contagens

normais, possivelmente por estas plaquetas facilitarem o estabelecimento de
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metéstases hematologicas (HERNANDEZ et al., 2000). Neste contexto sugere-se que
as plaguetas podem atuar protegendo as células tumorais fazendo com que estas
células ndo sofram a acdo do sistema imune do paciente (KARPATKIN &
PEARLSTEIN, 1981). Além disso, as plaquetas poderiam secretar fatores de
crescimento 0s quais poderiam estimular a proliferagdo da célula cancerosa (MUNSON

et al., 1995), reafirmando a importancia destas células frente a um processo maligno.
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APRESENTACAO

Os resultados desta tese estdo apresentados sob a forma de artigos cientificos,
0s quais encontram-se no item “ARTIGOS CIENTIFICOS”. As segbes Materiais e
Métodos, Resultados, Discussédo e Referéncias Bibliograficas encontram-se compondo
0S proprios artigos e representam a integra deste estudo.

Os itens DISCUSSAO e CONCLUSOES, encontrados no final desta tese,
apresentam interpretacdes e comentarios gerais a respeito dos resultados
demonstrados nos artigos contidos neste trabalho.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citacbes que
aparecem nos itens INTRODUCAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA e DISCUSSAO desta

tese.
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7. ARTIGOS CIENTIFICOS
7.1 Artigo1:

Estado oxidativo em pacientes submetidos a conizacéo e a radiacdo como

tratamentos para neoplasia cervical uterina

OXIDATIVE STATUS IN PATIENTS SUBMITTED TO CONIZATION
AND RADIATION
TREATMENTS FOR UTERINE CERVIX NEOPLASIA

Paula Acosta Maldonado, Luiz Augusto Negrini, Rosilene Rodrigues Kaizer,
Rafael Fernandes Zanin, Maria do Carmo Araujo, Vanessa Battisti, Vera Maria Morsch,

Maria Rosa Chitolina Schetinger.

Clinica Chimica Acta, 366 (2006) 174-178
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Oxidative status in patients submitted to conization and madiation
treatments for utenne cervix neoplasia
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1. Intreduction

LHerme cavizc @mncer, among all the mithologes thad
affect women, & camently the most common gymeca logical
malizrancy [1]. For this reson, #is well accepted that even
the mrly mvasive cervical carcinoma most be freated [2].
The sk fadors for this dssmse are the family kistory of
ancer, hoomome replwcemem therany, smoldng, and mali
masity ameong ofhers [1]

The trmtmenis for ierine cancer am applial accoxling
tn the stage of the dsmse Talong mio acooumt a micros
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imasive carcmome, oording fo the hiermtonz] Fedea-
tiom of (Gymeomlogy and Obstetncs (FIGO) stagmg system,
the trextmemi wsed is the extrabscial hystoeciomy. In
patiems desirng %0 maimkin the fertibty, the taimen
pefomed & the contaton sogery [Z], whils radimion
theramy is msad for moperahle cancers or as an adjovam
therapy afier the sogery [4]

BEed om FIGO, leions with invasion no greater than 3
mm in depith @nd no wider than 7 mm am chssified = 1Al
stage. Lesions with stromal] imasion betwesn 3 and 5 mm,
and o wider than 7 mm am classifed as TAZ [5].

It iz well imowmn the relation hetween fee radic]s and
cancer, whers they may conribate to the neoplsic
transformadion of cells [6—&]. Free radicals are nommally
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Fod, Maldmado o al OONea Chiesdea Acda 3568 (3000 STA- T8 L5

prodoced by metabolic oxddetive processes amd are
requirsd for manmy fmcdions, sach as  Tmmomalkogical
system 9] The molecules feqaently damaged by oxygen
reactve species (RS} are the prodedns, the hpids and the
KA [1d]-

The protems are the fArst Sological molecules faor
oxdative deomage on cells, and thewr side chains may be
carnomilded by reactive carhomyl commommds [11]. The
nzmber of dizeazes which may damage the protans & hrge,
and among them we find the cancer [1Z]. With mspect to
lipids, oxdative damage leads 4o the fommation of prodocts
like malmdialdepds (MDA), which cn be spectrofinios
metrically mesmred [13]. Alboumgh the body precems
enzymatc antoxidam ddfenzes, sach as catalise amd
redaced gluathione (GSH), both mvalved m scavenging
reaciive oxygen species [E], in zome comditioms hke
oxidative stres we have an mialmee doward the pro-
oxdative side of the pro-oxidentartoddam homeos tsis
11]. Im these cases the DA damage may lead ido
muiageness, cacmogenasi and oell death [13] I some
stadiex ligh level of sotstnces mactive to thoobhashitanc
acid (THARS) m the ciroolbtion of cernvical cancer patients
[14] wess demorsirased.

The iomizing radiation, msed like a tredmeni for merine
cervix cancer, leads o the production of hy drowy ] radical,
which indiscrimimaiely attclks meighboring molecales M.
Depite these inding=s, 1ittle & knoem aboat the effects of
surgery treatment om oo dative sotas, atomt the time affec
omn the prodocton of B(S affer the sumgery & perfomed and
afier the end of the radiation tmatment and also if the fee
radical pmduction coald be sigmalng a tomor recuoTence
cazes where the trextmems weres already dome.

Theredore, oo stady ammad to verify dhe limid peroxi
dation mwsimg THARS comiem detemmmation, the protein
oxdative profile owing profein cashomy] assay, and the
antioxdmi deferme usmg the catlme activity and sdacad
ghiathionme (GSH) lewvel as parameders. The stady was
camied owt with a group of women who received the
dizgnostic fior high-grade SIL GEgquamoos  imtraeqpiihelal
lemiom) and who wes alrexdy imated by edther comizstiom
or radiation, and other group commosed by women newly
diagnomed fior weripe cervix mnoer and whose did mot
received amy trextmesd.

I, Patients and methods
2.1 Panemi selecoon

For this stady we selecied 35 patients foom Gymecal ogy
Ambabiory of Federal University of Sant Maria Hompial,
age mnge of 25467 yeas. The paiiemts mcaded m tkos
stady recedved the dagnostic for high-grade 511 and b
om their dingnostic they were divided by the tmatmends
performed 1o irat the malizmancy = described abowve: the
Amt groum, age range of I5—54 yeam, was commaosed by

17 patiemts sahmmted 1o comztion sorgery and the sscomd
groun was composed by 12 patients subhmitted fo
radiotheamy (ETX) and the age ramge of IR 87 years.
Afler dthe tetmenis were pedormed ihe patiends were
followed wn ai the same hemital 40 evaliate the treasts
memnis’ efficiency and at thisz pesiod we oollecied a smgle
blood sammle.

The third geowm was composed of 6§ pewly diagnosead
mferine cervin cancer patients, age rmge of 5665 years,
whose had nol umdergone any previons trextment for thedr
tumors. Thedr hlood were collecied few days afler thedr
diagmoetic was ohivined . The comitral geoop wos comnpeos e
by 20 women (age range of 25— 56 years ) who presemed no
disease, mo smokng hisiory and that made mo e of
plharmacologic] thempy ami the momemt of the hlood
sammlng. The stady wa appnmved by the Homan Eihdcal
Committee of Federal University of Sama Maria, protocal
nzmber | 2604, Bl Al the particdpants signed the free
comsemt hedore the blood were oolected.

The oolociology fndng was the soeeming basik io
differestiate peiems with high-grade 511 and aierms cervix
cancer from the comirol gmoon and wwomen had ther mesals
confimmed by Hiopsies. The patient’s gemeral characderistios
are shown om Tahle 1.

2.2 Sample ;mlrcoon

The Elond was collected W vacmamer tobes withoot
antcoagalm system. Afler the collectiom, the blood wes
cemirifoged at 5000 rpm fior 10 min, the precipieted wss
dimcarded and the seram was osed o make the TAARS and
the profein carbonyl ambsi. For the aalme adivity, the
blood was collected m ctrated vacuiaimer tabes and the dotal
hlood was dikned 1:10 i salime solatiom 10 make the
dedermmnation. For redoced ghoimbione defermimtion, we
collecied the hlood asmg EDTA = amicoagalem and the
plhama was used to exmecuie the delemmmation.

2.3 Carbomydation of serum prossin

The cathomyltiom of seram prodems was determined by
maod ifications of the Levines method [15]. Fisdy, fiom |
ml of semom, the profeims were predpiated osmg 0.5 ml of

Tl |
Cien eral charedorsioy: of the petm i
e ol ch e s

Tremtrreerdl miidsalite:  Siage of he dossoe g g (pemr) N

ot H51L." -5 L7
Rl astheragpy HEILS B-a 13
T Verns v mnox” 5545 &
Conin & 358 20

=*EHEL Hegh - mle Squenioe ineptheta lmaun Shge ol the daooo
kol the resdmmen b were por frmol

el g and uborne cores ceer o

=N, mumber of pafamis noelelel in cach prosg.
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1% trichl oracetic acid (TCA) and centrifoged at S000 rmm
for & min discardng the smeamatant. One half milliiter of
10 mmol] I, d-dimimonhemy Ty dramine (DNFH) m I molf
1 HC1 was added 4o this peecipimded protein and incobated
o room femperaures for 30 min. Dormg the moobhadion
time the samples wers mived vigomosly every 15 min.
Adfier dhe incotation tme, 0.5 ml of 0% TCA was added
to the profein precimituted and centrifaged = SD00 rom for
5 mn. Afier discarding the supematnt, pEcipibies wers
wmihed twice with 1 ml of efhanoleihilacetate (1 1), eadh
tme cemtrifoging om the supermatent W oxler 4o remove
the feme DNPH. The precapitie was dissolved in 1.5 ml of
protein dissohimg solaton (2 g 5108 and 50 mg EDTA m
100 ml 0 mmol] phosphade baffe, ph 500 and incobated
o 37 A wader hath for 10 min. The color imensity of the
sumermatmnt wis measural osng specironhotometer at 370
mm agamst 2 mol] HTL Cashony] ocomerd was cadoaladed
by msimg moler extimction coefldent (21 = 10" 1fmol amj
and msuls wer expmessed = manomoles per milligram
e .

24 Caralace arswuny and redwced plusadhdone Evel

The determimaton of camlme activity was dome By
mod ifications in the method of Kelson and Kiesoe [16].
This ==ay mvalves the change in dhsorhanmeoe at 240 mm
dae to the caalse dependemt decompamition of hywdrogen
pemde. Algqoot (002 mly of blond wes homogentoad
m potsssiam phosphate bofler, pH 7.0 The specinonho-
tometric defermimation was stared by the addiiom of
007 ml of aqoecss soloton of hydrogen perodde O3
mall The change in abszorfance a1 240 mm was
measmred fior 2 min. The cualase activity was caloolxted
msng mola extnoiion coefBoemt (00EES i:mz.'|.|.1'r|:|]-=}
and the resalts were expressed as picomales per
milligram poeodedn.

Eadoced ghitthiome (GSH) was determined m plasma
by the mathod of Ellman [17] Aliquoois §{0.1 ml} of pl=ma
were added to a2 phosmbate Baffer 0.3 malf (085 miy, pH
T4 and the reaction was mad at 41 2 mm afier the addiciion
of 10 md 55 -dibbodsmZatobhenzome acdp (ITRE)
f005 miIp. The resals were sxpressead = mcomoles per
millibt=r pmnalfml plasma.

