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Impacto do tabagismo no perfil inflamatério sistémico de pacientes
portadores de cancer de pulméo

Resumo

O cancer priméario de pulmédo (CP) € o cancer mais incidente e de maior
mortalidade mundial desde 1985 e o tabagismo € o principal fator carcinogénico
modifichvel para o CP. Sabe-se que o cancer, bem como a fumaca do cigarro e outros
derivados do tabaco, sdo geradores de inflamac&o, produtores de mediadores
imunologicos, fontes de radicais livres e outros componentes que desregulam o
equilibrio redox. Contudo, suas interrelagbes sdo complexas e a contribuicdo
especifica do tabagismo na neoplasia primaria de pulmdo ainda precisa ser
esclarecidas. O cancer de pulméo é consideravelmente afetado pela resposta imune,
isso implica a participacdo de sinalizadores inflamatérios como as citocinas
interleucina 12 (IL-12) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que sao os principais
reguladores dos padrées de resposta imune dos linfocitos TCD4+. Baixos niveis de
IL-12 e TNF-a tém sido relacionados as respostas anti-inflamatorias (Th2), o que
implica em respostas associadas a proliferacdo, metastase e quimiorresisténcia
neoplasica. Neste contexto, este estudo investigou o impacto do tabagismo nos niveis
sistémicos circulantes de mediadores do estresse oxidativo (lipoperéxidos — LPO,
metabdlitos do 6xido nitrico — NOx e niveis antioxidantes — TRAP) e das citocinas
TNF- a e IL-12, entre individuos tabagistas ou ndo, com cancer de pulméao e individuos
sem cancer. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Unioeste— Francisco Beltrdo. Trata-se de um estudo exploratério e
descritivo de coorte, realizado no Hospital do Céancer Francisco Beltrdo, entre
novembro de 2019 e agosto de 2021. A analise estatistica foi realizada com o software
GraphPad Prism 7.0 e um valor de p <0,05 foi considerado significativo. No grupo
cancer de pulmao (n=20), idade média 54,2 anos; homens (68%), tabagistas ou ex-
tabagistas (77%), etilistas ou ex-etilista (50%). O grupo controle (n=54), idade média
60,5 anos, homens (54%), tabagistas ou ex-tabagistas (54%), nunca haviam bebido
(54%). As dosagens de citocinas mostram aumento significativo da IL-12 circulante
apenas nos individuos controles tabagistas em relacéo aos controles nao-tabagistas
sem alteragdo dos niveis de TNF-a. Sobre o perfil de estresse oxidativo, os fumantes
sem cancer apresentaram niveis mais altos de estresse oxidativo comparados aos

controles nao tabagistas. Nao foram observadas diferencas nos demais grupos. Estes



resultados indicam que, nos individuos sem cancer, o tabagismo tem um impacto
significativo sobre a inflamacé&o, produzindo niveis mais elevados de LPO, NOx e IL-
12. Nos pacientes com cancer de pulméo, os niveis inflamatoérios observados foram
similares independente do fator tabagismo, indicando que o fumo em si ndo provocou
impacto adicional sobre as citocinas ou perfis de estresse oxidativo ja produzidos pela

doenca.

Palavras-chave: tabaco, fumantes, estresse oxidativo, inflamagdo, neoplasias

pulmonares.



Systemic effects of smoking on oxidative stress and pro-

inflammatory cytokine profiles in patients with primary lung cancer

Abstract

Primary cancer (PC) is the cancer with the highest incidence and mortality
worldwide in 1985 and smoking is the main modifiable carcinogenic factor for CP. It is
known that cancer, as well as cigarette smoke and other tobacco derivatives, are
generators of inflammation, producers of immune mediators, sources of free radicals
and other components that deregulate the redox balance. However, their
interrelationships are complex and the specific contribution of smoking to primary lung
cancer remains to be clarified. Lung cancer is considerably affected by the immune
response, which implies the participation of inflammatory signals such as the cytokines
interleukin 12 (IL-12) and tumor necrosis factor alpha (TNF-a). These cytokines are
the main regulators of response patterns immune and response of CD4+ T
lymphocytes. Low levels of IL-12 and TNF-a have been related to anti-inflammatory
responses (Th2), which implies responses associated with proliferation, metastasis
and neoplastic chemoresistance. In this context, this study investigated the impact of
smoking on the systemic circulating levels of oxidative stress mediators (lipoperoxides
— LPO, nitric oxide metabolites — NOx and total antioxidant potential — TRAP), the
cytokines TNF-a and IL-12, among smokers or non-smokers, in lung cancer and
control individuals. The project was approved by the Ethics Committee in Research
with Human Beings of Unioeste— Francisco Beltrdo. This is an exploratory and
descriptive cohort study, carried out at Hospital do Cancer Francisco Beltrdo, between
November 2019 and August 2021. Statistical analysis was performed using the
GraphPad Prism 7.0 software and a p-value <0.05 was considered significant. In the
lung cancer group (n=20), mean age 54.2 years; men (68%), smokers or ex-smokers
(77%), alcoholics or ex-alcoholics (50%). The control group (n=54), mean age 60.5
years, men (54%), smokers or former smokers (54%), had never drunk (54%).
Cytokine measurements show a significant increase in circulating IL-12 only in healthy
smokers (mean 57.81 pg/ml, min. 38.26 pg/ml, max. 70.71 pg/ml) compared to healthy
non-smokers. smokers (mean 54.61 pg/ml, min. 48.16 pg/ml, max. 65.49 pg/ml -
Mann-Whitney U test: Z=1.98; Cl=97.64%) without change of TNF-a levels. Regarding
the oxidative stress profile, smokers without cancer (mean NOXx levels 28.75 puM; min.
33.5 uM; max. 23.93 uM and mean lipid peroxidation 671,877.4 uM; min. 267,360 puM;



max. 963,159 .5 uM) had higher levels of oxidative stress compared to non-smoking
controls (mean NOXx levels 29.73 uM; min. 23.5 uM; max. 38.07 uM- Mann-Whitney U
test: Z= 0 .04; Cl=51.49% and mean lipid peroxidation 335,659.5 pM; min 290,520
MM; max 957,903.5 pM - Mann-Whitney U test: Z=3.01; CI=99.87%). No differences
were observed in the other groups. These results indicate that, in cancer-free
individuals, smoking has a significant impact on inflammation, producing higher levels
of LPO, NOx, and IL-12. In lung cancer patients, the inflammatory levels observed
were similar regardless of the smoking factor, indicating that smoking itself did not have
an additional impact on cytokines or oxidative stress profiles already produced by the

disease.

keywords: Tobacco, Smokers, Oxidative Stress, Inflammation, Lung Neoplasm.
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1.INTRODUCAO GERAL

Desde meados de 1950, sabe-se que o tabagismo € o principal fator
carcinogénico modificavel para o céncer primério de pulmdo (CP); entretanto, a
contribuicdo especifica do tabagismo e os mecanismos que desencadeiam e/ou
agravam esse cenario ainda n&o é clara. (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2021;
AZAD; ROJANASAKUL; VALLYATHAN, 2008; HUA et al., 2019; WALSER et al., 2008;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1995).

O tabaco e seus derivados, promovem o estresse oxidativo (EO) que € o
desequilibrio do status redox; isso ocorre quando a quantidade de atomos e moléculas
com radicais livres, como por exemplo, espécies reativas de oxigénio/nitrogénio
(EROS/NOx) excedem a capacidade de reducgdo dos sistemas antioxidantes. As
EROS séo as principais espécies reativas produzidas frente a insultos ao organismo,
e atuam induzindo respostas inflamatorias que resultam na liberacdo de citocinas e
guimiocinas proé-inflamatoérias. Essas moléculas, quando em desequilibrio podem
desencadear a inflamacgéao crbnica, lesdo tecidual e carcinogénese. Portanto, a
exposicao direta as EROS e aos outros componentes toxicos no tabagista, causam o
EO e a inflamacéo cronica sistémica, o que predispdem os individuos tabagistas ao
cancer de pulmdo e ao cancer em outras topografias (AZAD; ROJANASAKUL;
VALLYATHAN, 2008; BARBOSA et al., 2010; PANIS et al., 2012).

