UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS NATURAIS E EXATAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS:
BIOQUIMICA TOXICOLOGICA

ATIVIDADE DE ECTOENZIMAS DO SISTEMA
PURINERGICO E ANALISE DE BIOMARCADORES
INFLAMATORIOS E DE ESTRESSE OXIDATIVO EM

PACIENTES COM CANCER DE PULMAO

TESE DE DOUTORADO

Daniela Zanini

Santa Maria, RS, Brasil

2014



ATIVIDADE DE ECTOENZIMAS DO SISTEMA
PURINERGICO E ANALISE DE BIOMARCADORES
INFLAMATORIOS E DE ESTRESSE OXIDATIVO EM

PACIENTES COM CANCER DE PULMAO

Daniela Zanini

Tese apresentada ao Curso de Doutorado do Programa de Pos-
Graduacéo em Ciéncias Bioldgicas: Bioquimica Toxicologica, da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM, RS),
como requisito parcial para a obtencao do grau de
Doutora em Bioquimica Toxicoldgica

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Maria Rosa Chitolina Schetinger
Co-orientadora: Prof.2 Dr.2 Daniela Bitencourt Rosa Leal

Santa Maria, RS, Brasil

2014



Universidade Federal de Santa Maria
Centro de Ciéncias Naturais e Exatas
Programa de P6s-Graduacao em Ciéncias Biolégicas:
Bioquimica Toxicolégica

A Comissao Examinadora, abaixo assinada,
aprova a Tese de Doutorado

ATIVIDADE DE ECTOENZIMAS DO SISTEMA PURINERGICO E
ANALISE DE BIOMARCADORES INFLAMATORIOS E DE ESTRESSE
OXIDATIVO EM PACIENTES COM CANCER DE PULMAO

elaborada por
Daniela Zanini

como requisito parcial para a obtencao do grau de
Doutora em Bioquimica Toxicolégica

COMISSAO EXAMINADORA:
\\‘;‘*-/7(' i e

Prof.? Dr.? Maria Rosa Chitolina Schetinger
(Presidente/Orientador)

V5

Prof.2 Dr.2 Chiarlene Cavalheiro de Menezes/UFSM

'

Prof.2 Dr:# Daiana Silvade Avila/Unipampa

ﬂrﬁm#\ e fore Yl

Prof.2 Dr.2 Francieli Moro Stefanello/UFPel

N o senq

Prof.2 Dr.2 Nilda Berenice de Vargas Barbosa/UFSM

Santa Maria, 13 de novembro de 2014.



% meus pals @é/wmﬁo e %&07?4’0&
%71}72/&(1/ rma %yf/w

@2/0/ @é&m en lodos 68 mamenlod, /e/(w /éa/cm/fmj e ewy/a/ria, /émc ndac
medirent @/M@(sz /éay/’a me g’m/ﬂ//a e eslarem dﬁﬁ}éi@ ac mew lade,

minha eie/mmy//faﬁ[/c?ﬁ e todo mew carinkic.
%8 dic sentide a minha (/(Z/a/

%a -4 /
Q[[’/ @e@ de///ﬁém aée//wae /wdddﬁmi//a/



AGRADECIMENTOS

No momento em que concluo este trabalho que espelha importante fase da
minha vida, € fundamental lembrar e agradecer as pessoas que foram essenciais
para sua concretizagao.

Primeiramente, agradeco a Deus, por ser fonte de esperanca em minha vida.

Um agradecimento especial a minha orientadora, Professora Maria Rosa, pela
dedicacdo, atencdo, compreensao e apoio. A vocés, Professoras Rosa e Vera,
minha gratiddo pela oportunidade que me deram de fazer parte do seu grupo de
pesquisa e pela possibilidade de crescimento pessoal e profissional. Muito obrigada!

A minha co-orientadora Daniela Leal, pela oportunidade, atencao e toda ajuda
dispensada. Obrigada por tudo, Professora Daniela!

Agradeco a minha familia, meu pai Dalamir, minha mée Cleonice e minha
irma& Angela, por me apoiarem sempre, por tolerarem meus incomodos, por me
confortarem nas horas dificeis, por torcerem pela minha felicidade e estarem ao meu
lado em todos os momentos “...como € grande o0 meu amor por vocés!”

A minha IC Luana, pela disponibilidade e toda ajuda prestada durante o
desenvolvimento deste trabalho. Muito obrigada, L0!

Aos membros da banca examinadora desta tese, professoras Charlene,
Daiana, Francieli e Nilda, pela disponibilidade em avaliar este trabalho e pelas
contribui¢cdes que foram fundamentais para o seu aprimoramento.

Agradeco a Beta e a LU por estarem ao meu lado e torcerem por mim!
Obrigada pela amizada e compreensao! Vocés sao muito especiais!

Preciso agradecer infinitamente aos meus amigos e colegas do Laboratorio
de Enzimologia Toxicologia (Enzitox). A todos meu muito obrigada!

Aos amigos do Laboratério de Microbiologia e Parasitologia.

A secretaria do PPGBTox, Dica, pela atencéo e disponibilidade de sempre.

Aos colegas do Hospital Militar da Guarnicdo de Alegrete, Victor, Luciana,
Dona Ana, Ferreira, Emanuel e Dona Jussara pelos momentos maravilhosos de
convivéncia, seja no trabalho ou no lazer. Vocés sao muito especiais para mim!
Obrigada por tudo (pelos mates na praca, pelos lanches fartos, pelas festas no

Alegrete etc).



Aos pacientes do Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM), pela
disponibilidade em participar deste trabalho, doando n&o apenas amostras
bioldgicas, mas também experiéncias de vida. Meus desejos de muita salude e fé a
todos vocés!

Aos funcionérios do setor de Hematologia/Oncologia do HUSM, Dr. Juarez,
Maria do Carmo, Iria, Luis Eduardo, Luis Gustavo e Claudia. Sem vocés, as coletas
ndo seriam possiveis!

A UFSM e ao Programa de PoOs-Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas:
Bioquimica Toxicolégica (PPGBTox), pela oportunidade.

A CAPES, pela bolsa concedida.

E a todas as pessoas que, de uma forma ou de outra, contribuiram para a

realizacao deste trabalho, gostaria de expressar minha profunda gratidao.



O nosso Deus com amor sem medida
chamou-nos a vida, nos deu muitos dons.
Nossa resposta ao amor serd feita, se a

nossa colheita mostrar frutos bons.



RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas: Bioquimica Toxicoldgica
Universidade Federal de Santa Maria

ATIVIDADE DE ECTOENZIMAS DO SISTEMA PURINERGICO E ANALISE DE
BIOMARCADORES INFLAMATORIOS E DE ESTRESSE OXIDATIVO EM
PACIENTES COM CANCER DE PULMAO

AUTORA: DANIELA ZANINI
ORIENTADORA: MARIA ROSA CHITOLINA SCHETINGER
CO-ORIENTADORA: DANIELA BITENCOURT ROSA LEAL
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 13 de novembro de 2014.

O cancer de pulmao tornou-se uma das doencas neoplasicas mais comumente diagnosticadas, além
de uma das mais letais em todo o mundo, caracterizando-se, portanto, como um problema de salde
publica. Essa disseminacado do cancer de pulméo na populacdo mundial, que é claramente observada
em dados estatisticos, esta intimamente relacionada ao consumo de tabaco, sendo o tabagismo
considerado um dos principais fatores de risco que levam ao desenvolvimento de céncer desde a
década de 50. As pesquisas tém demonstrado que ha uma estreita relacdo entre: tabagismo -
processos inflamatérios - eventos pré-trombéticos - cancer de pulmdo. Nesse contexto, torna-se
importante a analise de biomarcadores de inflamacdo, ja que sitios inflamados sdo ambientes
propicios para o desenvolvimento de tumores, assim como o estudo da atividade das enzimas ecto-
nucleotideo trifosfato  difosfoidrolase  (E-NTPDase), ecto-5-nuclectidase, ectonucleotideo
pirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPP) e ecto adenosina desaminase (E-ADA), que estao envolvidas
na regulacdo dos niveis de nucleotideos e nucleosideo de adenina amplamente envolvidos na
inflamacéo e na agregacao plaquetaria.Trabalhos revelam que o estresse oxidativo esta intimamente
associado ao desenvolvimento e & progressao de neoplasias, razdo pela qual torna-se extremamente
relevante a avaliacdo desses aspectos das fungdes celulares em um grupo de pacientes com cancer
de pulm&o. Diante disso, o0s objetivos deste estudo foram: a) verificar os niveis séricos de citocinas

como a IL-6, IL-17, IL-4, IL-2, IL-10, interferon-y (INF-y) e o fator de necrose tumoral (TNF); b) avaliar
a atividade da E-NTPDase, da E-NPP, da ecto-5’-nucleotidase e da E-ADA em plaquetas, bem como
a agregacdo plaquetéria; c) avaliar a atividade da ©&-aminolevulinico desidratase (6-ALA-D)
eritrocitaria, os niveis de espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) em plaquetas e de
espécies reativas (ER) no soro; d) analizar o perfil antioxidante enzimatico - através da atividade das
enzimas superéxido dismutase (SOD) e da catalase (CAT) em plaquetas — e o perfil antioxidante nao
enzimético - através do conteudo de tidis totais (T-SH) e tidis ndo protéicos (NPSH) em plaquetas e
dos niveis de vitamina C no plasma e de vitamina E no soro, em um grupo de pacientes com cancer
de pulmdo de ndo pequenas células, atendidos no setor de Hematologia/Oncologia do Hospital
Universitario de Santa Maria. Quanto aos aspectos éticos, o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal de Santa Maria, CAAE (Certificado de Apresentacdo para
Apreciacio Etica) e esta registrado sob o nimero: 0061.0.243.000-10. Os resultados encontrados
demonstram que os pacientes com cancer de pulmdo apresentaram um incremento nos niveis
séricos de IL-6 os quais estdo intimamente relacionados com o desenvolvimento e a progressao
tumoral, visto que essa citocina apresenta atividade pré-inflamatéria e pro-tumoral. Além disso, os
niveis de IL-17 estdo diminuidos nesses pacientes, 0 que pode estar relacionado com o estagio
avancado de desenvolvimento do cancer de pulméao nos individuos estudados. Ademais, o0s pacientes
com neoplasia pulmonar mostraram uma diminui¢cdo na atividade da E-NTPDase para a hidrolise do
ADP, fato que contribui para a ampliagdo dos efeitos pro-coagulantes comumente observados em
pacientes com doencas neoplasicas. Essa hipdtese € reforcada pelo aumento da agregacéo
plaguetaria observado quando ADP foi utilizado como agonista do processo. Os pacientes envolvidos
nesse estudo apresentaram uma diminuicdo na expressdo da CD39 em plaquetas, que estd de
acordo com o observado para a atividade da NTPDase nas mesmas. Ainda, os pacientes com cancer
de pulmé&o tiveram um aumento na atividade da ecto-5’-nucleotidase e uma diminuicdo na atividade
da E-ADA em plaquetas, sugerindo que os niveis extracelulares de adenosina estdo elevados nos
mesmos, proporcionando avanco no desenvolvimento tumoral tendo em vista as a¢cdes promotoras



de crescimento tumoral e de estimulo a angiogénese caracteristicas da adenosina. Em relagéo ao
perfil oxidativo, a atividade da enzima &-ALA-D apresentou-se inibida em pacientes com cancer de
pulméo, o que pode predizer a ocorréncia de um quadro de estresse oxidativo nesses pacientes.
Esse cenério pode ser confirmado pelos elevados niveis de TBARS e de ER verificados nos
pacientes com neoplasia pulmonar. Essa superproducdo de oxidantes também pode estar
ocasionando a inibicdo das enzimas SOD e CAT nas plaquetas e, desse modo, a funcéo e a estrutura
das mesmas pode estar comprometida. Além disso, houve uma diminuigdo nos niveis de importantes
antioxidantes nao enzimaticos nos pacientes com cancer de pulmao, mostrando que suas acdes
benéficas podem estar sendo exercidas de modo insuficiente. Por outro lado, os niveis elevados de
T-SH e, possivelmente, da glutationa, estariam implicados no desenvolvimento de resisténcia tumoral
a quimioterapia. Portanto, os resultados aqui descritos sugerem que o cancer de pulmao exerce uma
importante alteracdo nos niveis séricos de IL-6 e IL-17, na atividade das enzimas do sistema
purinérgico em plaquetas, bem como no perfil oxidativo desses pacientes, podendo os parametros
mencionados nesta pesquisa serem Uteis na clinica médica, para o monitoramento da patologia.
Espera-se, assim, que esse trabalho possa ter contribuido para o melhor entendimento do papel do
sistema purinérgico e dos biomarcadores de processos inflamatdrios e de estresse oxidativo na
fisiopatologia do cancer de pulmé&o.

Palavras-chave: Céncer de pulméo. Tabagismo. Inflamac¢&o. Ectonucleotidases. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

Doctoral Thesis
Post-Graduate Program in Biological Sciences: Toxicological Biochemistry
Federal University of Santa Maria, RS, Brazil

PURINERGIC ECTOENZIMES ACTIVITY AND ANALYSIS OF
INFLAMMATORY AND OXIDATIVE STRESS BIOMARKERS IN
PATIENTS WITH LUNG CANCER

AUTHOR: DANIELA ZANINI
ADVISER: MARIA ROSA CHITOLINA SCHETINGER
CO-ADVISER: DANIELA BITENCOURT ROSA LEAL
Date and Place of the Defense: Santa Maria, November 13", 2014.

Lung cancer has been considered a public health problem since it has become one of the most
commonly diagnosed neoplastic diseases and one of the most lethal in the world. This spread of lung
cancer in the world population has been clearly observed in statistics and has been closely related to
tobacco consumption. Cigarette smoking is considered one of the major risk factors that has led to
cancer development since the 50s. Researches have shown that there is a close relationship between
smoking — inflammation - prothrombotic events - lung cancer. In this context, the analysis of
biomarkers of inflammation is important since inflamed sites are conducive to tumor development
environments. Furthermore, it is important to study the activity of ecto-nucleotide triphosphate
diphosphohydrolase (E-NTPDase), ecto-5'-nucleotidase and ecto adenosine deaminase (E-ADA)
enzymes which are engaged in regulating the levels of adenine nucleotides and nucleoside widely
involved in inflammation and platelet aggregation. Oxidative stress is associated with the development
and progression of cancer. Thus, it is extremely important to evaluate the aspects of cellular functions
in a group of patients with lung cancer. The objectives of this study were i) to verify the serum levels of
cytokines such as IL-6, IL-17, IL-4, IL-2, IL-10, interferon-y (IFN-y) and Tumor Necrosis Factor (TNF);
i) to evaluate the activity of the E-NTPDase, E-NPP, ecto-5'-nucleotidase and E-ADA platelets, and
platelet aggregation; iii) to evaluate the activity of d-aminolevulinic acid dehydratase (8-ALA-D)
erythrocyte, the levels of thiobarbituric acid reactive species (TBARS) in platelet and of reactive
species (RS) in serum species; and iv) to analyze the enzymatic antioxidant profile - through the
activity of superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) in platelets - and non-enzymatic profile -
through the content of total thiols (T-SH) and non-protein thiols (NPSH) in platelet and of the levels of
vitamin C in plasma vitamin E in serum. The study group had non-small cell lung cancer and was
treated at the Hematology/Oncology Section at the University Hospital of Santa Maria. The project
was approved by the Ethics Committee of the Federal University of Santa Maria, CAAE (Certificate of
Appreciation Presentation for Ethics) and is registered under number: 0061.0.243.000-10. Results
showed that patients with lung cancer presented an increase in serum levels of IL-6, which are closely
related to the development and progression of tumor, since this cytokine has proinflammatory and pro-
tumor activities. The levels of IL-17 were decreased in these patients, which may be related to the
advanced stage of the development of lung cancer in these subjects. Patients with lung cancer
showed a decrease in E-NTPDase activity for the hydrolysis of ADP, which contributes to the
expansion of procoagulant effects commonly observed in patients with neoplastic diseases.This
hypothesis is strengthened by the increased platelet aggregation observed when ADP was used as
the agonist process. Patients enrolled in this study showed a decrease in the CD39 expression in
platelets, which is in agreement with that observed for the NTPDase activity in platelets.The studied
group had an increase in the ecto-5'-nucleotidase activity and a decrease in the E-ADA activity in
platelets. This suggests that the extracellular adenosine levels were elevated leading to the advance
of the tumor development due to the promoting actions characteristics of adenosine such as tumor
growth and of stimulating angiogenesis. Regarding the oxidative profile, the activity of &-ALA-D
enzyme was inhibited in patients with lung cancer, which may predict the occurrence of oxidative
stress in these patients. This scenario can be confirmed by the elevated levels of TBARS and RS
observed in patients with lung cancer. This overproduction of oxidants may also be causing the
inhibition of SOD and CAT enzymes in platelets and thus their structure and the function may be



compromised. Furthermore, there was a decrease in the levels of important non-enzymatic
antioxidants in patients with lung cancer, showing that their beneficial actions may be occurring in an
insufficient way. High levels of T-SH and possibly glutathione are implicated in the development of
tumor resistance to chemotherapy. Therefore, the results described here suggest that lung cancer
exerts a significant change in serum levels of IL-6 and IL-17, in the activity of the enzymes of the
purinergic system in platelets, as well as in the oxidative profile of these patients. Thus, it is hoped that
this work may have contributed to a better understanding of the role of the purinergic system and
biomarkers of inflammation and oxidative stress in the pathophysiology of lung cancer.

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

7

No organismo sadio, o ciclo de proliferagcdo celular é rigorosamente
controlado, para que as células constituam comunidades organizadas (LOPES;
OLIVEIRA; PRADO, 2002). No entanto, com o decorrer da vida essa homeostase
celular pode ser comprometida, j& que a exposicdo das células a agentes
genotoxicos ocasiona progressivo acumulo de alteracdes no genoma celular, que
séo denominados mutacdes (RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2006).

Todos os seres vivos sdo passiveis da ocorréncia de mutacdes, sendo que
elas sdo um processo fundamental para a evolucdo e diversidade das espécies.
Muitas mutacfes ndo implicam mudancas detectaveis na atividade metabdlica da
célula ou do organismo e, portanto, passam desapercebidas. Por outro lado,
algumas mutacdes, que ocorrem em genes especificos, podem determinar
significativas alteracdes como, por exemplo, o crescimento celular desordenado
também chamado de neoplasia (RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2006), que

esta ilustrado na figura abaixo (Figura 1).

Estimulos causam alteracdes
genéticas nas células

alaalg) cets noms

Acio de agentes genotoxicos
<= | e acimulo de mutacdes no

genoma celular

E@@ ‘a Célula transformada

Proliferacdo descontrolada da célula
<

transformada e desenvolvimento de
novas mutacoes

@@ @ Neoplasia

Figura 1 — Colapso dos mecanismos normais de controle da proliferacdo e

maturacao das células
Fonte: <(http://www.ebah.com.br/content/carcinogenese-neoplasia)>, com adaptacdes.
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As mutacBes podem ser causadas por agentes endégenos ou exdgenos que
promovam falhas durante o processo de replicacdo celular. Dentre os agentes
endogenos com capacidade mutagénica, pode-se destacar a acdo das espécies
reativas de oxigénio (EROs), enquanto que, 0s agentes externos que podem
provocar alteracdes genéticas séo divididos em trés classes:

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

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

interrompendo sequéncias génicas ou promovendo rearranjos génicos; e

c) agentes quimicos: como os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e as

nitrosaminas (BELTRAO-BRAGA; TEIXEIRA; CHAMMAS, 2004).

As mutacOes genéticas ocasionadas pelos agentes citados acima tém a
capacidade de converter uma célula normal em uma célula maligna, que se
caracteriza por ndo mais responder aos sinais de controle de proliferacdo, morte e
diferenciacdo que governam a comunidade celular (BELTRAO-BRAGA; TEIXEIRA;
CHAMMAS, 2004). Sendo assim, quando as células com DNA danificado escapam
dos mecanismos de controle do ciclo celular, instala-se 0 processo de
carcinogénese.

De acordo com Valko (2006), o processo de carcinogénese, em geral, se
desenvolve lentamente, podendo levar varios anos para que uma célula cancerosa
se prolifere e dé origem a um tumor detectavel. Além disso, esse processo
apresenta-se como um evento multicausal, visto que nesse processo ha interacao
de fatores hereditarios, genéticos e ambientais que culminam em um crescimento
celular descontrolado (ACS, 2014). A carcinogénese é composta por multiplos e
distintos estagios, podendo-se destacar, entre eles, o processo de iniciacdo, a
promocdo e a progressdo tumoral, cada um caracterizado por diferentes
mecanismos (INCA, 2014a), (Figura 2).
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Figura 2 — Os mlultiplos estagios da carcinogénese: iniciagdo, promocdo e
progressao
Fonte: <(http://mww.ncbi.nim.nih.gov/books/nbk)>, com adaptacdes.