2.5 Deeminadion of Ipid perocsdason

The linid perodidation was estmated by the measare-
memnt of thinhasianc acid reacitve sohstnoes ([THARS) m
seram samples by modifications of the method of Jeotsdh
et al [IR]. Brefly, 02 ml of serom was added to the
reacton mixtar oomximng 1 ml of 1% afo-phosphoric
acid, 0.5 ml alkalme solmion of dhiobarbiiurc acid-THA
{fmal valame 2.0 ml) followed by 45 min heatng o 95 (.
Afler conlng, samples and stndards of malondialdedny de
were mad ai 53F mm against the hlhnk of the standasd
camve. The resalis wers expressed as manomole MDA per
millilter. The Hiochemical ddia are expressed as mean= SI0.

2 4 Simricrirg

Smtistcal significance was malyeed osing ARNOVA one
waxy fest followed by post hoo comparisons by Domcan's
analysis.

X Resuhs
.4 Lapad peroxidanon

The linid peroxidation estmated by TAARS levels in
patents submitded do radictherany (RTX) and comiztion
and fom the patients with nferine cervix cancer whose had
nol received amy teatmenmi i showm m Tabhles 2 Ko
shatistimlly sigmbcamt relatonshp was foand between the
trenimerds and the controls, mor whem dfhe I iratmesds
wers compared betwesn themn However, the THARS
coment was showm o be inceased i the nom-trested
patems relded fo the comtral and ako when compared
with the other 2 treatments {*p-=LOS]

3.2 Prosrin marbomyl contens

The protein oxdation, defermined by protein carbommyl
coment m seram samples from the padjends, & shown in
Tahle Z, amd the msols reveal mo signifcance bHetwesn
thes I treximents nathe compared to ithe commls, ot
the mon-treated groon the proten carhomyl  comdent

Tl 2
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reveled 1o be moreased when compared with the
conaton and the radiotheamic's Temments and contrals

(*p0.085).

.3 Amsompdzny miaiaw acoviy and reduced piusariione
(GSH)

The cdalse activily and (GSH, weres alss not sigmifoam
when compard the tremments and the contrals or when the
commmison wa done bhetween the 2 diffesesdt tyvpes of
irmtmems {Tahla X In the non-tremted groapn, the calalase
antoxidmnt activity and GSH lewels wers alko imcressed
when related o the other gmoums (*p -0 05)

4. Driscussion

The oddative siress ocoars when the production of B{OS
exoseds the amtiox idant capadty of the hody [19]. Namaly,
the eleciron tramsport chain = imvoheed in metabhobxng the
oxygen, b il is estmated thed abom 1% or 6 be
comeried o oxygen mdicals [20]. These RS are knowm
for mducing ood dative demage on cellulr componemns ., sach
2% limids, protein dematomtion and DNA damage [Z1].

Limdz damage mdaces the phenomemon kmowm by
lipoperoxidation calminaing i malbndialdehyde (BAIA)
fommatiom, which & a very ciloloxic prodod thad ack = a
tomar promaoter and carcno genesis mdoctor [E].

Some stadies have shown thet 10— 20 doys after medical
operdiom the MDA plhamaic levels deceased, reaching
vales close 1o the healihy peonle [2I] and I padiesrts with
cervic] camcer the Hnid peroddation was increamsed when
reladed to comtmols 4] =0 our resalis agres with this Andimes.
The MDA levels were moresmeadl m the gmup of petieards
newly diagnosed for merme cervin cancer, when comapared
with the other gmoms.

Im oar stady we found nether difference, for the RMMDA
lewvels, between the I iratments, comration or radiotherany,
nor when relted to the comirolk, possibly becmuxe these
patents had effective tomor mooperaton with no mEour-
rence. [i was saggested by other siody an inverse
rebtiomxhip Betwesn the hpid peroddation and the =mie of
cell pralifemting, with decresmed Hpid perosddation in tzmmor
iismes and enhanced bpid peroxddaton m the droaleton of
cancer patients [10]. A1 o case the resaols can alen be
explimed becanwe ithe matems were alredy treated lomg
time ago (ahoat X ord years), 5o it can be con sid essd that the
imne affer the textmerds were owver, hove caosed these
resals, indiciimg possibly an Improvemerd i the climcal
siade of the patients. This theory is also sopporied by a stody
showmyg that six momihs afier the end of hmchytheramc's
irmtmem, the TAARS phsmatic and esvibmocyte levels
retamed to normal, mdicatng the orest of tomar growth =
a resuli of the teatmet [4].

Pmieins are also good marskers of oxddoiive damage.
HSach maskers wers fomnd 1o be moeased I some tvpes of

cancer, sach as metsixic poshis ancer [F1] (Tor Andings
alzo revealed moeased pmtein oxdsion m the groom of
patemts mewly diagmosed for merine cervix cancer amd
whose had recsved no type of irmiment. In oor stody we
alzo estimmad dhe protein oxdosion W semam samales of
patems already tremed for mwerine mncer with conization or
radictheragy. The resals showed no sigmificam aHerations
hetoeen the I typex of tredmenss meither when A wos
commamed 1o the controls. We belbewve that these Ondings
mukt e sl of the iime pasi smce the featments were
dome wmil dhe hlood sammbng and thad thess isatmers
couk] he really dfcients.

There are mamy pobbcations that reveal the cancer effect
on mntocd am system. Mot of them agres 1had the caialase
levels are decmased I the droaobtion of soch potiers
[ZE2E23) and thattibe GEH levels comtrols the onset of tomaor
cel]l prolifemdion [Z4], others =ay thod the antiooddam
defenze may be aciimg in the begirming of meoplhsic
iramnsformation [14]. We alwo found in this paper dhat the
cattlmme antodder defemse md redoced globnilbome were
significamly incremsead m the matiess newly diagnosed for
mierme cervix camcer, when compared with those sabmitted
o comaton or Rdiothemny and also when compared with
the comtrol beem oo fmdngs W agreemem with the
lieratar, thad shows moreased amdocdam defenses m ihe
hegmmng of the tomor development [14] and other stody
alzo showed ramd (GSH symihesis in tumor cells [ 19]. Chiom
et al [19] ako reported that aleratioms i asdioxidesm
enryme ot vilies in patients with gymecological pathol ogies
may be due to the type or exlent of thsoe .

With respeciio the catlbse activity im hlood and GSH of
patems sohmited 4o conation sorgery or radictherany we
foumd mo differences beteeen the tomimemis and alo oo
shiisim] sigmfcmmce was found between them and the
comrals. This coald Be exphined by the treatments
pedormed, which probably lewve muased the ammestmg of
the tomor.

In comclusion, the oxidative profle of bhiologiml
malecales, ke prot=ins and limids repm=sented by THARS
coment and proisn carbomylhton, respectively and the
antoxddoni defense, here mpresemed by catlse actvity
and GSH level, showad no sigmificant changs m potiesrs
iremterd with edther comaton or radiotheramy nather when
they wes compard with the comtrols. Thas, oo Endings
sugges ihad the tme afier the end of bGoth irmtmemns mmtl
the day of the hlood collection coald be mspomsinle for
this profile, toking s 0 conclade thm both the tratments
were effective and colmimade for the recovery of the
paterms.

{0m the oither hand the matenits whose weae Dewly
dizgnomed for werme cervin cancer and were nol tmaded,
presemead sttistically sigmificance for THARS, pmiedin
carbomylatiom comtents, ciolase antoodem sctwvity amd
GEH levels compared 1o those alread v trented by comd mxiiom
or radictheragzy 5o ako when compared so the comiral
groom, il & i agresment with the lfesator fhod showos
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mereal antiowidamt actvity mamly m the begmmmg of
nernl=ic ramiomation and moeased oxdaive pmfile m
the drobton of such patients. Thios, we can comclode that
the tresimenis applied for thad women group, blong =
pammeter the oxdadive profile, wem efficiems, once we
fomd no shtstically sigmficmoe betwean the ieaments
md the comtrals.
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7.2- Artigo 2:

Enzimas que degradam nucleotideos em plaquetas de pacientes tratadas com

conizacao ou radioterapia para neoplasia cervical uterina

NUCLEOTIDE DEGRADING ENZYMES IN PLATELETS FROM
PATIENTS TREATED WITH CONIZATION OR RADIOTHERAPY FOR
UTERINE CERVIX NEOPLASIA

Paula Acosta Maldonado, Luiz Augusto Negrini, Jodo da Silva Ethur, Rafael Fernandes

Zanin, Lara Vargas Becker, Vera Maria Morsch, Maria Rosa Chitolina Schetinger.
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Abstract

Introduction: Uterine cervix neoplasia is an important worldwide health problem.
The malignancy is frequently associated with thrombosis, in which platelets play an
important role. The ectonucleotidases are membrane bound enzymes present in
platelets, been responsible for hydrolyzing adenine nucleotides in the extracellular
medium. Taking into account the importance of these enzymes in thromboregulation
process we aimed to investigate their activity related to uterine cancer.

Materials and methods: In this work we evaluated the NTPDase and 5'-
nucleotidase activities from patients previously treated for uterine cervix neoplasia either
with conization or radiotherapy (RTX). These patients were divided into two groups for
conization (I and Il) and two for RTX (lll and 1V), based on the amount of time that had
passed since the termination of the treatments, as follows: groups | and Il (treated
more than one year until five years earlier), Il and IV (recently treated, until three
months earlier).

Results: For the conization treated group ATP and ADP hydrolysis decreased in
group | (39.12% and 46.9%) compared to control and also decreased (36.08% and
40.78%) related to group I, respectively. AMP hydrolysis, for this group, also decreased
in groups | (47.42%) and 1l (39.51%) compared to the control group. For the RTX
treated group ATP and ADP hydrolysis decreased (36.76% and 36.55%) in group Il
related to control and also decreased (30.76% and 36.71%) related to group IV. AMP
hydrolysis decreased in group 1V (36.07%) compared to group Il and groups lll and IV
decreased (42.96% and 79.42%) compared to the control group. There was a reduced
platelet aggregation in groups I, Il and Il (12.41, 10.62 and 11.45%) for ADP at 2.5 uM,
(16.85, 14.43 and 14.08%) for ADP at 5 uM and (8.5, 9.04 and 9.29%) for ADP at 7.5
UM. For collagen there was a reduced aggregation in groups I, Il and 11l (11.89, 12.37
and 12.13%) at 2 pg/ml.

Conclusions: As a general characteristic, we observe that the treatments for
uterine neoplasia caused a decreased hydrolysis in ATP, ADP and AMP. The
coagulation parameters as well as platelet aggregation help to ensure the tumor cells

elimination as a consequence of the treatments efficiency. NTPDase causes a
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protection against platelet aggregation and 5 -nucleotidase protects against adenosine
formation.
Keywords: Uterine cervix neoplasia, thrombosis, platelets, ectonucleotidases, adenine

nucleotides.



60

1. Introduction

Platelets act as essential molecules which are responsible for maintaining the
normal hemostasis. They help to ensure normal blood circulation, acting mainly in the
primary hemostatic process [1]. Such cells may be activated by many conditions,
among which we can include cancer [2]. More than 30% of the cancer patients have
thrombocytosis and less than 11% have thrombocytopenia [3, 4]. The thrombocytosis is
associated with a poor prognostic factor for patients with cancer [5] once that platelets
may act protecting tumor cells and also increasing the metastasis establishment [6].

