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RESUMO

Marcadores biologicos tém sido estudados com objetivo de identificar fatores que possam
predizer a evolugdo dos pacientes com cancer colorretal e ajudar a selecionar 0s grupos com
alto risco de recidiva; porém estudos existentes sdao insuficientes para serem recomendados
para emprego clinico. O objetivo deste trabalho foi verificar a correlacdo da resposta
inflamat6ria em pacientes com céancer colorretal como potenciais marcadores de atividade
tumoral. Foi realizado um estudo observacional do tipo descritivo para avaliacdo de
marcadores de atividade tumoral em pacientes portadores de adenocarcinoma colorretal.
Foram coletadas amostras de sangue no pos-operatorio para a dosagem do nivel da proteina
C-reativa (PCR) e anélise da interleucina-10 (IL-10). Os niveis séricos dos pacientes foram
analisados de acordo com dois grupos de pacientes: ressec¢do curativa e ndo curativa. A
correlacdo dos niveis da PCR e do antigeno carcinoembrionario (CEA) no grupo de resseccao
curativa foi significativamente menor em relacdo ao grupo de resseccdo ndo curativa
(p<0,05). Em relagdo aos niveis de IL-10, ndo foi observada uma diferenca significativa entre
0s grupos (p >0,05). O estudo sugere que a PCR reflete atividade tumoral quando seus niveis
estdo elevados. Ndo houve uma correlacdo dos niveis de IL-10 com atividade tumoral.

Palavras chaves: Neoplasias intestinais. Proteina C-reativa. Citocinas. Interleucina-10.

Imunologia. Progndstico.



ABSTRACT

Biological markers have been studied in order to identify factors that would be able to predict
evolution of patients with colorectal cancer that could help to select high risk relapse groups.
However, none of them has been recommended for clinical use. The objective of this work
was to verify the correlation between the inflammatory response and tumor activity in patients
with colorectal carcinoma. An observational and descriptive study was performed. Blood
samples from 28 patients were collected postoperatively for determination of C-reactive
protein (CRP) and Interleukin-10 (IL-10). The analysis was performed comparatively
according to curative and non curative resection. The correlation levels of CPR and
carcinoembryonic antigen (CEA) in the curative resection group was lower compared with
non curative resection group (p< 0.05). No difference between the groups was observed in the
levels of IL-10. This study suggests that high levels of CRP, but not IL-10 reflect tumor
activity.

Keywords: Intestinal neoplasia. C-reactive protein. Cytokines. Interleukin-10. Immunology.

Prognosis.
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1 INTRODUCAO

O céancer colorretal € um importante problema de sadde publica mundial. Seu
diagnostico tardio € responsavel pelas elevadas taxas de mortalidade. Aproximadamente 150
mil novos casos de cancer colo-retal sdo estimados para o ano de 2009 no mundo,
correspondendo aproximadamente 10% de todos os canceres incidentes. A mortalidade do
cancer colorretal esta estimada para 2009 de 6 mil novos casos (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2009). Segundo dados publicados pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA,
2009) a incidéncia de cancer de colon do Brasil para 2008 foi de 12.490 casos novos entre
homens (4° tumor mais frequente) e 14.500 casos novos em mulheres (3° entre as mulheres).
Esses valores correspondem a um risco estimado de 13 casos novos para cada 100.000
homens e 15 para cada 100.000 mulheres. Além disso, a incidéncia do cancer colorretal
aumenta de forma exponencial com a faixa etaria, sendo 90% dos casos diagnosticados entre
50 a 70 anos (LIBUTTI et al., 2005).

Atualmente os aspectos epidemioldgicos, classificacdo histopatolégica e o sistema de
estadiamento TNM, preconizado pela American Joint Committee on Cancer (AJCC, 2002)
sdo considerados as principais variaveis utilizadas na estratificacdo dos pacientes com cancer,
ou seja, sdo reconhecidas como fatores prognosticos (BENSON, 2003). A estratificacao
desses pacientes em grupos de riscos permite estabelecer estimativas de sobrevida e a
necessidade de tratamentos complementares. O sistema de estadiamento é o0 método de maior
precisdo para 0 agrupamento dos pacientes com o mesmo progndstico. O sistema de
estadimento TNM do céancer colorretal (ANEXO 1) baseia-se no nivel de penetragdo tumoral
na parede intestinal (T), no nimero de linfonodos regionais comprometidos por metastases
(N) e na presenca ou auséncia de mestéstases a distancia (M). Esta classificacdo discrimina
pacientes com doenca em estadio inicial daqueles com doenca avancada de acordo com quatro
estadios. O estadio | representa tumor invadindo a submucosa ou muscular propria; o estadio
Il representa o tumor invadindo alem da muscular prépria; o estadio Il representa evidéncia
de metéstase em linfonodos regionais; e o estadio IV representa evidéncia de metastase a
distancia, além dos linfonodos regionais acometidos (AJCC, 2002). Contudo sua acuréacia é de
aproximadamente de 65%, ou seja, falha ao estimar a evolugcdo de muitos pacientes.
Principalmente nos estadios Il e I11, a sobrevida em cinco anos varia de 30% a 70%. Algumas

populacdes do estadio Il tém similar recorréncia e sobrevida que populacbes estadio 111,
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Claramente, o genoOtipo dessas populacdes dita o seu comportamento, porém a
biologia molecular desses tumores necessita ser elucidada (ROSSI, 2004).

Considerando que os marcadores bioldgicos sdo componentes celulares, estruturais e
bioquimicos, presentes ndo sé em células tumorais como também em células normais, eles
podem estar associados com a recorréncia e diferencas na sobrevida (CAPELOZZI, 2001).
Seu emprego na avaliacdo do comportamento clinico das neoplasias constitui um importante
instrumento auxiliar na determinacéo da evolucdo tumoral e em seu tratamento, posto que as
alteracdes determinantes da progressdo de qualquer carcinogénese séo resultado de numerosos
eventos celulares que ocorrem a nivel genético e bioquimico (GARCIA et al., 1989;
GERDES; BECKER, 1992; ROCA et al., 2006). Inimeras variaveis tém sido estudas com
objetivo de identificar os fatores que possam predizer a evolugdo dos pacientes com cancer
colorretal e ajudar a selecionar os grupos com alto risco de recidiva, porém a maioria dos
estudos existentes sdo insuficientes para serem recomendados para emprego clinico
(COMPTON et al., 2000; DIEZ et al., 2001; MIRZA et al.,2008; VATHER et al., 2009;
YUN et al.,2008 ).

O antigeno carcinoembrionario (CEA) é o marcador de carga tumoral mais utilizado
na avaliacdo de rotina de pacientes com cancer colorretal. O CEA é uma glicoproteina da
familia das imunoglobulinas que, contribui provavelmente, para a capacidade de
metastatizacdo destes tumores. (BENCHIMOL et al., 1989; SUN et al., 2009). Sua marcacéo
positiva é observada na membrana das células tumorais, permitindo uma maior adesdo entre
estas e as células endoteliais. Além de sua presenca nas membranas, também € expresso no
meio intracelular em quantidade relacionado ao grau de diferenciacdo celular, sendo
observado em maior volume nos tumores pouco diferenciados (PINHO et al., 2004). Seu
valor pre-operatdrio tem sido associado como um marcador prognostico de sobrevida e
recorréncia. Contudo, seu valor no pds-operatorio ainda é controverso (KAHLENBERG et
al., 2003).

Segundo Kahlenberg et al. (2003), a identificacdo de fatores moleculares é essencial
para melhorar o tratamento bem como os seus resultados. Esses fatores podem ser expressos
tanto pelas células tumorais como pelas préprias celulas do hospedeiro. Os genes P53 e ras,
instabilidade microsatélite (MSI) e fatores de crescimento endotelio vascular (VEGF) sdo
fatores com grande potencial de serem marcadores de prognostico. Acredita-se que a
utilizacdo de multiplos marcadores moleculares possa desenvolver um melhor perfil de risco.

Além disso, considera-se que o desenvolvimento tumoral ndo é causado apenas por alteraces
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intrinsecas, mas um processo de multiplas etapas, que envolve interacbes complexas entre as
células transformadas, a matriz extracelular circundante e o sistema imunolégico do
hospedeiro. Essas interacbes podem acontecer pelo contato célula-célula ou serem mediadas
por proteinas soluveis, como os fatores de crescimento e citocinas (PALUCKA et al., 1999;
SHURIN et al., 1996).

Considerando a resposta imune do hospedeiro contra as células tumorais e dos
mecanismos que facilitam a evasdo dessas células da vigilancia do sistema imunolégico,
esforcos estdo sendo feitos para o entendimento e o desenvolvimento de métodos de
modulacdo do sistema imunoldgico para a identificacdo e erradicacdo dos tumores
(LORUSSO; RUEGG, 2008; POLLARD, 2004; QUANTE; WANG, 2008; ROBERT et al.,
1998). A imunopatologia tumoral atualmente tem dado grande importancia aos antigenos
associados a tumores (TAAs). Esses antigenos surgem durante a carcinogénese através de
mutacdes genéticas e 0 seu comportamento esta relacionado a tolerancia ou ativacdo da
resposta imune. Os TAAs podem ser percebidos como antigenos “proprios”, € na auséncia de
sinais inflamatdrios a resposta imune a estes antigenos pode ser pouco desenvolvida.
Contudo, com a progressdao dos tumores, eles se diferem dos tecidos normais tanto na
composicdo do arsenal antigénico como no comportamento clinico-bioldgico.

Do ponto de vista molecular, as células tumorais apresentam instabilidade genética,
expressdo anormal de fatores de crescimento e citocinas. Nos tumores malignos podemos
observar uma producdo de novos antigenos. Esses antigenos possuem o potencial para
inducdo da resposta inflamatoria ativando a resposta imune inata e adquirida e a possibilidade
de gerar sinais inibitorios (BONERTZ et al., 2009). Muitas vezes ndo é necessario o
aparecimento de novos antigenos; uma mudanca da densidade de proteinas codificadas pode
afetar dramaticamente a antigenicidade tumoral. (DABELSTEEN; GAO, 2005).

Citocinas inflamatdrias podem modular a expressdo dos antigenos tumorais, das
moléculas de adeséo e da producédo de fatores imunossupressores, podendo assim, bloguear ou
facilitar o crescimento tumoral. Entre uma variedade de citocinas pesquisadas, a intelerleucina
10 (IL-10) destaca-se por apresentar atividade complexa sobre o microambiente tumoral.
Possui efeito imunossupressivo e antiinflamatério como sua principal caracteristica, inibindo
a producéo de células B imunoglobulinas, células T produtoras de citocinas pré-inflamatorias,
reducdo da proliferacdo de antigenos da células T e células apresentadoras de antigeno (APC)
das moléculas MHC de classe 2. Por outro lado, seu efeito pro-tumor também é observado,

atuando de forma direta sobre as células tumorais ou mesmo inibindo o sistema imune
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adquirido (DE VITA, et al.,, 1999; LIN; KARIN, 2007). Uma outra interleucina de
importancia no desenvolvimento da carcinogénese é a interleucina 6 (IL-6). Caracteriza-se
por estimular os hepatocitos a produzirem RNA mensageiro (RNAm) para produgdo de
proteinas de fase aguda.