Além disso, a inflamacdo tecidual pulmonar cronica do tabagista induz a
ativacdo de oncogenes e inativacado de genes supressores de tumor, resultando em
instabilidade genémica e formacéo de células neoplasicas. Outro agravo indireto do
tabagismo é que a inflamacéao cronica altera a capacidade dos leucécitos em controlar
a producdo de moléculas como citocinas, fatores de crescimento, deflagradores de
angiogénese e quimiocinas. Estes sdo componentes envolvidos em multiplos
“‘hallmarks of cancer”; que sdo as etapas necessarias para que uma célula se
transforme em céancer (AZAD; ROJANASAKUL; VALLYATHAN, 2008; HANAHAN;
WEINBERG, 2011; HUA et al., 2019; WALSER et al., 2008).

A inflamacéo crénica determina um perfil molecular especifico, que configurado
pela producédo de proteinas que modulam a funcdo de outras células ou da propria
célula do sistema imunologico, induz direta ou indiretamente a ativagcdo ou supressao

da resposta imune. Os principais reguladores da resposta imune sao as citocinas.
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Estas proteinas, secretadas por diversas células imunoldgicas, estdo divididas em
mediadores pré ou anti-inflamatérios, modulando o perfil imunolégico predominante
das células TCD4+ ou T helper (Th) (ABBAS, 2019).

Assim, temos os padrBes predominantes divididos em Thl, que é pro-
inflamatorio e mediado por citocinas como a IL-183, IL-6, IL-12, IFN-y e TNF-a, e o
padrao Th2, que € predominantemente anti-inflamatorio e caracterizado pelas
citocinas IL-4, IL-10 e TGF-[3, dentre outras. Existem outros padrées como Th6, Th9 e
Th17, mas seu papel em patologias como o cancer ainda € pouco discutido (ABBAS,
2019).

Considera-se que baixos niveis de IL-12 e TNF-a estdo relacionados as
respostas Th2, que no céancer predispbe a proliferacdo, metastase e
quimiorresisténcia. A IL-12 € uma citocina pré-inflamatéria que induz a ativacao da
imunidade mediada por células e a diferenciacdo de T helper 1, que inibe a
imunossupressao induzida por macréfagos do tecido tumoral (BENT et al., 2018;
LASEK; ZAGOZDZON; JAKOBISIAK, 2014; NGUYEN et al., 2020) .

O TNF-a, por sua vez, tem sido descrito como uma citocina de duas vias de
atuacao, uma pro-tumoral estimulada pelo NFkB, e outra pré-apoptotica, de modo que
sua relacdo com o desenvolvimento do tecido tumoral depende do desequilibrio entre
as duas vidas decorrentes de suas regulacdes. A ativacdo de NFkB é o principal
mecanismo responsavel pela geracdo de radicais livres, e consequentemente
desequilibrio redox. Esta geracdo de espécies reativas € responsavel por danos
celulares importantes em lipideos, proteinas e DNA, e estd bem estabelecida como
uma condicdo necesséria, na inflamacao crbénica, para ocorréncia da instabilidade
gendmica tumoral (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Da mesma forma, o consumo do cigarro € um conhecido fator gerador de
espécies reativas, de citocinas pro-inflamatérias e outros produtos téxicos,
potencialmente contribuindo para a sustentacdo deste cenario inflamatério
(LUKOSEVICIENE et al., 2018; WANG et al., 2019; WANG,; LIN, 2008; ZHAO; CHEN;
HERJAN; et al., 2019; Zhu et al., 2021).

Neste contexto, ndo se sabe exatamente qual o encargo do tabagismo no
paciente oncologico, bem como se existe sinergismo das duas condi¢des sobre o
status redox e perfil inflamatoério. Neste trabalho investigou-se a variacao sistémica
dos niveis de LPO, NOx e TRAP; e das citocinas TNF-a e IL-12 em pacientes

diagnosticados com cancer primario de pulmao, tabagistas ou ndo. Além disso, foram
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incluidos voluntarios sem diagnéstico de cancer, visando entender a contribuicdo da

condicdo cancer versus o tabagismo neste cenario.



20

1.1 Cancer de pulméo: epidemiologia, classificacao e perfil clinicopatologico

O céancer primério de pulméo é o cancer com maior incidéncia e mortalidade,
entre homens e mulheres, mundial desde 1985. No Brasil, € o segundo cancer mais
incidente (o mais frequente é o cancer de pele ndo melanoma) e o lider como causa
da mortalidade por neoplasia entre homens e mulheres desde 1988. Em 2020, a
GLOBOCAN estimou 2,21 milhdes de novos casos, o que corresponde a 11,4% de
todos os canceres diagnosticados, e cerca de 1,80 milhdes de mortes, o que
corresponde — por sua vez a 18% de todas as mortes decorrentes de neoplasias no
mundo (“Atlas On-line de Mortalidade,” [s.d.]; “WHO REPORT ON THE GLOBAL
TOBACCO EPIDEMIC, 2021 Addressing new and emerging products fresh and alive,”

[s.d.])

14
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e BRONQUIOS E PULMOES MAMA e PROSTATA e ESTOMAGO COLON

Figura 1: Taxas de mortalidade das 5 localiza¢des primarias dos tumores mais frequentes por 100.000 homens e
mulheres entre 1970 e 2019.
Fonte: INCA - Ministério da Saude

Ha uma distribuicdo bastante heterogénea da incidéncia de CP, quanto ao
sexo, idade ao diagnostico e classificacao histoldégica do CP; essas discrepancias séo
diretamente correlacionadas a prevaléncia do tabagismo e ao desenvolvimento
econdbmico de cada regido. Cerca de 80% dos fumantes vivem em paises

subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, e cerca de 50% das mortes por CP
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ocorrem nessas regibes menos desenvolvidas economicamente. Em contraste a
essas pesquisas, observa-se um decréscimo da incidéncia de CP (real ou estimada)
em paises ndo apenas desenvolvidos economicamente, como também nos que
adotaram politicas antitabaco precoces e efetivas.

As principais campanhas de combate ao tabagismo, visam monitorar o uso do
tabaco e as politicas de prevencéo, proteger as pessoas da fumaca do tabaco,
oferecer ajuda para parar de fumar, esclarecer sobre os perigos do tabaco e
tabagismo, restringir publicidade de produtos de tabaco e derivados, aumentar os
impostos sobre o tabaco. Os paises que mais investem em campanhas antitabagismo
e obtiveram bons resultados epidemiolégicos na prevaléncia de tabagismo, incidéncia
e mortalidade de CP foram: Estados Unidos, Inglaterra, paises Noérdicos, Australia,
Nova Zelandia, Singapura, Alemanha e Uruguai (BADE; DELA CRUZ, 2020).

O CP pode ser classificado quanto ao tipo histolégico, no caso do CP maligno,
este pode ser classificado em dois grandes grupos histolégicos: carcinomas
pulmonares de células pequenas (CPCP) e os carcinomas pulmonares de células nao-
pequenas (CPCNP). Dentre os CPCNP existem 0s subtipos adenocarcinomas,
carcinoma de células escamosas ou carcinoma epidermoide e carcinoma de grandes
células (KUMAR et al., 2015).

O tipo histologico mais agressivo é o CPCP, cuja incidéncia esté diretamente
ligada ao tabagismo e corresponde a cerca de 20% dos canceres primarios de pulmao.
Os outros principais tipos de CP associados ao tabagismo sédo o carcinoma de
pequenas células (um CPCP) e o carcinoma de células escamosas (CPCNP). Cerca
de 90% dos pacientes com CP sao tabagistas, e a o risco de neoplasias relacionadas
ao tabaco é proporcional a quantidade e periodo de tabagismo ou carga tabagica
(KUMAR et al., 2015; SAAB, et al., 2020).