Thrombosis is one of the major complications of cancer [7]. Clinical
manifestations vary from venous thromboembolism (VTE) to disseminated intravascular
coagulation and arterial embolism [8].The prothrombotic state associated with the
malignancy is due to complex and not fully recognized interactions between cancer and
the haemostatic system, which can promote a shift in the balance of procoagulants
versus anticoagulants. Malignant cells can activate the coagulation system in several
ways which include: production of procoagulant, fibrinolytic and proaggregating
activities, proinflammatory and proangiogenic cytokines release, and direct interaction
with host vascular and blood cells, such as platelets by means of adhesion molecules
[8].

Patients with malignant disorders, but not thrombosis, commonly present
abnormalities in laboratory coagulation tests [8], and there is also some evidence that
the activation of the coagulation system, caused by the tumor, is intrinsically involved in
tumor growth, angiogenesis and metastasis [3].

It has already been widely reported that uterine cervix neoplasia is one of the
leading causes of death worldwide. This malignancy only loses place to breast cancer,
which occupies the first position in relation to mortality [10, 11].

In recent years, the early detection and treatment of the preinvasive uterine
disease have been possible due to the introduction of the Papanicolaou smear. The
treatment choice for this pathology includes many factors such as the stage of the
disease, the patient intention of maintaining fertility, the tumor size and extension and

mainly the own characteristic of each tumor, among others. Radiotherapy (RTX) is the
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most standard treatment used to uterine neoplasias, and it may be used in almost all
the stages of the disease, while surgery, specifically conization surgery, is limited only
to the initial phases [12]. Conization is a conservative method that is used to remove
only the neoplastic zone which contains the abnormal cells and, with this, preserves the
uterine function at the same time [13].

Some therapies, such as radiation and surgery, may be responsible for the
procoagulant effects associated with cancer [8]. It has been reported that patients with
cervical cancer treated with concurrent chemotherapy, radiation and erythropoietin have
an increased incidence of symptomatic venous thrombosis [14]. The RTX may disrupt
the cells causing the liberation of citokines and inducing the aggregation process.
Regarding surgical treatment, a study revealed that up to 30 days after surgery there
was clinically symptomatic incidence of venous thromboembolism [15]. The surgery
causes the vascular damage, also causing the liberation of citokines which activate the
coagulation process.

Our body displays mechanisms of defense to regulate or inhibit the thrombus
formation, which together are defined as thromboregulation, which is characterized as a
group of processes involved in maintaining the blood fluidity, culminating with the
inhibition of thrombus formation [16]. Enzymes, such as ectonucleotidases, are known
for participating in this process by scavenging adenine nucleotides in the extracellular
medium [16, 17, 18].

Ectonucleotidases, such as NTPDases (ecto-nucleoside triphosphate
phosphohydrolase, E-NTPDase/CD39), are present in many cells, including platelets,
and they act by hydrolyzing extracellular nucleotides to the respective nucleosides. The
enzymatic chain, or cascade, is initiated by NTPDases and is terminated by 5’-
nucleotidase, which also is an enzyme present in the platelet surface. NTPDase
degrades ATP into ADP which, in turn, is converted to AMP. Subsequently, 5'-
nucleotidase converts AMP into adenosine [19, 20].

Molecules, such as ATP, ADP and adenosine, are present in the extracellular
medium at low concentrations, at physiological conditions, but their concentrations may

be increased as a consequence of various mechanisms, including cell lyses, selective
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permeabilization of the plasma membrane and exocytosis of secretory vesicles, such as
platelet dense bodies [18].

Extracellular nucleotides modulate several functions including development,
blood flow, secretion, inflammation, platelet aggregation and immune reactions [20].
ATP plays important roles in several biological processes, such as proliferation,
differentiation and development of cells [21]. NTPDase acts in the regulation of
thrombus formation by hydrolyzing the nucleotides mentioned above, mainly by
inactivating ADP, which is considered the main platelet recruiting agent [22].

Due to their rapid growth, solid tumors routinely experience severe hypoxia and
necrosis, which may lead to nucleotide degradation and adenosine release. Adenosine
has many effects that favor malignancy, such as protection against ischemia,
stimulation of growth, angiogenesis and suppression of the immune response [23, 24].

Thus, the role of ectonucleotidase as a thromboregulator is very important in
cases of malignant disease, since these patients frequently present thromboembolic
diseases [24]. It has been observed in some studies of our research group that such
platelet enzymatic activity is modified in some diseases. Some of them, such as
diabetes and hypertension, revealed an increase in the activity [25] and others, such as
breast cancer, presented either an increase or a decrease according to the stage of the
disease [26].

Considering that thrombosis may precede a cancer diagnostic or cancer may be
accompanied by thrombosis, and also that many times it happens in face of the
treatments adopted, our objective with this work was to evaluate the real effect of
conization and radiotherapy, used as treatments for patients with uterine cervix
neoplasia, on NTPdase and 5’-nucleotidase activities, which are enzymes involved both
in the thromboregulation and adenosine formation. Furthermore, the focus was also to
verify if the results could be related with the complete tumor elimination, which is
confirmed by the coagulation parameters, platelet aggregation as well as by the

cytopathologic screening in the patients.
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2. Patients and methods

2.1 Chemicals
Nucleotides, HEPES, and Trizma base were purchased from Sigma (St, Louis,
MO, USA). All the other reagents used in the experiments were of analytical grade and

of the highest purity.

2.2 Patient selection

The patients included in this work were diagnosed for high grade squamous intra
epithelial lesion (HGSIL) at the Federal University of Santa Maria Hospital. The
treatments adopted for each patient were not only based on particular characteristics of
the lesions, such as size, extension or damage, but also on the patient situation, as the
possibility of maintaining the fertility, the possibility of each patient be submitted to a
surgery and the presence of inoperable tumors. After the appropriate evaluation of the
cases, the patients received the treatments, by means of either conization or
radiotherapy. They were seen at the same hospital during and after the entire treatment
period. Thus, the use of conization and radiotherapy, as treatments, made possible to
accompany alterations in ectonucleotidases activities caused by different techniques:
surgery and radiation.

The blood sample was collected, in vaccutainer citrated tubes, when the women
returned to the hospital to verify the effect of the treatment on tumor development.

The protocol was approved by the Human Ethics Committee of the Health
Science Center from the Federal University of Santa Maria under the number 126/2004,
and all the patients signed the written consent. The patients were divided into two main
groups based on the therapies adopted to treat their tumors, which were conization
(n=27) and RTX (n=23). The conization and RTX treated groups were subdivided into
two other groups based on the time past since their treatments had finished. The
conization group was subdivided into group (I), which consisted of 14 women treated
more than 1 year until five years earlier; group (ll), which consisted of 13 patients
recently treated (until three months earlier). The RTX group was subdivided into group

(1l1) composed of 15 women treated more than one year until five years earlier; and
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group (IV) composed of 8 patients recently treated (until three months earlier).

The control group was composed of 30 healthy women who had no malignant
pathology, no history of smoking or pharmacological therapy, no alcoholism
dependence and with an age range similar to the test group. The general characteristics
of the patients are shown in Table 1.

2.3 Coagulation parameters, hematocrit levels, white blood cell count and

cytopathologic screening

2.3.1 Prothrombin (PT), parcial thromboplastin (APTT) times, platelet’s count and

platelet aggregation

PT and APTT were determined with a Coag-a-mate-MTX apparatus (Organon
Teknika, Durham, NC, USA). PT was expressed as percentage of activity and APTT
was expressed in seconds. Quantitative determinations of platelets, obtained by blood
collection, were performed using a Coulter-STKS analyzer (Miami USA) and was
expressed as quantity per mm?,

The platelet aggregation profile was done in Chrono-LOG aggregometer using
ADP (2.5, 5 and 7.5 pyM) and collagen (2, 5 and 7.5 pg/ml) as agonists in the
concentrations indicated in parenthesis and the results were expressed as percentage

of aggregation.
2.3.2 Hematocrit level, white blood cell count (WBC)
Hematocrit levels and white blood cell count were performed using a Coulter-

STKS analyzer (Miami USA) and the results for hematocrit were expressed as

percentage of red blood cells and the WBC was expressed as quantity per mm?.
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2.3.3 Cytopathologic screening

The cytopathologic screening was done by Papanicolaou smears.

2.4 Platelet rich plasma preparation (PRP)

The PRP was prepared according to Pilla et al. [27], with minor modifications.
Briefly, the blood was collected into 0.129 M citrated vaccutainer tubes and it was
centrifuged at 500 rpm for 10 minutes. After this, the PRP was centrifuged at 3700 rpm
for 30 minutes and washed twice with 3.5 mM HEPES buffer, pH 7.0, which contained
142 mM NaCl, 25 mM KCI and 55 mM glucose. The platelet pellets were
ressuspended in HEPES buffer and the protein was adjusted to 0.4-0.6 mg/ml for the
determination of ectonucleotidases activities. The integrity of the platelet preparation
was confirmed by determining the lactate dehydrogenase (LDH) activity using the
labtest kit (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil).

2.5 NTPDase and 5’-nucleotidase activities

The determination of ectonucleotidase activities was carried out using the PRP
preparation according to Pilla et al. [27]. Briefly, to determine the NTPDase activity,
twenty microliters of the PRP preparation was added to the system mixture, which
contained 5 mM CacCl,, 100 mM NacCl, 5 mM KCI, 6 mM glucose and 50 mM tris-HCI
buffer, pH 7.4. The reaction was started by the addition of 20 microliters of ATP or ADP
(1 mM) as substrates. For AMP hydrolysis, the 5’-nucleotidase activity was carried out
as previously described, except that the 5 mM CaCl, was replaced by 10 mM MgCl, and
the nucleotide added was 2 mM AMP [27].

Both reactions were stopped by the addition of 200 ul of 10% trichloroacetic acid
(TCA) to provide a final concentration of 5%. After this, the inorganic phosphate
released by ATP, ADP and AMP hydrolysis was determined in triplicate by the method
of Chan et al. [28] using KH,PO, as standard. The same process was carried out on the

control tubes to exclude non enzymatic hydrolysis, by adding twenty microliters of
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protein to the reaction medium after TCA. The results were expressed as nmol
inorganic phosphate released/ minute/ miligram of protein (nmol Pi released/ min/ mg

protein).

2.6 Protein determination

The protein was determined by the Coomassie blue method according to

Bradford (1976) [29] using bovine serum albumin as standard.

2.7 Kinetic determination

Michaelis constant (Km) and maximum velocity (Vmax) values, for ATP, ADP and
AMP hydrolysis, were calculated using the Lineweaver-Burk plot. The substrates were
used in the range 15-1500uM, for ATP and ADP, and 25-2500uM, for AMP.

2.8 Statistical analysis

The patients were divided into two groups for each of the two treatments (RTX or
conization) based on the time past since such treatments had finished. The one way
ANOVA followed by DUNCAN’S post-hoc comparisons was done to evaluate the
differences within each group of treatment. Test-t was done to evaluate if there were

differences between the two treatments.

3. Results

3.1 Prothrombin, parcial thromboplastin times, platelet’s count and aggregation
Prothrombin, parcial thromboplastin times and platelet's count are expressed in

Table 2.

These parameters were considered to be at normal range with no significantly

changes. The platelet aggregation using ADP at all concentrations and collagen in 2
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pg/ml showed to be decreased in groups I, Il and Il related to control. These results are

shown in table 3.

3.2 Hematocrit levels, white blood cell count and cytopathologic screening

The parameters cited above are described in Table 2. Hematocrit levels and
white blood cell count are in normal values. The cytopathologic screening results are
considered compatible with the normality, showing a possible arrest of tumor in face of

the absence of tumor cells.

3.3 LDH determination

Almost 4% of the platelets were disrupted indicating that the preparation was
predominantly intact, as observed by LDH determination (data not shown).

3.4 ATP, ADP and AMP hydrolysis

Figure 1 shows ATP hydrolysis, which was decreased in the groups treated more
than one year until five years (I and Ill) when compared to the other groups for both
conization and RTX (Figure 1A and 1B ) (p<0.05).

Results for ADP hydrolysis are shown in Figure 2. The results showed that for
both conization (Figure 2A) and RTX (Figure 2B), ADP hydrolysis was decreased in the
groups | and Il when compared to the other groups (p<0.05).

AMP hydrolysis, for both conization and RTX treated groups, is shown in Figure
3. Groups I, II, lll and IV presented a decrease in AMP hydrolysis (Figures 3A and 3B)
when compared to the control group, and group IV also showed a decrease compared
to group Il (p<0.05).

Comparisons were also made for nucleotide hydrolysis between the two
treatments by t-student test, and they showed that AMP hydrolysis in group IV, treated
by RTX, was significantly reduced compared to conization group Il (Figure 4). The other

nucleotide’s hydrolysis were not significantly changed (data not shown).
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4. Discussion

Staging of cervical cancers is based on the clinical evaluation of patients and all
the cases must be carefully examined to ensure adequate treatment [30]. Considering
the importance of establishing an adequate treatment to assure the patient survival,
even the early stages must be treated [31].

Cancer growth is associated with the development of a hypercoagulable state
and platelets play a pivotal role in this process. The activation of blood coagulation, in
cancer patients, is a very complex process and includes several causes. Clinical
settings involving cancer are responsible for the induction of VTE, among which are
chemotherapy, the placement of venous catheters, abdominal pelvic surgery as well as
radiotherapy [32]. Thromboregulation is characterized as an interaction between blood
cells, such as platelets, and the vessel wall in an attempt to regulate or inhibit thrombus
formation [17]. Among the factors known for participating in this process, is the activity
of ectonucleotidases. In this study, the enzyme activities were modified in accordance
with the amount of time past after the end of the treatments.

The results shown in this paper reveal that ATP hydrolysis decreased in patients
treated until five years before with either RTX or conization. This could suggest that the
low activity of NTPDase contributes to the low formation of ADP, and with less ADP
being formed its hydrolysis was also reduced, in the same groups. This nucleotide may
induce the thrombosis [17, 18], and this situation occurs during cancer development.
ADP causes, in human platelets, aggregation, shape change, increase in cytosolic
calcium and inhibition of stimulated adenylate cyclase [33]. Moreover, cancer has also
been associated with platelet activation and with disorders in blood coagulation [8, 32].
Thus, these patients may not present any significant platelet activation, as confirmed by
the aggregation profile.

A common situation also described is the fact that patients who suffered surgery
and received no adequate prophylaxis face a very high risk of developing venous
thromboembolism postoperatively [34]. Our findings show that patients treated recently
presented enhanced ATP hydrolysis, only related to the other treated groups, which

could be a result of the recent end of the treatments, conization and RTX, since both of
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them are recognized as risk factors for thromboembolic disorders and consequently
platelet activation. Therefore, this fact could be causing a little activation of such
platelets which, in turn, contributes to the alteration of NTPDase activity.

The enhanced ADP hydrolysis found in the groups treated most recently, both by
conization and RTX, could be contributing to the degradation of a thrombosis promoter
and possibly acting with a protective function preventing the illicit platelet activation,
although this enhancement was only related to the groups treated long time ago, not
related to control group.

In relation to 5’-nucleotidase activity in the conization treated group, AMP
hydrolysis was decreased in both two groups when compared to the control. This
condition suggests that AMP may not be giving rise to adenosine. Thus, this treatment
may be effective in stopping the tumor development because the production of
adenosine, which has tumor promoting functions, was reduced [24, 35]. These results
are supported by the literature, which states that 5’-nucleotidase activity is elevated in
certain tumors. Adenosine, produced by ecto 5’-nucleotidase, may stimulate
angiogenesis in hypoxic solid tumors. Hypoxia may increase the expression of the
enzyme which generates adenosine [36]. Borowiec et al. [37] reported that when
adenosine acts at A,a receptors, it promotes the vasodilatation of capillary blood
vessels, which may contribute to reduce tumoral hypoxia. Adenosine has also an
angiogenic effect because it stimulates the proliferation of human endothelial cells and
the expression of the vascular endothelial growth factor [24, 38].

AMP hydrolysis, for RTX, also decreased in groups Il and IV when compared to
control and this hydrolysis in group IV, which had been recently treated, was also
reduced when compared to group lll. Therefore, we may propose that, as the conization
treated group, adenosine was not produced, and this effect is much more visible in most
recently treated group.

The comparisons between the two different treatments revealed that only AMP
hydrolysis was significantly altered in a way that was more reduced in RTX recently
treated group when compared to the same group treated by conization. Thus,
conization causes more Ado formation. Since we know that any cirurgic process may

cause platelet activation, the enhanced AMP hydrolysis found in conization recently
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treated group could be reflecting a compensatory mechanism triggered off by surgery in
an attempt that enhancing adenosine formation it leads to vasodilatation and
consequently reduces or prevents the platelet activation.

Another study that shows coagulation abnormalities in cancer is from De Cicco
[3], in which over 50% of patients with malignancy and up to 90% of those with
metastatic disease presented coagulation abnormalities. Overall, the most common
abnormalities are the prolongation of the PT and APTT, which were not present in this
study. We can assume that the treatments may be effective in preventing the
prolongation of the PT or APTT corroborating with the affirmative which prevents tumor
development. The reduced platelet aggregation found in all the treated groups, except
for RTX group 1V, related to control, may be an indicative that these treatments were
effective in controlling the tumor cells proliferation, since when tumor cells are present
they may cause an activation of coagulation, activating platelets as well. Although RTX
represents a treatment that can cause damage to cells incurring in platelet aggregation,
it is possible that these effects occur soon after the end of this or they may depend on
how many sessions of RTX were made. Collagen changed platelet aggregation in the
same way as ADP did, but only at the minor concentration (2 yg/ml), neither when its
concentrations were enhanced it did not changed this parameter. This result could
suggest that the patients had not hyperaggregant platelets or it may be a result of the
collagen low power as an agonist.

Another fact that gives emphasis to our hypothesis of a possible culmination of
the tumor cells by the treatments, is the fact described by Munson et al. [39], which
indicates that the platelets may secrete growth factors that could stimulate the cancer
proliferation. Hernandez et al. [40] described the association between elevated platelet
count (thrombocytosis) and a poor prognostic of cancer. A study showed that patients
with thrombocytosis had a decreased hematocrit and increased white blood cells (WBC)
count [5], or laboratorial alterations which are indicative of thrombosis include:
prolonged APTT or high hematocrit level [41]. Since all these parameters were within
the normal range, it enhances our probability of arresting tumor growth because no
platelet alterations, WBC nor hematocrit were observed.
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Besides, we verified the cytopathologic screening carried out, approximately
monthly, in the patients in order to verify the efficiency of the treatments, which showed
benign alterations according to the normality that may confirm a possible tumor control.

The results of this study provide valuable information that both NTPDase and 5'-
nucleotidase activities are altered by the time and by the types of treatments. This could
possibly be considered a profile of treated uterine cervix neoplasia where the treatments
may be partially responsible for altering the activities of such enzymes. NPTDase
activity seems to be involved in controlling platelet aggregation and 5 -nucleotidase
looks like to be involved in the control of adenosine concentrations in blood stream. As
we know, thromboregulation is a process that includes the association of blood cells,
such as platelets, and the cells of the vessel wall. Taking into account the fact that both
of them present the ability to hydrolyze adenine nucleotides, along with the fact that
endothelial cells present higher activity than the platelets, we must point out that

platelets are mobile and populous being easy to recruit.
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Legends:

Fig.1l. ATP hydrolysis from patients treated with conization surgery (A). Group | (h=10)
patients treated one year earlier until five years, Group Il (n=10) patients recently
treated (until three months earlier). ATP hydrolysis from patients treated with RTX (B).
Group Il (n=9) with women treated one year earlier until five years, Group IV (n=9)
consisted of women recently treated (until three months earlier). (a) Significantly
decreased when compared to the other groups. The results are expressed as mean *
standard deviation.

Fig.2 ADP hydrolysis from patients treated with conization surgery (A). Group | (n=10)
patients treated one year earlier until five years, Group Il (n=10) patients recently
treated (until three months earlier). ADP hydrolysis from patients treated with RTX (B).
Group Il (n=7) patients treated one year earlier until five years, Group IV (n=7)
patients recently treated (until three months earlier). (a) Significantly decreased when
compared to the other groups. The results are expressed as mean * standard
deviation.

Fig.3 AMP hydrolysis from patients treated with conization surgery (A). Group | (n=11)
patients treated one year earlier until five years, Group Il (n=11) patients recently
treated (until three months earlier). AMP hydrolysis from patients treated with RTX (B).
Group Il (n=7) patients treated one year earlier until five years, Group IV (n=7)
patients recently treated (until three months earlier). (a) Significantly decreased when
compared to the other groups. (b)Significantly decreased when compared to the
control group and (c) significantly decreased when compared to the control and
increased related to group IV. The results are expressed as mean * standard
deviation.

Fig.4 AMP hydrolysis comparison by test-t, in conization (Group IlI) and radiotherapy
(Group V) recently treated groups. Conization (n=10) and radiotherapy (n=10). (d)
Significantly decreased related to the conization group. The results are expressed as

mean = standard deviation.
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Table 1. General classification of the patients

81

General characteristics

Treatment modalities Control Conization
Stage of the disease ~  ---—----- HGSIL
Age range 25-65 25-54

N’ 30 27

Radiotherapy
HGSIL
38-67

23

High-grade Squamous Intraepithelial Lesion (HGSIL) which corresponds to the stage of

the disease before the treatment.
‘N, number of patients included in each group
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Table 2. Partial Thromboplastin (APTT) and prothrombin (PT) times, platelets, white

blood cells and hematocrit count and cytology screening

Conization Radiotherapy
APTT 29.83(11) 30.57 (8)
PT 85.84 (8) 86.43 (8)
Platelets count
Medium 230(12) 241.22 (9)
Range (per mm®) 158-285.000 171-360.000
White blood cell count
Medium 7.814 (15) 6.835 (9)
Range (per mm®) 4.700-9.800 3.600-9.600
Hematocrit (%)
Medium 39.33 (16) 35.90 (10)
Range 36.1-42.63 31.3-42.04

Cytology screening after the
end of the treatments’

Benign alterations compatible

with normality

Benign alterations compatible

with normality

Results are expressed as mean.
Parentheses contain the number of patients included in each determination.

APTT: Standard value was 25 seconds.
PT: Standard value was considered as 100% of activity.
" The examination was done when the patients returned to the hospital to make sure that

the treatments were effective, the number of cytological evaluations was according to each

case and each treatment adopted.



Table 3. Platelet aggregation profile
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Groups
Agonist Control Il i v
ADP 83.8+5.16 73.40+3.2% 74.9+2.2° 74.246.6° 79.2+5.5
2.5 uyM
ADP 87.3+2 72.6+4.66° 74.7+2° 75+12.3° 80.1+2
5 uM
ADP 81.84+3.8 74.8+4.9° 74.4+2.8° 74.2+3.4% 81+2.4
7.5 uM
Collagen 82.4+3.5 72.615.1° 72.2+8.1° 72.4+6.762 79.9+4
2 pg/ml
Collagen 81+3.5 74.6£3.9 78.5£7.2 74.1+5.7 78.4+£1.2
5 ug/ml
Collagen 7.5 78.2+3.7 73+2.34 75.8+3.4 72.6+3.2 77.913
pg/ml

Results are expressed as percentage of aggregation.

&significantly reduced related to control and non-treated groups.

® significantly increased related to all the other groups.
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Intraduction

Extracellnlar adenine nocleotides display a molmplicity of
timmae fimctions mclading development, bhlood flow, seoetion,
mflammation and thrombomrgabton [1]. ATF md ATPF are
preseni m erythrocytes, phielets as well as In other cells and
tiswae . Floelets possess demse gramiles from which they relemse
hath ATF and ADF. S3mce these macdeotides am presend m the
extracellabr mediam, they may contridme fo the alemtion of
pldzled aggregadion [Z].

¥ Category of submessn: (ripnsl ressnch conmunacdson ol sl
Bl = SR
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E-ma! addreaner: norischeion gen S el com, mearsnecs Sl ilfam br
B R Cheiolna Schoiinger].

ATF, i low comcentration s, enh mees oo lagen, thnombho xamne
Az and thombim mdoced plaelet aggregation [3]. Ad high
comoeniraions, it inhibits plateled aggregatiom ndoced by ATIF,
pro iy hacaose ATF & rapidl v boydro hymed 10 adenos ine, which
demomsiades mhivitory ploelet action [4]. ADF & mown do
mduce plieled agregation, shaps change, morease m cydosalic
calctam and inhibition of activated adenylbde oyclise [5].

Adensme, which & a metbolie of ademone mockotides,
displays fanctions that will depend om the type of recemtor m
each tismeandon the origm of the dumage, one mporian acion
hedng the redaction of vascalar mjury by pldelet apgregmion
imhdbition 6] Adenosine also preients InImmmoes dppEss ive and
tumor promotmg fanctions. Immunosmpressive fumctions
mchade mhititon of cylokine releme, adheion of mmmne
cellk and fimdioning of cylotoxic lymphocytes . Tumaor promot
ing fimction s are o resol of the fact thed # Geilindes the growth
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of cerinin tomors by stimobting mgiogenesis, oyiopmiecton
and by redocing nypoda throogh vasodibvision [7]-

Comim] of dxabtng nocleotides levels is importand m the
maimferance of the physio logical mdeotide-medided sigmimg
procexs. This comirol is exerded by a family of eregmes 1hot
hydrohmes them and corseqoemtly generates thedr respective
metaha bes [6].

These ectocereymes inclade dhe ectoomaclenside triphoe
splade diphosphoh ydrolse (Foio-NT Pase) mmd ectomoclen-
tide pyrophos phodss e’ phophodieserase (E-KPP) famibes ax
well a5 5'-mraclectidase md adenomine desonmiase (ATIA L

ENFPs (BEC 3141y are respomsible for hydrolyemg 5%
phosphodiesfer bonds m nocleotides and thar derv dives, where
hoth purines md pyrimidines serve as sobsimates, resolting in
pradaction of nocleotides momonhcembate [£9]. ThEs enzyme
compehends 3 members (WPF-3), which am respormmible for
the oomversion of gychc AMPio AMF, ATF do0 AMMPand AT to
AMP 1G]

Kaxcleotdes myropho snhats esbhospho diesterases represant
a family of uhigqaitoas and cormerved eulnayotic profeins 1hat
are diher expressed as trarsmembrans ecio-eTymes or as
seaeied projeins [11=13]. Ax o reohl of the foct fhod thedr
catalyticsite & eximcelllar, this family ofpmoteims i denoted as
ecio-NFPs (E-WFFL

Adenomme deamimase (E.C 354 4) catalyses the demmima-
tiom of adenmine and deoyadenosine d0 ineme and deons
ymosme. AT fself he been ased as a marker of maligrency.
It 3 mvalved m comtralling adenoxine levels leadng 10 inos me
prodaction and has been demors trated 1o be modified by many
pathological siomioms. For esnmple, ihis eneyme hos been
shown to be aliered in the precence of cegin tomors [7]

Cmmecer fzelf & msponsihle for alierdtions m hlood cells ax
well as m many tEsoes and physiologio] mecharsms. The
early delection of maligmm demses may pevend s progres-
sion mnd thix & especially tmewhen the carcimoma in qoesiion is
mierine cancer [14].

Imvasive cervical neonhsis am prdicted by a long phase of
precimaxive disease, called cervical mmimeegithelial leioms
{(CTN), which allows great opportonities for imervention osng
comservative methods d0 immeds the dseme’s progresion
(1516]). Conpation & fhe standard treatment for high grade
imra=egnihelial leims doe do the fcd that is very comservaive
and allows for fiotare pregrancies. In early shges, cervical can-
cer is mamged by surgery, kaving radicthermy or chemother
any 10 the arly or advanced high riek stapes. Radiothaany is
narmally msed for patents with medim] conimindimtions for
surgery [15].

The liemtore desciibex ithe mebdion betwesn derine
nucleotides and cancer. Une stady demomsimied that ecioma-
clentidmes me changed according do the siage of breast concer
(1T It fiond an micrease in hydrolysis for ATF md a decease
for ADP, possibly indicating that the aagmented ADF
concentraton ool contrivme do plateled acihvation in patends
with beast cancer.

Ciormidering the fac thod adenoxine and adexdne o deoti des
ply animportent role i the physiol ogy of cancer md both A DA
and E-MNPPs as abered in many physiological processes, we

mimed fo v estigmie therole of thess enrymes in the senom and
plyielets of patiems with wierine cevix neonlasia, teated by
comzation of radictherany. The use of comfaton and madio-
therapy as irsimenis made i possible fo accompany alerations
m E-NPF and ADA acivites cosed by different technigquoes:
surgery and rad adion, and the choiceof differem periods oftime,
smce the treatments had ended, became possible fo ohserve therr
efficiemoy reladed to the presence of residaal neonlmn = well as
ihe risk forihrombosis . Farfhenmore, fiorihe Grs tme AT A will
e evatmded in the phielets, which are ciroabting cells and thos
will reflect a bmad vaniety of patho logical s framioms.

Materials and meathods
Srlecmon of the patienis

The mtients incladed m this wok were dingnosed for bagh
gade sqnomons mitreepithelinl lesion (HGSIL) ot the Fedeml
Univemity of St Mo Hosmital AT the dbgnoses wem
made by the correct evalmtion of each cae and dependmg om
ihi s, procedures such = cavix mopesy, Papanicalaa smears and
oo Iposcoqy were umed, after which either coniztiom or radioe
therapy were chosen = the appropriade treatmeni.

The matients were gmuned according to the amouand of time
trom the end of isatmend 1o the day of b lood collection as fiollows:
groam (I and 1) reated Sy conftion, gm0 and (V)
treted by radiotherany and the sl group was composed of
matents who received the dignoss of HGSIL and had not
mcaved any type of tmatment ai the time of hlood caollection.
Patients from Geomp I (o= 19) and Geoap 1T {p= 11} had been
trmded hetoeen | md five yeam sarber; Patients fom Geoop 1T
=19y md Groan TV (m=16) had been recendly trested (o o
ihres momils earber) and the bsi group was defined as cancer
matienids (m="T). The patienis were mitended 2t the same hos il
during and afier the entine treatmeniperiod . The conrol groop was
oo rrmo sed o 220 healthy women who had no mal igmend padho logny,
nio hastory of smolkdng or plermacaological themony, no akcahaolism
dependence ond with an age mnge similar o the tei groops.

Theblood sample was col lecded in vacomisi ner o trated fofbes
md tabes without a cozgulnt systemon the day the the women
miamed o ihe hospial o verify the effecd of the freaimend om
the tomor's developmend. Inm fhe nonstremed groop {cancer
gromm ), the hlond we oollecied afier the maligrancy was
comfrmed By spronri e techrdgaes of dingnosis. The protacal
was apmmved by the Human Fihics Commitdes of the Helih
Sciemnoe (Cemer from the Federal University of St Mo
mmder the nomber | 2673004, and ol the patien s and the comirols
Fave uritten comsend. The cytalogical s oeernin g was cumied oo
by evalmimg the patiends ai frequent mienal by cervical
oyiology (Fapamion o smean ), pelvic esammation and colpo-
scomy evalmtbon depending on each cwse.

The coaganlhtion parameters, sach as prothmmbm (PT) and
pardal thrombonlastm (A PT T) tmes, were determined with a
Coag-ae-mate-3T X apmaratas ((rganon Telmdlka, Dorham, BE,
1'5A) and quantibtive defermimations of phiees {pladelet’'s
oo ) were ovinined oxing 2 Couler3TES analyrer (Miami
LSA) (Tahle 1)
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was oollected mio O.129 M diraded vacidamer fobes amd
centrifaged at 500 rpm for 10 min. Afler thix, ihe pldele mich
plasma was cendrifoged ot 3700 pm for 30 mn and washad
twice with 3.5 mM HEPES faffer, pH 7.0, which contuimead
142 md Kal’l, 25 md KCland 5 5 mM ghcome. The platel=
pellets were resaspended m HEFES buoffer and osed do
determine E-HPF and AT A activities.

Soom afier sepamatiom of the plhielets the cell vizhility wos
determined by measaoring the activity of the eroyme lauciade
dehydrogenase (L.TH) present in the sample, meing the latdest
Kt (Labtesi, Lagoe Santy MG, Brmilh The procedure wos
repeated before and after the incubation period and smmples
with more than 5% of denmied ol werne excladed.

Frtn NP acouly desermd nafiion —maa soemend af
PeNphS-TMP Inpndrofysis in plareless and serum

The ectonoclectids pyron bos phatise phosphodi esterme (-
WPPF) activity, foom plaieleis, was mzessed osimg jpend tromn hemny]
5 edhymdine monophosphate (p-Noh-5'-TMP) as sobstrode =
desaihed by Firstemaa et a2l [19]. The rexction mediom
contrming 520 md Tris-HC] baffer, 120 mdd Kadl, 50 md
KL s0mM ghaonse, 5. 0mdq Call,, pH 89, was prancohated
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with approd matel y 20 mg per tobe of plde st protedn for 10 min
at 37 "Cina fmal volme of 200 ml..

The ereyme reaction was staried by the addiiom of p-Nph-
S5%TMF o 2 fmal concemdradiom of 0.5 md. After 80 mm of
incabeion, 200 mL Na(iH 0.2 N was added {0 the medizm 1o
siop the maction. The amomi of p-mtmpheno] released from
the susirate was measared at 40 mm osng 2 molar extinction
coeffcient of 158« 10 YAfam. The efymatic rection, for
semam sammles, was defermimed = described by Sakara et al
199% [2d]. The rexction medram comaming pMph5'-TMP ax
sutwirate (212 fmal concemtraion of 05 m¥)m 100 md Tris
H{ FH &9 was moabded with | mg of semom prodein 2t 37 30
for 5 mm m a fimal volume of 200 ml. md the reaction was
stopped by 200 ml of Ka(dH 0.2 K. Controls 0 cormect non-
ensymatc subsmimde hvdmbsi were perfomned by adding
plhielet preqarations and seom afier the reaction had Heen
stopped with WaH as descrivead for plielets. All samples were
performed in irplicate. Freyme adivities wem gememally
expressed = mnomol of pemitrophenal relesmsed per mmome
per milligem of protein (mmaol p-mmimphenal releasedmmimg
protedn .