A proteina C-reativa (PCR) se destaca entre as proteinas de fase aguda por apresentar
meia vida plasmatica curta (aproximadamente 19h) e uma concentracdo plasmatica
exclusivamente relacionada a sintese nesse periodo (SANTOS et al., 2003). Em certas
circunstancias, a elevacdo da PCR pode simplesmente refletir um processo inflamatorio
inespecifico secundario a necrose tumoral ou injuria tecidual. Por outro lado, a elevacdo da
PCR pode indicar o potencial de malignidade de um tumor. Estudos em pacientes com
tumores colorretais indicam que pacientes que permanecem com niveis séricos da PCR
elevados tém um pior progndstico em relacdo aqueles que 0s niveis permanecem baixos.
Além disso, percebe-se uma relacdo dos niveis elevados com maior frequéncia de invasdo
tumoral local, estagios mais avancados e altas taxas de recorréncias, sugerindo que a resposta
inflamat6ria possue um importante papel na progressdo do tumor colorretal (CANNA et al.,
2005; MACMILLAN et al., 1995; NIKITEAS et al.,, 2005; WIGMORE et al., 2001).
Entretanto alguns pesquisadores questionam a validade da PCR como marcador de atividade
tumoral a ser analisado em pacientes com cancer colorretal (CHUNG; CHANG, 2003). O
objetivo deste estudo foi verificar a correlagdo da resposta inflamatéria em pacientes com

cancer colorretal como potencial marcador de atividade tumoral.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Inflamacéao e cancer

Atualmente, um grande numero de observagdes tem associado a inflamacdo com o
processo de iniciacdo e promocdo tumoral (BALKWILL; MANTOVANI, 2001), diferente de
evidéncias anteriores que apontam para o papel protetor do sistema imune contra os tumores
(GALON; FRIDMAN; PAGES, 2007).

Durante o processo de iniciacdo tumoral as células normais sdo geneticamente
alteradas tornando-se malignas e em seguida as células iniciam o processo de promocao
tumoral, ou seja, as células iniciadas sdo envolvidas em eventos epigenéticos que influenciam
em sua proliferacdo e apoptose (KUNDU; SURH, 2008). Modelos experimentais de
carcinogénese quimica e transgénica tém permitido que investigadores identifiguem uma série
de mediadores pro-inflamatorios, incluindo citocinas, quimiocinas, enzimas e fatores de
transcricdo que sdo importantes ou necessarios para a carcinogénese (ITZKOWITZ; YIO,
2004; JESSUP, et al., 2004). Assim, diante de uma leséo tecidual, uma rede multifatorial de
sinais quimicos € iniciada e mantida pelo hospedeiro com objetivo de cicatrizar o tecido
lesado. Esse ambiente inflamatério € ocupado pela migracdo de leucdcitos (neutrofilos,
mondcitos e eosindfilos), células dendriticas, células T e células Natural Killer (NK) do
sistema venoso para a regido da lesdo e dos mastocitos do préprio tecido. Uma vez que o
reparo é completado e o agente causador removido, a proliferacdo e a inflamacao regridem.
No entanto, reaces inflamatorias prolongadas e intensas podem ocasionar dano celular,
promovendo mutacBes ou sustentando danos ao DNA, permitindo sua proliferagdo em
ambientes ricos de células inflamatorias e fatores de crescimento. Assim, acredita-se que a
resposta inflamatdria ou auto-imune aguda tende a estar associada a prevencdo de tumores e
ao efeito anti-tumor; j& a resposta inflamatoria crénica modela a inflamacgdo e tende estar
associada com a iniciagdo e com a promoc¢ao tumoral (BALKWILL; MANTOVANI, 2001).

Embora o melhor entendimento do papel da inflamagdo na carcinogénese seja
relativamente recente, houve observacdes historicas que apontaram para essa direcdo. Em
1863, Rudolf Virchow identificou leucdcitos em tecidos neoplasicos e hipotetizou a relacéo
da inflamagcdo com o céancer. Ele sugeriu que o infiltrado linfocitario reflete a origem do
cancer nos locais da inflamacdo cronica (BALKWILL; MANTOVANI, 2001). Essa
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observacdes ficaram negligenciadas por mais de um século até que as evidéncias concretas da
ligacdo entre o cancer e a inflamacdo em humanos foram observadas em individuos utilizando
anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) que apresentavam incidéncia reduzida de cancer
(BARON, et al.,, 2003, BARON, et al., 2006; COOK, et al.,, 2005; FLOSSMANN;
ROTHWELL, 2007; RIJCKEN, et al., 2007, SANDLER, et al., 2003).

Adicionalmente, existem evidéncias que muitas neoplasias sao iniciadas por infec¢bes
cronicas e doencas auto-imunes (ITZKOWITZ; YIO, 2004). Mais de 15% dos canceres no
mundo podem ser atribuidos a infecgdes, um total de 1,2 milhfes de caso por ano
(COUSSENS; WERB, 2002). Embora alguns patégenos, virus em particular, podem
diretamente induzir a transformacdo celular, outras infec¢bes séo ligadas ao desenvolvimento
do céncer por estabelecer um microambiente inflamatério crénico que favorece a
transformacéo celular e promocdo da progressédo tumoral. Como exemplo, o Helicobacter
pylori infecta cerca de 50% da populacdo mundial, e tem encontrado sua relacdo com a
inflamacédo crénica gastrica que evolui para atrofia, metaplasia, displasia e cancer gastrico.
Notavelmente, o risco de cancer gastrico em pacientes infectados pelo Helicobacter pylori foi
maior em quem tinha polimorfismo genético pré-inflamat6rio nos l6cus génicos que regulam
a producdo das citocinas IL-1B, IL-8, TNF e IL-10 (ALLAVENA, et al. 2008 a).

A fim de entender a complexa inter-relacdo entre o cancer e 0s mecanismos da
inflamac&o é importante considerar que a lesdo neoplésica ndo € uma estrutura de crescimento
estranha sobre um tecido normal, mas uma complexa interacdo entre as células neoplasicas, 0
estroma tumoral e a infiltracdo de células hematopoiéticas. Assim, semelhante a uma infeccdo
por um patdgeno que se desenvolve com eficiéncia dentro de seu hospedeiro, é necessario
alterar a hemostasia tecidual sem destrui-la e a0 mesmo tempo evitar a resposta imune efetiva
contra ele (DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004). O evento de iniciagdo para o
desenvolvimento de um cancer € susceptivel de afetar as células epiteliais, assim como os
fibroblastos, células endoteliais, células inflamatdrias e outras células estromais. Somente
quando o perfeito equilibrio entre as alteracfes desses diferentes componentes teciduais esta
estabelecido, o tumor encontra condicdes para estabelecer, progredir e disseminar. Portanto a
imunogenicidade do tumor é aparentemente adaptado ao microambiente assim como a
resposta inflamatoria favorecera a angiogénese, ao crescimento tumoral e a disseminacdo. Os
mecanismos potenciais capazes de induzir a destruicdo sdo bloqueados ou atenuados (BUI,
SCHREIBER, 2007). O aparente efeito paradoxal da resposta inflamatoria e da resposta

imune, tanto a favor quanto contra a iniciacdo tumoral e sua progressdo, pode ser melhor
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entendido se analisados os agentes e elementos deste delicado equilibrio que regulam a

iniciacdo tumoral.

2.2. Células envolvidas na resposta inflamatoria anti-tumoral

As células tumorais produzem varias citocinas e quimiocinas que atraem leucdcitos. O
componente inflamatorio do desenvolvimento neoplésico pode incluir uma diversa populago
de leucécitos como, neutrofilos, macrofagos, células dendriticas, eosinéfilos e mastocitos
assim como linfécitos. Dentre essas, os macréfagos e linfocitos T sdo freqlientemente
predominantes neste ambiente inflamatério. Todos sdo capazes de produzirem uma variedade
de mediadores como as citocinas, oxigénio reativo, proteases cisteinas e serinas,
metaloproteinases (MMP), agentes de proliferacdo de membrana e mediadores sollveis de
morte celular como TNF-o, interleucinas e interferons (LU; OUYANG; HUANG, 2006;
WAHJ, KLEINMAN, 1998) que podem exercer efeito paradoxal durante o desenvolvimento
do cancer. O esquema 1 representa a relacdo paradoxal das células tumorais com as células do

sistema imune no micro-ambiente tumoral, conforme descrigéo de Lin; Karin (2007):

Citocinas secretadas pelo tumor e pelas células imunes/inflamatdrias podem
promover o desenvolvimento tumoral e a sobrevida das células tumorais ou exercer
efeitos antitumorais. A inflamacao cronica se desenvolve através da acdo de varios
mediadores inflamatorios, incluindo TNF-a, IL-6 e IL-17, os quais podem levar a
erradicacdo da imunidade antitumor e acelerar a progressdo tumoral. Contudo,
TRAIL, através da indugdo direta da apoptose da célula tumoral; IL-10, através dos
efeitos anti-inflamatdrios; 1L-12, através da ativacdo dos linfdcitos T citotdxico e
das células NK e expressdo de mediadores citotoxicos, podem induzir a supressao
tumoral. As mdaltiplas etapas do TGF-B (citotoxico sobre as células do cancer de
colon e seus efeitos positivos e negativos no microambiente tumoral) e IL-23
explicam seus papeis duplos no desenvolvimento tumoral. (LIN; KARIN, 2007, p.
1176)
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ESQUEMA 1: Interacdo entre células tumorais e infiltrado inflamatério e/ou células do

sistema imune no microambiente do tumor.

Macréfago .
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FONTE: Adaptado de LIN; KARIN, 2007, p. 1176.



22

2.2.1 Macrdéfagos associados a tumores (TAM) e células dentriticas

Os macréfagos associados a tumores (TAM) representam 0 maior componente
inflamatorio na maioria dos infiltrados tumorais. Os TAM derivam da circulacdo de
monocitos precursores e sao direcionados para 0s tumores atraveés de quimiocinas. Além
disso, muitos tumores produzem citocinas chamadas fatores estimuladores de coldnias que
prolongam a sobrevida dos TAM (ALLAVENA, et al. 2008 a; BALKWILL; MANTOVANI,
2001). Heterogeneidade e plasticidade sdo marcas das células da linhagem dos mondcitos-
macrofagos. Em respostas a citocinas e produtos microbiais, 0s macrofagos expressam
propriedades funcionais especificas e polarizadas, semelhante aos linfocitos T Helper 1 e 2
(Thl e Th2). Muitos estudos referem a polarizacdo dos macrofagos como células M1 e M2,
Os magrofagos M1 ativados s&o induzidos por interferon-y ou em conjunto com estimulos
microbianos (ex: lipossacarideo) ou citocinas (ex: TNF-o e fatores de crescimento de
granulocitos-macrofagos). Ja os macréfagos M2 abrangem varias formas de ativacdo distinta
da M1, incluindo celulas expostas a interleucina 4, interleucina 13, glicocorticdides. As
células M1 possuem um fendtipo associado a producédo elevada de IL-12 e IL-23 e reduzida
de IL-10, tornando-se eficientes produtores de oxigénio reativo, reativos intermediarios do
nitrogénio e outras citocinas inflamatdrias (incluindo IL-1, IL-6 e TNF-a). Além disso, as
células M1 participam como indutoras e efetoras na polarizacdo da resposta Thil,
desenvolvendo resisténcia contra tumores. As células M2, por outro lado, compartilham um
fenotipo associado a producédo elevada de IL-10 e reduzida de IL-12 e IL-23. As células M2
tém receptores do tipo “‘scavenger”, manose e galactose e o metabolismo da arginina ¢
alterado no nivel de ornitina e poliaminas proporcinando uma maior estimulo a proliferacéo
celular. Ao contrario das células M1, as células M2 participam da polarizagcdo das reacdes
Th2 que estdo presentes em tumores, promovendo a progressdo tumoral, reparo tecidual,
remodelagdo e fungdes imunoreguladoras. Contudo ndo esta claro qual sdo os sinais que
levam a polarizacdo dos TAM (ALLAVENA, et al., 2008b; MANTOVANI, et al., 2002;
MANTOVANI, et al., 2008; SICA, et al., 2008).