Quanto aos aspectos clinicopatolégicos, pacientes diagnosticados com
CPCNP tendem a apresentar melhores prognésticos quando ocorre o diagnostico
precoce, nestes casos o tratamento cirirgico pode ser curativo. Entretanto o CPCNP
apresenta alta ocorréncia de metastases ao diagndéstico e nestes casos e o tratamento
inclui quimioterapia (QX) associado ou néo a radioterapia (KUMAR et al., 2015).

Dados epidemiologicos apontam que 10 a 20% dos casos CP sdao
diagnosticados em pacientes sem historia de tabagismo. Nesse perfil clinico o
adenocarcinoma é o mais incidente, e caracterizado pela alta prevaléncia em

mulheres, em ndo fumantes e pessoas com menos de 45 anos. Seu curso clinico
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tende a ser melhor que os carcinomas e o tratamento cirargico pode ser curativo.
(KUMAR et al., 2015; SAAB, et al., 2020).

Compreende-se que houve uma melhora significativa da sobrevida em cinco
anos de 15,6% em 2011 para 19,4% em 2019, o que pode ser atribuido em resposta
a combinacao de fatores clinicos e adjacentes como a reducao do tabagismo; avancos
nos métodos diagndsticos como aumento da toracoscopia e da RX em estagios
iniciais da doenga, bem como a melhoria dos tratamentos em caso de doenga
avancada (RECK; RABE, 2017; BADE; DELA CRUZ, 2020).

No Brasil, o diagndstico de CP tente a ser tardio, pois a maioria dos pacientes
s6 apresenta sinais e sintomas em fases mais avancadas da doenca e nao ha
recomendacdes atuais para rastreamento do cancer de pulmao na populagéo, embora
existam algumas tentativas em analise tais como o Lung Cancer Screening e o
Prostate, Lung, Colorectal and Ovarian Cancer Screening (BADE; DELA CRUZ,
2020).

Guidelines internacionais e sociedades brasileiras de especialistas
recomendam a todos os fumantes, mesmo 0s pacientes com cancer, que cessem o
tabagismo, para tanto devem ser oferecidos programas de cessacao do tabagismo. O
protocolo terapéutico depende da classificacdo histopatolégica e para o CPCP, foi
estabelecido pelo National Comprehensive Cancer Network (NCCN), revisado em 9

de agosto de 2021, e esté ilustrado a seguir.

Cancer de Pulmao de pequenas células

Estadiamento

Histopatoldgico
Laboratorial
Imagem
J(TC/RNM/PET-CT)|
Cessacéo do

tabagismo
Doe.n(;a Doe.n(;a
Iimit.ada exte.nsa
Toraco;entese Ciru. rgia %ﬁ?ﬁfggﬂ;;’ Cirurgia %iciirir?itgtgg&; TeSriBi(?rstede
I

|| Resseccéo
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Figura 2: Diagrama de indicac@es terapéuticas em caso de CP de pequenas células.
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Fonte: NCCN, 2021

Os pacientes que mais se beneficiam das terapéuticas cirdrgicas devem ser
diagnosticados em estadiamento precoce da doenca, o que corresponde a apenas
5% dos casos, quando ainda ndo ha metastases.

A radioterapia € indicada em consonancia a quimioterapia. Os principais
guimioterapicos indicados em caso de doenca limitada sdo a cisplatina ou a
carboplatina, as quais podem ser associadas a outros quimioterapicos em caso de
doenca extensa, de acordo com a avaliacdo clinica personalizada de um
profissional especializado. A eficacia terapéutica € avaliada por exames de imagem
periodicos.

Ja para o CP de ndo pequenas células, o NCCN publicou em 30 de setembro

de 2021 a seguinte indicacao terapéutica:

Cancer de Pulméo de nao pequenas células
|
Estadiamento

Hisoria de tabagisma
Estadiamento de
risco Histopatoldgico|
Imagem
(TC/RNM/PET-CT)

Provas de fung¢éo pulmonar
Broncoscopia

Doenca Doenca
limitada extensa
Cirurgia Radioterapia || Quimioterapia J] Cirurgia Radioterapia Quimioterapi| [Terapias de
a Suporte
1 Wnasini I_ Estabiliza¢éo
Exploratérigf  [FDefinitiva de metastases

Resseccdo| L] Ablativa
linfonodal estereotatica

Figura 3 :Diagrama de indica¢fes terapéuticas em caso de CP de ndo pequenas células.
Fonte: NCCN, 2021

A avaliacdo subsequente para a determinagdo da melhor terapéutica a ser
instituida depende da analise imuno-histoquimica do tecido tumoral, em que ha
identificacdo da mutacéo especifica que passa a indicar o melhor alvo terapéutico na
neoplasia diagnosticada. Como esta é uma classe muito heterogénea de tumores e
com grande diversidade de alvos e estratificacdo de fases terapéuticas, a avaliagéo

deve ser realizada por profissional especializado e a combinagdo da melhor
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terapéutica deve considerar ndo apenas o estagio ao diagndstico, como as condi¢des

clinicas do paciente e o subtipo molecular diagnosticado (NCCN, 2021).

1.2 Tabaco, o estresse oxidativo e implicagbes no perfil inflamatério do

tabagista: mecanismos imunoldgicos

O cigarro é composto por uma mistura de tabaco, agucares, adesivos, agentes
aglutinantes, agentes de combustdo, ameliorantes, auxiliar de processo,
preservantes, umectantes, tinta e papel. A nicotina € a substancia psicoativa
responsavel pela dependéncia quimica causada pelo cigarro, esta presente na folha
de tabaco e em todos os seus derivados (cigarro, charuto, cachimbo, fumo, rapé,
narguilé, entre outros). (INCA, 2021; Cigarro [r6tulo], 2021 SHIELS et al., 2013, 2015;
WELLS et al., 2011; “WHO REPORT ON THE GLOBAL TOBACCO EPIDEMIC, 2021
Addressing new and emerging products fresh and alive,” [s.d.]).

O tabagismo ou dependéncia a nicotina € incluida na Classificacdo
Internacional de Doencas (CID 10) da Organizacdo Mundial de Saude (OMS). As
implicacBes a saude provenientes do tabagismo sdo decorrentes da dependéncia a
nicotina, sua acao imunossupressora e das consequéncias diretas e indiretas da
exposicao crénica as substancias toxicas liberadas na fumaca durante a combustéo
do tabaco (INCA, 2021; Cigarro [rétulo], 2021 SHIELS et al., 2013, 2015; WELLS et
al., 2011; “WHO REPORT ON THE GLOBAL TOBACCO EPIDEMIC, 2021 Addressing
new and emerging products fresh and alive,” [s.d.]).

E na combustdo do cigarro que ocorre a liberacdo de calor e das 4.700
substancias toxicas, entre elas o0s agentes carcinogénicos que incluem:
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPS), nitrosaminas, aminas aromaticas, N-
nitrosodimetilamina; mondéxido de carbono, cianeto, xileno, Niquel, Arsénio, Cadmio,
Polénio 210, que causam hipoxia e altos niveis de EROS. As EROS e NOx
potencialmente podem causar lesdo direta ao epitélio e endotélio pulmonar, oxidar
proteinas e lipidios, e assim, induzir indiretamente a mutagénese por meio da
formacdo de subprodutos genotoxicos, danos em DNA polimerase ou inibicdo das
enzimas de reparo do DNA, e podem estar relacionadas a promog¢éo da invaséo e
metéstase. Além disso, EROS e NOx podem regular quinases, fatores de transcrigdo
e proteinas reguladoras de apoptose, também atuam como segundos mensageiros

nas vias de transducao de sinal intracelular; atuando por essas vias na modulagéo
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inflamatéria (AZAD; ROJANASAKUL; VALLYATHAN, 2008; MILARA; CORTIJO,
2012; PEEBLES et al., 2007; WALSER et al., 2008).

As EROS e NOx podem ser de origem exdogena ou enddgena, estdo
intrinsecamente vinculadas aos processos inflamatérios (fisiol6gicos e patolégicos) e
carcinogénicos. As respostas inflamatorias observadas nos pulmdes de tabagistas
sdo potentes, e sdo consideradas promotoras de tumor por meio da producdo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio que contribuem para danos ao DNA e
indugdo de mutagbes oncogénicas (AZAD; ROJANASAKUL; VALLYATHAN, 2008;
MILARA; CORTIJO, 2012; WANNAMETHEE et al., 2005).

A inflamacéo pode estimular citocinas que regulam positivamente a resposta
imunoldgica e podem estimular diretamente genes pré-apoptéticos, resultando na
morte direta das células tumorais; contudo as citocinas também aumentam as
moléculas de adeséo vascular, VEGF e outros fatores de crescimento, que causam
angiogénese e metastase. Os marcadores inflamatorios liberados na resposta
provocada pelo tabagismo podem ser evidentes sistemicamente e algumas proteinas
associadas ao risco de cancer de pulméao ja foram descritas. Os principais marcadores
inflamatorios relacionados ao maior risco de cancer de pulmao estao representados
na figura 1 (GOMES et al., 2014; SEREFOGLOU et al., 2008).

Alguns dos marcadores de inflamacdo associados ao risco potencial de CP
recentemente descritos na literatura foram: Proteina C reativa (PCR), soro amiloide A
(SAA), receptor de fator de necrose tumoral soltvel 2 (sTNFRII), antagonista do
receptor de interleucina 1 (IL-1RA), interleucina 7 (IL-7), Interleucina 6 (IL-6),
Interleucina 8 (IL-8), interleucina 17 (IL-17) fator de crescimento transformador alfa
(TGF-a) e peptideo ativador de neutrdfilos epitelial 78 (ENA 78 / CXCL5), monocina
induzida por interferon gama (MIG / CXCL9), quimiocina 1 que atrai células B (BCA-1
/ CXCL13), quimiocina regulada pela ativacdo do timo (TARC / CCL17), quimiocina
derivada de macrofago (MDC / CCL22), ciclo-oxigenase-2 (COX-2), maior quantidade
sérica de leucacitos e fibrinogénio (BRENNER et al., 2017; LEE, J. M., YANAGAWA,
J., PEEBLES, K. A., SHARMA, S., MAO, J. T., & DUBINETT, 2008; PINE et al., 2011;
SHIELS et al., 2013, 2015; WANNAMETHEE et al., 2005).
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Figura 4:Papel dicotbmico das moléculas relacionadas a inflamacao na fisiopatologia do cancer.
Adaptado de: SEREFOGLOU et al., 2008.

Quando a homeostase do tecido é perturbada de forma persistente, como na
inflamacédo croénica, exposicao tecidual aos produtos toxicos e carcinogénicos; as
interacdes entre as células imunes inatas e adaptativas, bem como a composicao das
células e moléculas sinalizadoras mudam nesses casos. Ocorre aumento significativo
de macrdéfagos, neutrdfilos, eosindfilos e mastécitos bem como diminuicao das células
dendriticas nas vias aéreas e da inicio em nivel sistémico, a leucocitose neutrofilica.
Isso pode gerar desregulacdo do sistema imune inato e adaptativo, e assim resultar
em: remodelacdo excessiva do tecido, perda da arquitetura do tecido devido a
destruicdo, mudancas de proteinas e danos genotdxicos no DNA devido ao estresse
oxidativo e, posteriormente, aumento do risco de cancer (GOMES et al.,, 2014;
REPETTO et al., 1996).

Os macroéfagos sao células imunes inatas, que ndo apenas desempenham um
papel critico na resposta imune a células estranhas, bactérias e virus, mas também
medeiam o reparo do tecido ap6s a lesdo. Existem pelo menos dois tipos de
macrofagos associados a tumores (TAMs) (GOMES et al., 2014). Os macrofagos M1
classicos possuem as seguintes caracteristicas: funcédo de apresentacao de antigeno;

secrecdo macica de IL-12 e IL-23; e capacidade de ativar a resposta imune Th1.:
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eliminar microrganismos infecciosos e matar células tumorais. Este fendtipo é
caracterizado por altos niveis de IL-12 e IL-23, e baixos niveis de IL-10 (ABBAS,
2019). Os macrofagos M2 mutantes, por sua vez, sdo promotores de tumor e
participam da formacgdo do estroma tumoral, promovem o crescimento do tumor,
metastase e angiogénese do tumor; e levam a imunossupressao. O fendtipo é
caracterizado por IL-12 e IL-23 baixos e IL-10 alto (ABBAS, 2019).

Os macréfagos mudam suas fungbes e a expressdo dos marcadores de
superficie de acordo com a modulacéo inflamatoria e a polarizagéo do fenétipo M1 ou
M2 depende da combinacdo dos sinais no microambiente local. Os macréfagos
associados a tumores tendem a apresentar o fendtipo M2, que promove a
sobrevivéncia, desenvolvimento e disseminacdo de tumores, promovendo
angiogénese, microambiente tumoral (TME) e imunossupressao (TAN et al., 2021,
TONG et al., 2017).

Em suma, a fumaca do cigarro € toxica, fonte de calor, causa hipdxia e atua
como corpo estranho no parénquima pulmonar. Nesse contexto, o tabagismo promove
0 estresse oxidativo, a inflamagé&o cronica e a imunossupressao, fatores que podem
levar a formacéo e ao desenvolvimento do tumor por meio da alteracéo epigenética e
subsequente expressdo génica anormal, além de anormalidades vasculares e
neovascularizacao e promocao da proliferacéo celular, inibindo a apoptose, ajustando
a estabilidade gendmica e promovendo metastases e outros mecanismos (CONWAY
et al., 2016; HANAHAN; WEINBERG, 2011).

1.3 Perfil inflamatoério e o paciente com cancer de pulméo

A inflamacdo é um processo fisioldgico essencial de controle de infeccéo e
cicatrizacdo de feridas, mas quando ndo € resolvido e se torna crdnico, o dano ao
tecido resultante pode ser extenso e desastroso. Doencas cronicas incluindo
tabagismo, obesidade, infec¢bes, doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC),
hipertenséo arterial sistémica (HAS) e diabetes mellitus | e 1l (DM); sdo condicdes de
gue promovem a inflamacé&o sistema cronica (BUDISAN et al., 2021; ENGELS, 2008;
GONZALEZ-REIMERS et al., 2014; LEE, J. M., YANAGAWA, J., PEEBLES, K. A.,
SHARMA, S., MAO, J. T., & DUBINETT, 2008)

A HAS e a DM sao doencas de alta prevaléncia no mundo todo e a

complicacbes relacionadas a essas doencas sao responsaveis pelo aumento da
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morbidade e da mortalidade, o que acarreta enormes gastos com saude em todo o
mundo. Outro fator em comum é a sua relacdo com a inflamacédo crénica. Os
mecanismos desencadeadores da inflamacéo na DM e HAS e/ou a inflamag&o como
fator de iniciagdo ou piora das doencgas inflamatdrias ainda sdo mal compreendidos.
As vias inflamatérias, portanto, podem potencialmente ser um componente das
estratégias de prevencédo e controle de DM, HAS e outras doencas cronicas, e suas
complicagdes relacionadas (TONG et al., 2017).

O consumo excessivo de etanol tem repercussdes sistémicas, tanto por
mecanismos indiretos quanto diretos, através de dano oxidativo e da acdo pro-
inflamatoria. As EROS sédo gredas no metabolismo do etanol e pela ativacdo das
células de Kupffer; as citocinas derivam principalmente de células Kupffer ativadas
expostas a bactérias intestinais gram-negativas, que chegam ao figado em
guantidades supra fisiolégicas devido ao aumento da permeabilidade intestinal
mediada por etanol. Neste cenario, o etilismo pode ser considerado uma condicéo
inflamatéria (GONZALEZ-REIMERS et al., 2014).

A inflamacéo, especialmente a inflamacgdo crbnica, estd relacionada a
ocorréncia e ao desenvolvimento de varios tumores. A inflamacgéo pode também levar
a formacéo e ao desenvolvimento do tumor por meio da epigenética e da expressao
génica anormal subsequente, anormalidades vasculares e neovascularizagdo do
tumor e pela promocédo da proliferagdo celular, inibicdo da apoptose, ajuste da
estabilidade gendmica e promocdo da metastase e outros mecanismos. Além disso,
as células inflamatérias podem liberar substancias quimicas oxidativas que promovem
a evolucdo carcinogénica, e muitos fatores liberados pelas células inflamatérias
podem direta ou indiretamente levar a inibicdo significativa da resposta imune
(HANAHAN; WEINBERG, 2011; TAN et al., 2021; TONG et al., 2017).

O sistema imune humano é organizado de forma que rastreia, identifica e
elimina células com comportamentos pro-tumorais, e essa resposta antitumoral é
denominada imunoedicao e dividida em trés fases: eliminacao, equilibrio e escape. A
eliminacdo decorre da agcdo das células Natural Killers (NK) e das células T que
reconhecem citocinas inflamatorias como a IL-12 e o TNF-a e induzem a apoptose por
mecanismos citotoxicos. Ja a fase de equilibrio, decorre da resisténcia das células
tumorais a fase de eliminacdo, em que ha dorméncia tumoral, em que ha dominancia
do sistema imunoldgico sobre o crescimento do tecido tumoral desenvolvido, sem no

entanto, elimina-lo. No momento em que ocorre a perda dessa dominéancia, inicia a
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fase de escape, em que ha prosseguimento do crescimento do tecido tumoral, com
evolucdo ao consumo do suprimento de nutrientes como glicose e oxigénio pelo
proprio processo de divisdo e o desenvolvimento do estresse oxidativo e a inflamacgéo
local. Esse processo tem como consequéncia a modificacdo da matriz extracelular
com a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias, com a atracdo de macréfagos e a
liberacdo de fatores como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
(HANAHAN; WEINBERG, 2011; TAN et al., 2021; TONG et al., 2017).

Desta forma, compreende-se que ndo s6 a inflamacdo pode levar a
carcinogénese pela liberacdo de EROS e outros fatores mutagénicos, como a
neoplasia também desencadeia o processo inflamatério. O contexto imunolégico € um
quadro de importante analise para este estudo em especifico devido ao cruzamento
do perfil inflamatério do paciente tabagista e sua influéncia no desenvolvimento da
fisiopatologia carcinogénica (HANAHAN; WEINBERG, 2011; TAN et al., 2021; TONG
et al., 2017).

As neoplasias, de modo geral, séo resultado da reproducédo de células malignas
de maneira autbnoma e nao responsiva aos mecanismos reguladores orgéanicos cuja
expansao pode atingir outros tecidos e 6rgaos que nao a sua origem. A malignizacao
das células denomina-se também carcinogénese, a perda das caracteristicas
biolégicas celulares é tida como anaplasia e decorre de modificagcbes no material
genético fundamental, o acido desoxirribonucleico (DNA). As células resultantes
desse processo contam com algumas caracteristicas genéricas: indiferenciacéo,
rapida divisdo celular, néo responsividade aos mecanismos reguladores do
crescimento, evasao do sistema imunolégico. Essa Ultima caracteristica é
fundamental para este trabalho, uma vez que a leitura imunoldgica das neoplasias é
responsavel pelo vinculo entre a inflamacédo e a carcinogénese (COTRAN; KUMAR,;
et al., 2000; HANAHAN; WEINBERG, 2011; TAN et al., 2021; TONG et al., 2017).

As células neoplasicas também podem alterar a composicao do TME, através
da producdo de citocinas e EROS e NOx, no intuito de estabelecer um meio
imunossupressor caracterizado por uma abundancia de moléculas inibidoras, como
TGF-B, IL-6, prostaglandina E2 (PGE2) e VEGF, e um acumulo de células
imunossupressoras, como células T reguladoras (Treg) e células supressoras
derivadas de mieloide (MDSCs) (GOMES et al., 2014; HUA et al., 2019; REPETTO et
al., 1996).
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Outros fatores que alteram o status redox dos pacientes oncoldgicos sédo o0s
tratamentos quimioterapicos, radioterapicos e em relacdo ao aumento do estresse
oxidativo e seu possivel envolvimento no agravamento da anemia cronica. Todos
esses fatores determinam o perfil inflamatério do paciente com céancer de pulméo,
bem como a sua progressao, resposta a tratamento e recorréncias (GOMES et al.,
2014; HUA et al., 2019; REPETTO et al., 1996).
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2.OBJETIVOS

2.1 Geral

Verificar o impacto do tabagismo no perfil inflamatério sistémico de individuos

sem cancer e em pacientes portadores de cancer primario de pulmao.

2.2 Especificos

1. Caracterizar os aspectos clinicopatolégicos e epidemiolégicos dos grupos de

individuos com cancer primario de pulméao e controles sem cancer, fumantes ou nao.

2. Mensurar os niveis inflamatérios sisttmicos em amostras de plasma de
individuos de todos os grupos, através da determinacdo dos niveis de estresse
oxidativo através das medidas de lipoperoxidos, metabdlitos do 6xido nitrico e

capacidade antioxidante total plasmatica; e da dosagem das citocinas IL-12 e TNF-a.

3. Correlacionar os achados laboratoriais encontrados nos diferentes grupos
frente aos habitos de tabagismo (tabagistas, ex-tabagistas versus nao tabagistas), em

relacdo as informacdes clinicas e patologicas.
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3. METODOLOGIA

Trata-se de uma pesquisa exploratéria, descritiva de coorte e prospectiva
realizada com pacientes com neoplasia priméaria de pulmao atendidos no Hospital do
Cancer Francisco Beltrdo-PR (CEONC, n=20) e com individuos da comunidade de
Francisco Beltrdo-PR (n =34), no periodo de novembro de 2019 a agosto 2021. Os
participantes foram informados da pesquisa e a participacéo foi voluntaria, mediante
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), sendo exclusos
da pesquisa gravidas, pessoas com incapacidade intelectual para entender o TCLE e
0s objetivos da pesquisa, e pessoas com menos de 18 anos. O projeto foi avaliado e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEP) da Unioeste

— Francisco Beltrdo, Parana, sob o Certificado de Apresentacéo para Apreciacéo Etica
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(CAAE): 22943019.1.0000.0107, em 14 de novembro de 2019.

— Tabagistas (n=14)

Grupo 1
Cancer de pulméo (n=20)

—1 Na&o tabagistas (n=6)

Incluidos no estudo
(n=74)

Tabagistas (n=30)

Grupo 2
Controle (n=54)

Excluidos (n=5) Nao tabagistas (n=24)

Prontuério ou
amostra indisponivell

Figura 5: Organograma hierarquico da classificagcao dos participantes da pesquisa durante o estudo.

Referéncias: os autores
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3.1 Populagéo de estudo

A amostra de pacientes com CP foi selecionada a partir da comunidade de
pacientes atendidos no CEONC de Francisco Beltrdo-PR, no periodo de 2019 a 2021,
que atenderam aos critérios de inclusdo: diagndstico de cancer priméario de pulmao,
em guimioterapia, adultos. Foram selecionados 20 pacientes, de ambos 0s sexos. Os
dados clinicos e laboratoriais dos prontuarios médicos foram coletados
retrospectivamente e incluiam: sexo, idade ao diagnostico, profissdo, habitos de
tabagismo, habitos de etilismo, peso, altura, diagndstico por imuno-histoquimica,
diagnéstico histopatoldgico, grau histopatoldgico, locais de metastases e tratamento
oncoldgico realizado, cirurgia (CX), radioterapia (RX) ou quimioterapia (QX).

O grupo controle foi formado a partir de convite de pessoas vinculadas a
comunidade de Francisco Beltrédo. Foram inclusas todas as pessoas que responderam
ao convite e que atenderam aos critérios de inclusdo: homens e mulheres, 40 a 60
anos, sem diagnoéstico de cancer prévio ou atual. No momento da pesquisa foram
requisitados a assinatura Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), coleta
de amostra de sangue e informacdes sobre sexo, idade, tabagismo, etilismo e
comorbidades. Foram selecionados 54 voluntarios a partir dessa convocacao.

Para todos os grupos, foram coletadas informacdes sobre o habito atual e
pregresso de uso de tabaco. Os participantes foram questionados quanto ao habito
de fumar, quantidade de cigarros, ou similar, consumidos por dia, tempo de tabagismo
e, em caso de ex-fumante, foi questionado periodo de tabagismo.

Quanto a classificacdo em tabagista ou ndo tabagista e foram utilizados os
critérios das diretrizes para o controle e monitoramento da epidemia do tabaco da
World Health Organization, 1998. Os participantes classificados em fumantes foram
agueles que declararam fumar qualquer produto do tabaco diariamente. Os
participantes do grupo néo tabagista foram aqueles que declararam nao fumar
diariamente ou ocasionalmente no momento da pesquisa. Sendo incluidos nesse
grupo 0s ex-tabagistas e nunca-tabagistas. Sendo que o0s participantes que
declararam ter fumado pelo menos um cigarro por dia, por pelo menos 3 meses, mas
nao fumam mais, foram classificados como ex-fumantes. Os participantes que
declaram nunca ter fumado ou fumaram menos de 100 cigarros durante toda a vida

foram classificados em nunca-tabagistas.
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Para a classificacdo em etilistas, todos os participantes que declaram que

ingeriam bebida alcoodlica foram considerados etilistas ou, no caso dos pacientes, 0s

dados foram coletados dos prontudrios.

Na categoria comorbidades, os participantes foram questionados quanto a

diabetes mellitus (DM), hipertenséao arterial sistémica (HAS) e outra doencas.

Obtencéao das amostras e determinacao do perfil inflamatério sistémico

Amostras de sangue venoso periférico anticoagulado com heparina foram

coletadas (5 ml) via puncdo em antebraco, e em seguida centrifugadas por 5 min a

358 FCR para obtencao do plasma. As amostras foram armazenadas em -20°C até a

analise.

Nestas amostras, as seguintes analises foram realizadas:

a) Quantificacdo dos niveis de lipoperéxidos (LPO): Os niveis de peroxidacao
lipidica ou lipoperoxidos totais das amostras foram obtidos através da medida
da quimiluminescéncia (QL) induzida pelo hidroperéxido tert-Butil. Esta
abordagem permite a avaliacdo do contetdo de lipoperdxidos como estimativa
do perfil pré-oxidante das amostras. A técnica consiste em: colocar uma
aliquota de 125 pl plasma em um microtubo contendo 865 ul de tampéo
fosfato monobésico dissédico 10 mM e pH 7,4 em NaCl 0,9%, e apos
homogeneizacédo, adiciona-se 20 ul de solucédo de tert-Butil (3 mM) para
disparar a reacdo de oxidagdo. A reacdo € monitorada durante 40 minutos em
um lumindmetro GloMax® 20/20 (Promega, USA), o qual realizava 1
leitura/segundo em modo cinético. Os resultados da emissdo de fotons
mensurados em unidades relativas de luz (URL) geram uma curva cuja
integral é utilizada como indicador qualitativo de lipoperoxidacao. O calculo da
integracdo da area sob curva foi obtido usando o software Origin Lab 7.5.
(GONZALEZ-FLECHA; LLESUY; BOVERIS, 1991).

b) Estimativa dos metabdlitos do 6xido nitrico (NOXx): Os niveis de 6xido nitrico
das amostras foram determinados pela estimativa de seus metabdlitos. O
meétodo utilizado avalia a reducdo de nitrato a nitrito por reacdes de
oxirreducdo mediadas pelo sistema caddmio-cobre; o que permite a avaliacdo

do conteldo NOx e seus metabdlitos durante sua reducdo a NO (Oxido
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Nitrico) livre, que pode ser detectado por espectrofotometria. Aliquotas de 60
pl do plasma de cada amostra foram desproteinizadas pela adicdo de ZnSO
475 mM, centrifugados a 1120 FCR por 2 min a 25 °C, seguido pela adi¢ao
de 55 mM de NaOH (Merck) e centrifugacdo a 1120 FCR por 5 min a 25 °C.
O sobrenadante foi recuperado e diluido em tampéao glicina-NaOH (45¢g/L pH
9,7) na proporcdo de 5:1. Granulos de cadmio (Fluka) foram ativados em
solugdo CuSO4 5 mM, e essa solugédo foi posteriormente adicionada ao
sobrenadante por 10 min. Aliquotas foram recuperadas e 0 mesmo volume de
reagente Griess (0,4 g de sulfanilamida em 20 ml de acido fosférico 5% -
protegido da luz; NEED: 40mg em 20ml H20 destilada). Por fim, a placa foi
incubada a temperatura ambiente durante 10 minutos e sua absorbéancia foi
medida em 550 nm em leitor de microplaca — POLARIS (CELER
BIOTECNOLOGIA S/A). Os resultados foram expressos em UM de nitrito com

base em uma curva padrédo (PANIS et al., 2011).

c) A Capacidade antioxidante total do plasma (TRAP), foi determinada de
acordo com o método de Repetto e colaboradores (REPETTO et al., 1996).
Para tanto, fui utilizado APAB (2,2'-Azobis[2-amidinopropane]) como gerador
de radicais livres; luminol para amplificar a deteccdo de fétons e emisséo de
luz por QL e a vitamina E soltvel (6ul da solucdo de Trolox em 600 ul de
tampéo de glicina [0,1 M, pH 8,6] a 37 °C) como parametro de comparacao.
Para estimar a TRAP das amostras, 3 ul de cada amostra de plasma foi diluida
em 90 pl de tampéao glicina (0,1 M, pH 8,6) a 37 °C. Em seguida, 70 pl da
amostra diluida a 1:30 foi adicionada a 50 ul da solugao 2,2’azobis (ABAP;
27,2 mg de ABAP em 500 ul de agua destilada) e homogeneizada. A isto foi
adicionado 50 pl de solucéao de luminol (4 mg de luminol em 250ul de KOH).
Em seguida, a reacao foi monitorada durante 20 minutos, enquanto 5 leituras
por segundo em um lumindmetro GloMax® 20/20 (Promega, USA) foram
realizadas. O resultado foi expresso por equivaléncia na unidade uM de
Trolox, ja que a curva de reducao de radicais livres do Trolox (6-hydroxy-2,5,7-

tetramethyl chroman-2-carboxylic acid) foi usada como referéncia da TRAP.



37

d) Dosagem de citocinas: A dosagem das citocinas IL-12 e TNF-a foi realizada
nas amostras de plasma através do kit de imunoensaio enzima comercial
Human Uncoated ELISA Kit (REF 88-7126-22, Invitrogen) e TNF-alpha
Human ELISA Kit (REF 88-7346-22, Invitrogen) com limite de deteccao de 2
pg/ml. Foram seguidas todas as instrucfes do fabricante. A concentracéo na
amostra foi determinada a partir de padrdes destas citocinas fornecidos pelo
kit.

3.3 Anédlises estatisticas

As variaveis foram analisadas quanto aos pressupostos estatisticos de
normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e homoscedasticidade (teste de Levene). Todas
as analises foram realizadas em duplicata, sendo os dados expressos em mediana
(para dados ndo paramétricos) e valores minimo e maximo ou média (para dados
paramétricos) + erro padrdo da média. Os dados foram submetidos ao teste de Grubbs
para a deteccdo de outliers, e nenhum outliers foi detectado. Os resultados foram
comparados pelo teste t de Student, teste de Mann-Whitney ou andlise de variancias
(ANOVA) seguido de teste de Bonferroni ou de Mann-Whitney, de acordo com a
distribuicdo das variancias e do niumero de grupos comparados, considerando p <0,05
como significativo. Andlises de correlacdo de Spearman foram realizadas e expressas
no formato de heatmap. Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o
pacote de software GraphPad Prism 7.0.
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Abstract:

Introduction: Despite epidemiological evidence showing worst lung cancer prognostic
in smokers than those in non-smokers, it is not clear the specific contribution of
smoking in the oxidative stress (OS) generation, and systemic inflammation of lung
cancer patients, as well as is the impact of the synergism of the two conditions on this
profile. Methods: To understand this scenario, we evaluated the comparative systemic
OS (lipid peroxidation as pro-oxidant, NOx and the total radical antioxidant content,
and TRAP) and inflammatory profile by measuring circulating cytokines of lung cancer
patients and non-cancer individuals, smokers or not. Results: Increased LPO was
detected in non-smokers lung cancer patients compared to the smokers’ cancer
patients (p = 0.0186). TRAP was depleted in the smoker cancer patients about the
non-smokers with cancer (p = 0,0015). In the non-cancer individuals, there was no
significant difference between smokers and not smokers. LPO levels were augmented
compared to non-smokers without cancer (p = 0.0420). No differences were observed
on NOX, IL-12, or TNF-a analysis for any comparison.

Spearman’s correlation on heatmap reveals a significant correlation among OS and
L-12 and TNF-a levels on CS groups. Conclusions: These findings corroborate that,
in cancer-free individuals, smoking has a significant impact on OS and inflammation,
producing a chronic inflammatory status in smokers. While in the CNS group, higher
OS levels implicate lower levels of TNF-a, furthermore, higher TRAP.

Keywords: smoking, lung cancer, inflammation, oxidative stress.
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INTRODUCTION

Tobacco smoke releases 4,700 toxic substances yielding high levels of reactive
oxygen species (ROS) and inflammatory mediators linked to lung carcinogenesis and
cancer progression®?. Both cancer and smoking are sources of components that
generate and sustain inflammation®#, but the specific contribution of smoking or lung
cancer to the systemic inflammatory profile observed in such patients is unclear

There is an extensive range of oxidative damage markers produced under
either cancer or smoking conditions such as lipid peroxidation-related components,
nitric oxide metabolites (NOx), and protein carbonyls that affect antioxidant
mechanisms like superoxide dismutase, glutathione, ascorbic acid, tocopherol, urate,
and thiols, among others?4-5,

The imbalance between pro-oxidant metabolites production and its
neutralization by the antioxidant components results in oxidative stress (OS)
generation?. OS is a component of the chronic inflammation a hallmark of cancer.
Inflammation can lead to tumor formation and development through epigenetics and
subsequent abnormal gene expression, vascular abnormalities, and tumor
neovascularization, and by promoting cell proliferation, inhibiting apoptosis, adjusting
genomic stability, and metastasis’®. Furthermore, inflammatory cells can release
oxidative species that promote carcinogenesis and inhibit the anti-tumor effects of the
immune response?®.

Therefore, direct exposure to ROS and other toxic components in tobacco
causes oxidative stress and chronic systemic inflammation, which predispose
smokers to cancer *!!, Epidemiological evidence shows the worst lung cancer

rognostic in smokers than in non-smokers!?, and cigarette consumption is a known
g
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factor that generates both reactive species and pro-inflammatory cytokines,
contributing to a sustained pro-inflammatory scenario*3.

Despite this, the specific contribution of smoking in the systemic inflammatory
profile of both non-cancer individuals and lung cancer patients is not clear, as well the
concomitant impact of both cancer and smoking on this profile. To understand this
picture, we evaluated the comparative systemic inflammatory profile of lung cancer
patients and non-cancer individuals, smokers or not, by measuring oxidative stress

mediators and cytokines levels and investigated its clinicopathological correlations.

METHODS

This study was approved by the Ethics Committee in Human Research of
Unioeste-Francisco Beltrdo under the number CAAE: 22943019.1.0000.0107.

An exploratory and descriptive study was carried out at the Francisco Beltrao
Cancer Hospital (Ceonc) between November 2021 and August 2021. A total of 20
patients were included in the study, and the clinicopathological data are presented in
Tablel. Patients were divided into the following groups, based on the diagnosis
(cancer or not cancer) and their smoking habits (smoker or not): Lung cancer smoker
(LCS), lung cancer non-smoker (LCNS), control smoker (CS), control non-smoker
(CNS). The number of cigarettes smoked per day is divided by 20 (the number of
cigarettes in a pack), and the result is multiplied by the number of years of tobacco
use (pack-years) to calculate their smoking history. Patients’ characteristics are
described in Table 1.

Heparinized blood samples were collected by peripheral venous puncture, 5
mL into a tube containing ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), and then
centrifuged for 5 min at 400 g to obtain plasma, and samples stored at -20°C until

analysis.
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Clinical and laboratory data of patients were obtained from medical records as
follows: sex, birth date, body mass index (BMI), symptoms at diagnosis, diagnosis by
immunohistochemistry, histopathological classification, histopathological grade,
treatment, and load-smoking.

The quantification of the plasmatic levels of hydroperoxides (LPO) was
measured by a chemiluminescence-based method induced by tert-butyl
hydroperoxides!4. The estimative of nitric oxide metabolites (NOx) was performed as
previously described by Panis et al., 2011'°, The determination of antioxidant capacity
(TRAP) was made according to Herrera et al. 20141¢ and the cytokines interleukin 12
(IL-12) and tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) were measured by using the
commercial enzyme immunoassay kit Human Uncoated ELISA Kit (Invitrogen).

For statistical analyses, the variables were analyzed for statistical assumptions of
normality (Shapiro-Wilk’s test) and homoscedasticity (Levene’s test). All analyzes
were performed in duplicate, with data expressed as median (for non-parametric data)
and minimum and maximum values or mean (for parametric data) + standard error of
the mean. The data were subjected to the Grubbs’ test to detect outliers, and no
outliers were detected. Results were compared by Student's t-test (CS versus CNS or
LCS versus LCNS), Mann-Whitney test (CS versus CNS or LCS versus LCNS), or
analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni’s or Mann-Whitney’s test
(comparisons among all groups), according to the distribution of variances and the
number of groups compared, considering p < 0.05 as significant. Spearman correlation
analyzes were performed and expressed as heatmaps. All statistical analyzes were
performed using the GraphPad Prism 7.0 software package (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA) and the R software version 4.1.2 (2021-11-01). In the results section,

data is shown as minimum-maximum (median) for each parameter.
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RESULTS

Regarding oxidative stress profile (Figure 1), NOx (Figure 1B), IL-12 (Figure
1D) and TNF- (Figure 1E) systemic levels from both LC and control groups, smokers
or not, were not significantly different.

Significantly increased LPO was found in CS in relation to CNS (Figure 1A,
p=0.042) associated with a TRAP depletion (Figure 1C, p=0.0015). Also, LPO was
significantly augmented in LCNS patients compared to LCS patients (p = 0.002).

The results for LCS were: LPO (x10°) range 2.3—-22.2 RLU, (mean 7.9 RLU);
NOXx 27.1-38.5 pM, (31.5 uM); TRAP 82.2-344.7 nM Trolox, (148.9 nM of Trolox); IL-
12 48.7-100 pg/mL, (57.3 pg/mL); TNF-a 28.8—244.9 pg/mL, (101.7 pg/mL). The
results for LCNS were: LPO (x10°) range 4.8-14.5 RLU, (mean 9.1 RLU); NOx 22.6—
33.3 uM, (27.6 uM); TRAP 67-160.6 nM of Trolox, (101.5 nM of Trolox); IL-12 51.1—
63.8 pg/mL, (54.6 pg/mL); TNF-a 62.2-124.2 pg/mL, (101.6 pg/mL). The results for
CS were: LPO (x105) 2.6-17.8 RLU, (6.8 RLU); NOx 25-41.3 uM, (32.2 pM); TRAP
82.6-80.9 nM of Trolox, (127.7 nM of Trolox); IL-12 48.9-67.3 pg/mL, (56.7 pg/mL);
TNF-a 3.1-44.5 pg/mL, (78.4 pg/mL). The results for CNS were: LPO (1x0°) 2.8-9.3
RLU, (5.2 RLU); NOx 24.8-40.9 pM, (31.7 pM); TRAP 82.6-315.6 nM of Trolox, (266.5
nM of Trolox); IL-12 38.3—63.7 pg/mL, (50.8 pg/mL); TNF-a 22.47-150.4 pg/mL, (76
pg/mL).

Additionally, we investigated if there was any correlation among all inflammatory
biomarkers. Regarding LCS (Figure 1F) and LCNS (Figure 1G) group, there was no
significant correlation. Regarding CS group (Figure 1H), moderate-positive correlation
was found between LPO and IL-12 (R = 0.62, p= 0.01), and moderate-negative
correlation between LPO and TNF-a levels (R=-0.59, p= 0.02). As for our CNS group,
we found a moderate-negative correlation between LPO and NOx levels (R=-0.51, p

= 0.01); we also found a significant moderate-positive correlation between LPO and
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TRAP (R= 0.64, p = 0.000), and a significantly strong-negative correlation between

LPO and TNF-a (R= -0.67, p = 0.00)

DISCUSSION

The present study comparatively investigates the systemic impact of smoking
on oxidative stress and inflammation profiles from lung cancer patients and non-
cancer individuals. We found that most of the investigated parameters did not vary,
but substantial differences were detected in LPO levels between smokers and non-
smokers from both cancer and non-cancer groups.

Our findings also indicate that lung cancer patients who smoke significantly
deplete antioxidant defenses, which was not observed in non-cancer individuals under
the same condition. These findings point out that cancer-induced inflammatory
changes combined with smoking-driven changes deplete systemic antioxidants and
highlight the role of smoking on LPO generation in both cancer and non-cancer
individuals. As far as we know, despite the modest sample size, this is the first study
that addresses this question.

LPO occurs when reactive species damage lipids from cellular or organelle
membranes and subsequently produces reactive intermediates that can trigger further
reactions, such as cell death signal, inflammation, and proinflammatory profile’. Based
on our results, this event could be caused indirectly by either smoking or lung cancer.

The high LPO levels found in the smoker control group corroborate with the
vast literature about elevated oxidative stress and smoking®%17.Our results show
significant high levels of LPO in cancer-free smoking individuals when compared to
non-cancer not smokers, corroborating that tobacco is a source of systemic oxidative

stress.
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Studies highlight that oxidative stress is a possible etiologic smoking-induced
mechanism for carcinogenesis®, and our findings add information to this scenario. We
found lower LPO levels in lung cancer smokers compared lung cancer non-smokers,
on contrary to some previous reports®>®. Despite this, increased LPO is associated
with a better overall survival in Crohn’s et al. reports °. Similar results were related by
Nowak?!®, that reported decrease in products of lipid peroxidation in non-responders
with progressive disease occurring before the 2nd chemotherapy cycle and shortest
survival>29,

Our findings suggest that cancer-induced inflammatory changes overlap
putative smoking-driven changes and highlight the role of smoking on LPO generation
in both cancer and non-cancer individuals. As far as we know, despite the limited
sample size, this is the first study that addresses this question.

The heatmap of correlation analysis showed that control individuals have a
totally distinct profile from lung cancer patients, as tobacco seems to impact each
group in different ways. In cancer groups, there was no Spearman’s moderate or
strong significative correlation. These results corroborate that, in cancer-free
individuals, smoking has a significant impact on OS and inflammation, producing a

chronic inflammatory status in smokers.

Conclusions
These results implicate LPO as the main mechanism of OS generation in non-
cancer smoking individuals, in association with antioxidants depletion. Also, highlights

that cancer-induced LPO overlaps smoking effects in cancer patients.
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Table 1: Clinicopathological characteristics of lung cancer patients.

LC group (n = 20) LCS group (n=14) LCNS group (n =6)

Variable
N % % %

Smoking status
Smoker 14 70 100 0
Non-smoker 6 30 0 100
Age at diagnosis (years)
<50 2 10 0 33
50-59 4 20 14 33
60-69 10 50 64 17
>70 4 20 21 17
Gender
Male 13 65 71 50
Female 7 35 29 50
BMI (kg/m?)
<18.5 2 10 14 0
18.5-24.9 7 35 21 80
=249 6 30 36 20
NC 5 25 29 0
Histological subtype
Adenocarcinoma 4 20 7 32
Large cell carcinoma 2 10 7 17
Small cell carcinoma 2 10 7 17
Sl o 0 z
indferniond 4 2 "
Histopathological grade
G2 3 15 14 0
G3 7 35 36 50
G4 2 10 7 17
GX 8 40 43 33
UICC staging
2 2 10 7 0
3 6 30 43 0
4 12 60 50 100
Treatment
Chemotherapy 11 55 50 67
Radiotherapy 2 10 14 0
Cremameyand 73 s s
Smoking load
(pack-years)
25 2 10 2 -
25t0 75 8 40 8 -
75 1 5 1 -
No information 3 15 3 -
Non-smoker 6 30 - 6




Abbreviations: lung cancer smokers (LCS) and non-smokers (LCNS), body mass index (BMI).
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ANEXO B — Termo De Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado (a) Senhor (a):

Estamos realizando um estudo com o objetivo de avaliar que tipo de
alteracdo sanguinea pode ajudar a explicar a agressividade do cancer de pulméo
em pacientes atendidos no Ceonc. Sua participacdo € muito importante pois nos
trar4 informagfes que nos ajudardo a entender como este cancer evolui e se
espalha pelo corpo, e futuramente, podem servir de referéncia para o
desenvolvimento de novos exames e tratamentos.

Para isso, quando vocé estiver realizando o procedimento de bidpsia, ou
apos este, a equipe de enfermagem do Ceonc realizara a coleta de um tubo de
sangue de 10 ml, jA& no acesso (veia) onde eles estardo fazendo as suas
medicacodes.

A coleta de sangue periférico envolve poucos riscos, mas eventualmente
podem ocorrer pequenos sangramentos e hematomas no local da coleta. Caso haja
alguma intercorréncia durante o processo, a pesquisadora presente no momento
da coleta acionara a equipe de enfermagem no local, que solicitard imediatamente
a presenca do médico plantonista do Ceonc para prestar o atendimento necessario
para sua seguranca.

Também serao utilizados dados de seu prontuéario. As informacg8es obtidas
serdo utilizadas exclusivamente para os fins desta pesquisa, os dados serdo
mantidos sob sigilo e sua identidade, sob nenhuma hipétese, sera revelada.

A sua participacdo sera acordada em conjunto com 0s pesquisadores, sem
trazer qualquer prejuizo a sua pessoa ou familiar, ndo alterara, sob nenhuma
hipotese, 0 seu tratamento. Sua participacdo sera voluntaria e vocé podera deixar
de participar a qualguer momento, bastando, para isso, comunicar a sua deciséo,
por qualquer meio, ao pesquisador responsavel. Vocé podera desistir da pesquisa
a qualquer momento, sem nenhum prejuizo para vocé. Esclarecemos também que
ndo haverd remuneracgdo financeira por sua participacdo, e ndo havera custo ou

despesa financeira que vocé deva pagar.
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Os resultados desta pesquisa lhe serdo comunicados, caso os solicite. Os
dados ficardo armazenados em local seguro, sob responsabilidade do investigador
principal e terdo acesso a eles somente os investigadores deste protocolo. Esta
pesquisa obedecera a legislacdo médica, no que se refere aos termos de sigilo.

Quaisquer informacdes adicionais sobre a pesquisa, em qualqguer momento,
poderao ser obtidas com a Prof2 Dr2 Carolina Panis, coordenadora deste estudo na
Unioeste, pelo telefone (46) 35200712.Caso esteja de acordo em participar,
pedimos sua assinatura em duas copias deste documento: uma ficard com vocé e

outra com a equipe da pesquisa.
Desde ja agradecemos a sua valiosa colaboragéo neste trabalho.
Francisco Beltrdo, Data:
Assinatura do participante da pesquisa:

Documento de identidade:

Assinatura do pesquisador:
Documento de identidade:



