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1 Introducao

O Sistema Purinérgico (SP) tem ganhado destaque na compreensdo da fisiopatologia
de diversas doencas, especialmente devido a sua relagdo intrinseca com a regulacdo do
sistema imunolédgico e, consequentemente, com a atividade pro-inflamatdria, presente tanto
no estabelecimento quanto na progressao dessas patologias ( Di Virgilio, 2012; Sluyter, 2023;
Kiaie et al., 2024). Resumidamente, o SP ¢ composto por um complexo conjunto de enzimas e
substratos, como o trifosfato de adenosina (ATP), o difosfato de adenosina (ADP) e o
monofosfato de adenosina (AMP), que, ao serem hidrolisados, modulam o sistema
imunologico por meio de receptores de membrana, como o P2X7, facilitando a progressao de
doengas, como o cancer (Abbracchio; Burnstock, 1994; Sluyter, 2023).

O cancer colorretal (CCR) ¢ uma das varias doencas influenciadas pelo SP em sua
progressdo. Caracterizado por sua complexidade, o CCR envolve o crescimento anormal de
células no colon e no reto, em escala global, ocupa a terceira posi¢ao entre os tumores mais
diagnosticados em homens e a segunda entre mulheres (Abar et al.,, 2018). Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) Mais de 1,9 milhdo de novos casos de cancer
colorretal foram diagnosticados em 2022, e mais de 900 mil mortes foram atribuidas ao CCR
(World Health Organization, 2023).

No cenario brasileiro, essa neoplasia € a terceira mais incidente (Brasil, 2019). Diante

de sua complexidade e prevaléncia, torna-se necessario compreender a intima e complexa
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relacdo entre os marcadores inflamatorios do SP e o desenvolvimento e progressao do CCR, a
fim de que novas estratégias preventivas e terapéuticas possam ser desenvolvidas.
2 Objetivos

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade da enzima E-NTPDase (CD39) na
hidrolise do trifosfato de adenosina (ATP) em difosfato de adenosina (ADP) em amostras de
plaquetas, além de analisar a expressao do receptor P2X7 em amostras de linfécitos de
pacientes diagnosticados com cancer colorretal.

3 Metodologia

O presente trabalho ¢ um estudo transversal, que envolveu um total de 60
participantes, divididos em grupo controle (n=30) e grupo de pacientes (n=30). O grupo de
pacientes era composto por individuos com diagnéstico prévio CCR, enquanto o grupo
controle por individuos saudaveis. A abordagem e selecao dos participantes seguiram critérios
de inclusao e exclusdo previamente definidos.

Foram inclusos, pacientes voluntarios entre 30 e 70 anos com diagnostico CCR
esporadico do subtipo adenocarcinoma, sem historia familial da doenga, que ndo passaram por
nenhum tratamento prévio. Voluntérios entre 30 e 70 anos sem diagnoéstico e qualquer doenga
cronica ou histérico de CCR. Como critério de exclusdo, foram descartados os individuos que
ndo encaixavam-se nos critérios acima, ou voluntarios que utilizavam qualquer medicagao de
uso continuo e/ou que apresentem historia familiar da doenca.

Para garantir a homogeneidade das amostras, os individuos do grupo de pacientes
foram selecionados antes de qualquer tratamento, seja farmacologico ou cirurgico. Essa
sele¢do ocorreu por meio de uma colaboragdo entre os pesquisadores € um médico-cirurgiao
oncologico, responsavel pela avaliagdo desses pacientes no Hospital Regional do Oeste
(HRO). Todos os participantes foram devidamente informados e concordaram com os
procedimentos a serem realizados, bem como com o objetivo da pesquisa, assinando
voluntariamente o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Foram coletadas amostras de 30 mL de sangue por meio de pun¢do venosa, utilizando
tubos vacutainer padrdo. Posteriormente, as andlises bioquimicas foram realizadas nos
laboratérios da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS). A avaliacdo da atividade
enzimatica do Sistema Purinérgico foi conduzida em amostras de plaquetas, sendo que a
atividade da CD39 foi determinada conforme descrito por Pilla et al. (1996), com

modifica¢des de Lunkes et al. (2003). A avaliagcdo da expressdo génica do receptor P2X7 foi
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realizada em amostras de linfocitos, seguindo o protocolo experimental de Quantificagdo
Relativa pelo método DDCt.

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 8. Para
o teste de normalidade, as amostras foram submetidas ao teste de Shapiro-Wilk. Aquelas que
apresentaram distribuicdo normal foram analisadas pelo Teste t de Student, enquanto as
amostras com distribui¢do ndo paramétrica foram analisadas pelo Teste de Mann-Whitney.
Foram considerados significativos os resultados com valor de p < 0,05. Todos os
procedimentos aqui descritos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
UFFS, sob protocolo numero: 87508918.4.0000.5564.

4 Resultados e Discussiao

Os resultados obtidos nesta pesquisa demonstram uma relagdo significativa entre o
Sistema Purinérgico (SP) e a resposta pro-inflamatoria em individuos com cancer colorretal
(CCR). Isso se deve ao fato de que tanto a atividade da CD39 quanto a expressao do receptor
P2X7 encontram-se elevadas nos pacientes, em comparagdo com os individuos controle. No
que se refere a atividade da CD39 na hidrolise do ATP, os individuos com CCR apresentaram
uma atividade enzimatica aumentada em relagdao aos individuos saudaveis [35,86 + 4,62 vs.
78,90 + 9,60 nmol Pi/min/mg de proteina, em controles e pacientes, respectivamente], com p
<0,0005.

Esse resultado sugere um possivel aumento da disponibilidade de ATP no meio
extracelular. O ATP ¢ uma molécula presente em abundincia no meio intracelular, cuja
principal fun¢do ¢ atuar como fonte de energia para a célula (Di Virgilio, 2007; Battastini;
Schetinger, 2021; Sluyter, 2023). Em situagdes de dano tecidual, as células sofrem lise e
liberam seu contetido no meio extracelular. Portanto, o aumento do ATP disponivel nesse
meio indica um incremento no dano tecidual causado pela neoplasia (Di Virgilio, 2012; Di
Virgilio et al., 2018; Sluyter, 2023). Com mais ATP disponivel, observa-se uma maior
atividade da enzima CD39, uma vez que o ATP ¢ seu principal substrato. Assim, a CD39
hidrolisa o ATP disponivel, removendo uma de suas moléculas de fosfato e produzindo um
excedente de ADP (Di Virgilio, 2007; Battastini; Schetinger, 2021; Sluyter, 2023).

O ADP, por sua vez, ¢ extremamente relevante na modulacdo das células do sistema
imunologico, estando fortemente associado ao processo préo-inflamatorio (Abbracchio;
Burnstock, 1994; Oliveira-Giacomelli et al., 2021; Sluyter, 2023). O principal mecanismo

pré-inflamatorio do ADP ¢é a ativagdo das células imunes, por meio de sua ligacdo a
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receptores de membrana da familia P2, com destaque para os receptores P2X7, P2Y2 e P2Y6
(Abbracchio; Burnstock, 1994; Oliveira-Giacomelli et al., 2021). Em nossos resultados,
observamos um aumento importante na expressdo do gene do receptor P2X7 em pacientes
com CCR quando comparados ao grupo controle [1,35 £ 0,9 vs. 2,35 £ 1,22, em controles e
pacientes, respectivamente], com p < 0,05. Isso representa um aumento de 1,7 vezes na
expressao desse receptor entre os pacientes com cancer colorretal (CCR).

Esse dado torna-se extremamente relevante quando consideramos a associagdo entre o
ADP e o receptor P2X7. Como citado anteriormente, ao se ligar ao P2X7, o ADP estimula
uma cascata de sinalizacdo que leva a ativagao de células imunoldgicas, como macrofagos,
células dendriticas e certos tipos de células T. Isso resulta na formacao de poros de
membrana, ativa¢ao do inflamassoma e liberagdo de citocinas pré-inflamatorias, como IL-1f3
e IL-18 (Abbracchio; Burnstock, 1994; Oliveira-Giacomelli et al., 2021; Sluyter, 2023). Essas
moléculas contribuem para a manutencao do estado inflamatério no microambiente tumoral,
dificultando a ag¢do imunoldgica na destruigdo do tumor e facilitando a progressao da
neoplasia (Abbracchio; Burnstock, 1994; Di Virgilio et al., 2018; Oliveira-Giacomelli et al.,
2021; Sluyter, 2023).
5 Conclusio

Os resultados deste estudo confirmam a relevancia do Sistema Purinérgico (SP) na
modulacdo da resposta inflamatoéria em pacientes com cancer colorretal (CCR). A elevagao
significativa da atividade da enzima E-NTPDase (CD39) na hidrolise do ATP, observada em
amostras de plaquetas dos pacientes com CCR, sugere um aumento da disponibilidade de
ATP no meio extracelular, diretamente associado ao aumento do dano tecidual causado pela
neoplasia. Além disso, o aumento da expressdo do receptor P2X7 em linfocitos desses
pacientes reforca a relagdo entre o SP e a ativacdo de células imunoldgicas pré-inflamatoérias,
como macrofagos e células T, contribuindo para a manutengdo de um microambiente tumoral
inflamatorio.

Esses achados indicam que a hiperatividade do SP, tanto pela maior disponibilidade de
ATP quanto pela ativacio do receptor P2X7, desempenha um papel fundamental na
progressdao do CCR, ao criar um ambiente favoravel a inflamagdo cronica e a resisténcia da
resposta imunologica contra o tumor. Assim, a modulacio do SP pode representar uma
estratégia terap€utica promissora para o controle da inflamagdo no microambiente tumoral e

para a inibi¢do da progressao do cancer colorretal.
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