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

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

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

interrompe 0 processo nesse estagio, contudo alguns componentes da alimentacéo,
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como gorduras, e também a exposicdo excessiva e prolongada a horménios séo
fatores que favorecem a transformacdo de células iniciadas em células malignas.
Por derradeiro, tem-se 0 processo de progressdo tumoral, que € caracterizado pela
multiplicacdo descontrolada e irreversivel das células alteradas. Nesse estagio, o
cancer esta instalado e as primeiras manifestagfes clinicas da doenca surgem
(INCA, 2014b).

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

No que diz respeito aos vasos sanguineos que compdem esse microambiente
tumoral, cumpre ressaltar que as células cancerosas, a semelhanca das células
normais, necessitam de oxigénio para sobreviver. A angiogénese, entdo, que € o
crescimento de novos vasos sanguineos a partir de uma vascularizacdo pre-
existente, € um evento comum e fundamental durante o processo de
desenvolvimento neoplasico (KUMAR et al., 2010). A vasculariza¢do dos tumores é
efetuada pela liberacdo de fatores angiogénicos associados ao tumor, derivados de
células tumorais ou de células inflamatérias, como os macréfagos que penetram nos
tumores, sendo que os dois fatores angiogénicos tumorais mais importantes sdo o
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o fator de crescimento de
fibroblastos basico (bFGF) (SOUZA, 2011).

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

As primeiras evidéncias cientificas para essa doenca foram encontradas em
tumores Osseos fossilizados de mumias no Egito, datando de 3000 a.C. Muito

interessante é que, jA nessa época, se relatava o que hoje é ainda em parte
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verdade: “ndo ha tratamento para essa doenca” (SOUZA, 2011). Até entdo, néo se
designava a palavra “cancer” para essa doencga tdo temida. Foi o médico grego
Hipdcrates (470 — 310 a.C.), “Pai da Medicina”, o criador dos termos carcinos e
carcinoma para descrever tumores ulcerados ou ndo. Essas palavras significam, em
grego, caranguejo, fazendo uma analogia entre o crescimento infiltrativo do cancer,
formando projegcdes como as pernas de um caranguejo. Coube, entdo, ao romano
Celsus (28 — 50 a.C.) a traducéo da palavra para o latim: cancer (SOUZA, 2011).

Dados mostram que o numero de casos de cancer tem aumentado de
maneira consideravel, principalmente a partir do século passado, configurando-se
como um dos mais importantes problemas de salde publica mundial (GUERRA,;
GALLO; MENDONCA, 2005). Segundo a Americam Cancer Society (ACS, 2014),
cerca de metade dos homens e um terco das mulheres do mundo vao desenvolver
cancer em algum periodo da sua vida.

Levantamentos realizados pela Agéncia Internacional para Pesquisa sobre
Céncer - International Agency for Research on Céncer (IARC) estimaram
aproximadamente 12,7 milhdes de novos casos de cancer e 7,6 milhdes de mortes
por cancer para 0 ano de 2008 em todo o mundo. Além disso, a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) estimou que, no ano 2030, podem-se esperar 27 milhdes
de novos casos de incidéncia de cancer, 17 milhdes de mortes por cancer e 75
milhdes de pessoas vivendo, anualmente, com cancer, incidindo o maior efeito
desse aumento em paises de baixa e média rendas (INCA, 2014c).

No Brasil, as estatisticas para 2014 demonstram que sao esperados um total
de 373.100 novos casos de cancer para o sexo masculino e 355.480 para 0 sexo
feminino. Confirma-se a estimativa de que o cancer de pele do tipo ndo melanoma
sera o mais incidente na populacdo brasileira (com 224 mil casos novos), seguido
pelos tumores de prostata (86 mil), mama feminina (76 mil), célon e reto (43 mil),
pulméo (34 mil), estdbmago (25 mil) e colo do atero (20 mil) (INCA, 2014c).

As pesquisas também associam 0s provaveis novos casos de cancer no ano
de 2014 ao género da populacdo brasileira. Avalia-se que os 5 tumores mais
incidentes para o sexo masculino serdo o cancer de pele ndo melanoma (118 mil
casos novos), de prostata (121 mil), de pulméo (21 mil), de coélon e reto (20 mil) e de
estbmago (16 mil). Para o sexo feminino, destacam-se, entre 0s 5 mais incidentes,
0s tumores de pele ndo melanoma (106 mil casos novos), de mama (76 mil), de
céblon e reto (23 mil), de colo do Gtero (20 mil) e de pulméao (14 mil) (INCA, 2014c).
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Além disso, projetou-se uma representacdo espacial das taxas brutas de
incidéncia de todas as neoplasias malignas por 100 mil individuos em todas as
Unidades Federativas Brasileiras. Nota-se, pela analise da Figura 3, que os estados
do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul e
Rio de Janeiro, de um modo geral, apresentam as maiores taxas de incidéncia de

tumores, tanto em homens quanto em mulheres, no Brasil.

Homens

15,38 - 46,43

10,74 - 15,37

5,50-6,58

8,39-10,73

5,74-8,38 3,77-549

Figura 3 — Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia por 100 mil
homens e mulheres, estimadas para o ano de 2014, segundo Unidade da Federacao

(todas as neoplasias malignas)
Fonte: <(http://www.inca.gov.br/estimativa/2014)>, com adaptacdes.

As estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA) quanto a incidéncia de
cancer, no ano de 2014, para o Estado do Rio Grande do Sul (Figura 4), vao ao

encontro dos indices apontados acima.
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Figura 4 — Taxas brutas de incidéncia de cancer estimadas para o ano 2014, por
sexo, para o Estado do Rio Grande do Sul e sua capital (valor por 100 mil

habitantes)
Fonte: <http://www.inca.gov.br/estimativa/2014/tabelaestados.asp?UF=RS>.

E nesse cenério que o cancer de pulm&o, de doenca rara no inicio do século
XX, tornou-se uma das doencas neoplasicas mais disseminadas (PARKIN et al.,
2001; ZAMBONI, 2002; WANG et al., 2010). Pesquisas recentes tém evidenciado
gue o cancer de pulmdo é a doenca neoplasica mais comumente diagnosticada,
bem como a principal causa de morte por cancer nos homens em todo o mundo.
Entre as mulheres, foi o quarto tipo de cancer mais frequentemente diagnosticado e
a segunda principal causa de morte por neoplasia (JEMAL, 2011). No Brasil, dados
apontam que, entre os homens, de 1986 a 2007, as neoplasias de traquéia,
brénquios e pulmdes levaram a Obito um maior nimero de pacientes, sendo que o
Rio Grande do Sul € um dos estados brasileiros com os maiores indices de
mortalidade para essa patologia (BRASIL, 2010).

Ressalte-se, ainda, que, sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o
cancer do pulmdo em homens é o segundo mais frequente nas regides Sul (34/100
mil) e Centro-Oeste (14/100 mil), ocupando, nas regides Sudeste (19/100 mil),
Nordeste (9/100 mil) e Norte (8/100 mil), a terceira posi¢do no ranking de incidéncia.

Quanto as mulheres, é o terceiro mais frequente nas regides Sul (21/100 mil) e
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Sudeste (11/100 mil), o quarto nas regides Centro-Oeste (8/100 mil) e Nordeste
(6/100 mil) e o quinto na regiao Norte (5/100 mil) (INCA, 2014c).

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

A avaliacdo da extenséo (estadiamento) do CPNPC é realizada pelo sistema
tumor - node - metastasis (TNM), desenvolvido por Pierre Denoix, entre 0s anos de
1943 e 1952, e publicado pela International Union Against Cancer (UICC). Esse
sistema utiliza critérios de classificacdo que estédo ligados ao tamanho e a posicao
do tumor primario (T), a presenca e localizacdo de linfonodos comprometidos (N) e a
presenca de metastases a distancia (M), sendo operacionalizado por meio de
exames de imagem e eventual bidpsia de linfonodos e mediastino. O objetivo
principal da classificacdo do estadiamento dos tumores € estimar a extenséo
anatbmica da doenca e, a partir dai, associar esses dados ao tratamento e a
sobrevida dos pacientes (FERNANDES; JATENE; ZAMBONI, 2002).

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

Tumor primario (T):

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

visualizado no broncoscopia ou nos exames de imagem.

Tis — Carcinoma in situ.




TO — Sem evidéncia de tumor primario.

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

proximal do que o brénquio lobar.

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

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

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

nodulos tumorais localizados no mesmo lobo do tumor primario.

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

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

Linfonodos regionais (N):

NX — Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados.

NO — Auséncia de metastases nos linfonodos regionais.

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

primario.

N2 — Metastases para linfonodos mediastinais ipsilaterais e/ou linfonodos

carinais.

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

supraclaviculares.

Metastases a distancia (M):

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

MO — Auséncia de metastases a distancia.

M1 — Presenca de metastases a distancia.

28
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Mla — NOdulos em um lobo contralateral ao tumor primario, com nédulos

pleurais ou derrame pleural (ou pericardico) maligno.

M1b — Metastases a distancia.

Agrupamento por estédio:

Carcinoma oculto X NO MO
A T1 NO MO
A T1 N1 MO
A T1/T2 N2 MO

T3 N1 MO

T3 N2 MO
IB T2 NO MO
1B T2 N1 MO

T3 NO MO
B qualquer T N3 MO

T4 qualquer N MO

\Y qualquer T qualqguerN M1

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

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

Apesar dos investimentos em pesquisa de novos tratamentos, a sobrevida no
cancer de pulmdo ainda € baixa: apenas 14% dos pacientes permanecem Vivos
ap6s 5 anos do diagnéstico, principalmente quando comparado com as taxas de
sobrevida de outras neoplasias como de célon (63%), mama (85%) e prOstata
(93%). Muitos fatores prognosticos tém sido associados a variacao de sobrevida em
pacientes com cancer de pulmdo como a extensao anatbmica da doenca, o estado
geral do paciente, o género, a idade, o tipo celular, a exposi¢cdo cumulativa aos
agentes ambientais carcinogénicos, a predisposicdo genética entre outros (MORA,
2004).
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Com relagdo ao tratamento dos pacientes com neoplasia pulmonar,
recomenda-se cirurgia ou radioterapia para os individuos com doenca localizada,
gue correspondem somente a 20% dos casos, e para os pacientes com CPNPC que
apresentam metéstases a indicacdo € o tratamento quimioterapico (SOUZA, 2011).

A disseminacdo do céncer de pulmdo na populacdo mundial, que €
claramente observada pelos dados estatisticos, esta intimamente relacionada com o
consumo de tabaco nas comunidades (IARC, 2004). O tabagismo é caracterizado
como um dos principais fatores que levam ao desenvolvimento de céncer desde a
década de 50 (SASCO; SECRETAN; STRIF, 2004) e cada vez mais estudos
epidemioldgicos tém sido desenvolvidos em resposta a essa plausivel correlacédo
(DUARTE; PASCHOAL, 2005; GANTI; LOBERIZA Jr; KESSINGER, 2008).

As pesquisas apontam o fumo como sendo o responsavel por quase 90% dos
casos de cancer de pulméo diagnosticados. Segundo estimativa do INCA, para o
ano de 2002, ele foi responsavel por 21.425 casos de cancer de pulméo e 15.955
mortes associadas a este diagndstico. E importante salientar aqui que 0s USUArios
de tabaco tém cerca de 20 a 30 vezes mais risco de desenvolver cancer de pulméo
guando comparados aos sujeitos nao fumantes (INCA, 2014c), sendo que o risco de
morte por cancer de pulméo é de 7 a 14 vezes maior entre os fumantes do que entre
os nao fumantes (JAMNIK, 2012), razédo pela qual Zander et al. (2008) afirmam que
“o cancer de pulméo é uma doenga primeiramente ambiental’.

No tabaco ja foram identificadas mais de 4.000 substancias toxicas e cerca de
60 elementos potencialmente cancerigenos que o usuario do produto absorve no
seu organismo (MACKAY; ERIKSEN, 2002). S6 na fumaca do cigarro podem ser
identificadas em torno de 200 aminas, bem como dezenas de diferentes
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, nitrosaminas, metais, como 0 niquel, 0
cadmio e o chumbo, além de diversas amobnias, cetonas e acetaldeidos (BOING;
PERES; ANTUNES, 2002; ZANDER et al., 2008). A interacdo dos metabdlicos ativos
oriundos desses agentes carcinogénicos com o DNA das células pode provocar
severas alteracdes fenotipicas, evento critico para o desenvolvimento de tumores
(CAVENARI; ROGATTO, 2004).

E importante destacar que as alteracdes que as industrias fumageiras vém
realizando, ao longo dos anos, na composi¢ao dos cigarros também favoreceram a
maior incidéncia de neoplasias pulmonares do tipo histolégico adenocarcinoma na

atualidade. A reducéo do teor de nicotina dos cigarros contribuiu para uma
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diminuicdo dos casos de carcinoma de pequenas células, enquanto o0 acréscimo dos
niveis de nitrato nos cigarros, mudanga que propicia um aumento dos teores de
nitrosaminas produzidas durante o ato de fumar, é provavelmente o responsavel
pelo aumento na incidéncia de adenocarcinomas entre a populacdo tabagista
(ALBERG; BROCK; SAMET, 2005). Vale salientar também que na relacdo entre
tabagismo e incidéncia de cancer, deve-se levar em conta a quantidade de tabaco
consumido e o tempo de duracao do habito de fumar, estabelecendo-se um binémio
dose-resposta (MACFARLANE et al., 1995; GARROTE et al., 2001).

Os danos ao organismo humano provenientes do tabagismo ndo afetam
apenas as pessoas que fumam, mas também as ndo fumantes, que vivem sob a
poluicdo proveniente da fumaga de cigarros nos domicilios, nos ambientes de
trabalho e de lazer e, por isso, sdo considerados fumantes passivos. A poluicao
ambiental decorrente da fumaca exalada pelo fumante (caracterizada como corrente
primaria ou principal) corresponde a 25% do total de poluicédo dispersada; ja aquela
proveniente da queima da ponta do cigarro e de outros produtos do tabaco
(caracterizada como corrente secundaria), corresponde aos 75% restantes da
poluicdo ambiental proveniente do habito de fumar. Ressalte-se que a corrente
secundaria € a mais importante fonte de poluicdo ambiental e aquela que apresenta
as maiores concentracfes de todos os componentes carcinogénicos constituintes do
tabaco (ARAUJO, 2007).

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

E por isso que estudos tém sugerido que as neoplasias podem ser originadas
em sitios expostos cronicamente a agentes irritantes e que 0S pProcessos
inflamatorios presentes nesses sitios também podem ser 0s responsaveis pela
origem de tumores (HUANG; CHEN, 2011). As pesquisas recentes demonstram que
0 consumo de cigarros promove significativos efeitos pré-inflamatérios, por meio da
estimulacdo da expressao da enzima ciclooxigenase 2 (COX-2) em uma grande

variedade de células, como em células T, em células neoplasicas pulmonares e em
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células escamosas de cabeca e pesco¢o (HUANG; CHEN, 2011). Desse modo, a
estimulacdo da COX-2 pelo tabagismo pode estar envolvida na progressao dos
processos inflamatérios em fumantes, fato que contribui significativamente para o
desenvolvimento e evolucdo das doencas neoplasicas nesses individuos.

Reforgando o exposto, diversos autores relataram uma significativa expressao
da COX-2 em diferentes neoplasias, como cancer de pulmao (HIDA et al., 1998), de
esofago (WILSON et al., 1998) e de mama (HARRIS et al., 2009), o que sugere que
essa proteina possa participar de passos importantes durantes os processos de
carcinogénese. A COX-2 é responsavel pela conversdo do &cido araquidénico em
eicosanodides, como as prostaglandinas (PGs) (HASTURK et al., 2002). A via
ciclooxigenase leva a formacdo das prostaglandinas PGG2 e, em sequéncia, das
PGH?2 e, a partir delas, ha formacé&o dos seus derivados biologicamente ativos, quais
sejam, as prostaglandinas PGD2, PGE2, PGF2a, PGI2 (prostaciclina) ou TxA2
(tromboxano A2) (SMITH, 1992; VANE; BOTTING, 1998; SMITH; DEWITT,;
GARAVITO, 2000).

Entre as PGs, a PGE2é uma das biomoléculas mais extensamente
estudadas em relagcdo ao seu potencial envolvimento na progressao tumoral, ja que
ela exerce uma série de efeitos inibitérios no sistema imunoldgico, podendo afetar os
processos de diferenciacdo e proliferacdo celular (ROSCH et al., 2005; HARRIS,
2009). Como citado anteriormente, a fumaca do cigarro induz o aumento da
expressdo da COX-2, elevando, dessa maneira, a liberacdo de PGE2 a partir de
muitos tipos celulares, como fibroblastos (MARTEY et al., 2004; WANG; HONN; NIE,
2007), mondcitos sanguineos (MARTEY et al., 2005), macréfagos alveolares
(BELOQUI et al., 2005; PROFITA et al., 2010), células dendriticas pulmonares
(HWANG et al., 1999) e neutréfilos (BELOQUI et al., 2005), sendo que a maioria
deles faz parte do sistema imunoldégico.

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

De acorco com Gately (2000), a angiogénese pode ser induzida pela COX-2
através: a) do estimulo a expressao de fatores pro-angiogénicos, como o fator de

crescimento do endotélio vascular (VEGF); b) da geracdo de produtos dos



33

eicosanoides, como tromboxano A (TxAz), PGE2 e PGI2, que diretamente
estimulam a migragao endotelial; e c) da inibicdo da apoptose endotelial.

No entanto, as pesquisas desenvolvidas em torno dos mecanismos que
envolvem a COX-2 e a PGE2 como facilitadoras do desenvolvimento de tumores
expdem um paradoxo intrigante, ja que, por um lado, a COX-2 e PGE2 causam a
progressado da carcinogénese através de seus efeitos pro-inflamatérios (MARTEY et
al., 2004), enquanto, por outro lado, ha uma promocao do crescimento do tumor por
acbes de imunossupressores que facilitam que as células tumorais escapem
da vigilancia imunolégica (HARIZI; CORCUFF; GUALDE, 2008; WANG; DUBOIS,
2010). Isso acontece porque a PGE2 pode atuar como agente pré6 e anti-
inflamatorio. Percebe-se, portanto, que ha uma relacao estreita entre 0 consumo de
cigarros, o0 aparecimento de eventos pro-inflamatérios e imunossupressores e 0
desenvolvimento de cancer de pulméo.

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

Os linfocitos sdo células sanguineas originadas na medula éssea a partir de
um unico precursor hematopoético comum (Stem cell, ou célula indiferenciada
pluripotente). Eles séo leucocitos do tipo agranulGcitos presentes no sangue em
guantidades que variam sob as condicfes fisioldégicas (como idade e sexo) e que
correspondem a cerca de 30% (trinta por cento) das células circulantes do sangue,
sendo as principais células envolvidas no reconhecimento e destruicdo de antigenos
nao-préprios ou prejudiciais ao organismo (BOER; PERELSON, 2013).

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

Os linfécitos T sédo encarregados da imunidade mediada por células

subdividindo-se em linfécitos T citotdéxicos (CD8*), que quando ativados atuam
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eliminando células infectadas, e em linfécitos T helper (Th) (CD4%), que atuam
secretando citocinas reguladoras do sistema imune. As células CD4* podem, ainda,
ser dos tipos Thl, Th2 e Th17, de acordo com o tipo de citocinas que produzem.

As células Thl secretam:

a) Interleucina 2 (IL-2), que é responséavel pela ativagdo de células CD4* e
CD8*, atua como um fator de proliferacdo de células B, estimulando a sintese de
anticorpos, além de promover a proliferacédo e diferenciacdo de células natural killer
(NK), de modo a incrementar as acdes citoliticas dessas células. Em contrapartida, a
IL-2 apresenta fundamental papel no desenvolvimento de células T reguladoras
(Treg), as quais induzem a supresséao de células T efetoras, bloqueando a ativacao
e a funcéo desses linfocitos controlando, desse modo, as respostas imunes (ABBAS,;
LICHTMAN, 2009);

b) Interferon y (INF-y), que tem a funcdo de ativar macrofagos, incrementar a
atividade citotdxica de outras células e aumentar a capacidade de apresentacao de
antigenos pelas células de defesa, além de induzir a apoptose de células epiteliais e
estimular o desenvolvimento de mais células Thl (ABBAS; LICHTMAN, 2009) e;

c) Fator de Necrose Tumoral a e B (TNF-a, TNF-B) que estimulam o
recrutamento de neutrofilos e mondcitos, além de partiparem da imunidade
antitumoral.

Ja, as Th2 secretam:

a) Interleucina 4 (IL-4), que inibe a ativacdo de macrofagos e promove o
desenvolvimento e a expansdo das células Th2, suprimindo o
desenvolvimento de células Thl, além de inibir a producdo de citocinas
inflamatorias como a IL-1, IL-6 e 0 TNF-q;

b) Interleucina 5 (IL-5) que induz a producdo de imunoglobulinas pelos
linfécitos B (ADAM; ODHAV; BHOOLA, 2003; ABBAS; LICHTMAN, 2009);

c) Interleucina 6 (IL-6) que esta envolvida na regulacdo das respostas
imunes, na hematopoiese e na inflamacdo. Auxilia a diferenciacdo de
linfocitos B em plasmécitos e medeia a ativacdo, crescimento e
diferenciacao de células T (BENCHETRIT et al., 2002);

d) Interleucina 10 (IL-10) que apresenta-se como um fator anti-inflamatorio
regulador das respostas imunes, inibe a expressdo da maioria das

citocinas pro-inflamatérias, quimiocinas e receptores de quimiocinas. Ela
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inibe a acdo de macréfagos ativados como, por exemplo, a secrecao de
TNF, além de inibir a sintese de INF-y (BENCHETRIT et al., 2002).

Os linfécitos Th 17 secretam IL-17, IL-21 e IL-22 que apresentam significativa
importancia na resposta imune contra virus, bactérias e fungos, assim como na
patogénese das doencas inflamatdrias como no cancer (KARCZMARCZYK; KARP;
GIANNOPOULOS, 2014).

Os mecanismos que correlacionam imunidade inata e adquirida, inflamacé&o
e cancer ainda sdo pouco claros, porém sabe-se que tumores malignos expressam
varios tipos de moléculas que podem ser reconhecidas pelo sistema imunolégico
como antigenos estranhos. O principal mecanismo imunolégico de erradicacao
tumoral € a eliminacdo das células tumorais pela acdo de linfocitos T citotoxicos
(cytotoxic T lymphocytes — CTL) especificos para antigenos tumorais. Contudo, as
respostas imunoldgicas, com frequéncia, falham na verificacdo do crescimento
tumoral, porque essas respostas sao ineficazes ou porque o0s tumores evoluem no
sentido de esquivar-se de um ataque imunoldgico através da producao de citocinas
imunossupressoras como, por exemplo, a interleucina 10 (IL-10), que tem a
capacidade de inibir a acdo de macrofagos e a sintese de INF-y (ABBAS;
LICHTMAN, 2009).

Por outro lado, estudos apontam que a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, pelas células imunes ativadas, e a ativacdo de toll-like receptors
(TLRs) presentes nas células tumorais podem mediar a comunicacdo entre 0sS
diferentes sistemas. De fato, os TLRs sdo um componente da resposta imune inata
e a sua expressdo tem sido relacionada com o aumento da malignidade e da
resisténcia a quimioterapia e a radioterapia em diversos tipos tumorais (CHEN et al.,
2008). Em geral, a ativacdo de TLRs culmina na inducao de fator nuclear- kB (NF-
KB) e na consequente producdo de citocinas pro-inflamatérias que estimulam o
avanco tumoral (SHISHODIA; AGGARWAL, 2002; PIKARSKY et al., 2004).

H& uma teoria que sugere que células tumorais podem modular a resposta
imune em seu favor por meio da secrecao de citocinas. O modelo proposto por Chen
e colaboradores (2008) revela que as células tumorais, através da producéo de
citocinas pro-inflamatérias como a interleucina 6 (IL-6), produzida por fagocitos
mononucleares, linfécitos T e B, fibroblastos, células endoteliais entre outras, e o

TNF-a, recrutam células imunes para o microambiente tumoral e essas células
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imunes “diferenciadas”, entdo, sao induzidas pelas células neoplasicas a
desempenhar funcbes de suporte e progressdo tumoral através da producdo de
citocinas (ABBAS; LICHTMAN, 2009) (Figura 5).

- Inflamacio crénica
TLR . NF-kB ’
Desenvolvimento tumoral

-
-
IL-6 . Inflamacio @
TNF =
-
@ *

Células imunes "educadas™
para dar suporte a progressao
tumoral

Célula tumoral

t
$

Recrutamento de
células imunes

Figura 5 — Modelo de como as células tumorais “educam” as células imunes a
desempenharem funcdes de estimulo a progressao tumoral

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

Além da IL-6, destaca-se, nesse ponto, a importancia da IL-17 nos processos
tumorais. A IL-17 é sintetizada pelas células Th17 e apresenta destaque na inducéo
da expressado de citocinas pro-inflamatérias. Ela é considerada uma citocina pro-
inflamatoria porque aumenta a sintese de IL-6 e IL-8 pelos macrofagos e
fibroblastos, ela também induz a secrecdo de IL-18 e TNF-a pelos macréfagos e
células endoteliais em humanos (ZHU et al., 2008).

A literatura relata que a IL-17 esta relacionada com os processos de asma
alérgica (AKDIS et al., 2011), patologia caracterizada como uma doenca inflamatoéria
cronica das vias aéreas. Além disso, 0 aumento em sua expressao esta relacionado
com uma maior capacidade invasiva dos tumores de mama (ZHU et al., 2008) e com
a promocdo de metastases em pacientes com cancer de pulmao de ndo pequenas
células (LI et al., 2012).

Contudo, o papel da IL-17 na iniciacdo, na progressao e na metastase tumoral
€ ainda muito controverso. Em contraste ao exposto acima, outros estudos mostram
gue a IL-17 poderia promover a rejeicdo de tumores hematopoiéticos e diminuir a
ocorréncia de metastases (HIRAHARA et al., 2001; BENCHETRIT et al., 2002). Além
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disso, foi demostrado que adenocarcinomas teriam se desenvolvido com maior
facilidade em modelos animais deficientes em IL-17 (KRYCZEK et al., 2009).

Ademais, o0s processos de angiogénese que ocorrem durante o
desenvolvimento e a progressdo tumoral também sao influenciados pelas citocinas.
A literatura relata que as interleucinas 8 e 20 (IL-8 e IL-20) estdo associadas ao
processo do desenvolvimento de neovascularizacdo (AKDIS et al., 2011),
verificando-se, portanto, o envolvimento dessas moléculas nos trés passos da
carcinogénese referidos no inicio desta exposi¢do: a iniciagdo, a promoc¢ado e a
progresséao tumoral.

Como ja mencionado anteriormente, ha uma estreita relacdo entre a
ocorréncia de processos inflamatérios e o desenvolvimento de tumores. Entretanto,
nesse momento, faz-se necessario destacar que a ocorréncia de processos
tromboticos, em pacientes que apresentam doencas neoplasicas, também vém
sendo extensamente descrito na literatura (KARIMI; COHAN, 2010; ZANINI et al.,
2012; GOUBRAN et al., 2013; STEGNER; DUTTING; NIESWANDT, 2014).

As plaguetas sdo pequenos fragmentos celulares anucleados, originados de
seus precursores, megacariocitos, na medula. Quando ha lesdo endotelial ocorre
uma sinalizacdo que desencadeia a ativacdo plaquetaria e gera uma rapida
remodelacdo desses fragmentos celulares, assim como uma mudanca na morfologia
dos mesmos. Nesse processo de ativacdo plaquetaria ha também a secrecédo de
proteinas adesivas como o fator de von Willebrand e fibrinogénio, liberacdo de ADP
— molécula com acgbes pro-coagulantes — além da liberacdo de tromboxano Az
(TxA2), que contribuem significativamente para o recrutamento de outras plaquetas,
culminando na formacédo do trombo (STEGNER; NIESWANDT, 2011).

No entanto, a ativacdo plaquetaria também pode ser estimulada na presenca
de células tumorais. Na circulacdo sanguinea, as células malignas podem ativar
plaquetas pelo contato direto ou através da liberacdo de mediadores agonistas da
agregacao plaquetaria como o ADP, a trombina, o TxA, ou através de proteinases
associadas aos tumores (KARIMI; COHAN, 2010; GOUBRAN, 2013).

O céancer e a trombose foram relacionados pela primeira vez em 1865,
guando Armand Trousseau, um médico francés de renome, descreveu uma
tromboflebite como um sinal de adverténcia para uma malignidade visceral
previamente oculta (VARKI, 2007). A literatura destaca também que o aumento na

contagem de plaquetas esta sendo inversamente correlacionado com a



38

sobrevivéncia dos pacientes com cancer, sendo que a ocorréncia de trombocitose é
um marcador de pior prognostico (WAN et al., 2013).

Além do que foi exposto acima, a correlagdo entre plaquetas e progressao
tumoral é oportuna, tendo em vista que as plaquetas facilitam a sobrevivéncia de
células tumorais na circulagdo sanguinea. As plaguetas protegem as células
malignas do contra-ataque das células do sistema imune favorecendo, dessa
maneira, 0 extravasamento de células tumorais para outros tecidos e
consequentemente a formacdo de metastases (STEGNER; DUTTING;
NIESWANDT, 2014). A Figura 6 esquematiza essa situagao.
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@
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Figura 6 — Contribuicdo das plaquetas para a metastase dos tumores
Fonte: STEGNER; DUTTING; NIESWANDT (2014), com adaptacdes.

Ante o exposto, fica evidente a intima relacdo tanto das células imunes,
guanto das plaquetas durante as etapas de desenvolvimento e progressdo das
doencas neoplasicas, tornando fundamental demonstrar a importancia que uma
classe de moléculas sinalizadoras tem nesses processos: 0s nucleotideos ATP, ADP
e AMP e o seu nucleosideo correspondente, a adenosina (YEGUTKIN et al., 2002).

Apesar de tradicionalmente serem atribuidas aos nucleotideos ac¢des
estritamente intracelulares, atualmente esta bem estabelecido o conceito de que

essas moléculas também atuam como mensageiros extracelulares, capazes de



39

sinalizar uma série de efeitos bioldégicos (BURNSTOCK, 2006; BURNSTOCK, 2007).
Entre esses efeitos bioldgicos, é de suma importancia destacar aqueles relacionados
ao sistema de sinalizacdo purinérgica no controle das respostas imunes,
inflamatdrias e na agregacdo plaquetaria (KANTHI et al., 2014), condi¢cdes que,
como ja referido anteriormente, se relacionam em maior ou menor grau com as
doencas neoplasicas.

Devido a habilidade que os nucleotideos extracelulares tém em atuar como
fatores indutores de crescimento e proliferacdo celular (RATHBONE et al.,1999),
muitos estudos tém apontado que a sinalizacdo purinérgica pode estar envolvida
com a progressao tumoral (WHITE; BURNSTOCK, 2006).

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

Uma vez liberados, os nucleotideos interagem com receptores purinérgicos
especificos, mediando eventos de resposta imune, de inflamacdo, de agregacao
plaquetaria, entre outros (BURNSTOCK, 2007; BERGAMIN et al., 2012; DI
VIRGILIO, 2012). Esses receptores sao divididos em duas subfamilias: aqueles
acoplados a proteina G (P2Y) e aqueles ligados a canais ibnicos (P2X), sendo que,
em mamiferos, ja foram identificados oito tipos de receptores P2Y (P2Y1, P2Y2,
P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 e P2Y14) e sete tipos de receptores P2X (P2X1
— P2X7) (BURNSTOCK, 2006). A sinalizacdo purinérgica € finalizada, entdo, pela
acdo de ectoenzimas que hidrolisam os nucleotideos até os seus respectivos
nucleosideos, no meio extracelular (ZIMMERMANN, 1994).

Os nucleotideos, especialmente o ATP, atuam como moléculas sinalizadoras
endbégenas de injurias, desencadeando uma resposta do sistema imune (ZHANG;

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

Para uma melhor compreensdo do envolvimento da sinalizacado purinérgica
com o desenvolvimento neoplasico, os receptores purinérgicos denominados como
receptores do tipo P2 devem ser destacados. A literatura relata o receptor P2X7,
também conhecido como P2Z (DI VIRGILIO et al.,, 2001), como sendo um dos
receptores purinérgicos mais estudados em uma série de patologias, inclusive no
cancer (BURNSTOCK, 2008). Tudo isso se deve a sua peculiar habilidade de sofrer
uma progressiva alteracdo no seu formato, induzida pelo ATP, o que pode levar a
geracdo de um poro nao seletivo na membrana (BURNSTOCK, 2012).

A presenca do receptor P2X7 ja foi descrita em diversas células, tais como
macrofagos, células dendriticas, fibroblastos, células endoteliais e linfocitos.
Intrigante é o fato de que a ativacdo deste receptor pelo ATP, dependendo das
concentracbes extracelulares, € capaz de induzir dois efeitos antagdnicos:
proliferacdo celular, quando em baixas concentracfes, e morte celular via necrose
ou apoptose, quando em altas concentracdes (DI VIRGILIO, 2000; ADINOLFI et al.,
2005; DI VIRGILIO, 2012).

Esse receptor é também um dos principais mediadores da resposta
inflamatoria induzida pelo ATP, o que pode ter consequéncias importantes no que
tange ao avanco tumoral. Estudos recentes in vivo demonstraram que o ATP se
acumula na periferia dos tumores, podendo modular uma série de sinalizacdes que
controlam a resposta inflamatdria e que estimulam a proliferacdo tumoral
(BRAGANHOL, 2010).

Apesar das funcdes do ATP sobre os linfocitos durante os processos de
inflamacé&o e carcinogénese estarem, em parte, elucidadas, as funcdes do ADP né&o
estdo perfeitamente esclarecidas (LUTHJE, 1989), muito embora este nucleotideo
seja um importante estimulante da agregagéo plaquetaria, ativando e recrutando

plaquetas para o sitio da injaria tecidual (MARCUS et al., 2003).
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Em relacdo a ativacdo plaquetéria, os nucleotideos de adenina (ATP e ADP),
liberados pelas células danificadas e que sdo secretados pelos granulos densos das
plaguetas, contribuem para esse mecanismo agindo através dos receptores na
superficie das plaquetas. O ADP age através dos receptores P2Y1 e P2Y12. O ATP
age através do receptor P2X1. O estimulo das plaquetas pelo ADP leva a mudanca
no formato, na agregacdo e na geracdo de TxA.. A co-estimulacdo de ambos os
receptores (P2Y1 e P2Y12) é requerida para a inducdo da agregacao plaquetéria
pelo ADP (KAHNER et al., 2006), embora os ultimos estudos enfatizem que o
receptor P2Y12 parece ter maior influéncia quanto a ativacdo plaquetaria
(MOHEIMANI; JACKSON, 2012).

O estimulo do receptor P2X1 pelo ATP esta envolvido na mudanca do formato
das plaguetas e ajuda a ampliar as respostas mediadas pelos outros agonistas
(KAHNER et al., 2006). A ligagdo do ADP nos receptores P2Y1 gera a ativacao da
fosfolipase A2 que ativa a geracao de TxA.. Tanto a ativacdo dos receptores P2Y1
guanto a ligacdo do ATP nos receptores P2X (principalmente o P2X1) gera
mobilizacdo e influxo de Ca?* e mudancga no formato das plaquetas. Todos esses
fatores levam a ativacao plaquetéaria e a estabilizacdo de agregados plaquetarios ja
existentes. A Figura 7 mostra o resumo do mecanismo de ativacdo plaquetaria
gerado pelo ADP e pelo ATP de acordo com o exposto por Kahner et al. (2006) e
Moheimani e Jackson (2012).
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Figura 7 — Visao geral e simplificada sobre a sinalizacdo gerada pelo ADP e pelo

ATP nas plaquetas
Fonte: CARDOSO (2014), com adaptagdes.

Além dos nucleotideos ATP e ADP, o seu nucleosideo correspondente, a
adenosina, também é considerado uma molécula sinalizadora de dano celular,
porém com ac¢des contrarias as do ATP (BOURS et al., 2006). A adenosina, por sua
vez, medeia seus efeitos atraves de receptores de adenosina acoplados a proteina-
G. Existem quatro tipos de receptores: Al, A2A, A2B e A3, 0s quais sao proteinas
transmembrana acopladas a proteina G.

A adenosina medeia uma resposta imunossupressora e anti-inflamatoria,
atuando como agente protetor dos tecidos saudaveis contra os ataques promovidos
pelas células de defesa. Entre as a¢des imunes da adenosina, estdo incluidas a
promocao da maturacdo dos mondcitos (SPYCHALA, 2000; DUNWIDDIE; MASINO,
2001), a inibicdo da liberac&o de citocinas pré-inflamatérias (IL-2 e IFN-y) (HASKO et
al., 2009), a inibicdo da adesé&o de linfécitos a respostas inflamatérias (ODASHIMA
et al., 2005) e a inibicdo da proliferacdo de células T (SPYCHALA, 2000; GESSI;
VARANI; MERIGUI, 2007). A adenosina ainda apresenta-se como um potente
inibidor da agregacédo plaquetéaria, assim como um importante modulador do ténus
vascular (ANFOSSI et al., 2002; BOROWIEC et al., 2006).

Todavia existem controvérsias sobre os efeitos benéficos da adenosina,

havendo relatos, na literatura, de que ela apresenta propriedades pré-
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carcinogénicas, entre as quais se destacam as fun¢gbes promotoras de crescimento
tumoral, de estimulo a angiogénese e de reducdo da hipdxia tecidual, através de sua
atividade vasodilatadora, fatos que podem agravar ainda mais o estado de saude
dos pacientes que j& apresentam céancer de pulmdo (GESSI; VARANI; MERIGUI,
2007; DI VIRGILIO, 2012).

Como ja referido, a concentracdo dos nucleotideos extracelulares pode ser
modulada pela atividade de enzimas denominadas ectonucleotidases. Em nosso
laboratério, os estudos ja realizados demonstraram alteracdes na hidrélise dos
nucleotideos da adenina em patologias como: diabetes (LUNKES et al., 2003;
SCHMATZ et al., 2009; ), cancer de mama (ARAUJO et al., 2005), cancer de pulméo
(ZANINI et al., 2012; ZANINI et al., 2013), artrite reumatdide (BECKER et al., 2010),
esclerose multipla (SPANEVELLO et al., 2010), hipercolesterolemia (DUARTE et al.,
2007), infarto agudo do miocardio (BAGATINI et al., 2008), cardiopatia isquémica
(BAGATINI et al., 2011), dentre outras (SCHETINGER et al., 2007).

Nesse processo, diferentes familias de ectoenzimas trabalham de forma
orquestrada, dentre as quais estdo incluidas as ectonucleosideo trifosfato-
difosfoidrolases (E-NTPDase), as ectonucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterases (E-
NPP), as ecto-5-nucleotidase e as fosfatases alcalinas (ZIMMERMANN 2001;
ROBSON; SEVIGNY; ZIMMERMANN, 2006) (Figura 8).

ECTONUCLEOTIDASES
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Figura 8 — Topografia de membrana das diferentes familias de enzimas que
compdem o grupo das ectonucleotidases

Fonte: <www.crri.ca/sevigny.html/>, com adaptacdes.
As E-NTPDases constituem uma classe de ectoenzimas ancoradas a
membrana plasmatica via dominios hidrofébicos, com o sitio ativo voltado para o

meio extracelular. Essas enzimas sao caracterizadas pela sua capacidade de
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hidrolisar nucleotideos tri e difosfatados (ZIMMERMANN, 2001), pela sua
dependéncia de cations divalentes para exercer sua atividade catalitica (PLESNER,
1995) e por apresentarem um alto grau de similaridade na sua sequéncia de
aminoacidos, particularmente dentro de cinco regides, conhecidas como “regides
conservadas da apirase” (ACRs) as quais sdo extremamente importantes para a

atividade catalitica (ZIMMERMANN, 1999) (Figura 9).
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Figura 9 — Topografia de membrana das ectonucleotidases
Fonte: ZIMMERMANN (2001), com adaptacdes.

Ja foram identificados oito membros da familia das E-NTPDases, quais
sejam, NTPDase 1 a 8, sendo que cada uma delas difere entre si quanto a
especificidade ao substrato (Quadro 2), a distribuicédo tecidual e a localizac&o celular
(SHI et al., 2001; ZIMMERMANN, 2001; BIOGENNESE et al., 2004).

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

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

NTPDase em vertebrados
Fonte: ZIMMERMANN (2001), com adaptac¢des.
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As NTPDases 1, 2, 3 e 8 sdo ligadas a membrana da superficie plasmatica
por meio de dois dominios transmembrana N e C-terminal citoplasmaticos,
apresentam o sitio catalitico voltado para a face extracelular e sdo as principais
responsaveis pela metabolizagcdo dos nucleotideos no meio extracelular. As
NTPDase 4, 5, 6 e 7, por sua vez, exibem localizagdo intracelular (ROBSON;
SEVIGNY; ZIMMERMANN, 2006) (Figura 10).

MNTFDazed ¢
RN | |

MNTPDaze?
(NTP===MNDP)

MTPDased
m  (NTF=NDE]

NTFDased
UDP=GDP=CDP}

Figura 10 — Membros da familia das NTPDases
Fonte: ROBSON; SEVIGNY; ZIMMERMANN (2006), com adaptagées.

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

Essa enzima tem a capacidade de hidrolisar nucleotideos extracelulares di e
trifosfatados, preferencialmente ATP e ADP (LEAL et al., 2005) e, desse modo, nos
processos inflamatorios mediados por linfocitos a regulacdo da atividade da
NTPDase poderia ser usada como marcador de ativacdo dos mesmos durante a
resposta imune (BARANKIEWICZ; DOSCH; COHEN, 1988).
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Atualmente, muita atencdo tem sido direcionada para o papel da NTPDasel em
contribuir para propriedades anti-inflamatorias das células T. As propriedades
imunomodulatérias das células T regulatérias (Treg) tém sido atribuidas, em parte, a
expressdo da NTPDasel, resultando na degradacdo do ATP a adenosina, a qual
estimula os receptores A2A nas células T efetoras ativadas culminando em
imunossupressao (KANTHI et al., 2014). Além disso, a presenca da NTPDasel na
superficie celular parece proteger as células T contra a apoptose induzida pelo ATP
e existe uma correlagdo positiva entre a atividade das ectonucleotidases e a
ativacao dos linfocitos (DOMBROWSKI et al., 1998; KANTHI et al., 2014).

A familia das E-NPPs (EC 3.1.4.1) consiste de sete membros (E-NPP1-7), mas
apenas a E-NPP1, 2 e 3 tem a capacidade de hidrolisar nucleotideos (STEFAN;
JANSEN; BOLLEN, 2006). As E-NPPs hidrolisam o ATP diretamente a AMP, e,
desta forma, podem cancelar a sinalizacéo através dos receptores P2. Assim como
as NTPDases, as E-NPPs também encontram-se amplamente distribuidas no
organismo (KUKULSKI, LEVESQUE; SEVIGNY, 2011).

A familia da 5’-nucleotidase possui sete membros, seis citosolicos e uma ecto-
enzima, a ecto-5-nucleotidase (EC 3.1.3.5, também conhecida como CD73)
(YEGUTKIN, 2008). A principal funcdo dessa enzima é a geracdo de adenosina
extracelular, a partir do AMP, sendo responsavel pela ativacdo dos receptores P1.
Essa ativacdo pode ser cancelada através da acdo das enzimas purina nucleosideo
fosforilase (PNP) e adenosina desaminase (ADA) (KUKULSKI, LEVESQUE;
SEVIGNY, 2011).

A ADA (ADA - E.C.3.5.4.4), assim, faz parte do conjunto de enzimas
responsaveis pela degradacdo sequencial dos nucleotideos e nucleosideo de
adenina (YEGUTKIN, 2008). Esta enzima catalisa a deaminacédo irreversivel da
adenosina e da desoxiadenosina em inosina e desoxinosina, respectivamente
(BLACKBURN; KELLEMS, 2005; SPYCHALA, 2000).

A figura 11 apresenta a cascata de hidrolise de nucleotideos e nucleosideo da

adenina de forma resumida.
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Figura 11 — Cascata de ectoenzimas responsaveis pela hidrolise de nucleotideos de

adenina e adenosina
FONTE: Yegutkin (2008), com adaptacdes.

Em conjunto, as ectoenzimas descritas acima sao capazes de regular a
concentracdo extracelular dos nucleotideos e nucleosideo de adenina que sé&o
importantes sinalizadores dos eventos inflamatérios e tromboticos (YEGUTKIN,
2008), os quais apresentam ampla relacdo com o desenvolvimento dos tumores.

De outro vértice, sabe-se que o0s tecidos que apresentam processos
inflamatorios cronicos fornecem um microambiente rico em células inflamatorias, em
fatores de crescimento para a proliferacdo celular e em espécies reativas de
oxigénio (EROs). As EROs, como o anion superdoxido (O27), o peréxido de
hidrogénio (H202), o radical hidroxila (OH®) e outros oxidantes, formam-se
fisiologicamente em proporcdes controladas por mecanismos de defesa celular.
Porém, em algumas condicbes patologicas, como nos processos inflamatorios
cronicos, essa producdo de EROs pode aumentar substancialmente, resultando em
estresse oxidativo (SCHMATZ, 2011).

O estresse oxidativo € um estado de desequilibrio entre a producdo de
radicais livres, em particular as EROs, e a capacidade de defesa do organismo
contra essas espécies. Quando ha um favorecimento a produgcdo de EROs e um

quadro de estresse oxidativo é instalado, a transformacéo progressiva de células
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para a sua forma maligna ocorre mais facilmente, proporcionando um aumento na
frequéncia de mutacdes pelos danos ao DNA e, consequentemente, um aumento no
risco de desenvolvimento de neoplasias (ARDIES, 2003; COOK et al., 2004; GOTO
et al., 2007).

As EROs apresentam potencial para causar danos irreversiveis em
biomoléculas importantes, tais como lipideos de membrana, proteinas e DNA,
através de sua capacidade de induzir alteracdes bioquimicas (TANIYAMA;
GRIENDLING, 2003; WU et al., 2004) (Figura 12).
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Figura 12 — Dano oxidativo as macromoléculas biologicas
Fonte: TORRES (2003), com adaptac¢es.

E importante frisar que as células do tumor sdo conhecidas por serem 0s
principais responsaveis pela producdo e liberacdo de EROs na circulacao
(KLAUNIG; KAMENDULIS, 2004) e, para tanto, varios mecanismos que conduzem
ao estresse oxidativo foram propostos em pacientes com cancer, dentre eles
encontramos alteracdes no metabolismo energético (BAKAN et al., 2003), a
inflamacé&o crénica ndo-especifica (KAYNAR et al., 2005) e por fim o uso de drogas
antineoplasicas (GUPTA et al., 2009).

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

iniciagdo, promogao e progresséao tumoral (Figura 13).
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Figura 13 — Nivel de efeitos carcinogénicos versus nivel de radicais livres nos varios

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

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

Nesse contexto, destaca-se a enzima &-aminolevulinico desidratase (&6-ALA-
D, E.C. 4.2.1.24) que tem sido utilizada, juntamente com parametros de estresse
oxidativo, como biomarcador de danos oxidativos e de alteracbes nos processos
metabolicos em diversas patologias, ja que ela é uma enzima de natureza sulfidrilica
e uma diminuicdo na sua atividade esta relacionada com a superproducédo de EROs
(SOUZA, 2004).

A enzima citoplasmatica 8-ALA-D, também conhecida como porfobilinogénio
sintase ou 5-aminolevulinato hidroliase foi isolada na década de 50. Esta enzima é
uma metaloproteina que catalisa a formacdo do composto monopirrdlico,
porfobilinogénio (PBG), através da condensacdo e ciclizacdo assimétrica de duas
moléculas de acido delta-aminolevulinico (6-ALA) com perda de duas moléculas de
agua. Assim, por participar da biossintese de moléculas tetrapirrilicas, a 6-ALA-D
tem acgdo constituinte de grupos prostéticos de importantes proteinas fisiologicas

como a hemoglobina e os citocromos (SCHMATZ et al.,, 2012). Como referido
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anteriormente, pela origem sulfidrilica da 6-ALA-D, os seus residuos de cisteina séo
sensiveis a metais pesados - como os constituintes do cigarro - moléculas de
oxigénio e outros agentes oxidantes que induzem a formacéo de ligagbes dissulfeto
e levam a inibicdo enzimatica (KADE et al., 2009).

Além da insuficiente producdo do tetrapirrol heme, a inibicdo da &-ALA-D
pode resultar no acumulo do seu substrato 8-ALA no sangue, o qual esta
relacionado com a superprodugdo de EROs. O 8-ALA pode sofrer enolizagcédo e
oxidacao na presenca de metais em pH fisiologico, produzindo radical superéxido,
peréxido de hidrogénio e radical hidroxila (BECHARA et al., 1996; ROCHA et al.,
2003). Trabalhos recentes tém indicado que em patologias associadas com o
estresse oxidativo, tais como o cancer (GONCALVES et al., 2005), a insuficiéncia
renal cronica (SILVA et al., 2007) e o diabetes (KADE et al., 2009; SCHMATZ et al.,
2012), ocorre uma inibicdo da atividade da d-ALA-D, ao mesmo tempo que ocorrem
danos oxidativos.

Na tentativa de reparar os efeitos nocivos das EROs o0s sistemas
antioxidantes ganham destaque. Por definicAo, uma substancia antioxidante é
aquela capaz de inibir a oxidacdo ou, entdo, é qualquer substancia que, mesmo
presente em baixa concentracdo se comparada ao seu substrato oxidavel, diminui
ou inibe a oxidacdo daquele substrato. Do ponto de vista biolégico, pode-se também
definir antioxidantes como compostos que protegem os sistemas biolégicos contra
os efeitos deletérios dos processos ou das reacfes que levam a oxidacdo de
macromoléculas ou estruturas celulares (VALKO et al.,, 2007). Esta definicdo
engloba compostos de natureza enzimatica e ndo enzimatica (VALKO et al., 2007).

Entre os antioxidantes enzimaticos, 0 sistema composto pela atividade de
enzimas superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) € o mais eficiente
(BONNEFOY et al., 2002), cumprindo destacar que a detoxificacdo das EROs
envolve um mecanismo de elevada sincronia, em que as enzimas antioxidantes
atuam de maneira cooperativa.

A funcdo da SOD foi descoberta em 1969 por McCord & Fridovich, o que
propiciou um grande avanco das pesquisas ha area de toxicidade do oxigénio,
existindo trés classes de superoxido dismutase: Fe-SOD, CuzZn-SOD e Mn-SOD. A
CuZn-SOD e a Mn-SOD encontram-se em eucariotos e a Fe-SOD apenas em
procariotos. A SOD dependente de cobre e zinco encontra-se no citoplasma celular

e nos fluidos extracelulares, onde é secretada pelas células endoteliais; ja a Mn-
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SOD é uma enzima mitocondrial tetramérica, apresentando um atomo de manganés
por subunidade (SEIZI, 2003).

A SOD esta presente em todos os organismos aerdbicos, cabendo a ela
catalisar a dismutagdo do O~ a H202, que € menos reativo. O H20. gerado pela

SOD agora podera ser degradado por outras enzimas, como a CAT (Figura 14)
(MCCORD; FRIDOVICH,1969; FARBER,1990).
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Figura 14 — Mecanismo enzimatico antioxidante
Fonte: NORDBERG; ARNER (2001), com adaptacdes.

A CAT é uma enzima tetramérica composta por quatro subunidades idénticas,
gue contém um Uunico grupo ferroprotoporfirina por unidade. Essa enzima é
encontrada no sangue, medula 0ssea, mucosas, rim e figado e sua atividade é
dependente de NADPH (FERREIRA; MATSUBARA, 1997), reagindo eficientemente
com o H2Oz para formar agua e oxigénio molecular (MATTES et al., 1999).

Além das defesas antioxidantes enzimaticas, também possuem grande
relevancia no controle dos processos oxidativos os antioxidantes ndo enzimaticos.
Sabe-se que o0 organismo tem a capacidade de produzir compostos que apresentam
grande capacidade de defesa antioxidante, direta ou indireta, atuando a fim de
manter o estado de equilibrio celular (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000). E
especialmente importante destacar, entre os antioxidantes ndo enzimaticos, 0s
compostos contendo grupos sulfidrila (SH), chamados tidis, cuja capacidade para
evitar a oxidacao se deve, geralmente, ao atomo de enxofre que pode facilmente
acomodar a perda de elétron para estabilizar um radical livre, sem tornar-se reativo
(KAROUI et al., 1996; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; MASELLA et al., 2005).
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A glutationa reduzida (GSH) é o tiol ndo-protéico mais abundante nas células
animais (MEISTER; ANDERSON, 1983), sendo formada por cisteina, glicina e
residuos de &cido glutdmico e cuja capacidade redutora é determinada pelo
grupamento -SH presente na cisteina. A GSH pode ser considerada, entdo, um dos
agentes mais importantes do sistema de defesa antioxidante da célula, protegendo-a
dos processos de iniciagao tumoral (VALKO et al., 2007), a literatual atual, contudo,
tem destacado que o aumento dos niveis de glutationa em pacientes com cancer
pode estar associado a uma maior resisténcia dos tumores a quimioterapia,
condicdo que poderia prejudicar o tratamento anticancer desses pacientes
(ESTRELA; ORTEGA; OBRADOR, 2006; ZANINI et al., 2014).

Além dos tidis, outros antioxidantes ndo enzimaticos que destacamos nesse
estudo séao a vitamina C (VIT C) e da vitamina E (VIT E). A VIT C é um composto
hidrossoluvel, presente em grande parte dos vegetais e frutos, e desempenha papel
fundamental nas reagcdes de oxi-reducdo nas células, agindo como um transportador
de hidrogénio ou como um captador de moléculas isoladas de oxigénio (O32). A
vitamina C é amplamente utilizada na clinica meédica, sendo importante no
tratamento de patologias como o céancer. A VIT E, por sua vez, apresenta
propriedades lipossollveis e caracteriza-se por inibir a oxidacdo de lipideos
insaturados, funcionando como um doador de elétrons e, como tal, reage
diretamente com os radicais livres. A VIT E atua sinergicamente com a glutationa
peroxidase, sendo dependente de selénio e da glutationa, e com a VIT C, reduzindo
a vitamina E oxidada e deixando-a novamente com acao antioxidante (ALMEIDA,
2008).

Assim, tanto as defesas antioxidantes enzimaticas quanto as ndo enzimaticas
sdo extremamente importantes, uma vez que a supresséao direta de radicais livres
(pré-oxidantes) proporciona maxima protecdo para o0s sitios biologicos, podendo
prevenir, dessa maneira, o desenvolvimento de doencas associadas ao estresse
oxidativo, inclusive o cancer de pulmao (MASUTANI, 2000; BRIGELIUS-FLOHE et
al., 2002).

Neste contexto, considerando-se: a) o0 envolvimento dos processos
inflamatérios no desenvolvimento do cancer; b) o importante potencial
imunomodulador e tromborregulador desempenhado pelos nucleotideos e
nucleosideo de adenina; e c) a participacdo dos processos oxidativos celulares no

desenvolvimento e na progressdo das doencas neoplésicas, torna-se de
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fundamental importancia avaliar biomarcadores dos processos inflamatérios como
as interleucinas; a atividade de ectonucleotidases tais como a E-NTPDase, a ecto-5'-
nucleotidase e a E-ADA, além de marcadores de estresse oxidativo em pacientes
com cancer de pulmdo, uma vez que esses parametros estdo amplamente

envolvidos na fisiopatologia dessa doenca.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

v

Verificar a atividade de enzimas do sistema purinérgico e analisar biomarcadores

inflamatorios e de estresse oxidativo em pacientes com cancer de pulmao.

2.2 Objetivos especificos

v

Avaliar os niveis séricos de citocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatérias em
pacientes com neoplasia pulmonar;

Verificar a atividade da enzima E-NTPDase e a expressdo do CD39 em
plaquetas, bem como a agregacdo plaquetaria de pacientes com cancer de
pulméo;

Determinar as atividades da E-NPP, da E-5-nucleotidase e da E-ADA em
plaquetas de pacientes com cancer de pulméao;

Determinar a atividade da enzima ©&-ALA-D eritrocitaria dos pacientes com
neoplasia pulmonar;

Determinar os niveis de TBARS em plaquetas e 0s niveis de Espécies Reativas
no soro dos pacientes com cancer de pulmao;

Verificar a atividade de enzimas antioxidantes como a SOD e a CAT em
plaquetas, assim como 0s niveis de antioxidantes ndo enzimaticos, tais como 0s
tiois totais e tidis ndo protéicos em plaquetas, a VIT C no plasma e a VIT E no
soro dos pacientes citados acima.



APRESENTACAO

Os resultados desta Tese estdo apresentados sob a forma de um manuscrito
e dois artigos publicados, os quais encontram-se no item “MANUSCRITO E
ARTIGOS”. As segbes Introducdo, Materiais e Métodos, Resultados, Discusséo,
Conclusdo e Referéncias encontram-se nos préprios artigos e no manuscrito e
representam a integra deste estudo.

Os itens DISCUSSAO e CONCLUSOES, encontrados no final desta Tese,
apresentam interpretacbes e comentarios gerais a respeito dos resultados
apresentados no manuscrito e nos artigos contidos neste trabalho. As
REFERENCIAS referem-se somente as citagdes que aparecem nos itens
INTRODUCAO e DISCUSSAO desta tese.
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ABSTRACT

Objectives: Inflammation normally functions to maintain tissue homeostasis in
response to tissue stressors such as infection or tissue damage. By contrast, chronic
inflammation has been shown to contribute to development and progression of
malignancies as cancer. By this reason, the aim of this study is to examine serum
levels of pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines such as Interleuckin (IL) 6,
IL-17, IL-4, IL-2, IL-10, Interferon-y (INF-y) and Tumor Necrosis Factor (TNF) of
patients with lung cancer in advanced stage of the disease, since these molecules
are widely involved in different stages of carcinogenesis.

Methods: Blood samples were collected from patients (n=13) previously treated for
lung cancer with chemotherapy. Patients were classified as stage IV according to the
Union for International Cancer Control (UICC).

Results: Patients showed a significant increase in the IL-6 serum levels when
compared to the control group. Furthermore, serum levels of IL-17 were significantly
lower in patients with lung cancer when compared to the control group. Were not
observed differences in the others cytokines levels between the patient group and
the control group.

Conclusions: We can suggest that the increase in serum IL-6 may be contributing to
the progression of lung cancer whereas the decreased levels of IL-17 may be a

factor related to the advanced stage of the disease in these patients.

Keywords: Lung cancer; Inflammation; Cytokine; Interleuckin 6; Interleuckin 17.
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INTRODUCTION

Lung cancer presents an incidence estimated at 1.4 million of new cases per
year and has been the most common cancer in the world for over two decades [1, 2].
Approximately 80% of all lung cancer cases are non-small cell lung carcinoma
(NSCLC), such as squamous cell carcinoma, adenocarcinoma or large -cell
carcinoma. Thus, NSCLC may be considered the leading cause of cancer death
worldwide [3, 4].

The survival time of patients with NSCLC remains poor because lung cancer
patients are typically diagnosed in the severe stage of the disease. The five-year
survival rate is less than 15% even with combined treatment including surgery,
chemotherapy, radiotherapy and targeted therapy, mostly because of the metastasis
of lung cancer cells [3, 5].

There are various risk factors for lung cancer, including asbestos, radon,
occupational exposure, environmental exposure and genetic factors [5]. However,
since the report by Doll and Hill in 1950, tobacco smoking has been recognized as
one of the most important risk factors for lung cancer, which accounts for 80% of the
attributed risk among men and for 47% of the cases among women [6], which
corroborates the incidence rates of lung cancer are generally higher among men than
among women [5].

Cigarette smoking represents the best-known risk factor in lung cancer by
promoting common pathogenic mechanisms such as oxidative stress and
inflammation [7]. In this context, as early as 1863, Rudolf Virchow observed that
tumor tissues are infiltrated by immune cells. He was also the first researcher to

hypothesize a direct link between inflammation and cancer [8].
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About 15% of human cancers are estimated to arise from sites of infection or
chronic inflammation. Moreover, the majority of solid tumors exhibit infiltration by
immune cells and release pathological levels of cytokines into the surrounding tissue
and/or into the bloodstream [9]. The local effect of cytokines released into the tumor
microenvironment has been reviewed extensively, showing to present an interaction
that affects the tumor growth and the remodeling of the tumor microenvironment [9].

Since lung cancer remains a highly lethal disease, the alarming data on the
incidence and mortality of lung cancer challenge researchers to propose
mechanisms and elucidate factors involved in the development and progression of
this destructive disease. Knowing that chronic inflammatory processes are intimately
related to the development and progression of tumors, to verify serum levels of some
cytokines as well as interleuckin (IL) IL-6, IL-17, IL-4, IL-2, IL-10, Interferon-y (INF-y)
and Tumor Necrosis Factor (TNF) from patients with lung cancer becomes extremely
important to clarify some pathways involved in the pathophysiology of this

malignancy.

2 MATERIALS AND METHODS
2.1 Patient selection

The group of patients was composed of 13 individual diagnosed with lung
cancer of non-small cell at the University Hospital of Santa Maria. Patients had stage
IV of disease, according to Union for International Cancer Control (UICC) and were
under treatment with antineoplastic cisplatin and gencitabine. Their blood sample
was collected without an anticoagulant vaccutainer tubes for serum obtation, when
the patients had scheduled appointments in the field of Hematology/Oncology,
University Hospital of Santa Maria. The control group was composed of 13 healthy

individuals and with the same age of the patient group. All subjects gave written
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informed consent to participate in the study. The protocol was approved by the
Human Ethics Committee of the Health Science Center from the Federal University of

Santa Maria under the number 0061.0.243.000-10.

2.2 Haematological profile
The hematological profile as the erythrocyte count, hemoglobin levels,
leukocyte and platelet count of patients with lung cancer, enrolled in this study, were

obtained through the analysis of exams archived in medical folders of patients.

2.3 Blood serum samples
Blood was collected in vaccutainer tubes without an anticoagulant system and
centrifuged at 5000 rpm for 10 min. The precipitate was discarded and the serum

was used to determine the cytokines levels.

2.4 Determination of cytokine levels in serum

The cytokines: IL-6, IL-17, IL-4, IL-2, IL-10, INF-y and TNF, in the serum of
the group of patients with lung cancer as well as of the control group were
determined according to the method Cytometric Bead Array (CBA), using specific kits

to this method, as described for Morgan et al. [10].

2.5 Statistical analysis

For the statistical values, we used t-student test. Results were considered

significant at P<0.05 and are expressed as mean + standard deviation.
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3 RESULTS
3.1 Patient characteristics

The classification of patients with lung cancer enrolled in this study regarding
gender, age, antineoplastic drugs, classification of disease stage and data related to
the smoking habits of patients with lung cancer is shown in Table 1. Most of the
patients involved in this study were male (77 %), over 60 years old and all patients
involved in this study were smokers and smoked cigarettes for at least 40 years. All
the patients were diagnosed with lung cancer in stage 1V, according to the Union for
International Cancer Control (UICC). Regarding the control group, the average age
was matched with the patients group, the subjects had no disease and were not
smokers (data not show). Table 2 presents additional clinical data, such as
erythrocyte count, hemoglobin levels, total leukocyte count and platelet count of the

patients involved in this research.

3.2 IL-6, IL-17, IL-4, IL-2 serum levels

The IL-6, IL-17, IL-4, IL-2 serum levels are shown in Figure 1. We observed an
increased in the IL-6 serum levels in lung cancer patients when compared with the
control group (P<0.005). A decreased of 27 % in the IL-17 serum levels in lung

cancer patients was observed when compared with the control group (P<0.05).

3.3 IL-10 serum level
To continue the study, we measured the levels of anti-inflammatory cytokine -
IL-10. The level of IL-10 is show in Figure 2. No change in this parameter was

observed between groups.
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3.4 INF-y and TNF serum levels
In addition, other inflammatory markers were also checked. INF-y and TNF

serum levels are shown in Figure 3. The levels of these cytokines were not

significantly different between the group of patients with lung cancer and the control

group.

4 DISCUSSION

Lung cancer is the leading cause of cancer morbidity and mortality
worldwide, with almost 1.6 million new cases of lung cancer per year (13% of total
cancer morbidity) and 1.4 million deaths per year (18% of total cancer mortality) [1].
The incidence of lung cancer in Brazil has increased in recent decades, and lung
cancer mortality remains high, similar to what is seen in the rest of the world [5].

In Brazil, lung cancer is the leading cause of death from cancer among men
and the second leading cause of cancer death among women, and despite the
increasing incidence of the disease in women, lung cancer presents much more
incident in men [5]. Closely related to the development of lung cancer is smoking and
epidemiological evidence indicates that globally 1 billion men and 250 million women
smoke every day [1].

This close association between smoking and the development of lung cancer
can also be identified in our study, since all patients involved in this study smoked
large quantity of cigarettes for at least 40 years. This characteristic was also
observed in previous studies of our research group showing that the great majority of
patients who had lung cancer had smoked for a long time [12-14]. Literature reports

that approximately 87% of lung cancer cases are tobacco exposure-related and the
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relative risk of developing lung cancer is 24 times higher among smokers than
among nonsmokers [5].

Over 4.000 chemicals and as many as 60 carcinogenic substances have
been identified in tobacco smoke. The main classes of carcinogenic compounds
found in tobacco smoke include polycyclic hydrocarbons, such as benzopyrene,
nitrosamines and aromatic amines [1]. These substances can promote damage to
the deoxyribonucleic acid (DNA) by activating procarcinogenic compounds, inactivate
tumor suppressor genes, promote angiogenesis and promote significant pro-
inflammatory effects through the stimulation of the expression of the enzyme
cyclooxygenase 2 (COX-2) in a wide variety of cells, such as T cells, lung cancer
cells and cell squamous head and neck [15].

Chronic inflammation has been shown to contribute to tumorigenesis at all
stages. It contributes to cancer initiation by generating genotoxic stress; to cancer
promotion by inducing cellular proliferation, and to cancer progression by enhancing
angiogenesis and tissue invasion [16]. In addition, studies suggest that tumor cells
may modulate the immune response in their favor by the secretion of cytokines.
Interleukin-6 (IL-6) is one of the best-characterized protumorigenic cytokine [17],
wherein, the model proposed in 2008, by Chen et al., shows that the tumor cells,
through the production of pro-inflammatory cytokines such as IL-6, recruit immune
cells to the tumor microenvironment and enable tumor progression through the
production of cytokines [18].

Our study demonstrated that patients with lung cancer, in advanced stage
of the disease, present higher levels of IL-6 when compared to the control group
(Figure 1). This result is in accordance with the work cited above and other

researchers which also showed increased levels of IL-6 in tumors such as breast
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tumors and bone metastases [19], liver, pancreatic, gastric, colorectal and others
[17].

The IL-6 plays an important role in angiogenesis and tumor invasion since
this molecule induces activation of the oncogenic signal STATS3, resulting in
prosurvival and proangiogenetic gene upregulation. IL-6 is also an important
regulator of cell survival, providing tumor cells with the ability to escape cell death
induced by stress and cytotoxic drugs [17].

Besides the involvement of IL-6 in the development and progression of
tumors, IL-17, the most important cytokine secreted by Th17 cells, plays a significant
role in the immune response against viruses, extracellular bacteria and fungi, as well
as in the pathogenesis of inflammatory diseases such as lung cancer [20]. In our
study, we found a decrease in the serum levels of IL 17 in patients with lung cancer
in stage IV of disease compared with the control group (Figure 1). IL-17 stimulates
the production of inflammatory cytokines, such as IL-6, IL-18, chemokines (CXCL1,
CXCL5, CXCL6, CXCL8) in endothelial cells and cancer cells that may induce
proliferation and chemotaxis of vascular endothelial cells, which promotes tumor
growth. Furthermore, IL-17 influences the proliferation of tumor cells by the
stimulation of new vessels formation due to its pro-inflammatory as well as
angiogenic activities [20].

However, the functions of IL-17 in tumorigenesis are yet unclear. Some
studies have shown that IL-17 may have anti-tumor action, since IL-17 stimulates the
maturation of dendritic cells by increasing the surface expression of major
histocompatibility complex (MHC) class Il molecules and the stimulation of production
of IL-12 in macrophages, by IL-17, leading to the activation of cytotoxic T

lymphocytes and thereby performing an anti-tumor role [20-22].
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In agreement with our results, Wang et al. [23] showed a significant
decrease in the percentage of Th1l7 cells in advanced stages of colorectal adenoma
and colorectal carcinoma compared to that in healthy controls. Due to the fact that
the Th17 cells are mainly responsible for the secretion of IL-17, the serum levels of
IL-17 may be diminished because of the smaller number of Th17 cells in advanced
stages of cancer, such as in the aforementioned study with colorectal cancer. This
may also be occurring in our patients in view of the advanced stage of development

of lung cancer.

Apart from the involvement of IL-6 and IL-17 in tumorigenesis, the IL-10

also presents important correlation with tumor development, despite of our results for
the levels of IL-10 are not different between the patient and control group. Although
the relationship between this IL and cancer has been studied extensively, the
ultimate role of IL-10 in tumor biology remains unclear. The literature shows that IL-
10 can favor tumor growth in vitro by stimulating cell proliferation and inhibiting cell
apoptosis IL-10 but can also inhibit tumor-induced angiogenesis and enhance the
production of tumor-toxic molecules [e.g., nitric oxide (NO)], which leads to tumor
regression in some preclinical models [24].

In relation to INF-y, this cytokine is an important protective factor against the
development of tumors. The INF-y exerts antitumor action by exert direct anti-
proliferative and anti-metabolic effects on a wide variety of tumor cell, and other
evidence indicates that at least some of the anti-tumor effects of INF-y may be
mediated through a mechanism involving inhibition of angiogenesis [25]. As our study
showed no difference in the levels of INF-y between the group of patients with lung
cancer and the control group, this protective effect of INF-y is not occurring

satisfactorily.
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In addition, the TNF is an extraordinarily pleiotropic cytokine with a central
role in immune homeostasis, inflammation, and host defense. As can be seen in the
results section, no differences in TNF level between patients and control group was
observed in this study. However, it is worth noting that dependent on the cellular
context, TNF can provide pro or antitumoral effects, since it can induce diverse
effects such as apoptosis, necrosis, angiogenesis, immune cell activation,
differentiation and cell migration. These processes are of great relevance in tumor
immune surveillance and also play crucial roles in tumor development and tumor
progression [26].

In summary, the influence of cytokines leves and inflammation on
tumorigenesis is evidently significant. Therefore, verifying which cytokines may be
contributing to the favoring tumor development, in patients with lung cancer in
advanced stages, is of fundamental importance so that new strategies can be

developed to prevent the advance of the disease.

5 CONCLUSIONS

For the first time it is demonstrated here that patients with NSCLC, in IV stage
of disease, show alterations in the serum levels of IL-6 and IL-17. These changes
are closely related to the development and tumor progression and are probably

contributing to the process of tumorigenesis in the patients with lung cancer.
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Table 1

Patient characteristics

Men Women
Number of patients 10 (77%) 3 (33%)
Mean age 68+14 years 6119 years
Medication
cisplatin and gencitabine 8 patients 1 patients
gencitabine 2 patients 2 patients
Staging
\Y 10 patients 3 patients
Smokers 10 patients 3 patients
Duration of smoking 45+3 years 40+2 years
Cigarette consumption 65+4 m/a* 4915 m/a*

*m/a: packs per year

69



Table 2

Hematological profile of patients

70

Parameter

Erythrocytes (million/mm?3)
Hemoglobin (g/dL)
Hematocrit (%)

HCM

CHCM (g/dL)

VCM (fL)

RDW (%)

Leukocytes (/uL)

Platelets (/uL)

4,0+0,20
11,1 +0,35
33,4+1,25
30,1+0,38
32,8 £0,25
88,0 +£1,20
15,8 +0,34
8.900 + 547

340.000 + 28.900

In the table are the averages * standard deviation of blood parameters observed in

patients with lung cancer.

HCM: mean corpuscular hemoglobin;
concentration; VCM: mean corpuscular volume; RDW: Red Cell Distribution Width

CHCM: Mean corpuscular hemoglobin
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Figure 1. IL-6, IL-17, IL-4 and IL-2 serum levels of patients with lung cancer. Results

are expressed as mean = standard deviation (n=13). * P<0.05 and ** P<0.005
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Figure 2. IL-10 serum levels of patients with lung cancer. Results are expressed as
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Figure 3. INF-y and TNF serum levels of patients with lung cancer. Results are

expressed as mean = standard deviation (n=13)
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ABSTRACT

Background: The nucleotides and nucleosides of adenine are signaling molecules related to
thromboregulation and modulation of immune responses in patients with malignancies. Thus, this
study aims to determine NTPDase, 5'-nucleotidase, ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase
(E-NPP) and adenosine deaminase (ADA) activities in the platelets of patients with lung cancer.
Methods: We collected blood samples from patients (n=33) previously treated for lung cancer with
chemotherapy. Patients were classified as stage [llb and IV according to the Union for International
Cancer Control (UICC).

Results: Patients showed a significant decrease in the hydrolysis of adenosine diphosphate (ADP) and
adenosine, whereas the adenosine monophosphate (AMP) hydrolysis and platelet aggregation were
significantly increased in this group. Adenosine triphosphate (ATP) hydrolysis did not show significant
results between the group of patients and the control group.

Conclusions: We may suggest that ectonucleotidases as well as ADA are enzymes involved in
thromboembolic events but especially here we may see that they are also directly involved in the

generation of adenosine formation in the cancer patient circulation.

@ 2011 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

The number of cancer cases has increased significantly, mainly
from the last century, becoming one of the most important public
health problems worldwide [1]. Lung cancer, a rare disease in the
early 20th century, has become the most deadly neoplastic disease
in the world [2].

Lung cancer is a disease with uniform behavior because it
includes several histological types with different biological activity
and aggressiveness. The major subdivision proposal for lung cancer
is between undifferentiated carcinoma and small cell carcinoma
non-small cell, which is the most frequent in the population [3].

Patients affected by neoplastic diseases present a series of
physiological changes, including the occurrence of thrombotic and
inflammatory processes. The adenine nucleotides ATP, ADP and
AMP and their corresponding nucleoside, adenosine, are signaling
molecules related to thromboregulation and modulation of

* Corresponding author. Tel.: +55-55-3220-9557; fax: +55 55 32208978
E-mail address: mariachitolina@gmail.com (M.RC. Schetinger).

0753-3322/% - see front matter @ 2011 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
doi:10.1016/j.biopha2011.09.003

immune responses [4,5]. Thus, to verify the activity of the enzymes
responsible for the degradation of these nucleotides in the
extracellular environment is of paramount importance.

Associations between cancer and venous thromboembolic
processes have been reported in medical literature [6]. According
to Donati and Falanga, cancer patients may exhibit increased
platelet activation, and the NTPDase (EC 3.6.1.5, CD39), which is a
membrane-bound enzyme in platelets, is closely linked to this
process.

NTPDase is responsible for the hydrolysis of ATP and ADP to
AMP and it plays an important role in controlling blood flow by
regulating the catabolism of ADP. Moreover, it is known that
micromolar concentrations of ADP are sufficient to induce platelet
aggregation in humans [7]. ATP, at high concentrations, is a
competitive inhibitor of the actions mediated by ADP [8] and
presents proinflammatory functions through the stimulation and
proliferation of lymphocytes as well [9].

Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase (E-NPP-
EC 3.1.4.1) plays various physiological roles, highlighting the
recycling of nucleotides, regulation of extracellular pyrophosphate
and stimulation of cell motility [10]. Currently, it is described as a



78

D. Zanini et al /Biomedicine & Pharmacotherapy 66 (2012) 40-45 41

new focus within the purinergic signaling in the control of platelet
activation because it is located together with the NTPDase and
ecto-5"-nucleotidase on the surface of these cells. Thus, the E-NPP
enzyme is also involved in the hydrolysis of ATP and ADP, leading
to the production of nucleotide monophosphate [11].

The enzyme 5'-nucleotidase (EC 3.1.3.5, CD73) hydrolyzes AMP
generating adenosine and thus completing the metabolism of ATP
[12].Adenosine is a potent inhibitor of platelet aggregation and an
important modulator of vascular tone [13]. It acts as a protective
agent in tissues, playing a vital role in the immune system by
promoting the maturation of monocytes [14,15]. Furthermore,
adenosine has potent antiinflammatory and immunosuppressive
activities by inhibiting the proliferation of T cells through the
activation of A2A receptors and release of proinflammatory
cytokines [16].

However, there is controversy about the beneficial effects of
adenosine. There are reports in the literature showing that
adenosine has procarcinogenic properties, among which are the
functions that promote growth and stimulation of angiogenesis,
which may further aggravate the state of health of patients who
have lung cancer [9,15].

It is also known that adenosine is inactivated in the
extracellular medium by the action of adenosine deaminase
(ADA, EC 3.5.4.4, CD26), which catalyzes the irreversible deami-
nation of adenosine to inosine [17].

Together, the ectoenzymes described above are capable of
regulating the extracellular concentration of adenine nucleotides
and nucleosides, which are important both in maintaining blood
homeostasis through the regulation of platelet aggregation [18]
and in controlling inflammatory processes.

Taking into account the close relation between the thrombo-
embolic processes and neoplastic diseases we aimed to evaluate,
for the first time, the lung cancer effect on NTPDase, E-NPP, 5'-
nucleotidase and ADA activities from the purinergic system.

2. Materials 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

Patients included in this study were diagnosed with lung cancer
of non-small cell at the University Hospital of Santa Maria. Patients
had stage 1llb and IV disease, according to Union for International
Cancer Control (UICC) and were being treated with antineoplastic
cisplatin and gencitabine. This group consisted of 33 individuals and
the blood sample was collected in citrated and EDTA vaccutainer
tubes, when the patients had scheduled appointments in the field of
Hematology/Oncology, University Hospital of Santa Maria. The
control group was composed of 33 healthy individuals and with the
same age patient group. All subjects gave written informed consent
toparticipate in the study. The protocol was approved by the Human
Ethics Committee of the Health Science Center from the Federal
University of Santa Maria under the number 0061.0.243.000-10 and
all the patients signed a written consent.

2.3. Platelet aggregation
The platelet aggregation profile was performed in a Chrono-

LOG aggregometer using ADP (2.5 and 5 p.M) as agonist. Results
were expressed as percentage of aggregation.

2.4. Platelet rich plasma preparation (PRP)

PRP was prepared according to Pilla et al. [19], with minor
modifications. Briefly, the blood was collected in 0.129 M citrated
vaccutainer tubes and centrifuged at 1000 rpm for 10 min. After
this, the PRP was centrifuged at 3500 rpm for 30 min and washed
twice with 3.5 mM HEPES buffer, pH 7.0, which contained 142 mM
NacCl, 2.5 mM KCl and 5.5 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 ectonucleotidase activities.
The integrity of the platelet preparation was confirmed by
determining the lactate dehydrogenase (LDH) activity using the
labtest kit (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brazil).

2.5. NTPDase and 5 -nucleotidase activity determination

Ectonucleotidase activities were determined using a PRP
preparation according to Pilla et al. [19]. Briefly, to determine
NTPDase activity, 20 pL of PRP preparation was added to the
system mixture, which contained 5 mM CaCl;, 100 mM NacCl,
5mM KCl, 6 mM glucose and 50 mM tris-HCI buffer, pH 7.4. The
reaction was started by the addition of 20 p.L of ATP or ADP (1 mM)
as substrate. For AMP hydrolysis, 5 -nucleotidase activity was
determined as described above, except that 5mM CaCly was
replaced by 10 mM MgcCl, and the nucleotide added was 2 mM
AMP. Both reactions were stopped by the addition of 200 pL 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
etal. [20] using KH,PO4 as standard. The same process was carried
out in control tubes to exclude non-enzymatic hydrolysis, by
adding 20 p.L of protein to the reaction medium after TCA. Results
were expressed as nmol inorganic phosphate released/minute/
milligram of protein (nmol Pi/min/mg protein).

2.6. Ecto-NPP activity determination - measurement of p-Nph-5'-
TMP hydrolysis in platelets

E-NPP activity, from platelets, was assessed using p-nitrophe-
nyl 5'-thymidine monophosphate (p-Nph-5'-TMP) as substrate as
described by Fiirstenau et al. [11]. The reaction medium containing
50 mM Tris-HCl buffer, 120 mM NaCl, 5.0 mM KCl, 60 mM glucose,
and 5.0 mM CaCl,, pH 8.9, was preincubated with approximately
20 mg per tube of platelet protein for 10 min at 37 C in a final
volume of 200 L. The enzyme reaction was started by the
addition of p-Nph-5'-TMP to a final concentration of 0.5 mM. After
80 min of incubation, 200 pL NaOH 0.2 N was added to the
medium to stop the reaction. The amount of p-nitrophenol
released from the substrate was measured at 400 nm using a
molar extinction coefficient of 18.8 x 10/M/cm.

2.7. Adenosine deaminase activity determination

ADA, in platelets, was determined according to Guisti and
Galanti [21]. Briefly, 50 pL of serum or platelets reacted with
21 mmol/L of adenosine, pH 6.5, and was incubated at 37 °C for
60 min. This method is based on the direct production of
ammonia when ADA acts in excess of adenosine. The protein
content used for the platelet experiment was adjusted to
between 0.7-0.9 mg/mL. This concentration was chosen after a
pilot experiment in which we used several protein concentra-
tions; this range gave the best results compared with ADA
activity found in the erythrocytes. Results were expressed in
units per liter (U/L). One unit (1U) of ADA is defined as the
amount of enzyme required to release 1 mmol of ammonia per
minute from adenosine at standard assay conditions.
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When the NTPDase, 5'-nucleotidase, E-NPP and ADA activities
were tested in vitro in the presence of cisplatin and gencitabine
drugs, the drugs were diluted in 100% water, toa final concentration
according to bioavailability, and added to the assay tubes.

2.8. Expression of NTPDase in blood platelets

Peripheral blood, collected in EDTA, was incubated with
monoclonal antibodies (MAb) conjugated with fluorescein iso-
thiocyanate (anti-CD61 FITC) and phycoerythrin (anti-CD39 PE) by
a double-staining combination. For the immunophenotypic
studies, the samples were stained and the lysefwash technique
was used (the amount of blood and MAb reagents was in
accordance with manufacturer recommendations). The erythro-
cyte lysis was carried out using FACS lysing solution (Becton
Dickinson (BD), San Jose, CA, USA). The cells were washed with PBS
and finally, ressuspended in PBS buffer. After, they were
immediately analyzed by a FACSCalibur cytometer (BD), using
CellQuest (BD) software program.

In the CD61+ population, the presence of CD39 in platelets was
confirmed and the results expressed in relative values.

2.9. Protein determination

Protein was determined by the Coomassie blue method
according to Bradford [22] using bovine serum albumin as standard.

2.10. Statistical analysis

For the statistical values, we used t-Student test. The results
were considered significant at P< 0.05 and are expressed as
mean = SD.

3. Results
3.1. Patient characteristics

The classification of patients with lung cancer enrolled in this
study regarding gender, age, antineoplastic drugs and classification
of disease stage are shown in Table 1.

3.2, Platelet aggregation

Platelet aggregation using ADP at 2.5 pM did not change
significantly between the patient and control groups. However,
when ADPwas used at 5 pM, platelet aggregation was significantly
higher in patients compared with the control group (Table 2).

3.3. NTPDase, 5'-nucleotidase, E-NPP and ADA activities in the
presence of cisplatin and gencitabine

No changes were observed in the enzymatic activity of
NTPDase, 5-nucleotidase, E-NPP and ADA, in the presence of the

Table 1
Patient characteristics.

Men ‘Women

Number of patients 21 (64%) 12 (36%)
Mean age 67+ 16 years 62 +13 years
Medication

CGisplatin and gencitabine 14 patients 3 patients

Gencitabine 7 patients 9 patients
Staging

llib 4 patients 3 patients

v 17 patients 9 patients

antineoplastic drugs cisplatin and gencitabine, in plasma con-
centrations achievable during their use, when tested on platelets
from control individuals (Table 3).

Table 2

Platelet aggregation profile.
Agonist Control Patients
ADP (2.5 M) 52.30+ 3.15 54.00 + 4.24
ADP (5.0 pM) 55.64+3.24 68.10 £ 4.87°

Results are expressed as percentage of aggregation.
* Significantly increase compared with the control

Table 3
Effect of drugs on NTPDase, 5'-nucleotidase, E-NPP and ADA activities in platelets
from control individuals.

Drug (pg/mL) NTPDase NTPDase 5'-nucleotidase E-NPP ADA
ATP ADP AMP

Cisplatin
0 179+89 133145 48+23 1.6+01 50+04
0.005 140+ 87 89+18 6.8+03 1.0£01 43+12
0.01 188+53 139+54 66+27 20+01 47+08
0.02 225+74 132149 28+13 1.7+01 46+09

Gencitabine
0 179+89 133+45 48+23 16+01 50+04
10 16.1+£49 118+06 41+16 18+02 34104
20 153+9.1 112423 70+05 16+01 32+05
40 188+128 157483 65127 19+01 41+03

Values represent mean -+ standard deviation from four control individuals.
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Fig. 1. NTPDase activity in the platelets of patients with lung cancer using ATP as
substrate. Results are expressed as mean + standard deviation (n=33).
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Fig. 2. NTPDase activity in the platelets of patients with lung cancer using ADP as
substrate. Results are expressed as mean + standard deviation (n=33).
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Fig. 3. 5-nucleotidase activity in the platelets of patients with lung cancer. Results
are expressed as mean + standard deviation (n= 33).
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Fig. 4. E-NPP activity in the platelets of patients with lung cancer. Results are
expressed as mean + standard deviation (n = 33}

34. ATP, ADP, AMP and adenosine hydrolysis

The results described here are from t-Student test. LDH
revealed that almost 4% of the platelets were disrupted
indicating that the preparation was predominantly intact (data
not shown).

Fig. 1 shows NTPDase activity using ATP as substrate. No
significant differences between the control and patient groups
were observed (P < 0.05).

The NTPDase activity using ADP with substrate is shown in
Fig. 2. As can be observed a significant decrease in the ADP

. ADA

) dedex
2
——
T
Control Patients

Fig. 5. ADA activity in the platelets of patients with lung cancer. The results were
expressed as mean + standard deviation (n = 33).

Fig. 6. Percentage of CD39 positive cells from patients with lung cancer (n = 10)
when compared to the control group (n=10). The results were expressed as
mean + standard deviation

hydrolysis in the patient group was observed compared with the
control group (P < 0.05).

AMP hydrolysis was significantly increased in patients when
compared with the control group (Fig. 3) (P < 0.05).

The E-NPP activity showed no significant difference between
control group and the patient group (Fig. 4) (P < 0.05).

ADA activity was significantly decreased in patients compared
with the control group (Fig. 5) (P < 0.05).

3.5. CD39 expression

The percentage of CD39 positive cells from lung cancer patients
was significantly decreased compared with the control group
(Fig. 6) (P < 0.05).

4. Discussion and conclusion

Lung cancer is the most common neoplastic disease in terms of
both incidence and mortality worldwide [23]. Patients affected by
neoplastic diseases may present thrombotic and inflammatory
processes. Enzymes that hydrolyze adenine nucleotides and
nucleosides are involved in controlling these processes [24]. In
this sense, we aimed to investigate the activity of such enzymes in
patients with lung cancer.

Results showed that the incidence of lung cancer is higher in
men than in women, which is in accordance with some other
studies [23,25] (Table 1). Another important aspect observed in
this study which corroborates with the main risk factor for
developing lung cancer indicated in the literature was that all
patients who participated in the research were cigarette smokers
[26]. These patients on average smoked at least 20 cigarettes per
day for 46 years.

Results here clearly demonstrate that the hydrolysis of
nucleotides by platelets is changed in lung cancer patients. Our
research group has also found changes in the hydrolysis of adenine
nucleotides in several pathological conditions including in breast
cancer, prostate cancer, and uterine cervix neoplasia [5].

In the present study, the ATP hydrolysis was not altered while
the ADP hydrolysis was decreased. Similar results were verified by
our research group, for the ADP hydrolysis, in patients with breast
cancer, uterine cervical neoplasia patients and in some stages of
acute lymphoblastic leukemia patients [5]. These results reinforce
the close relationship between the neoplastic diseases and
enzymes that hydrolyze adenine nucleotides activity.

A decrease of ADP hydrolysis favors the accumulation of this
nucleotide in the extracellular environment that can promote an
illicit platelet aggregation in lung cancer patients since this
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nucleotide is directly involved in recruiting platelets from the
circulation as well as it is involved in amplifying the platelet
aggregation phenomenon [27,28]. On the other hand, no changes
in the hydrolysis of ATP could be a compensatory mechanism
evoked by the body with the objective to prevent platelet
aggregation, taking into account that the concentration of ADP
is increased and it is a potent pro-aggregator agent [29].

As it is known, literature shows that cancer patients are
predisposed to have thromboembolic alterations, which may be a
consequence of this decreased hydrolysis [30].

In addition to the decrease in ADP hydrolysis found in this
research, platelet aggregation also showed a significant increase in
patients with lung cancer compared with the control group when
5.0 .M ADP was used as agonist (Table 2).

De Cicco [31] has showed coagulation abnormalities in cancer
reporting that over 50% of the patients with malignancy and up to
90% of those with metastasis presented coagulation abnormalities.
We can suggest that this increase in platelet aggregation may be
due to the accumulation of ADP on the extracellular medium found
in this study.

Literature data indicate that adenine nucleotides and adenosine
have an important role in tumor growth [15,32]. Munson et al. [33]
suggested that platelets may secrete growth factors that could
stimulate cancer proliferation, thus, we can suggest that ADP
induce platelet activation in patients with lung cancer, which may
promote further tumor development.

In relation to platelet CD39 expression, a decrease in the lung
cancer patient group was found. These results are in accordance
with the reduction observed in NTPDase activity, when ADP was
used as substrate in these patients.

Another important aspect to be discussed in this study is an
increase in 5'-nucleotidase activity observed in lung cancer
patients. This increase was also found in previous studies with
breast cancer patients onthe stage 11 [5] and this result can indicate
a possible enhancement in adenosine formation, which is perfectly
plausible as a reflection of the tumor presence and, as it is well
known, adenosine acts as a tumor promoting agent [34].

As we already described, adenosine, produced by ecto-5'-
nucleotidase, has many functions that favor tumor development. It
may, for example, stimulate angiogenesis in hypoxic solid tumors.
This effect results from the fact that it stimulates the proliferation
of human endothelial cells and the expression of the vascular
endothelial growth factor [9,15]. In addition, hypoxia, resulting
from the tumor presence, may increase the expression of the
enzyme which generates adenosine [35].

The decreased ADA activity found in this study also corrobo-
rates with the hypotheses described above, since this enzyme is
directly involved in adenosine degradation generating inosine.
Spychala and Kitajewski [36] suggested that the increase in the
generation of adenosine by tumors could be correlated with the
development of drug resistance and with a more aggressive course
of the disease.

In order to exclude a direct effect of drugs used by patients with
lung cancer, in this study, we also tested NTPDase, 5'-nucleotidase,
E-NPP and ADA activities in vitro in the presence of drugs such as
cisplatin (0.005, 0.01 and 0.02 p.g/mL) and gencitabine (10, 20 and
40 pg/mL). All concentrations used in vitro represented, approxi-
mately, the mean plasma values of the medications and the drugs
were tested on platelets from control individuals. The results
obtained demonstrate that NTPDase, 5 -nucleotidase, E-NPP and
ADA activities were not affected by the presence of the medications
at the concentrations cited above (Table 3).

Taken together, these results may suggest that ectonucleoti-
dases as well as ADA are enzymes involved in all the thromboem-
bolic events caused by different mechanisms, but specially here,
we may see thatthey are directly involved in not only illicit platelet

aggregation but also in the generation of adenosine formation in
cancer patient’s circulation. This study is of great importance to
elucidate some of the mechanisms involved in the hydrolysis of
adenine nucleotides and nucleosides in patients with lung cancer,
however, further studies are needed to fully understand the
involvement of purinergic system in the development of compli-
cations in malignant processes.

For the first time, it is demonstrated here that lung cancer
exerts a remarkable alteration in enzymes that hydrolyze adenine
nucleotides and nucleosides. These findings suggest not only the
role displayed by these molecules on the circulation but also the
expanding role of such enzymes as a future tool in the control of
coagulation disorders.
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1. Introduction

ABSTRACT

This study investigated the d-aminolevulinate dehydratase (8-ALA-D) activity in whole blood as well as
the parameters of oxidative stress, such as reactive species (RS) levels in serum, thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS) levels, the superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) activities, as well
as total thiols (T-SH) and non-protein thiols (NPSH) levels in platelets. Moreover, the content of vitamin C
and E in plasma and serum, respectively, in lung cancer patients was also investigated. We collected
blood samples from patients (n = 28) previously treated for lung cancer with chemotherapy. Patients
were classified as stage llIb and IV according to the Union for International Cancer Control (UICC). Results
showed adecrease of 37% in 8-ALA-D activity in patients with lung cancer when compared to the control
group. RS and TBARS levels were 8% and 99% higher in the patient group, respectively. The activity of SOD
and CAT as well as the vitamin C content were 41%, 35% and 127% lower in patients when compared with
controls, respectively. However, T-SH and vitamin E levels were 27% and 44% higher in lung cancer
patients, respectively. Results show that the overproduction of reactive species in patients with lung
cancer may be interfering with the activity of 8-ALA-D. Likewise, the decrease in the activity of this
enzyme may be contributing for the oxidative stress.

© 2014 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

process of carcinogenesis includes multiple molecular and cellular
events that promote the transformation of a normal cell into a

Lung cancer remains the leading cause of cancer death in men
and women. Moreover, according to the estimates for 2014, it will
be the second most commonly diagnosed cancer in men and in
women, trailing only the diagnosis of prostate cancer and breast
cancer, respectively [1].

Considering the high incidence and mortality caused by lung
cancer in the world population, to deepen the knowledge regarding
the biochemical changes caused by this serious disease is of
fundamental importance. It is important to point out that the
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malignant neoplastic cell.

According to Klaunig and Kamendulis [2], evidence points at
least three steps to the occurrence of the carcinogenic process:
initiation, promotion and tumor progression, being that the
oxidative stress is involved directly in these steps for tumor
development.

In view of this, several studies, including from our research
group, have shown the involvement of oxidative stress in the
development and progression of cancer [3-5]. Oxidative stressis a
state of imbalance between the production of free radicals,
especially reactive species (RS), and the ability of the body defense
against these species. When there is a favoring in the production of
RS, a characteristic scenario of oxidative stress is installed, which
promotes the progressive transformation of cells to a malignant
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form, providing an increased frequency of mutations by DNA
damage and, consequently, anincreased riskof tumorigenesis [6-8].

RS have the potential to cause irreversible damage to important
biomolecules, such as membrane lipids, proteins and DNA through
their ability to induce biochemical changes [9,10]. This way, these
changes may alter the functioning of some structures, such as
platelets, and consequently affect the activity of enzymes anchored
in their membranes.

It is important to note that tumor cells, in turn, are known to be
primarily responsible for the production and release of RS in
circulation [2]. Thus, several mechanisms, which lead to oxidative
stress, have been proposed in patients with cancer, including
alterations in energy metabolism [11], chronic non-specific
inflammation [12], and, finally, the use of anticancer drugs [11].

It is not yet well established whether oxidative stress observed
in tumor cells results in increased production of oxidants or
failures in defense mechanisms [3]. However, it is important to
remember that tumor cells are often hypoxic[13], and this oxygen
deprivation may alter the regulation of their enzymatic and non-
enzymatic antioxidant defenses.

Closely related to oxidative stress is the activity of the enzyme
d-aminolevulinate dehydratase (5-ALA-D, E.C. 42.1.24). It is a
sulfhydryl-containing enzyme extremely sensitive to oxidizing
agents [14], which plays a fundamental role in most of the live
aerobic organisms by participating in heme biosynthesis. §-ALA-D
catalyzes the asymmetric condensation of two molecules of 8-
aminolevulinic acid (8-ALA) to form the monopyrrole porphobi-
linogen (PBG). In subsequent steps, PBG is assembled into
tetrapyrrole molecules, which constitute the prosthetic groups
of physiologically significant proteins, such as hemoglobin,
cytochromes and enzymes, such as catalase [15-17]. 3-ALA-D is
responsive to situations associated with oxidative stress, and its
inhibition may lead to §-ALA accumulation in blood, which, in turn,
may intensify the oxidative stress by generating reactive species
[18]. The decreased activity of -ALA-D has already been reported
in several pathologies, including cervical cancer in women [19].
However, there is no information concerning the §-ALA-D activity
from lung cancer subjects.

Therefore, the aim of this study was to investigate the activity of
8-ALA-D due to its sensitivity to oxidative conditions and oxidative
stress parameters in patients with lung cancer.

2. Materials and methods
2.1. Materials

S-ALA, 2-thiobarbituric acid (TBA), dithiothreitol (DTT), 5,5'-
dithibis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) and 2-4-dinitrophenylydra-
zine (DNPH) were purchased from Sigma (Saint-Louis, MO, USA).
All other chemicals were of analytical grade and obtained from
standard commercial suppliers.

2.2. Study population

Patients included in this study were diagnosed with lung cancer
of non-small cells at the University Hospital of Santa Maria. The
patients had disease in stages Illb and IV according to Union for
International Cancer Control (UICC) and were being treated with
antineoplastic cisplatin and gemcitabine. This group consisted of
28 individuals with 60 years old, on average, who had no other
comorbidities, such as diabetes. A blood sample was collected
when the patients had medical appointments in the field of
Hematology/Oncology at the University Hospital of Santa Maria.
The sample was collected in heparin, EDTA, citrate and without
anticoagulant vaccutainer tubes. The control group was composed

of 28 non-smokers healthy individuals, 58 years old, on average,
who had no comorbidities. All subjects gave written informed
consent to participate in the study. The protocol was approved by
the Human Ethics Committee of the Health Science Center from the
Federal University of Santa Maria under the number
0061.0.243.000-10 and all the patients signed a written consent.

2.3. 8-ALA-D activity

&-ALA-D activity was assayed in whole blood by the method of
Sassa et al. [16]. The enzyme reaction was started after 10 min of
blood pre-incubation. The reaction was started by adding 5-ALA to
a final concentration of 4 mM in a phosphate buffered solution. The
incubation was carried out for 2h at 39°C, and the reaction
product was determined using modified Ehrlich’s reagent at
555 nm, with a molar absorption coefficient of 6.1 x 10*M ! for
the Ehrlich-porphobilinogen salt. Results were expressed in nmol
PBG/h/mg protein.

2.4. Platelet rich plasma preparation (PRP)

PRP was carried out according to Pilla et al. [20] with minor
modifications. Briefly, the blood was collected into 0.129 M
citrated vaccutainer tubes and centrifuged at 1000 rpm for
15 min. After this, the PRP was centrifuged at 3500 rpm for
30min and washed twice with 3.5 mM HEPES buffer, pH 7.0,
which contained 142 mM Nacl, 2.5 mM KCl and 5.5 mM glucose.
The platelet pellets were resuspended in HEPES buffer and the
protein was adjusted to 0.6-0.8 mg/mL for the determination of
superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) activities, as well
as for the determination of lipid peroxidation and levels of total
thiols (T-SH) and non-protein thiols (NPSH).

2.5. Blood serum and plasma separated

Blood was collected in vaccutainer tubes without an antic-
oagulant system for serum, and plasma was collected in
vaccutainer tubes with EDTA. Serum and the plasma were
separated by centrifugation at 3000 rpm for 10 min. The serum
was used to determine the vitamin E (VITE) levels, and plasma was
used to determine vitamin C (VIT C) levels.

2.6. Determination of lipid peroxidation in platelets

Lipid peroxidation was estimated by measuring thiobarbituric
acid reactive species (TBARS) in platelet samples according to Olas
et al. [21] with some modifications. Briefly, 50 pL of platelets was
incubated with equal volume of water, with addition of 400 p.L of
15% (w/v) trichloroacetic acid (TCA) in 0.25M HCl and 400 pL of
0.37% (w/v) thiobarbituric acid (TBA) in 0.25M HCI at 95 °C, for
15 min. Then, after cooling the absorbance at 535 nm was measured,
and the results were expressed as nmol MDA/mL of platelets.

2.7. Dichlorofluorescein fluorescence assay (DCF)

The dichlorofluorescein fluorescence assay was used to
measure cellular peroxide production and other reactive species
[22]. Aliquots of 50 pL of serum were added to a medium
containing Tris-HCl buffer (0.01 mM, pH 7.4) and dichlorofluor-
escein diacetate (7 pM). After the addition of dichlorofluorescein
diacetate, the medium was incubated in the dark for 1 h until the
fluorescence measurement (excitation at 488 nm and emission at
525 nm, with both slit widths at 1.5 nm). The oxidized dichloro-
fluorescein was determined using a standard curve of oxidized
dichlorofluorescein and the results were expressed as nM DCF-
Oxid/mL [23].
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2.8. Superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) activities

The SOD activity in platelets was performed according to the
method of Misra and Fridovich [24]. In this method, the SOD
present in the sample competes with the detection system for
radical superoxide. A unit of SOD is defined as the gquantity of
enzymes that inhibit by 50% the speed of oxidation of adrenalin.
The SOD activity is determined by measuring the speed of
adrenochrome formation, observed at 480nm, in a reaction
medium containing glycine—-NaOH (50 mM, pH 10) and adrenalin
(1 mM). The SOD activity was expressed in U SOD/mg protein.

The determination of CAT activity in platelets was carried out
according to the modified method of Nelson and Kiesow [25]. This
assay involves the change in absorbance at 240 nm due to CAT
dependent decomposition of hydrogen peroxide. An aliquot
(20 L) of platelets was homogenized in potassium phosphate
buffer, pH7.0. The spectrophotometric determination was
initiated by the addition of 70 pL in an aqueous solution of
hydrogen peroxide 0.3 mol/L. The change in absorbance at 240 nm
was measured for 2 min. The CAT activity was calculated using the
molar extinction coefficient (0.0436 cm?/wmol), and the results
were expressed as nmol/mg of protein.

2.9. Determination of total thiols (T-SH) and non-protein thiols
(NPSH) in platelets

T-SH groups were assayed in platelets by the method of Boyne
and Ellman [26] with some modifications. This method consists of
the reduction of 5,5'-dithio-(bis-nithrobenzoic) acid (DTNB) in
pH 7.0, measured at 412 nm. Results were expressed in pmol T-
SH/mL of platelets.

NPSH were assayed in platelets by the method of Ellman [27]
with some modifications. Aliquots (100 L) of platelets were
added to a phosphate buffer 1 mol/L (750 pL), pH 7.4, and the
reaction was read at 412 nm after the addition of 10 mM 5,5~
dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) (50 pL). Results were
expressed as pmol NPSH/mL of platelet.

2.10. Plasma vitamin C content

Plasma VIT C was estimated as described by Galley et al. [28]
with some modifications by Jacges-Silva et al. [29]. In this
technique, dehydroascorbic acid is mixed with 2.4-dinitrophe-
nylhydrazine (DNPH) such that when treated with sulfuric acid, it
forms an orange red compound measured at 520 nm and expressed
in pg vit C/mL plasma.

2.11. Serum vitamin E content

Serum VIT E was estimated by a modified method of Hansen
and Warwick [30]. In a covered tube, 140 pL of Milli-Q water

Table 1
Characteristics of subjects.
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(Millipore, Bedford, MA, USA) was added to 20 pL of butylated
hydroxytoluene 10 mM (BHT), 140 pL of sample, and 2.1 mL of
ethanol solution (66%). The mixture was then vortex-mixed for
10s and 3.5 mL of n-hexane was added and mixed for 1 min
followed by centrifugation at 1800 x g for 10 min. Then, 3 mL of
the superior phase was transferred to fluorimeter cuvettes and VIT
E was measured: excitation: 295 nm; emission: 340 nm. Calibra-
tion curves with a-tocopherol were used to determine the
concentration, following the same procedure used for the samples.
Results were expressed as pmol/L of serum.

2.12. Protein determination

Protein was determined by the Coomassie blue method
according to Bradford [31] using bovine serum albumin as
standard.

2.13. Statistical analysis

For the statistical values, t-student test was used. Results were
considered significant at P < 0.05 and are expressed as mean
+ standard error. Some data were analyzed by Pearson’s correlation.
A value of P < 0.05 was considered statistically significant.

3. Results
3.1. Characteristics of subjects

The classification of patients with lung cancer enrolled in this
study regarding gender, age, smoking and classification of the
disease stage are shownin Table 1. Most of the patients involved in
this study were male, over 60 years old; 94% of the men and 80% of
the women involved in this study were smokers. The patients were
diagnosed with lung cancer in stage Illb (14% of patients) and IV
(86% of patients), according to the Union for International Cancer
Control (UICC). The vast majority of patients involved in this study
were Caucasian because of the location of the University Hospital
of Santa Maria — HUSM. Regarding the control group, the average
age was 55years and most of the individuals involved were
Caucasians for the same reason of the patient group. Table 3
describes blood parameters of patients with lung cancer and
control individuals. Patients with lung cancer had the erythrocyte
count, hemoglobin levels, mean corpuscular hemoglobinit and
mean corpuscular volume lower than the control subjects.

3.2. 5-ALA-D activity
8-ALA-D activity is shown in Fig. 1. We observed a decrease of

37% in the activity of this enzyme in lung cancer patients when
compared with the control group (P < 0.0005).

Patients Controls
Men Women Men Women
Number of patients 18 (64%) 10 (36%) 15 (54%) 13 (46%)
Mean age 65+ 10years 64 £ 9years 60 £ 8years 59+ 10 years
Race
Caucasians 14 (78%) 10 (100%) 14 (93%) 11 (85%)
African descendants 4 (22%) 0 (0%) 1(7%) 2(15%)
Staging
b 2 patients 2 patients - -
v 16 patients 8 patients - -
Smokers 17 patients 8 patients - -
Non-smokers 1 patients 2 patients 15 patients 13 patients
Years of smoking 42years 38 years - -
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Fig. 1. §-ALA-D activity in whole blood of patients with lung cancer. Results are
expressed as mean = standard error (n=10). Indicates a significant difference
between the control and patients with lung cancer group (P < 0.0005).

3.3. 8-ALA-D activity in the presence of cisplatin and gencitabine

No changes were observed in the enzymatic activity of §-ALA-D
in whole blood in the presence of the antineoplastic drugs,
cisplatin and gencitabine, in plasma concentrations achievable
during their use when tested in the same biological samples
obtained from control individuals (data not show).

3.4. TBARS and RS levels

TBARS in platelets and RS in serum are shown in Fig. 2. TBARS
and RS levels were, respectively, 99% and 8% higher in lung cancer
patients when compared with the control group (P < 0.05 and

P < 0.005).

TBARS

nmol
MDA/mL of platelets
L)
o

Control Patients

with the control group (P < 0.05). No difference was observed in
NPSH levels between patients and control groups, respectively
(NPSH: 0.65 + 0.01/0.67 + 0.02).

3.7. Vitamin C and Vitamin E levels

Vitamin Cand E levels are shown in Fig. 5. VIT C levels in plasma
were 127% lower in lung cancer patients when compared with the
control group (P < 0.0005). However, VIT E levels in serum were
44% higher in lung cancer patients when compared with the
control group (P < 0.05).

4. Discussion

The high incidence of lung cancer in the world population,
which is clearly observed by statistical data, is closely related to
tobacco use in communities [32]. Smoking is characterized as one
of the main factors that lead to the development of cancer in the
last 50 decades [33], and several epidemiological studies have been
developed in response to this correlation.

Researchers have suggested that smoking is responsible for
almost 90% of cases of lung cancer diagnosed. Moreover, the risk of

Reactive Species
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Fig. 2. TBARS and RS levels, in platelets and serum, respectively, of patients with lung cancer. Results are expressed as mean + standard error (n = 28; n=13). " and " indicates a
significant difference between the control and patients with lung cancer group (P < 0.005 and P < 0.05).
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Fig. 3. SOD and CAT activities in platelets of patients with lung cancer. Results are expressed as mean + standard error (n = 28). 'Indicates a significant difference between the

control and patients with lung cancer group (P < 0.05).
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Fig. 4. T-SH and NPSH levels in platelets of patients with lung cancer. Results are expressed as mean + standard error (n = 28). ‘Indicates a significant difference between the

control and patients with lung cancer group (P < 0.05).
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Fig. 5. Vitamin C, in plasma, and Vitamin E, in serum, levels of patients with lung cancer. Results are expressed as mean + standard error(n=28). " and " indicates a significant
difference between the control and patients with lung cancer group (P < 0.0005 and P < 0.05), respectively.

death from lung cancer is 7-14 times higher among smokers than
among non-smokers [34], reason for which Zander et al. [35] state
that lung cancer is a disease primarily environmental.

Over 4000 toxic components and, approximately, 60 potentially
carcinogenic elements to the user have been identified in tobacco
[36]. Only in cigarette smoke it can be identified around 200
amines as well as dozens of different polycyclic aromatic
hydrocarbons, nitrosamines, metals, such as nickel, cadmium,
and lead, besides ammonia, ketones, and acetaldehyde [35,37].
Thus, the interaction of metabolic active carcinogens of the
cigarette with the DNA of the cells can cause severe phenotypic
alterations, which are critical events in the development of tumors
[38].

In this context, it is noteworthy that 89% of patients involved in
this study had been active smokers, for four decades, on average.
Thus, in these sustained environmental stress conditions, the
overproduction of RS may cause significant damage to the
structure and function of cells, DNA mutations and cancer
initiation and progression [39-41].

It is also important to emphasize the activity of -ALA-D, which
plays animportant role when used together with other parameters
as a marker of oxidative stress and impairment of metabolic
processes. In fact, 5-ALA-D has vicinal thiol groups in the active
centre that are easily oxidized, making the enzyme extremely
sensitive to pro-oxidants, besides being inhibited by heavy metals.
The inhibition of §-ALA-D may result in the accumulation of its
substrate §-ALA in the blood, which is related to the over-
production of RS. The §-ALA enzyme may undergo enolization and
oxidation in the presence of metals at physiological pH, producing
superoxide, hydrogen peroxide and hydroxyl radical [18,42].

In our study, lung cancer patients had lower 8-ALA-D activity
when compared with controls, which may contribute to the
development of oxidative stress in these patients, since the §-ALA

levels may be elevated. It is important to note that §-ALA-D enzyme
may have its activity inhibited by the action of various metals, such
as mercury [43,44], lead [45], and cadmium [46]. Since these
metals are constituents of cigarette and 89% of patients enrolled in
this study smoked for several years, it can be suggested that the
inhibition of 5-ALA-D activity is correlated with smoking.

On the other hand, the decrease in the 5-ALA-D activity may be
involved in the mechanisms that promote anemia in patients with
lung cancer, since this enzyme is involved in the synthesis of heme.
In fact, we observed that most of the patients involved in this study
had hemoglobin levels around 10.7 mg/dL (Table 2), lower values
than those of the control group (13.4 mg/dL). Several studies have
shown that anemia is a common complication in cancer patients,
with up to 70% of these patients having anemia at some period in
their disease or treatment [47]. The incidence and severity of
anemia depends on the type of tumor, patient age, stage of disease,
as well as type and intensity of treatment [48]. The development of

Table 2

Blood parameters of patients with lung cancer and control individuals.
Parameter Patients Control
Erythrocytes (million/mm?) 3.7+015 45+0.41
Hemoglobin (g/dL) 10.7+0327 13.4+0.15
Hematocrit (%) 33.0+1.14 37.8+1.68
HCM 29.2+047 31.7+049
CHCM (g/dL) 32.8+025 32.7+030
VCM (fL) 88.9+1.14" 96.9 +0.95
RDW (%) 16.2 +047 13.9+0.46

In the table are the averages of blood parameters observed in patients with lung
cancer and control groups. HCM: mean corpuscular hemoglobin; CHCM: Mean
corpuscular hemoglobin concentration; VCM: mean corpuscular volume; RDW:
Red Cell Distribution Width.

" P<005

7 P<0.005.
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Table 3
Activity of SOD and CAT and its correlation with oxidative stress parameters in
patients with lung cancer.

Correlation Pearson r P value (two-tailed) R

SOD versus CAT 0.7459 0.0084" 0.5564
SOD versus TBARS -0.5998 0.0303" 0.3596
CAT versus TBARS -0.5608 00125 0.3145
SOD versus VIT C 0.6335 0.0201° 0.4014
CAT wversus VIT C 04517 0.0790 0.2040
SOD versus VIT E 0.5953 0.0412° 03543
CAT versus VIT E 0.6038 0.0289" 0.3645

" P<0.05.

anemia in cancer patients is multifactorial. Different mechanisms,
such as blood loss, increased destruction of red blood cells or a
decrease in its production could coexist in the same patient [47].
Furthermore, the inhibition of ALA-D activity may also contribute
to this condition in lung cancer patients.

In an attempt to elucidate the oxidant and antioxidant profile of
these patients, other parameters were also determined, such as RS
and lipid peroxidation levels, which have been implicated in the
pathogenesis of various diseases, including cancer [49]. In line with
this, the increase of TBARS levels in platelets of lung cancer
patients may be an indication that RS may attack the membrane
lipids of these structures, and the continuous oxidative damage
may lead to the destruction of the membrane altering platelet
function [50].

Previous studies of our research group in patients with lung
cancer [51] have shown alterations in the activity of enzymes
anchored in the membrane of platelets, such as ectonucleotidases
and adenosine deaminase, and the process of lipid peroxidation
may be involved in this mechanism [52]. Acting to protect the
organism against these harmful pro-oxidants is a complex system
of enzymatic antioxidants (SOD and CAT) and non-enzymatic
antioxidants (glutathione, VIT C and E) [53]. In our study, we
observed a decrease in SOD and CAT activities in patients with lung
cancer suggesting that deleterious effects may be occurring due to
the accumulation of RS in platelets. A possible mechanism for this
condition may be the enzymatic inactivation caused by the excess
of free radicals [54,55]. Excessive RS may be interacting with the
membrane proteins and lipids causing oxidative damage and
irreversible changing in the vital functions of platelets by altering
the membrane integrity of these structures [50,52]. Moreover,
since 8-ALA-D is involved in the synthesis of tetrapyrrole
molecules, which constitute the prosthetic group of CAT [15], its
reduced activity may be related with changes in the synthesis of
heme. In addition, decreased levels of VIT C observed in patients
with lung cancer, in this study, may be an indication of the
significant pro-oxidant state, since this vitamin could directly
combat RS, nitric oxide as well as hypochlorous acid, which are
directly involved in the processes of stress [56].

In contrast with the decrease of VIT C levels in our study, we
verified an increase in T-SH and VIT E levels, in platelets and serum,
respectively, in lung cancer patients. The actions of these non-
enzymatic antioxidants are extremely important because they
contribute to the protection of normal cell structures and
functions. The -SH groups are involved in maintaining the redox
homeostasis, quenching free radicals, and participating in detox-
ification reactions [57]. Similar to our results, several studies have
shown that elevated GSH levels are observed in various types of
cancerous cells and solid tumors, and this tends to make these cells
and tissues more resistant to chemotherapy, since the toxicity of
antitumor drugs depend largely on the decreased levels of GSH.
[58-61].

VIT E may be distributed by lipid membranes due to its high
lipid solubility thus, constituting the primary means of protection

of cell membranes against oxidative damage [62]. However,
despite the elevation in both GSH and VIT C, this strategy
antioxidant defense may have not been sufficient to combat
excessive attack pro-oxidant present in these individuals, since an
increased in lipid peroxidation was observed.

Data in Table 3 show a positive correlation between SOD and
CAT activities, between the SOD activity and VIT C and E levels, as
well as between the CAT activity and levels of VIT E. Moreover, a
negative correlation was observed between the activities of SOD
and CAT in relation to the TBARS levels. These results may
collaborate with the hypothesis that the lipid peroxidation of
enzymatic membranes may interfere in the activities of SOD and
CAT in platelets, in the same way that the non-enzymatic
antioxidants may be protecting these enzymes against the attack
of RS, as demonstrated in other studies [63,64].

5. Conclusion

Interestingly, to the best of our knowledge, for the first time we
have observed the 3-ALA-D activity and its association with
oxidative stress parameters in patients with lung cancer. Thus, this
study is of great importance to understand the conditions in which
they are patients with lung cancer, so that additional therapies are
proposed in order to improve the health status of these patients.
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4 DISCUSSAO

No contexto da saude publica mundial, o cancer de pulmdo mantém-se no
topo do ranking das patologias com maiores indices de incidéncia e mortalidade. No
Brasil, a incidéncia do cancer de pulmdo tem aumentado nas ultimas décadas,
sendo que essa patologia é a principal causa de morte por cancer entre homens e a
segunda principal causa de morte por cancer entre as mulheres (JEMAL et al., 2011;
YU et al., 2014).

Ha duas classificacdes histoldgicas para o cancer de pulmao, os carcinomas
pulmonares de pequenas células (CPPC) e os carcinomas pulmonares de néo
pequenas células (CPNPC). A literatura destaca que cerca de 80% dos casos de
cancer de pulmao diagnosticados apresentam classificacdo histologica de CPNPC,
0s quais incluem os carcinomas de células escamosas, 0os adenocarcinomas e 0s
carcinomas de grandes células (LI et al., 2012).

Corroborando com esses dados, em nossos estudos (ZANINI et al., 2012;
ZANINI et al., 2013; ZANINI et al., 2014), foi possivel perceber que a frequéncia de
diagnosticos de CPNPC nos individuos atendidos e assistidos pelo Hospital
Universitario de Santa Maria € muito superior do que os casos de CPPC, razao pela
gual a populacéo escolhida para o desenvolvimento dos estudos aqui apresentados
foi a de pacientes com diagnostico de CPNPC.

Em relacdo a perspectiva de cura e de sobrevida dos pacientes com cancer
de pulmdo, as estatisticas mostram que essa patologia ainda apresenta uma
letalidade extremamente elevada. Menos de 15% dos pacientes que tém diagndstico
de céncer de pulmdo sobrevivem 5 anos ap0s a descoberta da doenca e isso se
deve especialmente ao fato de que o diagndstico ocorre principalmente nos estadios
mais avancados do processo neoplasico (DUARTE; PASCHOAL, 2005; LI et al.,
2012).

Dessa forma, torna-se fundamental destacar que, intimamente relacionada ao
processo de desenvolvimento do cancer de pulmdo nas populacbes, esta a
disseminacdo do hébito de fumar cigarros entre os individuos. Os dados
epidemioldgicos a respeito do tabagismo apontam que ele se apresenta, nas Ultimas
5 décadas, como sendo o principal fator que leva ao desenvolvimento de cancer de

pulméo, sendo que a esse péssimo habito também se correlacionam a frequéncia e
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a quantidade de cigarros consumidos (COTE et al., 2009; ROCA; ROCA;
MIHAESCU, 2012).

N&o destoando desses dados, os estudos aqui apresentados também
revelaram uma forte relacdo entre o desenvolvimento de céncer de pulmdo e o
tabagismo, j& que a vasta maioria dos pacientes envolvidos em nossas pesquisas foi
fumante por pelo menos 40 anos e consumia uma expressiva quantidade de cigarros
diariamente.

Esse binbmio tabagismo-cancer de pulméo também € comumente relatado na
literatura. Dados reportam que aproximadamente 87% dos casos de cancer de
pulmdo devem-se a exposicdo ativa ou passiva ao tabaco. Além disso, o risco
relativo de desenvolver cancer de pulmao é 24 vezes maior entre os fumantes do
gue entre os individuos ndo fumantes (DUARTE; PASCHOAL, 2005).

Convém salientar, ainda, que ja foram identificados no cigarro cerca de 60
compostos com atividade carcinogénica ao organismo humano. As principais
classes de compostos carcinogénicos identificados nos cigarros incluem os
hidrocarbonetos policiclicos, as nitrosaminas e as aminas aromaticas, além de
metais como o cadmio e o niquel (ZANDER et al., 2008; YU et al., 2014).

A interacdo dos carcindgenos ativos do cigarro com o DNA celular causa
severas alteracdes fenotipicas, como, por exemplo, a inativacdo de genes
supressores de tumores e a ativacdo de pré-oncogenes, eventos que sao cruciais
para o desenvolvimento de doencas neoplasicas (ZANDER et al., 2008). Além disso,
0s compostos do cigarro facilitam outros acontecimentos que sdo determinantes
tanto para o desenvolvimento quanto para a progressdo tumoral que Sao o0s
processos de angiogénese e 0s processos inflamatorios crénicos.

A ocorréncia da inflamacgéo cronica devido ao tabagismo é mediada por uma
série de fatores, como a estimulacdo da expressdo da enzima ciclooxigenase 2
(COX-2) e a consequente sintese de prostaglandinas em uma grande variedade de
células, o aumento no numero de células polimorfonucleares circulantes, o aumento
dos niveis de proteinas de fase aguda circulantes, o aumento da liberacdo de
citocinas pro-inflamatérias como a IL-6 entre outros (HUANG et al., 2011). Nesse
cenario, torna-se possivel e plausivel a associacdo de trés elementos: tabagismo —
inflamacé&o — cancer.

Em 1863, Rudolf Virchow observou que tecidos provenientes de sitios

tumorais apresentavam infiltracdo de células imunes e, desse modo, pela primeira
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vez havia sido hipotetizada a relagdo entre processos inflamatorios crénicos e a
tumorogénese. Atualmente, essa hipGtese € amplamente aceita e acredita-se que
aproximadamente 15% dos tumores se desenvolvam em locais de inflamagao
cronica (AL-ZHOUGHBI et al., 2014).

Ademais, a literatura aponta que o estado de inflamac&o crénica contribui
para o processo de carcinogénese em todos 0s seus estagios, facilitando a iniciacao
tumoral pela geracdo de compostos genotdxicos, propiciando a proliferacéo celular e
estimulando a progresséo tumoral através da liberacdo de fatores angiogénicos (AL-
ZHOUGHBI et al., 2014). Destaque-se, ainda, que esse ambiente rico em células
imunes também é constituido de outros componentes dos processos inflamatérios,
tais como as citocinas.

Chen e colaboradores, em 2008, propuseram uma teoria que sugere que as
células tumorais, atraves da secrecdo de citocinas no microambiente tumoral,
modulam a resposta imune local em seu favor. Nesse contexto, a IL-6 seria a
citocina pro-tumoral melhor caracterizada até o momento.

Nossos estudos demonstraram que pacientes com CPNPC, em estadio
avancado da patologia, apresentam niveis séricos de IL-6 significativamente maiores
gue os encontrados no grupo de individuos saudaveis. Outros estudos também vao
ao encontro dos nossos resultados, apontando niveis elevados de IL-6 em pacientes
com tumores de mama (SOTIRIOU et al., 2001), figado, pancreas entre outros
(TANIGUCHI; KARIN, 2014).

A IL-6 apresenta importante papel no desenvolvimento e na progressao de
tumores, pois participa dos processos de angiogénese, facilita a invasividade das
células tumorais em outros sitios e tem habilidade de ativar sinais oncogénicos,
como o STAT3, que tem acéo anti-apoptotica, angiogénica, metastasica entre outras
(TANIGUCHI; KARIN, 2014).

Outra citocina que também apresenta destaque na literatura pelo
envolvimento na patogénese de doencas inflamatérias como o cancer é a IL-17. Em
nossos estudos, observamos uma diminuicdo nos niveis séricos de IL-17 nos
pacientes com cancer de pulmao em relacdo ao grupo controle. As acbes da IL-17
no processo de desenvolvimento tumoral ainda sdo bastante controversas na
literatura.

Estudos mostram que a IL-17 estimula a sintese de outras citocinas proé-

inflamato6rias como a IL-6, a IL-1B e as quimiocinas, tanto pelas células endoteliais,
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quanto pelas proprias células tumorais, além de estimular a formacdo de novos
vasos, fatos que promoveriam crescimento tumoral. Contudo, outros trabalhos
demonstram que a IL-17 estimularia a maturagdo de células dendriticas e a sintese
de IL-12 - a qual ativaria linfocitos T citotoxicos - desenvolvendo, dessa forma, uma
acao anti-tumoral (KARCZMARCZYK; KAPP; GIANNOPOULQS, 2014).

Um dado bastante importante destacado na literatura e que apresenta forte
relacdo com 0s nossos achados, em relacdo aos niveis de IL-17 em pacientes com
neoplasias, € que essa citocina estaria diminuida em estagios avancados do
desenvolvimento de tumores, como o tumor coloretal (WANG et al.,, 2013).
Considerando que os pacientes incluidos em nossos estudos apresentavam CPNPC
com classificacdo de estadiamento IV da patologia, que € a forma mais avancada da
doenca, poderiamos sugerir que 0s niveis séricos de IL-17 diminuidos, em nosso
grupo de pacientes, podem estar relacionados com o estadiamento da doenca.

Além da relacdo entre processo inflamatorio e desenvolvimento tumoral, a
ocorréncia de processos tromboticos em pacientes com cancer também é
frequentemente relatada na literatura médica (KARIMI; COHAN, 2010). A primeira
associacao entre trombose e cancer foi descrita em 1865 por Armand Trousseau e,
atualmente, o tromboembolismo venoso é caracterizado como uma das principais
complica¢cBes observadas em pacientes com tumores.

A fisiopatologia da formacdo de trombos em pacientes oncoldgicos é
bastante complexa e esta associada a diferentes mecanismos, que incluem os
processos inflamatorios, a liberacdo de citocinas, a ativacdo do sistema fibrinolitico,
a liberacdo de proteinas de fase aguda - incluindo o fibrinogénio, o fator VIl de
coagulacdo e o fator de von Willebrand - (STEGNER; DUTTING; NIESWANDT,
2014), assim como alteracdes na atividade de enzimas do sistema purinérgico que
hidrolisam moléculas importantes para os processos de coagulacdo, como o ADP.

No que diz respeito a atividade das enzimas do sistema purinérgico como a
E-NTPDase, a ecto-5-nucleotidase e a E-ADA, nossos estudos mostraram
alteracdes na atividade dessas enzimas em plaquetas de pacientes com cancer de
pulmdo. Similarmente, outros trabalhos desenvolvidos pelo nosso grupo de
pesquisas verificaram que a hidrolise de nucleotideos e nucleosideo de adenina
também esta alterada em uma série de neoplasias como no cancer de mama,
cancer de préstata e cancer de colo uterino (ARAUJO et al., 2005; MALDONADO et
al., 2010, BATTISTI et al., 2013).
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Verificamos, em nossa pesquisa, que a atividade da E-NTPDase em
plaguetas para a hidrélise do ATP n&o apresentou alteragdo em relacéo a atividade
do grupo controle, enquanto que a atividade da E-NTPDase em plaquetas para a
hidrélise do ADP apresentou-se aumentada no grupo de pacientes com cancer de
pulmédo. Resultados semelhantes, quanto a hidrolise do ADP, foram observados em
estudos realizados em pacientes com cancer de mama e em pacientes com
neoplasia de colo uterino (ARAUJO et al., 2005; MALDONADO et al., 2010). Esses
resultados, portanto, reforcam a relacdo entre o desenvolvimento de doencas
neoplésicas e as alteracdes nas atividades das enzimas do sistema purinérgico.

A diminuicdo da hidrélise do ADP evidenciada em nosso trabalho favorece o
acumulo desse nucleotideo no meio extracelular, o que pode facilitar o processo de
agregacao de plaquetas em pacientes com cancer de pulmdo. Estudos tém
mostrado que é necessario haver uma co-estimulagcdo dos receptores P2Y1 e
P2Y12 para que a inducdo da agregacdo plaquetaria pelo ADP seja efetivada
(KAHNER et al., 2006), embora alguns trabalhos enfatizem que o receptor P2Y12
parece ter maior influéncia quanto a ativacédo plaquetaria (MOHEIMANI; JACKSON,
2012). O estimulo das plaguetas pelo ADP através desses receptores ocasiona
mudancas no formato, na agregacao e na geracao de TxA., fato que caracteriza o
ADP como sendo um potente agonista da agregacéo plaquetaria (ENJYQOJI et al.
1986; MARCUS et al. 2001; BIRK et al. 2002).

Por outro lado, um mecanismo compensatorio a agregacao exacerbada das
plaquetas poderia estar ocorrendo em virtude da hidrélise do ATP né&o ter sofrido
alteracdes entre o grupo de pacientes e o grupo controle. Para elucidar melhor
esses acontecimentos, realizamos também o teste direto de agregacao plaquetéria.
Por meio dele, verificamos que houve um aumento significativo na agregacao
plaquetaria de pacientes com céancer de pulmdo quando 5,0 uM de ADP foram
usados como agonista. Em consonancia com esse achado, outros estudos, como o
desenvolvido por De Cicco (2004) mostraram que anormalidades na coagulacéo
sanguinea ocorrem em mais de 50% dos pacientes com doencas malignas, sendo
gue esses indices aumentam para 90% na presenca de mestastases.

Além do envolvimento do ADP nos processos anémalos de coagulacéo
sanguinea em pacientes com cancer, a literatura destaca que o0s nucleotideos de
adenina também sdo importantes na rota do crescimento tumoral. Munson e

colaboradores (1995) sugerem que plaquetas podem secretar fatores de
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crescimento que estimulam a proliferacdo das células tumorais, além de protegerem
as células malignas do contra-ataque das células do sistema imune favorecendo,
dessa maneira, 0 extravasamento de células tumorais para outros tecidos e
consequentemente a formacdo de metastases (STEGNER; DUTTING;
NIESWANDT, 2014). Assim, os niveis elevados de ADP também poderiam favorecer
progresséao tumoral.

Em adicdo, nosso estudo demonstrou que a atividade da enzima ecto-5'-
nucleotidase em plaquetas apresentou-se aumentada no grupo de pacientes com
cancer de pulmdo em relagdo ao grupo controle. O aumento na atividade dessa
enzima promove um incremento nos niveis de adenosina extracelulares e, levando-
se em conta as propriedades pré-carcinogénicas exercidas pela adenosina (entre as
guais destacam-se as fungbes promotoras de crescimento tumoral, de estimulo a
angiogénese e de reducdo da hipoxia tecidual, através de sua atividade
vasodilatadora) (RATHBONE, 1992; SPYCHALA, 2000; GESSI; VARANI; MERIGUI,
2007), essa alteracdo na atividade da ecto-5-nucleotidase poderia estar
colaborando ainda mais para a progressao tumoral nos pacientes com cancer de
pulmao.

Aliado a isso, a diminuicdo na atividade da enzima E-ADA observada no
presente trabalho também colabora para o incremento dos niveis séricos de
adenosina que, de acordo com o proposto por Spychala e Kitajewski (2004), poderia
promover inclusive a resisténcia do tumor ao tratamento com drogas
antineoplasicas. Complementarmente ao envolvimento dos processos inflamatorios
e trombdticos na patogénese das neoplasias, especialmente no cancer de pulmao
gue € o destaque da nossa pesquisa, a ocorréncia de estresse oxidativo em
pacientes com cancer também é frequentemente relatada.

Como foi mencionado inicialmente, o tabagismo, além de ser fator
determinante para o desenvolvimento dos processos inflamatérios, participa também
do desenvolvimento de estresse oxidativo, sendo que a associacao entre cancer,
tabagismo e a presenca de processos oxidativos tem sido repetidamente comentada
na literatura (KLAUNIG; KAMENDULIS, 2004; TOYOKUWI, 1995; MALDONADO et
al., 2006; FARIAS et al., 2011).

As células tumorais sdo reconhecidamente as maiores responsaveis pela
producéo e liberacdo de agentes oxidantes na circulacdo (KLAUNIG; KAMENDULIS,
2004). Nesse sentido, a atividade da enzima &-aminolevulinico desidratase (6-ALA-
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D) tem sido utlizada como biomarcador do estresse oxidativo em diferentes
patologias, j& que, devido a sua natureza sulfidrilica, a enzima 6-ALA-D pode ser
inibida por uma variedade de metais pesados e outros agentes pré-oxidantes que
possuam a propriedade quimica de oxidar grupamentos -SH. A inibicdo da 6-ALA-D
pode resultar no acumulo do substrato ALA-D no sangue, o qual esta relacionado
com a superproducéo de EROs (FARINA et al., 2003).

Em nosso estudo, os pacientes com cancer de pulmao apresentaram uma
diminuicdo na atividade da &-ALA-D eritrocitaria quando comparados com o grupo
controle. Tendo em vista esse achado, podemos sugerir que o acimulo de ALA-D no
sangue de pacientes com cancer de pulmdo pode estar contribuindo para o
incremento do quadro de estresse oxidativo nesses pacientes, uma vez que O
excesso de ALA-D induz a liberagdo do ion ferro da ferritina que pode iniciar um
processo de peroxidacao lipidica aléem de predizer uma producdo exagerada de
espécies reativas (SOUZA, 2004).

Vale salientar, outrossim, que a enzima 6-ALA-D pode ter sua atividade
inibida através da acdo de varios metais como o mercurio, o chumbo e o cadmio
(EMANUELLI et al., 1996; LUCHESE et al., 2007). Considerando que esses metais
sdo constituintes do cigarro e, como citado no inicio desse trabalho,
aproximadamente 90% dos pacientes envolvidos nesse estudo haviam sido
fumantes por varios anos, podemos sugerir que a inibicdo da 6-ALA-D também pode
estar associada com o tabagismo.

Por meio da nossa investigacdo, verificamos que os pacientes com cancer
de pulméao apresentaram niveis de hemoglobina em torno de 10,7 mg/dL, indice bem
menor que o observado no grupo de individuos saudaveis, que foi de 13,4 mg/dL.
Destaque-se que a enzima 0-ALA-D esta envolvida em etapas da sintese dos
grupamentos heme da hemoglobina, pelo que a diminuicdo na sua atividade pode
estar influenciando a ocorréncia de quadros anémicos nos pacientes com cancer de
pulmao.

Véarios estudos mostram que 0s processos anémicos sdo complicacbes
comumente visualizadas em pacientes portadores de doencas neoplasicas, sendo
gue cerca de 70% desses pacientes apresentam anemia em algum periodo de sua
doenca e ou tratamento (CALABRICH; KATZ, 2010). Vale lembrar que esses indices

de incidéncia de anemia relacionam-se também com o tipo de tumor, com o estadio
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da doenca, com a idade dos pacientes e com a intensidade do tratamento
(BOKEMEYER; FOUBERT, 2004).

Na tentativa de elucidar melhor o perfil oxidante e antioxidante dos pacientes
com cancer de pulmao que fizeram parte do nosso grupo de estudos, outros
parametros, como 0s niveis de espécies reativas e o nivel de substancias reativas
ao acido tiobarbitarico (TBARS), também foram investigados. Verificamos um
aumento significativo nos niveis de TBARS em plaquetas, assim como um aumento
nos niveis séricos de espécies reativas em pacientes com cancer de pulméao quando
comparados com o grupo controle.

Os niveis de TBARS elevados em plaquetas podem ser um indicio de que as
espécies reativas estariam agindo sobre a membrana lipidica dessas estruturas,
alterando a funcéo plaquetaria (VINAS; PUIG; PORTA, 2012; PADMAVATHI, 2010).
Esses resultados sugerem que o processo de peroxidacao lipidica poderia estar
contribuindo para as alteracdes verificadas nas atividades das enzimas ancoradas
na membrana das plaquetas como as ectonucleotidases e a E-ADA (ZANINI et al.,
2012).

Na tentativa de neutralizar a acdo desses agentes pré-oxidantes, a acédo de
complexos antioxidantes enzimaticos (como a SOD e a CAT) e ndo enzimaticos
(como os T-SH, os NPSH, a VIT C e a VIT E) apresentam papel de destaque.

Nosso estudo mostrou uma significativa diminuicdo na atividade das
enzimas SOD e CAT em plaquetas de pacientes com cancer de pulmao, sugerindo,
assim, que o acumulo de espécies reativas antes referido poderia estar exercendo
efeitos deletérios sobre as plaquetas através da inativacado enzimatica. O excesso de
espécies reativas pode estar interagindo com as proteinas e lipidios de membrana
das plaquetas, causando um dano oxidativo irreversivel, alterando tanto a funcéo,
guanto a integridade dessas estruturas.

Além disso, os niveis de VIT C diminuidos nos pacientes com cancer de
pulmdo pode ser outro indicio do significativo estado pro-oxidante em que esses
pacientes se encontram, uma vez que essa vitamina tem a capacidade de agir
diretamente sobre as espécies reativas, sobre o Oxido nitrico e sobre o acido
hipocloroso, que sédo elementos diretamente envolvidos nos processos de estresse
oxidativo (CHAN, 1993).

Em contraste com o observado nos niveis de VIT C, verificamos em nosso

trabalho um aumento tanto nos niveis de tidis totais em plaquetas, quanto nos niveis
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séricos de VIT E em pacientes com cancer de pulméo. A acdo desses antioxidantes
ndo enzimaticos € extremamente relevante nos processos de estresse oxidativo, ja
gue contribuem intensamente para a protecdo das estruturas celulares normais e
suas funcdes (VALKO et al., 2007).

Todavia, em relacdo ao cancer, alguns estudos tém demonstrado que niveis
elevados de glutationa s&o observados em diversos tipos tumorais, podendo essa
caracteristica estar associada a uma maior resisténcia por parte das células
malignas ao tratamento quimioterdpico, ja que a toxicidade antitumoral das drogas
antineoplasicas depende largamente da diminuicdo dos niveis de glutationa
(BALENDIRAN; DABUR; FRASER, 2004; ESTRELA; ORTEGA; OBRADOR, 2006;
ZHAO et al., 2009).

Diante do exposto, nota-se a estreita relacdo entre o tabagismo, o
desenvolvimento de processos inflamatérios e trombodticos e a ocorréncia de
estresse oxidativo na patogénese das neoplasias, especialmente no cancer de
pulmdo. A andlise desses resultados, em conjunto, apresenta grande relevancia
para o contexto médico e de saude publica, visto que medidas preventivas e
paliativas podem ser adotadas de maneiras mais eficientes, a fim de que os
pacientes com diagnoéstico de cancer de pulmdo possam apresentar uma melhor

gualidade de vida e um prolongamento da sobrevida.



5 CONCLUSAO

v' Os pacientes com cancer de pulmdo apresentaram um aumento nos niveis
séricos de IL-6, os quais estao intimamente relacionados com o desenvolvimento
e a progressdo tumoral, uma vez que essa citocina apresenta atividade pro-
inflamatoéria e promotora tumoral. Além disso, os niveis de IL-17 estdo diminuidos
em pacientes com cancer de pulmdo, o que pode estar relacionado com o
estagio avancado de desenvolvimento do céncer de pulmdo nos pacientes
estudados.

v' Os pacientes com cancer de pulmao apresentaram uma diminuicdo na atividade
da E-NTPDase para a hidrélise do ADP, o que provavelmente esta contribuindo
para o incremento dos efeitos pro-coagulantes comumente observados em
pacientes com doencas neoplasicas. Essa hipotese é reforcada pelo aumento da
agregacao plaquetaria nesses pacientes quando se utilizou ADP como agonista
do processo de agregacao das plaquetas. Além do mais, os pacientes envolvidos
no estudo apresentaram uma diminuicdo na expressao do CD39 em plaquetas, 0

gue esta de acordo com o observado para a atividade da E-NTPDase.

v' Em plaquetas, o cancer de pulmdo promoveu um aumento na atividade da ecto-
5’-nucleotidase e uma diminuicdo na atividade da E-ADA, sugerindo que 0s
niveis extracelulares de adenosina estao elevados nesses pacientes. O aumento
dos niveis desse nucleosideo sugere a ocorréncia do avango no
desenvolvimento tumoral, tendo em vista as acfes promotoras de crescimento

tumoral e de estimulo a angiogénese caracteristicas da adenosina.

v A atividade da enzima &-ALA-D apresentou-se diminuida em pacientes com
cancer de pulméao, o que pode predizer a ocorréncia de um quadro de estresse
oxidativo nesses pacientes. Essa situagao pode ser sugerida porque a 6-ALA-D é
altamente sensivel a agentes pré-oxidantes e o acumulo do seu substrato 6-ALA
também promove um incremento dos niveis de espécies reativas liberadas na
circulacdo. Essa inibicdo enzimatica pode ter sido influenciada pelo longo periodo

de tabagismo dos pacientes estudados, jA que o cigarro apresenta na sua
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constituicAo metais pesados que podem inativar a enzima, além da

superproducdo de espécies reativas caracteristica do microambiente tumoral.

Os pacientes com cancer de pulmao apresentaram elevados niveis de TBARS e
de espécies reativas, resultados que reafirmam a hipotese de que ha um
processo exacerbado de geracdo de agentes oxidantes que estdo sendo

liberados na circulacéo.

As enzimas antioxidantes SOD e CAT apresentaram suas atividades diminuidas
em plaquetas de pacientes com cancer de pulméo, sendo que essa inibicao
enzimatica pode ser efeito da superproducdo de espécies reativas verificada
nesses pacientes. Ademais, o0s niveis de importantes antioxidantes n&o
enzimaticos estdo diminuidos nos pacientes com cancer de pulméo, mostrando
gue funcdes benéficas podem estar sendo exercidas de modo ineficiente. Por
outro lado, os niveis elevados de T-SH e, por conseguinte, de GSH estao

relacionados ao desenvolvimento de resisténcia tumoral a quimioterapia.

Em conjunto, esses resultados sdo muito importantes do ponto de vista clinico,
pois demonstram que o cancer de pulmdo exerce importantes alteracdoes na
atividade das enzimas dos sistemas purinérgicos, nos niveis séricos de citocinas
inflamatdrias e no perfil oxidativo dos pacientes acometidos por essa doenca,
podendo o0s parametros mencionados neste estudo ser Uteis para o

monitoramento da patologia e suas complicacdes.



6 PERSPECTIVAS

Através dos estudos realizados com pacientes com cancer de pulmao até o
momento, verificamos que os processos inflamatérios e os eventos de agregacao
plaguetaria exacerbados estdo intimamente relacionados com o desenvolvimento e
a progressdo dessa patologia. Além disso, verificamos que os nucleotideos e
nucleosideo de adenina influenciam os processos mencionados acima de maneira
extremamente relevante. Sendo assim, adicional a verificacdo da atividade das
enzimas envolvidas na hidrélise dessas moléculas e, consequentemente, no controle
dos seus niveis no meio extracelular, almejamos dar continuidade aos nossos
estudos através da andlise da expressao dos receptores do sistema purinérgico em
plaquetas e linfocitos.

Diante disso, nossas perspectivas futuras sao:

- Dosar os niveis séricos de nucleotideos e nucleosideo de adenina;

- Determinar a expressdo de receptores P2X1 e P2X7 em linfocitos de
pacientes com cancer de pulmao;

- Avaliar a expressao dos receptores P2Y1 e P2Y12 em plaquetas de
pacientes com neoplasia de pulmao;

- Verificar a expresséo dos receptores de adenosina Al e A2A em plaquetas
e linfocitos dos pacientes referidos anteriormente, a fim de que possamos

caracterizar melhor as vias envolvidas na patogénese do cancer de pulmao.
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APENDICES

APENDICE A

1. Qual é suaidade?

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

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

() Sim ( ) Nao

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

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

7. Vocé é fumante?
() Sim ( ) Nao

Se o0 paciente responder SIM:
8. Por quanto tempo vocé fumou ou fuma?

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

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

12.Vocé convive com algum fumante?
() Sim ( ) Nao

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

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

15. Quais medicamentos vocé usa?



APENDICE B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

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

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

Instituicdo/ Departamento: Universidade Federal de Santa Maria — Departamento de Quimica,
Programa de P6s-Graduacao em Bioquimica Toxicolégica.

Telefone para contato: (55) 3220-9557

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

Sua participacdo ndo é obrigatéria, ndo havera nenhuma forma de compensacao financeira e
ndo havera nenhum custo para vocé.

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

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

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

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

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

PSSP (assinatura
do(a) participante da pesquisa), RG N® ........cccccoviiieieie i, declaro que entendi os objetivos,
riscos e beneficios de minha participacdo na pesquisa e concordo em patrticipar.

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

mariaschetinger@agmail.com

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