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ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DE PURINORECEPTORES EM PACIENTES
COM CANCER COLORRETAL
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1 Introducao

O cancer colorretal (CCR) ¢ uma patologia de elevada complexidade caracterizada
pelo crescimento desordenado das células que compdem o cdlon e o reto. Em escala global, o
CCR ocupa a terceira posicdo entre os tumores mais frequentemente diagnosticados em
homens e a segunda em mulheres, demonstrando taxas de incidéncia e mortalidade
continuamente ascendentes (ABAR et al., 2018). No contexto brasileiro, o CCR figura como
uma das neoplasias de maior prevaléncia, classificando-se como o terceiro tipo tumoral mais
comum (BRASIL, 2019).

Recentemente, tem-se destacado a relevancia do sistema purinérgico, que engloba
enzimas responsaveis pela hidrolise de trifosfato de adenosina (ATP), difosfato de adenosina
(ADP) e monofosfato de adenosina (AMP), no que concerne a progressio do CCR
(ABBRACCHIO; BURNSTOCK, 1994). Diante disso, a investigacdo das vias
patofisiologicas relacionadas ao desenvolvimento do CCR, incluindo a contribui¢do do
sistema purinérgico, emerge como uma tarefa de extrema importancia. Esse empreendimento
visa ndo somente a compreensdo aprofundada das bases moleculares subjacentes a doenga,
mas também o estabelecimento de fundamentos para o desenvolvimento de estratégias
preventivas, métodos de diagndstico aprimorados e abordagens de controle mais eficazes no

contexto dos tumores colorretais (DI VIRGILIO, 2012).
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2 Objetivos

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade das enzimas do sistema purinérgico - E-
NTPDase (CD39), ecto-5’-nucleotidase (CD73) e adenosina desaminase (ADA) - em
plaquetas de pacientes diagnosticados com CCR esporddico do subtipo histologico
adenocarcinoma, comparando a pacientes saudaveis.

3 Metodologia

Este estudo transversal de caso-controle envolveu um total de 60 participantes,
divididos em dois grupos distintos. O primeiro grupo foi composto por 30 pacientes
diagnosticados com adenocarcinoma colorretal esporadico, enquanto o segundo grupo
consistia em 30 individuos sauddveis que desempenharam o papel de grupo controle. A
selecdo dos participantes foi conduzida utilizando uma abordagem de conveniéncia, com base
em critérios de inclusdo e exclusdo claramente definidos.

Para garantir a homogeneidade da amostra, foram selecionados pacientes recém-
diagnosticados, que ainda ndo haviam iniciado qualquer forma de tratamento cirirgico ou
farmacoldgico. A identificacdo e recrutamento dos pacientes ocorreram mediante colaboracao
prévia dos pesquisadores com um meédico-cirurgido oncoldgico responsavel pela avaliagdao
dos pacientes no Hospital Regional do Oeste (HRO). Todos os participantes foram
devidamente informados sobre os objetivos da pesquisa, bem como sobre todas as
intervengdes que seriam realizadas, e expressaram seu consentimento voluntario ao assinar o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

A coleta de amostras sanguineas, consistindo em 30 ml de sangue, foi realizada por
meio de pun¢do venosa utilizando tubos vacutainer padrdo. As andlises bioquimicas
subsequentes foram conduzidas nos laboratérios de pesquisa da Universidade Federal da
Fronteira Sul (UFFS). A avaliagdo da atividade enzimatica do sistema purinérgico foi
conduzida nas amostras de plaquetas dos participantes. A atividade das enzimas E-NTPDase
(CD39) e E-5’-nucleotidase (CD73) foi determinada conforme o protocolo descrito por Pilla
et al. (1996), com modificagdes seguindo o método de Lunkes et al. (2003). A atividade da
adenosina desaminase (ADA) foi determinada conforme as diretrizes estabelecidas por Giusti
e Galanti (1984).

A analise estatistica dos dados foi conduzida utilizando o Teste t de Student, com

resultados considerados estatisticamente significativos quando p<0,05. Todos os
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procedimentos realizados neste estudo foram submetidos & aprovacio do Comité de Etica e
Pesquisa (CEP) da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), segundo as normas
estabelecidas na Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Satde referente a pesquisa
envolvendo seres humanos (BRASIL, 2012).

4 Resultados e Discussao

Os resultados obtidos nesta pesquisa revelaram diferencas significativas na atividade
da enzima E-NTPDase (CD39), responsavel pela hidrolise do trifosfato de adenosina (ATP) e
difosfato de adenosina (ADP), entre pacientes com cancer colorretal (CCR) e o grupo de
controle. A atividade da CD39 para a hidrélise do ATP foi notavelmente elevada nos
pacientes com CCR em comparacido com o grupo controle (78,90 + 9,60 vs 35,86 = 4,62 nmol
Pi/min/mg de proteina, respectivamente; p < 0,0005). Semelhante padrao foi observado na
hidrolise do ADP, onde os pacientes com CCR exibiram uma atividade enzimatica superior
em relacdo ao grupo de controle (123,10 + 14,84 vs. 84,68 + 9,88 nmol Pi/min/mg de
proteina; p < 0,05).

O aumento na atividade enzimatica da CD39 pode estar associada a um aumento na
disponibilidade de ATP extracelular, o qual ¢ substrato da enzima, indica maior
disponibilidade de ATP extracelular e maior conversao deste para adenosina. Tendo em vista
que a progressao tumoral associa-se a danos e lise celular, podemos sugerir que na presenca
de tumores os niveis de ATP estejam substancialmente elevados, colaborando para a atividade
enzimatica maxima (DI VIRGILIO, 2012). Tendo em vista da atuagdo proé-inflamatoéria do
ATP, podemos relacionar o ambiente tumoral ao estado pro-inflamatorio sistémico deste
paciente, uma vez que o ATP liga-se a receptores do sistema purinérgico ativando células do
sistema imune (CARDOSO et al., 2021).

Nesse contexto, o aumento da hidrolise de ATP favorece a geragdo de AMP através do
aumento da atividade da 5’-nucleotidase, a qual favorece a geracdo de grandes quantidades de
adenosina - uma molécula com potente acdo imunossupressora. A adenosina atua como
moléculas sinalizadora, também se ligando as células do sistema imune, no entanto, atua
desativando-as e consequentemente, promovendo um ambiente imunossuprimido, auxiliando
na progressao da neoplasia (DI VIRGILIO et al., 2018). Essa descoberta ¢ consistente com
estudos anteriores que associam niveis elevados de adenosina a um ambiente tumoral

favoravel ao crescimento do cancer (DO CARMO ARAUIJO et al., 2005)(DI VIRGILIO et



17 a 19 de outubro 2

al., 2018). Além disso, a atividade da E-NTPDase para a hidrolise do ADP também foi
significativamente maior nos pacientes com CCR em comparagdo com os controles,
fortalecendo a hipotese de uma possivel desregulacdo na via de sinalizagdo purinérgica no
CCR, contribuindo para condi¢des favoraveis ao desenvolvimento tumoral (DI VIRGILIO et
al., 2018).

A andlise da hidrolise de monofosfato de adenosina (AMP), medida pela atividade da
E-5’-nucleotidase (CD73), também revelou uma maior atividade hidrolitica no grupo de
pacientes com CCR em comparagao com o grupo controle (86,92 + 13,89 vs. 19,96 + 3,16
nmol Pi/min/mg de proteina; p < 0,0005), também associando-se a maior producdo de
adenosina. Em contraste, a atividade da adenosina desaminase (ADA) ndo apresentou
diferenga estatisticamente significativa entre o grupo de pacientes com CCR e o grupo
controle (2,52 + 0,49 vs. 2,03 £ 0,47 Ul/mg de proteina, respectivamente). Isso sugere que,
apesar do aumento na hidrolise de ATP, ADP e AMP, a taxas de degradacdo da adenosina nao
¢ significativamente afetada no CCR, culminando em maior concentragdo de adenosina
extracelular e mais facilidade na progressao neoplasica (DI VIRGILIO et al., 2018).

5 Conclusao

Com base nos resultados deste estudo, podemos concluir que a atividade das enzimas
do sistema purinérgico, E-NTPDase e a E-5'-nucleotidase, manifesta significativas altera¢des
em pacientes diagnosticados com cancer colorretal (CCR). O aumento na atividade da E-
NTPDase no que diz respeito a hidrolise de ATP e ADP, bem como a intensificacdo da
atividade da E-5'-nucleotidase na hidrolise de AMP, indica uma possivel aceleracdo na
degradacdo desses nucleotideos, resultando em um aumento notério na disponibilidade de
adenosina. Este mediador celular, com conhecidas propriedades anti-inflamatorias e pro-
tumorais, pode desempenhar um papel significativo na criagdo de um ambiente tumoral
propicio ao desenvolvimento do cancer colorretal.

Entretanto, ¢ importante notar que a atividade da adenosina desaminase (ADA) ndo
exibiu diferencas substanciais entre os pacientes com CCR e o grupo de controle, indicando
que a taxa de degradagdo da adenosina nao ¢ significativamente afetada no contexto do cancer
colorretal. Estes resultados reforcam a relevancia crucial do sistema purinérgico na
patogénese do cancer colorretal, fornecendo uma base para novos estudos e a consideragao de

novas estratégias terapéuticas.
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