=

413

Adenaane dammmare deermnanon

Adenosine deamimase (ADA ) boith in seram and plieleis,
was defermined according o Gaiti and Galandi [Z21]. Briedly,
50 ml of semam or phieleds racted with 21 mmold. of
adenosine pH 6.5 md was incabated at 37 50 for &0 mm. Thi
method & bhased om the dmect pmduction of ammoniz when
ADA acs in excess of adenosme. The prodein comend msed for
the phielet expermment was adjodad do between 0709 mg
ml. This concentration was chosen affer a pilol experment m
which we msed several proten concemtrations and this range
Fave the besi resulis, commared with AIDA acivity foumd m the
ayitrocytes. Resals were expressed m units per hter (LWL
Ume andt {1 17) of ATHA & defmed as the amomnt of enzyme
mquired o0 mlamss | mmaol of ammoniz per mimte Fom
adenosine o standard assay com ditiomes.

Proven desermosaoon

Profein comteni was determined acoornding to Bndfosd, 1974
12Z], aming bovine seram alhumin as shndard.
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Htwtistical snalyvwis

Oine woy AROWVA followed By Diuncan's posfdo e compar-
mors was camed ot io evaluade the differences within each
groap of trertment. Correlation was evaluated by Pearson's fest
cors idering po005 sigmmfican.

Fesulis

Cyinlapical seveening

Ko patierd irerted by corfmation or radiothermy, develoned
recament neoplasin or any malignant or premal gran leson of
the lower gemita]l tract. Al cytomathaological exmammoatoms
revealed bemign alerations commatible with normaliy. Margn
enammation mvenlal a negmive resol for mvasive cancer as
well as TN

Coapulanon paramerars

PT, APTT and the phieled coumt were not =ignificeniy
clanged inany groon (Tahle 1o

Erin NPP and ADA acoviner in plaieles and seram

The resalis described bere o fom ope-way AROWA
followed by Dancan's postdoc compoions. LDH mvealed
the almost 4% of the plade et were disrapied indicimg that the
pregaraton wis predomimanly miact (dma nod showm)

E-NPF aciivity, from plielets mmd serom, was =ignifianity
decreasad im all growmes (1, IL IT1, TV} in reaton 4o the comtral
and mom-irated grooms (cancer), mid the non-treaded groap was
alkeo significanily dedeased m relmion do ihe cominol. Thos
nctivity wos mcremmed in the confmtiom groop 1T in relation do
the BTX gmop IV, ot only in the plieleds (Figs. 1A and @)
{p=LOS)

ADA adivity m the phielets was sigmficanily deceased m
groape 1 I T end I'V i relation 4o the comimn ] and nonetreaded
groape (cancer groom ). In the conation group 11, ADA acthvity
was sigmificandy meresad inrelation to BT Xgmun IV {(Fig. ZA)
(=005

ADA activity i the serom ws significandly decmased
comization groaps | mnd 1T @ relation 4o the control and nom-
treated groups (cancer). Forthe RTX tremed grouns, this acthvity
i the seram wx nod =i gni fcanily changed (Fig. ZH) (p-0005)L

Ambyrmg the comebtions, ATIA md E-KNFF demomsiraded o
positive commelation in the plielets (Fig. 345 (p <005} There
was alko a posiive correlation between E-KFF i the phielet
and m the semm {(Fig. 3[@) {jp-0005)

[riscussion

Abhoagh cervical mncer comtinges 1o he the secomd most
freqoent malignmi dsease in women [ 23], with the inceease of
Papamicolan smenr pradice, i becames possihle do dedect the
disease in arliea stages and comequently it produced a =ig-
mificant mduction m meidence of this mathalogy [Z1].

Coniation i msmally the standsrd trestmenifor cervical infras
epithelial neoplsia (high grade-{"TH 3} Apart from samvival,
treatment sirdegies depend on the benedfits and dsad vaniages of
each [24] Omical prognostic ficiom aw meefial m the selecion
of patients who shoald be treated primarily by mdintion, leaving
sargery for these who do notneed adpavam dheragy [24].

The growth of the cancer depencls on an ap proprizte v calar
emviromment. The veoalr emvimomend of 2 tomor & ooy
madequate, hecamme the vessels are ofiem foo few I momber and
thedr caliber is nol well esishlixhed, which leads 1o mdequmde
hlond supnly. Conseqaenty, m most solid famom, the cells are
hypoxic, cansmg aderme mudentides heakdoen colmmsmg
mn ademosine genemtion [25]

The comim] of eximcelllar mocleotide comcentratioms &
exeried by eneymes such = NTMD@me, Somadentidase and F-
NFF. Firstemaa ed al. [ 19], propo sed the co-lombization ofithe E-
NTPDase and E<KPF ac fvities in intact plaiel eix, which, iogedher
with 5-mcl entidase,, onmestitole & e in le sy stem fior extrace T ular
madentide degmdation.

Praolifemimg cell have a loge reqouimemend for parne and
pyvrimidine, which can be reoycled from esdimcellaler moden
tides thmough the actiom o fboth KT P @xes md E-KFF as well =
ademosne deamimase acivites.

E-KFPS are fraquendly alterad by paibologice] =itoations
where their activity may heonme, iogedher with other biological
and climical examinations, 3 nsefal soolforevalmoding the dizsease
progression. Sach actvity has bean found do be incresed m
normal pregmency [24], in some types of cancer and cho lestatic
hiver disease [26,27]. In the pesent stady, E-KNPF and ATIA
envalomed n patients with merme cervix neoplixia, wes vishly
alered by the treatments adonted. (ror resals demorsinde the
E-KPF activity m the phielets and seram wes signfcaniy
redoced for all the gmups irmded both by comizatiom and
radiotherapy i relation fo0 cominol and Domeimated patieds
{camcer grouap)

Commidening the faxd dha E-NPF and ectomacleotidases
corsiitmle 2 maltpls system for emiracellnlbr macleotide
hydrolyxis [Z8], we may soggest thod dhe inhibitiom of this
activity, seen here, reflect a redoced degradation of the refemred
macleotides. We may alzo propose tha the tomor cells were
aresied by the irmimends, becamse as we Imow daring tumor
developmend the cells freqoently presemt hypoxic conditions,
which cames adenine muclectide degmdtiom [7]. Since we
sapmase fhat the tomor cellk were amested W all the tremded
grougs, E-KFPactvily & decreased as a function ofithe mdoced
nocleotide degradetiom m dhe atwence of fhe fomor As
enpected, I the patienis who did not recedve mmy previoos
treatment, this sn@yme activity was enhanced, pomsihly as a
comsequence of the emhmced mdeotide degradation cvosed by
the tumor presence, gemermimg mome AMF, which credes
profection doe it reversal actions conpared 1o adenos ne tomor
promotng fanctoms [29] This sagpestion is bhased om dhe
properies of adeosine as 2 tumor Bcilliting agent, smoe this
maclemmide cxases mduction of vasodilbvmion, neovescalogen-
exis md the redoction of hypoda and inflmmation [6,7]
However, the incresse fioand m the cancer patients was not so
promcranced that # exceaded the comtral valoes.
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It is Imporiant 0 anderstand that this eseyme (E-NHNFF) pre-
semed the same patten ofalemton when tewo differend samm les
were ased. This was estmblished by o positve correlation bhe-
tween seram E-NFPF and E-NPF from platelets, possihly mdi
catimg that this erryme does nol andergo critcal alferdioms
when obiained fom diferen soarces .

Aleations m fotx] AT act vily have been langehy o e cribed
in patients with malizmam diseases, athoagh the =solx o stl]
contradictory. Some aotbors saggest that the rise n sesom ATA
levels in patients with malignancy as direcily proportomal o
ibhe primary tomor mass [ZE5], while others have soggested thad
ihe less adhanced the tamor, the highe the AIDA actvily is
present [30] Aghoed et al. [31] reporiad an noreased totmd ATDA
actvity in bhmast cancer and this mcrese was signifcandy
higher according 1o the grade and dhe sime of the tomor, with
grade I cardnoma and the higest tumor sine presenting the
highest AThA activity.

The majority of the stadies fioand m the Hierxdome evalaaded
ADA activity in ihe serum and cells soch o hymmbocyies,
maomocyies and erythmoyies, il mome so far hove deterrmined
cell sarfice ADA or AD A activity in the plielets. (oo present
stady dedermimed A TAA activity in theplhielets ond serum of oar
patems =0 that we coald ewvaloate whether dthe resulls ore
equvalent o E=NPF activily, as well o o delezmine whedher
thes trextments adomied fo e nterine cervix neoplwia may
infloence these ereymatic ol fvites.

The resals found m this stady revealed a2 decreased ATDA
activity m ihe platelets of all the gmops treaded by conaton
and radiotherany in mltion fo the contral amd mon-treated
{cancer) patent:. If may bhe explamed because as we sapmosed
hedm, for E-NPFP, these patiems Jdo not present. the tamor, asa
resal of the treatment agmlied, with this adenosine concemtra-
tioms are decresxad generding less sobstrae to ATDA which in
fact coald contribate fo the decremied actvity of thes emeyme.

The saggestion thadcon et on and redbotheragy were effectve,
as tredmends . 1m the ehmmmatiom of tomor cells and the o thad dhe
tomor was nol dedectad affer the frevtments, as proposed for E-
WP, may also be oopbed for AT The predsciion ofithe tamor's
ehmmodion was confmmed by cyio logical scmeron g @nd mazgm
examimaton., which demaonstmted bendgn alemtons allowing os
1o comclade negativity for malignanoy. The valose of the mazgn
sttas o= a predictor of the presence o f neonlaxia & 0 acconden ce
with Chang et al [37] who demonstiraded fhat fiee come masgin
may affer ressamnce that Ivasive aancer & Dol prEesend in the
remaming cenvices. The coxgulmdion parameden pmovide addi-
taomex] ewidence agpm st the presence of maliina] mvasion m the
padiends sofmited do the frevtments, hecaose, as desaribed by e
Cicon [31], prolonged PT and APT T, which ore demmomstzted
cancer patems, did not ooy mooor s tady. The pl delet coant was
aka no signifantly changed in these oo, fatber indicating
ihat there werm po dbnommaliis m ibe cosgabton pamameders,
which ix a phenomenon oommmonl ¥y seen I canoeT natents.

Ax for E-NPF, dthe moreased adivdity of AT A, in dhe pomn-
imated gromn (encer groan ), may be a msal of the fomaor pees-
ence, where this ereyme is actn g inthe degmdati om of ademos me,
given fhat this nocleoside & presemi 2t high concentrations in
tummor dusoses.

As o gges ted by some aadhom i1 s possible dhad the moeased
ATDA activity Fanction as o compensatory mec hans m again st the
o 3o accammualation o fiis sohstrates caosed by acce] emded porme
mnid pyrimidime metrholsm in aancer cells and Sssoes [, 35].

Commidermg ADA acitvity inthe seram, wecan see that only
in the comnd mdion 1reated grooms il wes signifcamly redoced W
mlxdiom 1o the control and Don-imated groaps. This was dif
fEeremt from thxt seen in the platelets, where mudioth emany groaps
wer ako signfBcanily changed, I spie of the fact that dthis
groan alko presemded a tendency foward a reduoction.

Mishibam eial [ ] relde that the moreased ATVA activily, W
ftamors, comes back o valies dose 0 the controls afier a sac-
cessfal removal of the tomors by sargery. The mcreased ATA
actfvity, found By as, in the non-treated groumn (cancer), coalkd
alzo heexnlhinead becrases # may confer aseleciive adhvamages to
amncer cells to grow and develop mom rmidly, alboagh the
physio logical significance is not compledely undemiood. The
moTemme seetns o0 be a seocondary phemomenon mflectng o
sahvage pathoe oy acthvity of nocledc acid metaholism ass ociaded
with tissoe hyperprali Eeration [37]. (Oncemorne, the micrease was
maot s onmnoanced m view of the fact thet it wasnot = god fcant W
mldiom to comtnol vakoes.

Ax we demonstated, ATDA i the phieleds mpeam o be
mor sensitive in femns of mndergomg changes than # is m dhe
mermmm., becaase in the nlhitelets all the groops onderwent sig-
mificant alfersiioms. We can alo pole that ATYA folloers dhe
same patiern of aleaton as E-NPF m the plteleds, which was
oonfimed Hy a posiive corelaiion estahlshed hetween themn.

The proposal that sargery affects the actvities of bBoth en-
ymes more than radotheramy, was comfmmed becxase E-N PP
mid AT activities I the platelets I groap 1T (recenidly treated
oy conation) had a highe activity than did those in the groop
tremted by radiotherany (Eroon TV, possibly i coms aqoence of
e recend sarg cxl indervendion.. We may s oggest thad this occors
becmase sogey coald activate the phicleds caasmg the 1ib-
eration af thelr gram le oondend, which conteins mrocleo tides soch
= ATF and ADPE As these mackotides are pmsent m dhe
extrace]l alar mediam, dthey could cauase an moresse m E<NPF
actitvity, which prodoces lamge amoomis of AMTP and at the end
aof ectomaxcleotidige’s chain reaction 71 gemerates adencsine,
thraragh the activity of 5-madeotidase, camimg the enbanced
ADA acivity In the pesence of lorge amooms of fis sabstrate.

Aaed on ibe msols mresented here we may saggest fhad
oonraton and radiotherany, both tremtments asmlied for merine
cervix neonl =i, change E-NFF and ATA activities n a2 geneal
imh forory mammer, and the sagay coses gmater alerations m
the ermymes when commared to radiotheraoy. As we observed,
matents travted long tme agohad alaations n hoth encmymes hot
graier alerations were really scem m the compormons dome
etween the groums recemthy treated hath By conaton or radio-
theragy. In addition, the nl delsts may hetier redflect plhgys ol ogpcal
ar pethonby sio logical chonges than does the semom.
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8. DISCUSSAO

Esse trabalho avaliou os efeitos da conizacdo e da RTX, ambos tratamentos
usados nas pacientes com neoplasia intra-epitelial cervical uterina de alto grau de
origem escamosa (HGSIL), sobre os parametros oxidativos e sobre a degradacao dos
nucleotideos de adenina na circulagdo. Paralelamente, foi avaliado se o efeito do tempo
transcorrido apds o término destes tratamentos poderia provocar algum efeito sobre os
parametros citados.

Os resultados obtidos na avaliacdo de parametros oxidativos revelaram que os
niveis de TBARS, proteina carbonil, catalase e GSH, encontraram-se elevados no
grupo de pacientes com neoplasia o qual ndo havia sido tratado, em relacdo aos
pacientes tratados por conizacdo ou RTX e em relacdo ao grupo controle (artigo 1). O
aumento dos oxidantes (TBARS, proteina carbonil) esta de acordo com a maior parte
dos trabalhos encontrados na literatura, os quais relatam o aumento dessas espécies
oxidantes na circulacdo de pacientes com cancer, possivelmente em conseqiéncia da
aumentada producao de radicais livres pelo proprio tumor, que os lanca na circulacéo
(MILA-KIERZENKOWSKA et al., 2004; BEEVI et al., 2007). O aumentado nivel de
defesas antioxidantes pode ser em decorréncia de estar no inicio da transformacéao
neoplasica tumoral, sendo que o aumento destas defesas pode refletir uma tentativa de
combater o excesso de radicais livres produzidos pelo tumor (MANJU et al., 2002; KIM
et al.,, 2004). O fato dos tratamentos instituidos causarem um decréscimo nos
parametros avaliados pode ser em decorréncia da efetividade dos mesmos em
combater as ceélulas tumorais, indicando a possivel eliminacdo das mesmas e a
consequente auséncia do tumor.

Num segundo momento, foram avaliadas as atividades das enzimas envolvidas
na degradacédo de nucleotideos no meio extracelular (artigos 2 e 3). A avaliacdo da
atividade da enzima NTPDase revelou uma reduzida hidrélise de nucleotideos como o
ATP e o ADP nos grupos tratados ha mais tempo tanto por conizacdo quanto por RTX,
em relacdo ao grupo controle e aos grupos cujo o término dos tratamentos foi recente

(artigo 2). A hidrdlise reduzida do ATP poderia estar contribuindo para a reducdo na
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formacdo do ADP e, em consequéncia, estas pacientes estariam protegidas contra a
formacéo de trombos na circulacdo, uma vez que se sabe que o ADP pode provocar a
ativacdo muitas vezes descontrolada de plaquetas e conseqientemente desencadear o
desenvolvimento de processos trombogénicos. Com menos ADP sendo formado, sua
hidrélise também estaria reduzida. Esta reducdo na hidrolise dos dois nucleotideos
também poderia ser explicada pelo fato de que uma vez que os tratamentos tenham
sido efetivos na cura da doenca, a auséncia de tumor ndo provocaria a degradacao de
nucleotideos na circulacdo. Esta sugestdo € baseada no fato de que muitas vezes
determinados tumores podem provocar a degradacdo de nucleotideos de adenina na
circulacdo (SPYCHALA, 2000). No caso das pacientes cujo término dos tratamentos foi
recente, o pequeno aumento da hidrélise de ambos os nucleotideos, em relacdo aos
grupos tratados ha mais tempo, pode ser o reflexo de 2 tratamentos que podem ativar
as plaquetas. O término recente destes tratamentos faz com que a NTPDase presente
nas plaquetas esteja sujeita aos seus efeitos imediatos. Sabe-se que, tanto a RTX
guanto a conizacao, podem provocar a ativacdo de plaquetas e fazer com que sejam
liberados os contetdos de seus granulos, os quais contém ATP e ADP, que seriam
entdo degradados pela NTPDase como um mecanismo protetor contra uma possivel
ativacdo de maneira descontrolada destas células provocada principalmente pelo ADP
(artigo 2).

Com relacdo a atividade de hidrolise do AMP, pela acdo da enzima 5'-
nucleotidase, esta encontrou-se reduzida em todos os grupos tratados, tanto por
conizacdo ou RTX, em relacdo ao grupo controle, sugerindo que estes tratamentos
foram efetivos em deter o desenvolvimento do tumor e consequientemente protegendo
contra a producdo de adenosina, a qual € um nucleosideo presente em altas
concentracbes durante a progressao tumoral (SPYCHALA, 2000; BOROWIEC et al.,
2006; BOURS et al., 2006). Comparando-se os dois tratamentos, verificamos que a
RTX confere uma maior protecédo contra a formagao de adenosina do que o tratamento
cirdrgico, uma vez que a hidrélise do AMP encontrou-se ligeiramente aumentada no
grupo tratado recentemente por conizacdo em relacdo ao grupo tratado recentemente
por RTX, sugerindo que ha uma producdo de adenosina maior no grupo tratado

cirurgicamente em relacdo ao grupo tratado por RTX. Isso poderia ser em decorréncia
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de que, uma vez que 0 processo cirdrgico pode ativar as plaquetas, um aumento na
producdo de adenosina poderia ser um mecanismo compensatorio no intuito de que
ocorra a vasodilatacéo e protecdo contra a ativacdo descontrolada de plaquetas.

Seguindo esta linha, foi avaliada a atividade da enzima E-NPP em plaquetas e
soro (artigo 3). A atividade da enzima de plaquetas estava reduzida em todos 0s grupos
tratados por conizacdo e RTX em relagdo ao grupo controle e ao grupo com neoplasia
nao-tratada. Esta inibicdo pode ser um reflexo da efetividade dos tratamentos
aplicados, uma vez que quando ndo ha tumor, ndo ha degradacéo dos nucleotideos de
adenina, contribuindo para a decrescida atividade da enzima em questdo. Esse
resultado vem a ser confirmado pelo fato de que a atividade da enzima 5’-nucleotidase
também esta inibida em todos os grupos tratados. Esse achado demonstra a possivel
ligacdo entre essas duas enzimas, pois, uma vez que a atividade da E-NPP esté inibida
ndo hé producao de substrato (AMP) para a 5’-nucleotidase.

Como esperado, no grupo com neoplasia ndo tratada, hd& um aumento na
atividade da E-NPP, apenas em relacdo aos grupos tratados, possivelmente na
tentativa de que, gerando mais nucleotideos monofosfato estes poderiam servir como
protecdo contra a facilitagdo da progressdo da doenca, uma vez que reduziria a
formacdo de adenosina, a qual é um facilitador da progressdo tumoral. Esse fato
também pode ser resultado do exposto anteriormente, de que em pacientes com cancer
pode ocorrer a degradacao de nucleotideos de adenina, em razdo de que muitas vezes
esses pacientes podem apresentar pequenas situacdes de hipéxia. Embora ocorra este
aumento em relacdo aos grupos tratados ele ndo se mostrou tdo pronunciado de
maneira a exceder os valores do grupo controle.

Novamente pode-se sugerir que a RTX teve um maior desempenho em prevenir
a formacéo de adenosina do que a conizagao, pois com a atividade reduzida da enzima
E-NPP no grupo tratado recentemente por RTX em relagdo ao mesmo grupo tratado por
conizacdo, forma-se menos AMP, refletindo-se na reduzida atividade da enzima 5'-
nucleotidase, neste grupo, contribuindo para uma redugcdo na concentragcao de
adenosina. O pequeno aumento da producdo de adenosina induzido pelo processo
cirdrgico pode ser explicado possivelmente porque este tratamento teria um maior

potencial de ativar plaquetas provocando a liberacdo do conteudo de seus granulos, o
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qual inclui nucleotideos como o ATP e o ADP. Esses nucleotideos podem sofrer
hidrolise tanto pela NTPDase quanto pela E-NPP e, com isso, haveria uma maior
producdo de AMP, o que seria responsavel pelo aumento na atividade da 5’-
nucleotidase observado neste grupo.

A E-NPP de soro seguiu a mesma linha de atividade da enzima plaquetaria,
porém ndo houve alteracdo significativa entre os grupos tratados recentemente por
conizacao e RTX.

A atividade da enzima ADA de plaquetas, da mesma forma que para a E-NPP,
estava reduzida em todos os grupos tratados em relagéo ao grupo controle e ao grupo
com neoplasia ndo tratada. Esta reducdo pode ser em decorréncia da auséncia do
tumor, pela eficacia dos tratamentos, o que levaria a baixas concentracfes de
adenosina que é o substrato da enzima em questéo. A atividade aumentada encontrada
no grupo com neoplasia néo tratada pode ser explicada pelo fato da presenca do tumor
estar gerando grande quantidade de adenosina, 0 que elevaria a atividade da ADA,
uma vez que esta enzima é ativada pela alta concentracdo de adenosina. Essa
elevacdo também poderia funcionar como uma tentativa de eliminar a maior parte deste
nucleosideo, como forma de protecdo contra os efeitos promotores de tumor da
adenosina. Novamente esse aumento ndo foi tdo evidente de forma a exceder o0s
valores do grupo controle.

Ja a atividade da ADA em soro, somente nos grupos tratados cirurgicamente
houve uma reducédo nessa atividade enzimatica, em relacdo aos grupos controle e nao-
tratado. Essa reducdo apenas no grupo tratado cirurgicamente pode indicar que a
enzima em soro € menos sensivel que a enzima presente em plaquetas, tornando esta
Gltima amostra mais sensivel a mudangas ou, mesmo que ndo haja alteracédo
significativa na atividade total da ADA, no caso do grupo tratado por RTX, isso ndo quer
dizer que suas isoenzimas ndo possam estar alteradas também. NISHIHARA e
colaboradores (1970), também descreveram que o aumento encontrado na atividade da
ADA, na presenca do cancer, tende a voltar aos niveis préximos do controle apds a
remocao cirargica do tumor.

Tanto a atividade da enzima E-NPP, da 5’-nucleotidase e da ADA foram inibidas

pelos tratamentos (artigos 2 e 3). Verificou-se que o tratamento cirdrgico (conizac¢ao)
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provocou alteracées mais pronunciadas do que a RTX. Propfe-se que essas enzimas,
de plaguetas, sdo mais afetadas pela cirurgia do que pela RTX, uma vez que 0S grupos
recentemente tratados por conizagcdo tiveram uma maior atividade destas enzimas do
que o0s grupos recém tratados por RTX. Isto pode ser reflexo da cirurgia “per se” a qual
poderia provocar ativacdo plaquetéaria e liberacdo do conteudo de seus granulos, como
ATP e ADP que provocariam ativacao das enzimas em questéao.

A proposta de que os tratamentos foram efetivos em combater as células
tumorais é embasada no fato de que o exame citopatolégico, pds-tratamento,
demonstrou apenas alteracbes compativeis com a normalidade, bem como o exame
das margens do produto da conizacdo néo revelou a presenca de neoplasia residual,
pelo menos no periodo de tempo em que realizamos a coleta das amostras
sanguineas. Deve-se levar em consideracdo o fato de que os exames citopatolégico e o
exame das margens do produto da conizacdo tém um grande valor em termos de
predicdo da presenca de neoplasia residual, sendo que pacientes com as margens do
cone positivas, para a presenca de células malignas, tém maiores chances de
apresentar neoplasia residual do que aquelas com margens negativas (CHANG et al.,
1996).

Levando em consideracdo que pacientes com cancer tem predisposicdo a
desenvolver trombose e que esta tanto pode preceder gquanto acompanhar o
diagnoéstico do cancer (PRANDONI et al., 1999; DE CICCO, 2004; PRANDONI et al.,
2005) foi realizada a avaliacdo de parametros coagulatérios como TP, TTP e a
contagem de plaquetas, os quais ndo demonstraram nenhum tipo de alteracéo
significativa (artigos 2 e 3), reforcando a afirmativa da auséncia de células tumorais
residuais pos- tratamento. Em relacdo a agregacéo plaquetéria, os resultados ajudam a
corroborar a sugestdo de que ambos os tratamentos foram efetivos no combate as
células tumorais uma vez que a agregacdo induzida pelo ADP, em todas as
concentracdes, e pelo coldgeno, na concentracdo mais baixa, estava reduzida em todos
0S grupos tratados, indicando possivelmente que as plaguetas ndo se encontravam
ativadas, em raz&o da auséncia das células tumorais. E possivel que os efeitos da RTX,
sobre a ativacdo plaquetaria, s sejam identificados em um curto periodo de tempo pos-

tratamentos, por isso o grupo tratado por RTX recentemente (até trés meses antes da
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coleta) ndo apresentou resultados significativos, embora ocorra uma tendéncia a um
pequeno aumento da agregacdo nesse grupo. E possivel também que o colageno
induza a agregacao plaquetaria até atingir um determinado limite e a partir deste limite
mesmo com o0 aumento da concentracdo do agonista ndo ocorra alteracao da
agregacdao plaquetéria.

Tomando em conjunto os resultados dos artigos 2 e 3 observa-se que 0 processo
cirdrgico (conizacdo) afeta as atividades das enzimas E-NPP, 5’-nucleotidase e ADA,
plaquetéarias, mais do que a RTX. Isso € observado pela atividade aumentada destas
enzimas no grupo tratado recentemente por conizagdo em relagdo ao mesmo grupo
tratado por RTX. O aumento na atividade da E-NPP neste grupo, faz com que seja
formada uma maior quantidade de AMP o que poderia contribuir para o aumentado na
atividade da enzima 5’-nucleotidase observada nesse grupo. Com isso, ha um aumento
na producdo de adenosina, pela atividade da 5-nucleotidase, o que poderia estar
ativando a ADA para controlar a producdo deste nucleosideo na circulacdo. Em
resumo, no que diz respeito as alteracdes plaquetarias que possam induzir alteracées
nas enzimas presentes em sua superficie, pode-se sugerir que o tratamento cirdrgico
causa maiores alteragdes quando comparado a RTX.

Em termos dos possiveis efeitos do tempo transcorrido pdés-término dos
tratamentos nas atividades da ectoenzimas plaquetarias, podemos sugerir que a
NTPDase sofre um maior efeito deste fator pelo fato de que houve uma distincdo nas
atividades desta enzima entre os 2 grupos tratados por conizagao e entre 0s 2 grupos
tratados por RTX, diferentemente da E-NPP, da 5’-nucleotidase e da ADA, onde nao
observamos alteracbes especificas relacionadas ao fator tempo entre 0s grupos
tratados pelo mesmo procedimento.

Sendo assim, foi constado com esse estudo que existe uma grande associacao
entre as enzimas E-NPP, 5’-nucleotidase e ADA, uma vez que a atividade de cada uma
delas parece ter grande influéncia direta sobre a atividade das demais. J4 a enzima
NTPDase parece ser bem mais sensivel a mudancas nas concentracbes dos
nucleotideos na circulagédo, tanto no que diz respeito a realizacdo de dois tratamentos
tao diferentes como também a espacos de tempo diferenciados. Isso se deve ao fato de

gue a NTPDase foi a Unica enzima que demonstrou-se alterada quando foram
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comparados os diferentes tempos poés-tratamentos dentro do mesmo tipo de
tratamento.

Em resumo pode-se dizer que, de uma maneira geral, as ectoenzimas
representam uma cadeia enzimatica responséavel pela hidrolise destes nucleotideos no
meio extracelular e que a atividade de cada uma desempenha certo grau de influéncia

sobre as demais.
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9. CONCLUSOES

Observando-se os resultados expostos anteriormente podemos sugerir que:

1. O aumento nos niveis de TBARS e proteina carbonil no grupo com neoplasia nao-
tratada em relagdo aos demais pode ser em conseqiiéncia da propria célula tumoral
estar produzindo espécies reativas e as lancando na circulacdo. O aumento
observado nas defesas antioxidantes, nesse mesmo grupo, poderia ser explicado
pelo fato destas defesas estarem atuantes no combate ao excesso de radicais livres
durante o inicio da transformacdo neoplasica tumoral. Os reduzidos niveis de
oxidantes e antioxidantes na circulacdo das pacientes tratadas podem ser em
decorréncia do tempo passado pdés-tratamentos o qual pode ter contribuido para a
melhora do balango oxidante/antioxidante, ou mesmo a possivel eficacia clinica das
terapias aplicadas.

2. -Nos grupos com tratamentos finalizados ha mais tempo, a NTPDase atua como
uma protecdo contra a formacdo de ADP, um poderoso agente pro-agregante. Ja
em pacientes com tratamentos finalizados recentemente a NTPDase protege contra
a ativacao descontrolada de plaquetas, pela aumentada hidrélise do ATP e do ADP.
-A reduzida atividade da enzima 5’-nucleotidase em todos os grupos tratados, pode
estar desempenhando um efeito protetor frente ao crescimento das células
tumorais, uma vez que reduz a formacéo de adenosina. A RTX parece proporcionar
uma maior protecao contra a formacéo de adenosina do que o tratamento cirlirgico,
devido a reduzida hidrolise do AMP no grupo tratado recentemente por RTX em
relacdo ao mesmo grupo tratado por conizagdo. Essa reducdo na producdo de
adenosina poderia contribuir para a reduzida atividade da ADA plaquetaria no
mesmo grupo. A ADA sérica parece ser menos sensivel a mudancas do que a
enzima presente em plaquetas, uma vez que encontramos diferencas significativas
somente para o grupo tratado por conizagdo. Isso ndo descarta a hipotese de que

esteja ocorrendo uma alteracdo apenas em um tipo de isoenzima sérica da ADA.
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-A reduzida atividade, sérica e plaquetéaria, da enzima E-NPP, em todos 0s grupos
tratados, poderia ser explicada baseado na efetividade destes tratamentos frente as
células tumorais, 0 que pode levar a reduzida degradacdo destes nucleotideos na
circulacdo. A presenca de neoplasia (de células tumorais) pode contribuir para a
degradacao de nucleotideos na circulacao, refletindo na aumentada atividade da E-
NPP no grupo néo-tratado.

- A cirurgia (CNZ) afeta mais as enzimas como a E-NPP, a ADA e a 5-nucleotidase
plaquetarias do que a RTX, possivelmente por causar essa ativacao plaquetaria o
qgue levaria a liberacdo do conteudo granular (ATP e ADP) e a sua subsequente
degradacdo, provocando o aumento nestas atividades enziméticas observado nos
grupos tratados recentemente por CNZ em relacdo aos tratados por RTX.

-Pode-se sugerir também que a NTPDase demonstra-se mais sensivel a mudancas
frente ao tempo transcorrido pés-tratamentos do que as demais enzimas, uma vez
gue houve diferencas significativas na atividade da NTPDase entre 0os 2 grupos

tratados por cone e entre 0s 2 grupos tratados por RTX.

3. Os parametros de coagulacdo (TP, TTP e contagem plaquetaria) ndo sofreram
nenhuma alteracdo condizente com a possivel suspeita de ativacdo de plaquetas,
corroborando a sugestdo da auséncia de células tumorais pos-tratamentos. A
reducdo da agregacao plaquetaria nos grupos tratados reafirma a sugestdo da
eficacia terapéutica, e o fato de que a RTX possa causar efeitos ativatorios

detectaveis nestas células apenas num curto periodo de tempo.
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Perspectivas futuras:

Tendo em vista os valiosos resultados encontrados com esse trabalho, em que
observamos duas vertentes tdo importantes: como as alteracdes provocadas pelo tempo
transcorrido pés-tratamentos e os efeitos de dois tratamentos tdo diferentes tecnicamente.
Em adicdo a isto, observamos 2 fortes correlacfes: radicais livres versus neoplasia
cervical e ectoenzimas versus trombose e neoplasia cervical. Em razdo de termos avaliado
pacientes com neoplasias cervicais de alto grau e uma vez que, demonstramos resultados
bastante surpreendentes temos como perspectivas avaliar também pacientes com
neoplasias cervicais de baixo e médio grau, como também lancar médo de marcadores da

expressao enzimatica e marcadores tumorais (CA 125 e antigeno P53).