Os TAM podem exercer dupla influéncia na formacao e funcdo dos vasos sanguineos.
Quando apropriadamente ativados, eles produzem moléculas anti-angiogénicas e alteram a
integridade dos vasos sanguineos. Entretanto, os TAM também produzem médleculas pro-
angiogénicas. Varios estudos tém evidenciado que o nivel de concentracdo de TAM esta

associado ao aumento da angiogénese e com a producdo de fatores de angiogénicos, como o
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VEGF e o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF). Outro fator produzido pelos
macrofagos € o VEGF-C que tem a funcdo de induzir a linfoangiogénese peritumoral e
posteriormente disseminar as células cancerosas via linfatica (ALLAVENA, et al., 2008 a;
ALLAVENA, et al., 2008 c; COUSSENS; WERB, 2002).

Os TAM contribuem para a progressdo e a invasdo tumoral através da expressdo de
moléculas que diretamente estimulam as células tumorais a proliferar e degradar a matriz
extracelular. Essas moléculas incluem: fatores de crescimento epidérmico (EGF), membros da
familia do fator de crescimento fibroblastico (FGF), fator de crescimento transformador beta
(TGF-B), VEGF, quimiocinas e citocinas. Além disso, os macrofagos podem produzir
enzimas (metaloproteases (MMP) - MMP2, MMP9, entre outras) que também atuam na
degradacdo da matriz extracelular. Os TAM promovem o crescimento tumoral através de
mecanismos imunes e influenciam na supressdo da resposta imune adaptaiva anti-tumor
(ALLAVENA, et al., 2008 a; POLLARD, 2004). O esquema 2 representa a dupla funcdo dos

macrofagos na progressdo tumoral. Allavena e outros ( 2008 c) explica que:

Durante as fases iniciais da carcinogénese, os macréfagos M1 predominam. Essas
células exibem uma atividade anti-tumoral assim como uma especifica imunidade
adaptativa anti-tumoral, o qual contribuem para sua polariza¢cdo. Em uma neoplasia
avancada e estabelecida, quando células tumorais escapam do ataque imune, 0s
macro6fagos polarizados M2 predominam e suprimem a imunidade adaptativa, a qual
contribui para polarizagdo M2. (ALLAVENA, et al., 2008 c, p. 159)
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ESQUEMA 2: Dupla fungéo dos macréfagos na progressao tumoral.

Eliminagio
Inato Inato
i Adaptativa Edigdo T . Adaptativa
Inflamag&o Inflamag&o
Ezcape

é Pro-Tumor Anti-Tumor
Anti-Tumor Pro-Turmor

M1 M2

E=stagio inicial da carcinogénese Doenga metastatica estabelecida

FONTE: Adaptado de ALLAVENA, et al., 2008 c, p.159.

Os monocitos, na presenca de fatores estimuladores de colénia granulécito-
macréfagos (GM-CSF) e interleucina 4 (IL-4), se diferenciam em células dendriticas
imaturas. As células dendriticas sdo apresentadoras de antigenos que modulam a imunidade
adaptativa controlando a ativacdo de células T, células B, células NK; induzem ativacdo das
celulas M1 levando instabilidade no ambiente inflamatério tumoral. As células dendriticas
residem em todos os tecidos. Possuem a propriedade de capturar e processar antigenos,
migrando em seguida para o tecido linféide, a fim de apresenta-los aos linfocitos. Quando
inativadas (células dendriticas imaturas) induzem tolerancia por apresentar antigenos proprios
aos linfocitos T, uma vez que células maduras induzem a imunidade antigeno especificas,
promovendo a proliferagdo de células T e a diferenciacdo de células Helper e efetoras.
Embora as células dendriticas maduras geralmente induzam resposta imune Thl e sdo
consideradas efetivas contra o cancer, elas também podem induzir célula T supressora e
reguladora, participando da tolerancia central e periférica (BALKWILL; MANTOVANI,
2001; COUSSENS; WERB, 2002).

Estudos clinicos relatam que as células dendriticas presentes no infiltrado tumoral sdo
freqlentemente imaturas e deficientes na estimulagdo de células T. (BELL, et al., 1999).
Além disso, o tumor pode alterar a funcdo das células dendriticas e escapar de efetores

imunes por polarizar a maturacdo das celulas para um fendtipo que impede a imunidade
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especifica induzindo tolerancia e desencadeando vias supressoras (MANTOVANI, et al.,
2008).

2.2.2 Linfocitos

Os tumores séo freqlientemente infiltrados por linfocitos, denominados TIL. Os TIL
sdo representados pelos linfocitos T visto que os linfocitos B e células Natural Killer (NK)
sdo raras no ambiente tumoral.

Os linfocitos T helper sdo ativados em resposta a fatores sollveis e podem ser

classificados em duas categorias: células Thl e células Th2. De acordo com estimulo
recebido, linfdcitos T helper, que sdo polarizados para respostas Thl, secretam interferon-y,
fator de crescimento transformador beta, TNFa e IL-2. Essas citocinas colaboram com a
funcdo citotoxica dos linfocitos CD8+, induzem a auto-regulacdo do processamento de
antigeno nos proteossomas, induzem a expressao MHC de classe | e 11 e podem induzir outros
antigenos relacionados a células neoplasicas. Os Linfocitos Th1l também aumentam a resposta
imune anti-tumor estimulando a ativacdo de macrofagos. Ja os linfécitos T helper que séo
polarizados para respostas Th2 sintetizam IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 que induzem
anergia e perda da citotoxicidade das células T. (BALKWILL, MANTOVANI, 2001;
DeNARDO, COUSSENS, 2007). Entretanto, ndo existem papéis fixos e em alguns casos, 0s
mesmos fatores podem estar associados tanto com a iniciacdo tumoral quanto com a
resisténcia antitumoral.
Os linfécitos B sdo reconhecidos em contribuir na resposta imune anticancer via secrecao de
imunoglobulinas antigeno especifica. Apesar do claro papel dos linfécitos B em erradicar
células neoplasicas e participar da regressdo espontdnea tumoral através dos mecanismos
mediados por imunoglobulinas, recentes dados indicam que a ativagdo cronica dos linfécitos
B possuem um papel paradoxal, induzindo o desenvolvimento do tumor. Porém, este
mecanismo de inducdo tumoral ndo estd bem esclarecido. (BEI, 2009; DeNARDO,
COUSSENS, 2007; DUOSHA, et al., 2008). O esquema 3 representa de forma esquematica o
papel da resposta imune adaptativa no desenvolvimento do cancer. Como nos esclarece
Denardo; Coussens (2007):
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Durante a resposta inflamatoria aguda (painel da esquerda, células T (Thl CD4" e
CD8" regulam diretamente a citotoxicidade das células tumorais, enquanto polariza
indiretamente células imunes inata rumo a supressdo tumoral (como a polarizagao
de M1 dos TAMs). Fatores derivados de céluls B imunoglobulinas e complemento
facilitam o recrutamento dos leucécitos inatos e destroem as células neoplasicas.
Durante a inflamagdo cronica, entretanto (painel direito), células supressoras
mieloide, células T (Th2 CD4") e células T reguladoras (Treg) atuam inibindo as
células T CD8" e induzem a polarizagio pro-tumoral da resposta imune inata (tal
como polarizacdo M2 dos TAMS) pela via de secrecdo de citocinas (IL-4, IL-13, IL-
10, IL-6 e TGF-B). Cronicamente durante a inflamagao cronica, essas células imunes
inatas, por sua vez fornecem um rico microambiente pro-angiogénico e pro-tumoral.
(DeNARDO; COUSSENS, 2007, p. 215)

ESQUEMA 3: Papel contrastante dos leucdcitos adaptativos durante o desenvolvimento do

cancer.
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FONTE: Adaptado de DeNARDO; COUSSENS, 2007, p.215.
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2.3 Mediadores da resposta inflamatoria anti-tumoral

Em um microambiente tumoral ha um delicado balanco entre a imunidade anti-tumor e
a imunidade pro-tumor. Essas atividades dependem de diferentes mediadores que originam
de células inflamatorias do hospedeiro, de células tumorais e de outros tipos de células como
os fibroblastos e células endoletliais (LIN; KARIN, 2007). As citocinas (interleucinas, TNF-
a, fatores de crescimento e fatores de diferenciacédo - fatores estimuladores de col6nias) sao 0s
principais mediadores desse sistema e possuem importante papel regulatério no crescimento,
na diferenciacdo e na inibicdo da apoptose de células alteradas no microambiente inflamatorio
(LU; OUYANG; HUANG, 2006).

Em 1986, Dvorak mostrou que a cicatrizacdo de feridas e a formacdo do estroma
tumoral compartilham de importantes propriedades. A cicatrizacdo das feridas sédo auto
limitadas uma vez que nos tumores, a secrecdo de fatores de permeabilidade vascular e de
fatores de crescimento endotelial (VEGF) pode levar a persisténcia de extravasamento de
fibrina e fibronectina e continua geracdo de matriz extracelular. As plaquetas presentes nas
feridas sdo fonte de citocinas, principalmente de TGF- e VEGF. Plaquetas que liberam tais
fatores podem ter importante papel na angiogénese dos tumores. Além disso, as proprias
células malignas podem secretar citocinas pré-inflamatorias, fatores de crescimento e
quimiocinas, mas geralmente faltam citocinas envolvidas em respostas imunes especificas e
sustentadas. (BALLKWILL; MANTOVANI, 2001). O esquema 4 apresenta de forma
esquematica a relacdo da resposta inflamatoria de uma lesdo tecidual normal e uma lesdo com
desenvolvimento tumoral. Cousssens; Werb (2002) descreve esta relacdo da seguinte

maneira:
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a) Os tecidos normais tém uma estrutura altamente organizada. A membrana basal
delimita a transicdo entre o epitélio e a derme (estroma vascularizado). Durante a
cicatrizacdo as plaquetas séo ativadas e formam um tamp&o hemostético que libera
fatores vasoativos. Fatores quimiotaticos como TGF-p ¢ PAF que induzem a
formacdo do tecido de granulacdo. Em combinagdo, granulécitos, mondcitos e
fibroblastos sdo recrutados e a rede vascular é restaurada. Finalmente ocorre a
reepitelizacdo mediada por sinais reciprocos entre o epitélio e células do estroma.

b) Os carcinomas invasivos sdo menos organizados. A angiogénese e a
linfangiogénese associados a neoplasia maligna produz uma rede vascular
desorganizada. As células tumorais produzem varias citocinas e quimiocinas que
atuam como mediadores mitogénicos e quimiotaticos para granuldcitos, mastécitos,
mondcitos/macrofagos, fibroblastos e células endoteliais. Adicionalmente os
fibroblastos e as células do infiltrado inflamatério secretam citocinas e quimiocinas
que s8o0 mitogénicas para células neoplasicas. Todos esses mediadores
potencializam o crescimento tumoral estimulando angiogénese induzindo a
maturacdo e migracdo de fibroblastos e tornam capaz a difusdo metastatica por via
venosa ou linfatica. (COUSSSENS; WERB, 2002, p.861)

ESQUEMA 4: Relacdo da resposta inflamatdria de uma leséo tecidual normal e uma leséo

tumoral.
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Fonte: Adaptado de COUSSSENS; WERB, 2002, p.861.
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2.3.1 Fator de necrose tumoral

O fator de necrose tumoral (TNF-a) ¢ um importante mediador da inflamagdo, com
acOes diretas tanto na destruicdo quanto na recuperacdo celular. Ele é produzido
principalmente pelos macrofagos ativados, mas também pelas células tumorais (KUNDU;
SURH, 2008). O TNF-a pode iniciar uma cascata inflamatoria constituida de outras citocinas
inflamatdrias, quimiocinas, fatores de crescimento e fatores de adesdo endotelial, permitindo
uma variada migracdo de células ativadas para o tecido lesado.

No desenvolvimento do céncer, altas doses de TNF-a seletivamente destroem vasos
sanguineos tumorais e induzem efeitos necroticos nos tumores. Quando cronicamente
produzido, 0 TNF-a pode atuar na promog¢ao de tumores, contribuindo para remodelagdo ¢
desenvolvimento estromal, necessario para o crescimento e disseminacao neoplasica. O TNF-
a pode induzir dano ao DNA, inibir o reparo do DNA e atuar como fator de crescimento nas
celulas tumorais. A habilidade do TNF-a de remodelagdo de tecidos na resposta inflamatoria
pode regular a interacdo das células tumorais com o estroma e com a matriz extracelular.
Além disso, 0 TNF-o promove a angiogénese e o crescimento tumoral induzindo a produgio
de fatores angiogénicos, fosforilase timidina e metaloproteinases (LIN; KARIN, 2007; LU;
OUYANG; HUANG, 2006).

2.3.2 Interleucinas

As interleucinas que regulam a resposta inflamatéria influenciam o padrdo de resposta
imunoldgica contra tumores. Dentre elas, as IL-1, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17 e IL-23 destacam-
se como importante fator de carcinogénse. A IL-1 expressa tanto no tecido normal quanto em
células tumorais e tem a propriedade de induzir fatores de transcricdo e promover a expressao
de genes envolvidos na proliferagdo celular e angiogénese. H4 uma significativa correlacéo
entre a producdo de VEGF e a secrecdo de IL-1 e IL-6. A IL-6 é uma citocina pleiotropica,
originalmente identificada como fator de diferenciacdo de linfocitos B, a qual é produzida por
uma ampla variedade de células, principalmente mondcitos. E uma potente citocina
inflamatoria de fase aguda, porém esté relacionada na transformacéo maligna, no crescimento
tumoral, nos mecanismos anti-apoptdticos e na caquexia associado a tumores (DE VITA, et
al. 2001; GALIZIA; et al. 2002). A IL-10 possui efeitos opostos a IL-6, ou seja, tem efeito
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imunossupressivo e anti-inflamatorio. A 1L-10 inibe o fator de transcricdo NF-kB e
conseqiientemente inibe a producéo de citocinas pro-inflamatdrias, incluindo TNF-a, IL-6 e
IL-12. Possui um efeito inibitdrio no desenvolvimento e na progressdo tumoral. Estudos
mostram os efeitos da IL-10 sobre a apoptose e a supressao da angiogénese. Entretanto efeitos
diretos de IL-10 sobre as células tumorais podem favorecer o crescimento tumoral. Associado
ao efeito direto na modulacdo de células tumorais, IL-10 tem a habilidade de suprimir a
resposta imune adquirida (DE VITA, et al., 1999). Niveis séricos elevados, maiores que
5pg/ml, de IL-10 tém sido correlacionados com pior prognostico em pacientes com cancer
(LECH-MARNADA, et al., 2006). Esses mecanismos opostos de IL-10 dependem de
interacdes com outras citocinas ou fatores encontrados no microambiente tumoral. A 1L-12
tem um importante papel na atividade anti-tumor através da inibicdo da tumorigénese e na
inducdo de regressdo de tumores ja estabelecidos. A maior atividade de I1L-12 é promover a
resposta Thl e a resposta dos linfocitos T citotdxicos. A IL-17 tem seu principal papel na
inflamacéo associada a carcinogénese nos efeitos pro-angiogénicos. Além disso, tem a funcéo
de recrutar células do sistema imune para o tecido periférico e induzir fatores pro-
inflamatorios, incluindo TNFa, IL-6, IL-1B, gerando um importante papel na localizagdo e
amplificacdo da inflamacdo. A IL-23 tem a capacidade de aumentar a proliferacdo de células
T de memodria e a producéo de IFN-y e IL-12 na ativacdo de células T. No entanto a 1L-23
pode exercer efeitos sobre a IL-17. (KUNDU; SURH, 2008; LIN; KARIN, 2007; LU;
OUYANG; HUANG, 2006).

2.3.3 Quimiocinas

As quimiocinas sdo primariamente definidas como fatores sollveis que regulam a
direcdo de migracdo dos leucocitos durante a inflamagdo; contudo, os efeitos das quimiocinas
estendem para outros tipos de celulas, incluindo celulas endoteliais e neoplasicas.
Propriedades efetoras sobre as células também s&o identificadas, como a capacidade de
estimular a proliferagéo celular (BALKWILL, 2004).

As quimiocinas séo classificadas em quatro grupos: CXC, CC, XC e CX3C. A maioria
dos tumores produz quimiocinas de dois grandes grupos: CXC e CC. Tipicamente o grupo
CXC ativa neutréfilos e linfécitos e o grupo CC atua em varios subtipos de leucocitos

incluindo monécitos, eosinofilos, células dendriticas, linfocitos e células Natural Killer. Mas
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0 que determina o numero e o tipo de células que vao formar o infiltrado leucocitario nos
tumores sdo as células do estroma e as proprias células tumorais no local de lesdo (LU;
OUYANG; HUANG, 2006). Como exemplo, no linfoma de Hodgkin, as células malignas de
REED-STERNBERG sdo a minoria no tumor que é formado principalmente pelo infiltrado de
linfdcitos, eosindfilos, fibroblastos, macrofagos e células do plasma. As células de REED-
STERNBERG induzem citocinas e quimiocinas que ativam a resposta Th2 contribuindo para
supressdo local da resposta Thl (SKINNIDER; MAK, 2002).

Foi constatado que a exposicdo crbénica de leucdcitos a altas concentracBes de
guimiocinas no microambiente tumoral, pode ativar a resposta Th2, liberando citocinas
imunosupressoras, como IL-10 e TGF-B. Macrofagos do tipo M2 podem liberar CCL2, a qual
contribui para a polarizagdo de resposta Th2. Além disso, 0 microambiente tumoral pode
inibir a migracdo e a funcao das células dentriticas, reguladora da resposta Thl (BALKWILL,
2004).

As quimiocinas também possuem um importante papel sobre as células do endotélio
vascular. Algumas quimiocinas CXC sdo pro-angiogénicas, enquanto outras tém atividade
anti-angiogénica. O balanco entre as citocinas e quimiocinas prd-angiogénicas e anti-
angiogénicas é o que determina a regulacdo da neoformacdo vascular. Além disso, as
qguimiocinas afetam varios estagios no processo de metastase. As CC podem induzir a
producdo de proteases importantes na invasdo dos tumores (BALKWILL; MANTOVANI,
2001; KUNDU; SURH, 2008). Assim, a rede de quimiocinas pode influenciar de forma
indireta na sobrevida, crescimento, mutacdo, proliferacdo diferenciacdo e movimento tanto do

tumor quanto das células estromais.

2.4 Papel da proteina C-reativa na resposta inflamatdria

A proteina C-reativa € um produto sintetizado pelos hepatdcitos em resposta a I1L-6 e
TNF-a e ampliada pelo efeito sinérgico de IL-1B. Sua elevagdo no sangue indica a presenca
de inflamacdo aguda. Seus niveis tendem a elevar-se em 6 a 12 horas depois do inicio de um
dano tecidual, infeccdo, inflamacdo e neoplasia maligna. Seu pico é por volta de 48 horas e
sua meia vida plasmatica é de 19 horas, mas mantém niveis elevados durante todo o processo
inflamatdrio. Quando o estimulo inflamatdrio termina, os niveis séricos da PCR caem
rapidamente. (MARNELL; MOLD; CLOSS, 2005). Em adultos saudaveis a concentracdo
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mediana da PCR é de 0,8mg/L, sendo que no percentil 90 a PCR é de 3mg/L e no percentil 99
¢ 10mg/L. Durante um estimulo inflamatério os valores da PCR podem elevar de 50ug/L até
niveis superiores a 500mg/L (PEPYS; HIRSCHFIELD, 2003).

A presenca de niveis elevados de PCR pode simplesmente refletir uma resposta
inflamatdria inespecifica secundaria a necrose ou dano tecidual. Por outro lado, a PCR
também pode refletir um fendtipo tumoral e potencial metastatico, partindo do principio que a
sintese da PCR ¢é regulada por citocinas inflamatdrias, as quais sdo fatores de crescimentos
para neoplasias (MACMILLAN; CANNA, McARDLE, 2003; SIEMES, et al., 2006). Uma
das vantagens da PCR € que sua analise pode ser verificada de forma simples e rapida quando
comparada com outros marcadores oncogénicos (NOZOE, et al., 1998).

Varios estudos tém buscado avaliar os niveis séricos da PCR com o prognéstico de
pacientes portadores de neoplasia (CROZIER, et al., 2006; McMILLAN, CANNA,
McARDLE, 2003; NIKITEAS, et al., 2005; NOZOE, et al., 1998; RAMSEY, et al., 2006).
Apesar de resultados conflitantes, os estudos tém correlacionado concentracdes elevadas da
proteina C-reativa com maior risco de recorréncia e pobre sobrevida em pacientes com
cancer. O estudo de McMilillan et al. (1995) avaliou a PCR em 36 pacientes portadores de
cancer colorretal e constatou que o grupo de pacientes que possuiam niveis da PCR maiores
gue 5mg/L, depois de quatro meses da cirurgia curativa, apresentaram maior taxa de
recorréncia independente do estadio do tumor, porém ndo considerou outras variaveis
preditoras de recorréncia. J& o estudo de Ghung e Chang (2003), com 172 pacientes com
cancer colorretal, verificou que niveis da PCR maiores que 8mg/L no pré-operatorio ndo
estariam relacionados a atividade tumoral. Estudos mais recentes mostram que o nivel da PCR
superior a 10mg/L é uma variavel independente associada com pior sobrevida em pacientes
portadores de cancer colorretal, podendo assim, estar relacionada com o comportamento
tumoral (CHUNG; WONG, et al., 2007; CROZIER, et al., 2007; CROZIER, et al., 2009;
NOZOE, et al., 2008).
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2.5 Modulacao da resposta inflamatoria no cancer: implicaces clinicas

O melhor entendimento da resposta inflamatdria e da resposta imune no cancer tem
permitido o desenvolvimento de novas terapias na prevencéo e tratamento de tumores.

Estudos publicados na literatura sugerem o efeito protetor da aspirina e outros AINEs
no desenvolvimento do cancer. Dados indicam que o uso dessas drogas reduz o risco de
cancer de colon em 40-50% e pode prevenir o cancer de mama, de pulmao, esdfago e
estomago. Além disso, a atuacdo na prevencdo de poélipos adenomatosos tem sido
demonstrada com o uso dos AINES. A habilidade do AINEs em inibir a ciclooxigenase
(COX-1 e COX-2) impede a conversdo do acido aracddnico em prostaglandinas, as quais
induzem reacBes inflamatdrias nos tecidos lesados. A COX-2 estd ligada ao processo
inflamatorio e relacionada com a inibicdo da apoptose, migracdo celular e angiogénese
(BARON, et al., 2003; COOK, et al., 2005; BARON, et al., 2006; FLOSSMANN;
ROTHWELL, 2007; RIJCKEN, et al., 2007; SANDLER, et al., 2003).

As citocinas produzidas pelas células do sistema imune e de outros tecidos atuam
como mediadores da reacdo imune, sendo consideradas importantes elementos na busca de
terapias contra o cancer. A IL-1p, uma citocina com efeitos pleiotropicos induz a intervengao
de macréfagos no peritbnio. Esse mediador tem sido um importante fator indicador de
crescimento tumoral intraperitoneal. Baseado na influéncia de IL-1p sobre a carcinogénese,
estudos preliminares tém avaliado o uso da Taurolidine intraperitoneal como inibidor da IL-
I em pacientes submetidos a resseccdo completa de tumores gastrointestinais
(BRAUMANN, et al., 2009). Outra importante citocina, alvo de potenciais drogas
antitumorais € 0 TNF-o, mediador chave na inflamag¢do. O TNF-a é importante nos eventos
iniciais do tumor, regulando a cascata de citocinas, quimiocinas, adesdo, metaloproteinases e
atividades pro-angiogénicas. Atualmente seis inibidores de TNF-a sdo estudos sob seus
efeitos no tratamento de doencas auto-imunes e do céancer: Infliximabe, Adalimumabe,
Golimumabe, CDP870, CDP571 e Etanercept. Esses inibidores atuam principalmente na lise
celular mediada pelo complemento, citotoxidade mediada por células dependente de anticorpo
e na via de sinalizacdo, a qual conduz a apoptose e supresséo de citocinas (ZIDI, et al., 2009).
Uma droga antiga, que atualmente retorna sua aplicagdo na pratica clinica é a Talidomida. A
Talidomida possui propriedades anti-angiogénicas, devida a inibigdo da atividade do fator de
crescimento fibroblasto basico (bFGF), VEGF e fator de crescimento de hepatocitos (HGF)

além da inibicdo da formacdo de microvasos. Possui também propriedade anti-neoplésicas
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inibindo a atividade NF-kB e induzindo a apoptose. Doses baixas e continuas de talidomida
possuem atividade em pacientes com mieloma multiplo (SINGHAL, et al., 1999). A IL-6 é
um importante fator de crescimento em células de mieloma mdaltiplo. Na doenca avancada ha
um excesso de producdo de IL-6 e o aumento das concentracBes sericas estd associado a
atividade proliferativa plasmatica e curta sobrevida dos pacientes. Em modelos pré-clinicos, o
uso de um anticorpo monoclonal anti-IL-6 tem mostrado atuar no aumento da atividade
citotoxica de drogas que atuam no mieloma multiplo, como a Dexametasona e 0 Bortezomibe
(VOORHEES, et al. 2009). Estudos futuros sdo importantes para 0 melhor entendimento das

terapias imunes.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Verificar a correlagdo da resposta inflamatoria em pacientes com céncer colorretal como

potencial marcador de atividade tumoral.

3.2 Objetivos especificos

Verificar os niveis séricos de CEA em pacientes submetidos a resseccdo colorretal

curativa e ndo curativa.

e Verificar o0s niveis séricos de Proteina C-reativa ultra-sensivel em pacientes

submetidos a resseccédo colorretal curativa e ndo curativa.

e Verificar os niveis séricos de interleucina-10 em pacientes submetidos a ressec¢éao

colorretal curativa e ndo curativa.

e Classificar os pacientes submetidos a resseccdo colorretal curativa e ndo curativa de
acordo com a presenca de atividade inflamatdria verificada pela PCR maior que
10mg/L.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Tipo de estudo: Estudo observacional do tipo descritivo.

4.2 Populacao: Pacientes recrutados do Hospital Maria José Baeta Reis - ASCOMCER na

cidade de Juiz de Fora no periodo de agosto de 2007 a fevereiro de 2009.

4.3 Critérios de inclusdo: Pacientes ambulatoriais, com o diagnostico de cancer colorretal,
com idade igual ou superior a 18 anos, de ambos os sexos, classificados no estadio clinico de
I a IV segundo atual classificagdo TNM (ANEXO 1), do tipo histoldgico adenocarcinoma
conforme a classificacdo da Organizacdo Mundial de Saide (HARMILTON, 2000) e somente
aqueles que tiverem assinado o termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO 2).

4.4 Critérios de exclusdo: Pacientes com doencas inflamatorias crénicas, incluindo infeccdes
e doenca do colageno, assim como tumores em outros 6rgdos. Pacientes em uso de

antiinflamatdrios e antibiéticos por qualquer motivo.

4.5 Amostra: 28 pacientes portadores de cancer colorretal que foram submetidos a cirurgia

oncoldgica.

4.6 Procedimentos: Todos os pacientes foram submetidos a avaliacdo oncoldgica de triagem

e subseqiente e analise soroldgica.

4.6.1 Avaliacbes Oncoldgica de Triagem

Os candidatos ao estudo foram submetidos a entrevista, anamnese e exame fisico. Os dados
foram registrados em um formulério proprio, intitulado “Ficha de Registro Clinico” (ANEXO
3), na qual foram registradas informacdes referentes a:

e Historia clinica completa, determinando o tipo de cirurgia realizada: curativa, definida
quando foi possivel a remocéo total de todo o tumor primario e cirurgia ndo curativa,
definida quando ndo foi possivel a remogéo completa do tumor primario ou metastases
estavam presentes.

e Exame fisico
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e Registro dos exames realizados pelo paciente durante o periodo de diagnostico e
acompanhamento.

e Registro da analises soroldgicas.

4.6.2 Analises sorologicas

Em todos os pacientes foram realizadas coletas de amostras de sangue. As amostras foram
centrifugadas a 2500 rotagcdes por minuto (RPM) durante 10 minutos (centrifuga CELM
COMBATE) a fim de separar o soro (material do estudo) dos elementos figurados (glébulos
vermelhos, brancos e plaquetas). Uma parte do soro foi imediatamente utilizada a fim de
dosar o nivel de proteina C-reativa, e a outra parte foi armazenada a - 20°C até a analise de
interleucina-10. Todas as amostras foram adequadamente registradas através das iniciais do

paciente e data da coleta.

4.6.3 Dosagem de Proteina C-Reativa ultra-sensivel

A andlise foi realizada no laboratério do Hospital Maria José Baeta Reis a partir de amostras
estaveis a 2°C a 8°C. A dosagem foi realizada imediatamente ap6s a coleta do sangue.
Amostras lipémicas e hemolizadas foram descartadas. Valores acima de 10mg/L foram
indicativos de presenca de atividade inflamatéria (CROZIER, et al. 2007).

Método: As particulas de latex recobertas com anticorpos anti-PCR humano do Kit
BioTécnica (Minas Gerais) foram aglutinados pela PCR presente na amostra. A proteina C-
Reativa (PCR) sérica provoca uma aglutinacdo das particulas de latex recobertas com
anticorpos anti-PCR. A aglutinacdo das particulas de latex € proporcional a concentracdo de
PCR que foi quantificada por turbidimetria pelo aparelho Cobas Mira S / PLus da Roche.
Limite inferior de deteccdo foi menor que 0,3mg/L.

4.6.4 Dosagem de IL-10 pelo método de ELISA

Placas de ELISA (Ensaio imunosorbente ligado a enzima) foram sensibilizadas com um
primeiro anticorpo, 1pug/ml de anticorpo anti-hIL-10 (PeProtech Inc, New Jersey), diluidos em
PBS (Phosphate Buffered Saline), incubadas durante 12 horas a temperatura ambiente. Apos
este periodo, as placas foram lavadas quatro vezes usando 300uL de 0,05% Tween-20 em
PBS em cada pog¢o. Em seguida, adicionado 300uL de 1% BSA (Bovine Serum Albumin) em
PBS em cada pogo, encubado por uma hora em temperatura ambiente. Apds este periodo, as

placas foram aspiradas e lavadas quatro vezes usando 300uL de 0,05% Tween-20 em PBS em



38

cada poco e, em seguida, adicionados 100uL em cada poco, em triplicata, os padrdes de I1L-10
(3ng/ml) (PeProtech Inc, New Jersey) e as amostras de soro dos pacientes. As placas foram
entdo incubadas por mais 2 horas a temperatura ambiente. Terminada a incubacdo as placas
foram lavadas quatro vezes usando 300pL de 0,05% Tween-20 em PBS em cada poco e o
segundo anticorpo biotinilados (anti-hIL-10 0,5ug/ml) (PeProtech Inc, New Jersey) foram
adicionados e incubados por mais 2 hora a temperatura ambiente. A seguir mais quatro
lavagens usando 300uL de 0,05% Tween-20 em PBS em cada poco foram feitas e adicionado
0 conjugado enzimatico constituido do complexo streptoavidina-peroxidase, na dilui¢cdo de
1/2000 (PeProtech Inc, New Jersey) seguido de incubagdo por mais 30 minutos em
temperatura ambiente. Apds este periodo, a reacdo foi revelada pela adi¢cdo do substrato
contendo Tampéo Citrato (pH 5,5) com ABTS. A reacdo foi bloqueada com &cido sulfdrico
4N e a leitura feita em leitor de ELISA (SPECTRAMAX 190, Molecular Devices) a 450 nm.
As amostras foram quantificadas por comparacdo com as curvas padrdes de IL-10. Os limites

de deteccdo do método variaram de 47 a 3000 pg/ml.

4.7 Anélise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi descrita de acordo com a média, desvio padrdo, mediana e
as variacOes de valores maximos e minimos. O teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foi
utilizado na avaliacdo das variaveis CEA, PCR e IL-10. O nivel de significancia foi

considerado p < 0,05. Em toda a analise foi utilizado o software SPSS 14.0.

4.8 Comité de Etica Em Pesquisa

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de ética em pesquisa da Universidade Federal de Juiz
de Fora, com o parecer de numero 129/2007, protocolo CEP-UFJF: 1054.100.2007 (ANEXO
4).



5 RESULTADOS

Os resultados deste estudo foram obtidos por meio da analise de 28 pacientes
portadores de cancer colorretal, avaliados no ambulatério de quimioterapia do Hospital Maria
Baeta Reis da cidade de Juiz de Fora - MG, no periodo entre agosto de 2007 a fevereiro de
2009. Todos os pacientes foram avaliados no periodo entre 1 a 12 meses (mediana 5 meses)

apos a cirurgia oncologica.

5.1 Caracteristicas Clinicopatoldgicas

Vaérias caracteristicas clinicas, patolégicas e moleculares sdo apontadas como
fatores determinantes de recidiva e sobrevida. Na TAB. 1 sdo apresentadas as caracteristicas
clinicopatoldgicas dos pacientes do estudo, separados em dois grupos: ressec¢do curativa e

ressec¢do ndo curativa.

TABELA 1: Caracteristicas clinicopatologicas dos pacientes do estudo.

Resseccéo
Todos Curativa Resseccao
(n=28) (n=18) N&o - Curativa (n=10)
IDADE - anos (mediana) 55 54 61
SEXO (M/F) 16/12 10/8 6/4
LOCAL TUMOR
Colon 19 12
Reto 9 6
ESTADIO CLINICO
I 0 0
I 9 0
i 9 0
v 10 0 10

GRAU HISTOLOGICO
1 — bem diferenciado 3 0 3
2 — moderadamente diferenciado 23 17 6
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TABELA 1: Caracteristicas clinicopatoldgicas dos pacientes do estudo.

(Continuagéo)

3 — pobremente diferenciado 1 1 0
4 — indiferenciado 0 0 0
DIAMETRO TUMORAL - cm (mediana) 5 4,75 5,5
INVASAO ANGIOLINFATICA sim / ndo 9/7 6/6 3/1
PERFURACAO INTESTINAL sim/ néo 1/27 1717 0/10
OBSTRUCAO INTESTINAL sim/ ndo 3/25 2/16 1/19

LINFONODOS RESSECADOS

(mediana) 20 20 18
T4 presente / ausente 47122 4/14 0/8
COLOSTOMIA sim/ ndo 15/13 11/7 4/6

A mediana das idades foi semelhante entre os dois grupos, sendo de 54 anos para o
grupo de pacientes com ressec¢ao curativa e 61 anos para 0 grupo de ressec¢ao ndo curativa.

A distribuicdo de acordo com o tipo de sexo também foi semelhante, com uma
predominancia do sexo masculino para ambos 0s grupos, sendo dez pacientes do sexo
masculino e oito do sexo feminino para o grupo de pacientes com resseccao curativa e seis
pacientes do sexo masculino e quatro do sexo feminino para o grupo de ressec¢do nédo
curativa.

Em relacdo a localiza¢do do tumor, o cancer no colon foi mais freqtiente em relagdo
ao reto com doze casos de cancer de colon e seis casos de cancer de reto para o grupo de
pacientes com ressecgdo curativa e sete casos de cancer de colon e trés casos de cancer de reto
em pacientes que tiveram ressec¢do nao curativa.

Os pacientes que tiveram ressec¢do curativa, nove eram estadio Il e nove eram
estadio 111 e ndo houve nenhum caso estadio | no estudo. Do grupo de ressec¢do ndo curativa,

todos os dez pacientes eram estadio 1V.
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Quanto ao grau histoldgico, houve uma predominancia do grau moderadamente
diferenciado (grau 2) em ambos 0s grupos, sendo 17 casos para 0 grupo de resseccao curativa
e seis casos no grupo de resseccao ndo curativa. Apenas um caso de grau histoldgico 3 para o
grupo de resseccdo curativa e trés casos de grau histoldgico 1 para o grupo de resseccao nao
curativa.

Em relacdo ao maior didmetro do tumor, a mediana foi maior no grupo de ressec¢do
n&o curativa, 5,5 cm em relagéo ao grupo de resseccao curativa, 4,75cm.

A presenga de invasdo angiolinfatica foi identificada com maior freqiiéncia no
grupo de resseccdo ndo curativa, sendo trés casos positivos e um negativo. No grupo de
resseccdo curativa foram seis casos invasdo angiolinfatica e seis casos com auséncia de
invasdo angiolinfatica.

O registro de cirurgias de urgéncia devido ao quadro clinico de perfuracdo e/ou
obstrucdo intestinal foi raro entre os grupos, havendo um caso de perfuracdo e dois casos de
obstrucdo no grupo de ressec¢do curativa e um caso de obstrucao de ressec¢do nao curativa.

As medianas de linfonodos ressecados nos grupos de ressec¢do curativa e nédo
curativa foi respectivamente de 20 e 18 linfonodos.

Tumores primarios infiltrando 6rgdos vizinhos (considerado T4 de acordo com o
TNM) foram registrados em quatro casos para ressec¢do curativa e nenhum caso para 0 grupo
de resseccdo ndo curativa.

Dos 28 pacientes examinados, 15 pacientes portavam colostomia apds a cirurgia,

sendo onze casos no grupo de resseccdo curativa e quatro casos de ressec¢do ndo curativa.

5.2 Analise do antigeno carcinoembrionéario

O CEA ¢ o marcador de carga tumoral mais utilizado em pacientes com cancer
colorretal. Os niveis séricos dos pacientes de acordo com cada grupo de pacientes, ressec¢ao
curativa e ndo curativa, sdo apresentados no GRAF.1. A correlagéo dos niveis de CEA no
grupo de resseccdo curativa foi significativamente menor em relacdo ao grupo de resseccao
ndo curativa (p<0,05), apresentando niveis médios de 1,21ng/ml no grupo de ressecgdo
curativa e niveis médios de 798,5 ng/ml no grupo de resseccdo ndo cuartiva. Representando a

carga tumoral presente quando ocorreu a impossibilidade de uma ressecgédo curativa.
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GRAFICO 1: Niveis séricos de CEA de acordo com os grupos de pacientes com resseccio
curativa e ndo curativa.

p < 0,05
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GRAFICO 1: Diagrama de barra dos niveis séricos de CEA de acordo com 0s grupos de
pacientes com resseccdo curativa e ndo curativa. Resultados expressos em média * desvio
padrdo. Os niveis séricos de CEA se encontraram mais elevados no grupo de pacientes com
resseccdo nao curativa em relacdo ao grupo de pacientes com ressec¢do curativa (p<0,05 pelo
teste de Mann-Whitney).

5.3 Analise da proteina C-reativa

O GRAF. 2 mostra a correlacdo dos niveis séricos da PCR em relacdo aos dois grupos.
Observa-se uma diferenca significativa (p<0,05) entre o grupo de resseccdo curativa,
apresentando niveis de 7,1 mg/L em relacdo ao grupo de ressecc¢ao ndo curativa com niveis de
17,4 mg/L. Considerando que o valor da PCR de 10mg/L seja o valor limitrofe entre a
presenca ou ndo da atividade inflamatoria, observa-se que o grupo de ressec¢do nao curativa

apresenta atividade inflamatoria, o que ndo ocorre no grupo de ressec¢do curativa.
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GRAFICO 2: Niveis séricos da PCR de acordo com 0s grupos de pacientes com resseccao

curativa e ndo curativa.
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GRAFICO 2: Diagrama de barra dos niveis séricos da PCR de acordo com os grupos de
pacientes com ressec¢ao curativa e ndo curativa. Resultados expressos em média = desvio
padrdo. Os niveis séricos da PCR se encontraram mais elevados no grupo de pacientes com
ressec¢do nao curativa em relacdo ao grupo de pacientes com ressecgdo curativa (p<0,05 pelo
teste de Mann-Whitney).

A TAB. 2 apresenta 0 numero de pacientes de acordo com a presenca ou hao da
atividade inflamatdria em cada grupo, baseando-se no nivel limitrofe da PCR de 10mg/L. No
grupo de ressecgdo curativa, 13 pacientes tiveram niveis séricos da PCR menores do que
10mg/L e cinco pacientes tiveram niveis maiores do que 10mg/L. J& no grupo de ressec¢do
ndo-curativa seis pacientes apresentaram niveis elevados da PCR em relacdo a quatro

pacientes que ndo apresentaram seus niveis elevados.

TABELA 2: Numero de pacientes de acordo com o nivel da PCR nos grupos de ressec¢do

curativa e ndo curativa.

Niveis da PCR Resseccéo Resseccéo
curativa ndo-curativa
< 10mg/L 13 4
> 10mg/L 5 6

TOTAL 18 10
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5.4 Anélise da interleucina 10

Em relacdo aos niveis séricos de IL-10 de cada grupo de pacientes (GRAF. 3), foi
observada uma diferenga ndo significativa entre o grupo de resseccdo curativa (valor = 125,4
pg/ml) e o grupo de resseccao ndo curativa (valor = 168 pg/ml) (p>0,05); porém percebe-se a

tendéncia a niveis mais elevados no grupo de pacientes que tiveram a ressec¢do nao curativa.

GRAFICO 3: Niveis séricos da IL-10 de acordo com os grupos de pacientes com resseccao

curativa e ndo curativa.

400 p = 0,05

2040

Mivek séricos no pos-operatorio da
IL-10 (pg/ml)

Resseccdo Resseccdo
Curativa Mao-curativa
n=13 n=7

GRAFICO 3: Diagrama de barra dos niveis séricos da IL-10 de acordo com os grupos de
pacientes com resseccao curativa e ndo curativa. Resultados expressos em média = desvio
padrdo. Os niveis séricos da IL-10 se encontraram mais elevados no grupo de pacientes com
ressec¢do ndo curativa em relagdo ao grupo de pacientes com ressecgéo curativa (p>0,05 pelo
teste de Mann-Whitney).



6 DISCUSSAO

A progressdao tumoral € um complexo processo que depende ndo somente das
propriedades intrinsecas do tumor, mas de um processo de mdaltiplas etapas, que envolve
interacdes complexas entre as células transformadas, a matriz extracelular circundante e o
sistema imunoldgico do hospedeiro. As interacdes podem acontecer pelo contato célula-célula
ou serem mediadas por proteinas sollveis, como os fatores de crescimento e citocinas
(ALLAVENA et al., 2008b; KUNDU; SURTH,2008).

A elevacdo da PCR pode simplesmente refletir um processo inflamatério inespecifico
secundario a necrose tumoral ou injuria tecidual, mas por outro lado, também pode refletir
uma ambiente favoravel para o crescimento e disseminagdo tumoral (WONG et al., 2007).
Estudo realizado por Koike, et al. (2008) avaliou a PCR como um marcador independente de
prognostico em pacientes portadores de cancer colorretal em estadios iniciais. Foram
avaliados o niveis pré-operatorio da PCR em 300 pacientes e correlacionados com as
caracteristicas clinicopatoldgicas, como tamanho tumoral, metéastases linfonodal, metastases
hepéticas sincrbnicas, invasdo angiolinfatica, albumina sérica, contagem de linfocitos e perda
peso. Em sua analise univariada revelou que apenas a PCR e o CEA sdo preditores de pior
sobrevida; enquanto na anélise multivariada, apenas a PCR foi preditora de pior sobrevida.

Estudos recentes tém demonstrado que nivel sérico da PCR acima de 10mg/L, nos
pacientes com cancer colorretal, pode ser considerado como um fator independente de pior
prognostico (CROZIER et al., 2009; ROXBURGH et al., 2009). No presente estudo,
observou-se que os niveis da PCR estavam elevados, média de 17,4mg/L, no grupo de
pacientes que tiveram a ressec¢do nao curativa, sugerindo atividade inflamatdria na presenca
de tumor. J& o grupo de ressec¢do curativa os niveis da PCR mantiveram em valores
inferiores 10mg/L. Crozier et al. (2007) em seu estudo, avaliou 180 pacientes portadores de
cancer colorretal submetidos a cirurgia curativa de acordo com niveis da PCR no pre-
operatorio e no pos-operatdrio imediato e correlacionou com a sobrevida dos pacientes. Seus
resultados mostraram uma menor sobrevida em pacientes com niveis elevados da PCR no pré-
operatorio mas ndo no pos-operatorio porém, os niveis da PCR foram analisados até o quarto
dia do pos cirurgico. Este curto intervalo de tempo da cirurgia pode ter influenciado nos
resultados. Segundo Kami, et al. (2000) a influéncia da cirurgia sobre os niveis séricos da

PCR e das citocinas pré-inflamatorias em pacientes com cancer colorretal ocorre até 42 dias
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do pds-operatorio. No presente estudo os niveis da PCR foram avaliados apds um periodo
mediano de 5 meses da cirurgia, semelhante ao estudo de Macmillan, Canna e Mcardle (2003)
que avaliou 174 pacientes com cancer colorretal submetidos a resseccdo curativa. Em todos os
pacientes foram avaliados as concentracdes da PCR no pré-operatorio e no pos-operatorio,
com 5 meses apos cirurgia. Concluiu-se que os niveis elevados da PCR no pre-operatorio e no
poGs-operatorio predizem uma pior evolucgéo dos pacientes.

Os mecanismos que estdo presentes na resposta inflamatéria e que podem influeciar no
desenvolvimento do cancer ainda ndo estdo claros. Entretanto, sabe-se que parte da resposta
inflamatdria reflete 0 aumento de citocinas pro-inflamatérias e de fatores de crescimento, que
podem promover o crescimento tumoral e influenciar na sobrevida. Ramsey, et al. (2006) em
seu estudo verificou a correlagdo entre os niveis da PCR, IL-6 e IL-10. Constatou que 0s
niveis da PCR estavam associados com o aumento do estadio tumoral e com as concentracdes
de IL-6 e IL-10, entretanto apos a resseccdo completa do tumor ndo houve uma normalizagéo
dos niveis das concentracBes da IL-6 e IL-10, significando que essas concentracdes ndo
estavam relacionadas unicamente com o tumor. Concluindo que a PCR estaria auto-regulada
por citocinas pro-inflamatdrias e refletindo uma reagdo imune sob o tumor.

Evidéncias suportam a teoria que o tipo de resposta T-helper pode ser relevante para o
desenvolvimento de uma resposta imune efetiva por causa da reciprocidade dos efeitos
contrastantes das citocinas secretadas (O’HARA et al, 1998). De fato, embora as citocinas do
Tipo Th-1 (ex: IL-2 e interferon-y) mostrem atividade antitumoral das células T citotoxicas in
vitro, as citocinas do tipo Th-2 (e em particular a IL-10) demostram efeitos opostos. O estudo
realizado por O’Hara, et al. (1998) teve o objetivo de avaliar o desequilibrio entre a 1L-12,
uma citocina que possui fungéo de estimular uma resposta Th-1, e IL-10, citocina que tem a
funcdo de estimular uma resposta Th-2. Demonstrou que o0s niveis de IL-12 estavam
reduzidos e IL-10 elevados em pacientes com cancer colorretal no pré-operatério e
apresentavam uma relacdo significativa com estadios mais elevados do tumor. De Vita, et
al.(1999) avaliou o significado prognostico dos niveis de IL-10 em 58 pacientes portadores de
cancer gastrointestinal avancado, no qual 28 apresentavam o diagndéstico de cancer colorretal.
Concluiu também que os niveis de IL-10 no pré-tratamento pode ser um fator prognéstico
independente em pacientes com cancer gastrointestinal avancado. Por outro lado, Galizia et
al.(2002) avaliou o significado prognostico dos niveis séricos de IL-10 e IL-6, no pré-
operatorio e no pds-operatorio, em pacientes portadores de cancer colorretal submetidos a

resseccdo curativa. Seus resultados mostraram um significativo valor progndstico de IL-10
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tanto no pré-operatorio quanto no pds-operatorio. Além disso, observou que nos pacientes que
mantiveram seus niveis de I1L-10 elevados no pos-operatdrio, todos apresentaram recorréncia
em um determinado momento. Contudo, a IL-6 n&o apresentou resultados significativos.

Acredita-se que IL-10 possa contribuir na progressdo tumoral através de sua relagao
com a proliferacdo das celulas tumorais. Estudo realizado por Evans, et al. (2006)
correlacionou a taxa de proliferacdo tumoral e apoptose com niveis sitémicos de citocinas
(TNF-a, IFN-y, IL-10) baseando-se no principio de que o sistema imune seja a chave
reguladora da proliferacdo e morte celular na presenga de uma resposta inflamatéria. Pode-se
concluir que a taxa de proliferacdo e apoptose correlacionou com niveis elevados de IL-10 e
reduzidos de TNF-a, IFN-y.

No atual estudo, apesar dos niveis de IL-10 serem maiores no grupo de pacientes que
foram submetidos a ressec¢do ndo curativa, esses resultados ndo atingiram um nivel de
significancia em relacdo ao grupo de pacientes com resseccdo curativa. Da mesma forma, o
estudo realizado por Heriot, et al. (2000) também ndo constatou diferenca na producéo de IL-
10 entre o grupo de pacientes com cancer colorretal pré-cirurgia e pés-cirurgia. O objetivo do
estudo era avaliar os niveis das citocinas TNF-o, IFN-y e IL-10 em pacientes com cancer
colorretal antes e ap6s a resseccao cirurgica. A hipotese da supressdo imune mediada pelo
tumor foi constatado pelos niveis reduzidos de TNF-a e IFN-y antes da cirurgia e sua
normalizacdo apos a resseccdo tumoral; porém os niveis de IL-10 ndo sofreram alterag@es.
Concluiu que a supressao da producdo de citocinas pelo tumor é um processo seletivo.

Frente a esses resultados, verifica-se que a possibilidade de um tumor progredir ou
recidivar ¢ uma realidade que ainda ndo é compreendida. A PCR pode refletir um

microambiente rico em fatores que induz a esse comportamento.



7 CONCLUSAO

O estudo confirma que o CEA é uma fator de atividade tumoral em pacientes com
cancer colorretal e os dados sugerem que a PCR reflete atividade tumoral quando seus niveis
estdo maiores que 10mg/L. Na amostra do estudo ndo houve uma correlacao dos niveis de IL-
10 com atividade tumoral; IL-10 ndo pode ser considerada como pardmetro de atividade

tumoral embora seja uma citocina que regula a resposta inflamatdria.
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ANEXO 1 - TNM - Classificacao Clinica

T - Tumor Primario

TX O tumor primario ndo pode ser avaliado

TO Néo ha evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ: intra-epitelial ou invaséo da lamina propria*
T1 Tumor que invade a submucosa

T2 Tumor que invade a muscular propria

T3 Tumor que invade além da muscular prépria, alcancando a subserosa ou os tecidos peri-

célicos ou peri-retais, ndo peritonizados

T4 Tumor que invade diretamente outros 6rgaos ou estruturas” * e/ou que perfura o

periténio visceral

Notas: 1. Tis inclui as células neopléasicas confinadas a membrana basal glandular (intra-
epitelial) ou a lamina propria (intramucoso), sem extensao pela muscularis mucosa e sem
alcancar a submucosa.

2. No T4, a invasao direta inclui a invasdo de outros segmentos do célon e reto através da
serosa; p.ex: invasdo do célon sigmaoide por um carcinoma do ceco.

3. O tumor que € aderente a outros 6rgédos ou estruturas, macroscopicamente, é classificado
como T4. Entretanto, ndo existe tumor na aderéncia, microscopicamente, a classificacdo deve

ser pT3.

N- Linfonodos Regionais

NX  Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
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NO  Auséncia de metéastase em linfonodos regionais
N1 Metéstase em 1 a 3 linfonodos regionais
N2  Metéastase em 4 ou mais linfonodos regionais

Nota: Um nodulo tumoral localizado no tecido adiposo peri-retal ou peri-colico, sem
evidéncia histolégica de Linfonodos residual no noédulo, € classificado na categoria pN como
metastase em linfonodo regional, se o nddulo tem a forma e o contorno liso de um linfonodo.
Se 0 nodulo tem um contorno irregular, ele deve ser classificado na categoria T e também
codificado como V1 (invasdo venosa microscopica) ou V2, se ele era macroscopicamente

evidente, pois existe uma forte probabilidade que represente uma invasao venosa.

M - Metéstase a Distancia
MX A presenca de metastase a distancia ndo pode ser avaliada
MO Auséncia de metastase a distancia

M1 Metastase a distancia

PTNM - CLASSIFICACAO PATOLOGICA

As categorias pT, pN e pM correspondem as categorias T, N e M.
pNO: O exame histologico do espécime de uma linfadenectomia regional incluird,
geralmente, 12 ou mais linfonodos. Se os linfonodos séo negativos, mesmo que 0 nimero

usualmente examinado n&o seja encontrado, classifica-se como pNO.



GRADUAGAO HISTOPATOLOGICA

GX O grau de diferenciacdo ndo pode ser avaliado
G1 Bem diferenciado

G2 Moderadamente diferenciado

G3 Pouco diferenciado

G4 Indiferenciado

GRUPAMENTO POR ESTADIOS

EstadioO  Tis NO MO
Estadiol T1 NO MO

T2 NO MO
Estadio IIA T3 NO MO
Estadio 1IB T4 NO MO
Estadio I1IA T1 N1 MO

T2 N1 MO
Estadio I1IB T3 N1 MO

T4 N1 MO
Estadio I11C Qualquer T N2 MO

Estadio IV Qualquer T Qualquer N M1



ANEXO 2 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
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Laboratério de Imunopatologia e Patologia Experimental do Centro de Biologia da
Reproducao da Universidade Federal de Juiz de Fora

PESQUISADOR RESPONSAVEL: JOSE LUCAS PEREIRA JUNIOR (DR. LUCAS)

ENDEREGO: Universidade Federal de Juiz de Fora. Martelos — Cidade Universitaria.
CEP: 36015-400 Juiz de Fora, MG — Brasil — Caixa Postal: 328MG.

Telefone: (32) 3229 3251 Fax: (32) 3229 3255

E-mAIL:
TERMQO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Senhor (a) esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar do estudo: “Resposta
inflamatdria e correlacdo prognostica em pacientes com cancer colo-retal: avaliacdo da expressdo de
metaloproteinases, proteina C-reativa e cicloxigenase-2~.

O objetivo do estudo é avaliar alguns testes que podem funcionar como marcadores para nos auxiliar
na avaliacdo do risco de sua doenca voltar apdés o tratamento. Os marcadores que estudaremos séo
chamados: proteina C-reativa, cicloxigenase-2 e metaloproteinases. Esses marcadores identificam a resposta
inflamatéria em relagéo ao tumor de intestino. Varios outros estudos tém sido realizados para identificar testes
que possam prever a evolucdo do tumor de intestino e ajudar as pessoas que tém maiores riscos de sua
doenca voltar; porém ainda esses testes ndo sdo bons. Atualmente, para tentar prever o comportamento do
tumor & necessario estabelecer em que fase ele esta (localizado ou se ja espalhou), através do exame clinico,
bidpsia do tumor e exames de imagens. Porém sao necessarios outros testes, pois portadores de uma mesma
fase do tumor podem ter evolucéo diferente (mais grave ou néo). Os testes que identificam a inflamacéo estdo
mostrando bons resultados em prever o comportamento do tumor, porém é preciso entender melhor estes
testes. .
Para participar deste estudo o (a) Senhor (a) serd examinado (consulta médica) e fara um exame de

sangue simples.

Riscos e desconforto:

As consultas médicas serdo semelhantes as de rotina.

A coleta de sangue pode causar pequeno desconforto igual agueles que o (a) Senhor (a) eventualmente teve
quando foi fazer um exame de sangue.

N&ao sera realizada uma nova bibpsia, solicitaremos ao laboratério que realizou a analise de sua bidpsia
quando diagnosticou o tumor, que empreste o bloco de parafina para nossos testes.

Da realizacdo dos procedimentos:
EXAME DE SANGUE: serdao coletados 5ml de sangue da veia para realizacdo dos testes. (Dosagem de

proteina C-reativa e metaloproteinases).
BIOPSIA DO TUMOR: sera analisado o bloco de parafina para o estudo chamado imunohistoquimica que

avaliara expressao de metaloproteinases e cicloxigenase-2.
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Compensacao:
Em nenhum momento os participantes receberdo qualquer compensacao financeira por participar da pesquisa.

Entretanto, o Laboratério de Imunopatologia e Patologia Experimental do Centro de Biologia da Reproducéo da
Universidade Federal de Juiz de Fora e os pesquisadores assumirdo a responsabilidade de dar assisténcia
integral diante das complicacbes e danos que por ventura forem comprovadamente decorrentes da

participagédo no estudo.

Beneficios para o participante da pesquisa:
Ao participar do estudo, vocé estara contribuindo para um melhor entendimento do comportamento e evolugio

dos tumores do intestino.

Garantia de acesso:

Em qualquer etapa do estudo o senhor (a) tera acesso aos profissionais responsaveis pelo estudo para
esclarecimento de dividas. O principal investigador € o Dr. Lucas (Dr. José Lucas Pereira Junior) que pode ser
encontrado nos telefones (32) 3229 3251 ou (32) 3311 4000 ou (32) 9972 4721.

Em caso de davidas com respeito aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o CEP- COMITE DE
ETica EM PEsauisa/UFJF, CaMPUS UNIVERSITARIO DA UFJF, PRO-REITORIA DE PESQUISA. CEP 36036.900. FONE:
(32) 32293788

Para participar deste estudo o senhor (a) ndo terd nenhum custo. O(A) senhor(a) serd esclarecido(a)
sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estard livre para participar ou recusar-se a participar.
Podera retirar seu consentimento ou interromper a participacdo a qualquer momento. A sua participacdo é
voluntaria e a recusa em participar ndo acarretard qualquer penalidade ou modificagdo na forma em que é
atendido pelo pesquisador.

O pesquisador ird tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo.

Os resultados da pesquisa estar@o a sua disposicdo quando finalizada. Seu nome ou o material que
indique sua participagdo ndo sera liberado sem a sua permiss&o.

O (A) Senhor (a) ndo sera identificado em nenhuma publicagio que possa resultar deste estudo.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em trés vias, sendo que a primeira via sera
arquivada pelo pesquisador responsavel, no Laboratério de Imunopatologia e Patologia Experimental do Centro
de Biologia da Reproducéo da Universidade Federal de Juiz de Fora, a segunda via sera fornecida ao senhor
(a) e a pagina trés da terceira via sera utilizada para obtenc&o dos blocos de parafina junto ao laboratorio.
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Eu, , portador do documentc de Identidade

fui informado (a) dos objetivos do estudo “Resposta inflamatéria e correlacio

prognostica em pacientes com cancer colo-retal: avaliagdo da express@o de metaloproteinases, proteina C-
reativa e cicloxigenase-2”, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer
momento poderei solicitar novas informacdes e modificar minha decisdo de participar se assim o desejar.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Autorizo o Dr. José Lucas Pereira Janior a solicitar o
empréstimo dos blocos de parafinas dos meus exames (bidpsias) junto ao laboratério onde foram realizadas e
armazenar e analisar as amostras de sangue colhidas, de acordo com a resolucdo do CNS n°347 de 13 de
janeiro de 2005. Recebi uma copia deste termo de consentimento livie e esclarecido e me foi dada a

oportunidade de ler e esclarecer as minhas ddvidas.

Juiz de Fora, de de 2007.

Assinatura do participante

Nome do participante Carteira de identidade Data

Assinatura do pesquisador

Nome do pesquisador Carteira de identidade Data

Assinatura da testemunha

Nome da testemunha Carteira de identidade Data
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ANEXO 3 - Ficha de Registro Clinico

62

Nome
Registro de prontuario Data
Sexo o masc o fem Profissao
Estado Civil Idade
Cor
ANAMNESE
Queixa principal
Historia da Moléstia Atual
* Marcara apenas o0s itens presentes
O Alteracdo dos hébitos intestinais O Prurido anal

(Oprisdo de ventre, CIdiarréia, CIcolon

irritavel)

[0 Sangramento [0 Descargas intestinais do tipo mucoso

O Anemia O Fistulas



0 Emagrecimento (quantificar)

O Dor (principalmente em colicas)

O Tenesmo retal

O Sindrome de obstrucéo intestinal

Historia Familiar:

O Hemorrdidas

O Pdlipos

O Condilomas

[0 Leucoplasias

1 Outros casos de neoplasia de coélon na familia

L1 Polipose familiar do célon

L1 Presenca de reto-colite ulcerativa
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[J Sindrome de Peutz-Jeghers: polipose gastrintestinal e pigmentacdo melanica da

pele e mucosa oral

[1 Sindrome de Gardner: polipose associada com exostoses osteomas, cistos

sebaceos e tumores desmoides.

Historia social

[0 Habitos alimentares ([0 condimentos,

gordurosos)

O embutidos, O defumados, [

[1 Habito de fumar, tipo de cigarro [1 fumo de rolo [ maco, ___ano/maco data de

inicio e término do héabito .

0 Uso de bebidas
[0 Homossexualidade

0 Doencas venéreas
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EXAME FISICO

Peso altura Superficie corpérea

Escala de performance status KPS ECOG

Alteracdes

EXAMES LABORATORIALIS alterados (Hemograma e plaquetas, prova de fungdo hepatica (TGO, TGP, GGT,

Fosfatase alcalina), Bilirrubinas total e frag6es, prova de funcéo renal (Uréia e creatinina), Raio-x e térax, Colonoscopia, Ultra-

som abdominal total, Tomografia de abdomem e pelve)

/

~ N NS NN NN NN NN NN N N N S~
~ NS NS NN NN NN NN NN NN N N N N~




ANATOMO PATOLOGICO

Laboratorio/telefone

Numero do registro

Data da emissao [/

Laudo

Grau de diferenciacdo J 1 020 304
Invasao angiolinfatica I sim O nédo
Perfuracdo intestinal O sim O ndo

Obstrucéo intestinal OJ sim [J ndo

Numero de linfonodos ressecados positivos negativos

DIAGNOSTICO

O Céncer de colon [ Direito [ Transverso [ Esquerdo [0 Retosigmoide

O Cancer de reto

ESTADIAMENTO



CEA

DOSAGENS SERICAS:

~ Y~~~

~ Y~~~

Proteina C-reativa

/

/
/
/

/
/
/
/

Metaloproteinase (MMP)

/

/
/
/
/

/
/
/

DIAGNOSTICO IMUNOHISTOQUIMICO:

Biomarcador tecidual citoplasmatico MMP-9

- Intensidade da imunomarcacéo citoplasmatica :

() 0+ = Marcacdo negativa ou auséncia de expressao;

() 1+ = Marcacéo positiva focal;

() 2+ = Marcacéo positiva multifocal;

() 3+ = Marcagéo positiva - moderada e difusa;

() 4+ = Marcagdo positiva intensa.
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Biomarcador tecidual citoplasmatico Ciclooxigenase-2 (COX-2):

- Intensidade da imunomarcagdo citoplasmatica :

() 0+ = Marcacdo negativa ou auséncia de expressao;
() 1+ = Marcagéo positiva focal;

() 2+ = Marcagéo positiva multifocal;

() 3+ = Marcagéo positiva - moderada e difusa;

() 4+ = Marcacdo positiva intensa.

Intercorréncias durante o seguimento (recidiva, progressdo, morte, complicacGes)

67




ANEXO 4 -
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Comité Etica em Pesquisa

Protocolo CEP-UFJF: «1054 100 2007» FR: «133235» CAAE. «0992 0.000.180-07»

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PRO-RUITORIA DE PESOQUISA
COMITE DEEFICA EM PESQUISA - CEP UERIE
I6036900- JULZ DE FORA - MG BRASIL

Parecer n°® 129/2007

Projeto de Pesquisa: “Resposta inflamatoria e correlacio prognostica em pacientes com cancer colo-retal:

avaliagcao da expresséo de metaloproteinases, proteina C-reativa e ciclooxigenase-2"
Versdo do Protocolo e Data «02/08/07»

Area Tematica: «Grupo lli»
Pesquisador Responsavel: José Lucas Pereira Junior

TCLE: «02/08/07»
Pesquisadores Participantes Fernando Monteiro Aarestrup

Instituicdo: Hospital Maria José Baeta Reis e Centro de Biologia da Reprodugéo - UFJF

Sumario/comentarios do protocolo:

definidas na Res. CNS 186/96, manifesta-se pela aprovagao do protocolo de pesquisa proposto

Situacao: Projeto Aprovado
Juiz de Fora, 02 de agosto de 2007

O projeto de pesquisa analisado se justifica cientifica e socialmente. pois “o cancer colo-retal & um
dos maiores problemas de saude publica em todo o mundo” e, por mais que existam pesquisas
sobre o problema, ainda ha uma série de aspectos a serem investigados
O objetivo geral do estudo & “verificar a correlacdo prognostica de marcadores de respostas
inflamataria sistémica e local em pacientes com cancer colo retal”
A revisdo de literatura apresentada é suficiente para fundamentar o problema estudado. As
referéncias e citacbes sao apresentadas paradigmaticamente.
Trata-se de um estudo de corte com pacientes (N = 40) recrutados no Hospital Maria José Baeta
Reis em Juiz de Fora portadores de cancer colo-retal “Critérios de inclusdo Pacientes
ambulatoriais, com o diagnéstico de adenocarcinoma colo-retal, com idade igual ou superior a 18
anos, de ambos os sexos, classificados no estadio clinico de | a IV segundo atual classificacao TNM
da American Joint Committee on Cancer (AJCC) e da International Union Against Cancer (UICCS) e
somente agueles gue tiverem assinado o termo de consentimento livre e esclarecidos (TCLE).
Criterio de exclusado. Pacientes com doengas inflamatérias, incluindo infeccbes e doenga do
colageno, assim como tumores em outros orgdos Pacientes em uso de antiinflamatorios e
antibioticos por qualguer motivo "
‘Todos os pacientes serdo submetidos a avaliacdo oncolégica de triagem e subsequente, analise
sorolégica e analise da biopsia Participardo o Departamento de Psicologia da UFJF e o 4° Batalhao
de Bombeiro Militar da regigo de Juiz de Fora " Os procedimentos foram detalhados no protocolo de
pesquisa, sendo que as questdes éticas subjacentes a eles foram devidamente consideradas
O orgamento detalhado e o responsavel pelo financiamento da pesquisa foram apresentados
adequadamente.
O cronograma apresenta as atividades da pesquisa ao longo de dois anos (marco de 2007 a
fevereiro de 2009), sendo que a coleta de dados estava prevista para ter inicio em junho de 2007 e
ser concluida em julho de 2008,
O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE estéd em linguagem adequada. clara para
compreensao do sujeito, faz uma descricao suficiente dos procedimentos, explicitando os riscos e
desconfortos esperados, o ressarcimento de despesas, a indenizag&o diante de eventuais danos
decorrentes da pesquisa, informa o sujeito da pesquisa sobre reacOes adversas, forma do sujeito
fazer conlalos com o pesquisador informando que esta de acordo com a Res. 196/96 CNS
Os pesquisadores possuem gualificacao suficiente para conduzirem o estudo proposto
Salientamos que o pesquisador devera encaminhar a este comité o relatorio final da pesquisa

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa — CEP/UFJF. de acordo com as atribuigcées

RECEBI

DATA ! /2007

ASS:




