JOANNA DARCK CAROLA CORREIA LIMA

O papel do infiltrado inflamatorio no tumor e sua contribui¢éo para
inflamacéo sistémica e desenvolvimento da caquexia

Séao Paulo
2016

Dissertacdo apresentagdo ao Programa de
Pos-Graduagdo em Biologia Celular e
Tecidual do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sé&o
Paulo, para obtencdo do Titulo de Mestre
em Ciéncias.



JOANNA DARCK CAROLA CORREIA LIMA

O papel do infiltrado inflamatorio no tumor e sua contribuicdo para
inflamacéo sistémica e desenvolvimento da caquexia

Sédo Paulo
2016

Dissertacdo apresentagdo ao Programa de
Pos-Graduagdo em Biologia Celular e
Tecidual do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sé&o
Paulo, para obtencdo do Titulo de Mestre
em Ciéncias.

Area de concentracdo: Biologia Celular e
Tecidual

Orientadora: Profa. Dra. Marilia Cerqueira
Leite Seelaender

Versao original



DADOS DE CATALUGA(,‘:AO A PUBLIGA@.&G (CIP)
Servigo de Biblioteca e Informagao Biomédica do
Instituto de Cigncias Biomédicas da Universidade de S50 Paulo

& reprodugdo total

Lima, Joanna Darck Carola Correia.

O papel do infiltrado inflamatdrio no tumor e sua contribuigio para
inflamacgdo sistémica e desenvolvimento da caguexia / Joanna Darck
Carola Correia Lima. -- S30 Paulo, 2016.

Orientador: Profa. Dra. Marilia Cerqueira Leite Seelaender.

Dissertagdo (Mestrado) — Universidade de S&o Paulo. Instituto de
Ciéncias Biomédicas. Departamento de Biologia Celular e do
Desenvolvimento. Area de concentrago: Biologia Celular e Tecidual.
Linha de pesquisa: Metabolismo de lipides e cincer.

Vers5o do titulo para o inglés: Role of the tumour inflammatory
infiltrate and its contribuition to systemic inflammation and the
development os cachexia.

1. Caquexia 2. Microambiente tumoral 3. Sistema imunologico 4.
Inflamagao |. Seelaender, Profa. Dra. Marilia Cergueira Leite Il
Universidade de Sao Paulo. Instituto de Ciéncias Biomédicas.

Programa de Pos-Graduagao em Biologia Celular e Tecidual |l Titulo.

ICB/SBIBED12/2016




UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

Candidate(a): Joanna Darck Carola Correla Lima.

Titulo da Dissertagao: 0 papel do infiltrado inflamatdrio no tumor & sua conlribuicao
para inflamacdo sistémica e desenvolvimento da caguenia.

Orientadona): Profa. Dra. Marllia Carqueira Leite Seclaendar.

A Comizado Julgadora dos trabalhos de Defesa da Dissertagao de Mestrado,

em sessio plblica realizadaa ... / A considerau

{ ) Aprovado(a) { ) Reprovado(a)

Examinadora):  ASSINAIIEAL ..o
MOMEL ...oooeeerveeeecemss s sssssssssssmmsssenss s s sssssessssssseees
IRSHIUIGAD. ..o s

Examinadoral:  Assinalural ..o
MOMES .o
IASHIUIGAD. oo

Prasidente: BERIMAIIFAL ..o eee e oo
L T
IMSHIICAD ..o




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

Cidade Universitdria “Armando de Salles Oliveira”

Av. Prof. Lineu Prestes, 2415 - cep. 05508-000 S0 Paulo, SP - Brasil
Telefone :(55) (1) 3091.7733 telefax : (55) (11) 3091-8405

e-mail: cep@ icb.usp.br

SGo Paulo, 08 de novembro de 2013.

PARECER 1151/CEP .

A Comiss@o de Etica em Pesquisas em Seres Humanos do ICB,
nesta data APROVOU o projeto intitulado: "Papel dos infiltrantes-inflamatdrios do
tumor associado @& inflamagdo sistémica em pacientes caquéticos' da
pesquisadora MARILUA CERQUEIRA LEITE SEELAENDER e aluna JOANNA DARCK CAROLA
CORREIA LIMA.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a este Comité,
relatérios anuais (parciais e final), de acordo com a Resolugdo n° 466/12, item I, 11.19
e 120, do Conselho Nacional de Saide conforme modelo constante no
site.icb.usp.br.

Ao pesquisador cabe também finalizar o processo junto &
Plataforma Brasil quando do encerramento deste.

O primeiro relatério devera ser encaminhado & Secretaria deste CEP
em 08.11.2014.

Atenciosamente,

o

Prof. Dr, PAOLO M.A.ZANOTTO
Coordenador da Comissdo de Etica em
Pesquisas com Seres Humanos - ICB/USP

Comissio de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto de Ciéncias Biomédicas / USP Aprovada
pela Comissao Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP, em 10 de fevereiro de 1998.



Sdo Paulo, 27 de agosto de 2014.

I g,

Profa. Dra. Marilia Cerqueira Leite Seelaender

Deplo. de Biologia Celular ¢ do Desenvolvimento do Instituto de Cigncias Biomédicas
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

REFERENTE: Projeto de Pesquisa "Papel dos infiltrantes-inflamatérios do tumor associado
i inflamagio sistémica em pacientes caquéticos”

Pesquisador(a) responsdvel: Profa. Dra. Marilia Cerqueira Leite Seelaender

Equipe de Pesquisa: Joanna Darck Carola Correia Lima, Paulo Sergio Marting Alcdntara,
Angela Fldvia Logullo Waitzberg

CAAE: 20643513.9.0000.5467

Registro CEP-HU/USP: 1390/14

Prezado(a) Senhor{a)

0 Comité de Ftica em Pesquisa do Hospital Universitdrio da Universidade de Sio
Paulo, em reunifio ordindria realizada no dia 22 de agosto de 2014, analisou o Projeto de
Pesquisa acima citado, considerando-o como APROVADO, bem como o seu Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. '

Lembramos que cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a este Comité,
relatdrios parciais e final, de acordo com a Resolugiio n® 466/2012 do Conselho Nacional de
Saiide, inciso X1.2, letra “d™.

O primeiro relatdrio esté previsto para 22 de fevereiro de 2015,

. |

Atenciosamente| ! /—j
AN

.IL/ (]
{ Dr. Mauricio Seckler
Codrdenador do Comiié de Efica em Pesquisa

Hospital Universitdrio da USP

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO HOSPITAL UNIVERSITARI DA USP
Avenida Frofessor Limes Presics, 2565 — Cidade Universith ria - 03508-000 Sk Paubo - 5P
Tela (10) 3091-9457 ~  E-mail: gep@hu,usp.be



“Pondus meum amor meus; eo feror quocumque feror” (Santo Agostinho)



AGRADECIMENTOS

A toda energia que rege o movimento do mundo e que me guiou até aqui. A minha
forca maior na Terra, minha inspiracdo diaria, meu exemplo de superagédo, determinacdo e
mais puro amor, minha querida Mae, te dedico todos 0s meus passos e conquistas, pois nada
seria possivel sem o seu apoio, confianca e conselhos.

A professora Dra. Marilia Cerqueira Leite Seelaender, pela oportunidade de fazer
parte do seu grupo e por orientar o meu processo de formacdo cientifica. Tentarei retribuir
todo seu apoio com a mais sincera dedicacao no trabalho e produtividade. Obrigada chefa!

Aos meus colegas de laboratorio, agradeco a dedicacdo, ensinamentos, discussoes,
brigas, choros, madrugadas, todas as pizzas compartilhadas, desabafos e principalmente todas
as alegrias. Quero apenas agradecer por fazerem dos momentos dificeis, bons dias de gldrial
E ainda dentro desse ambiente de trabalho, construi amigos, irmaos, parceiros, companheiros
de vida. A VOCES, agradeco por todo amor compartilhado! Aos meus amores de outras
vidas, Mexerica e Fani, amo vocés mais que coca-cola!

Minha querida amiga Emilia Ribeiro, sem a senhora todo caminho percorrido teria
sido MUITO mais dificil. Obrigada por fazer a saudade de casa ser pequenina na imensidédo
do seu amor!

A toda equipe de colaboragdes, Dr. José Pinhata Otoch, Dra. Linda Ferreira
Maximiano, Dra Angela Waitzberg, Dr Aloisio Souza, Dra Angelica Simdes, Dr Niels Olsen,
Dr Welbert Oliveira, Dra Rosana Prisco e, em especial, Dr. Paulo Sérgio Martins de
Alcéantara, pelo suporte durante todas as discussdes do projeto contribuindo positivamente
para que fosse possivel a realizagdo desse trabalho.

A todos do Instituto de Ciéncias Biomédicas, em especial a todo grupo de professores
e alunos do departamento de Biologia Celular e do Desenvolvimento. Aos servicos da
biblioteca e a secretaria, em especial a Regina, pela sua orientacdo durante todas as etapas do
Mestrado.

A Capes pelo incentivo e apoio a pesquisa.



“Portanto, ndo se preocupem com o0 amanha, pois o0 amanha trara
as suas proprias preocupacfes. Basta a cada dia o seu proprio
mal” - cada dia com sua agonia (Mateus 6:34)



RESUMO

Lima JDCC. O papel do infiltrado inflamatdrio no tumor e sua contribuicao para inflamacéo
sistémica e desenvolvimento da caquexia. [dissertacdo (Mestrado em Biologia Celular e
Tecidual)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2016.

A caquexia associada ao cancer é uma sindrome multifatorial caracterizada principalmente
pela perda de peso severa, acompanhada de grande desequilibrio metabdlico. Embora a
etiologia seja desconhecida, acredita-se que resulta da interacdo entre o hospedeiro e tumor,
induzindo inflamac&o sisttmica. Compreender a relacdo entre o microambiente tumoral e a
inflamacdo € fundamental para a descoberta de marcadores efetivos para diagndstico e
reversao da sindrome. Desse modo, o0 objetivo do trabalho foi caracterizar as diferencas nas
populacdes celulares de infiltrado inflamatorio no tumor e analisar morfologia e aspectos
moleculares ligados a inflamac&o local e sistémica, a fim de avaliar se a presenca da caquexia
¢ determinada pelo perfil inflamatério do tumor. O estudo envolveu 53 pacientes
diagnosticados com adenocarcinoma de célon e reto, posteriormente distribuidos em dois
grupos, seguindo os critérios de classificacdo da caquexia adotados pelo consenso
internacional (Evans et al, 2008): Cancer sem caquexia (WSC n=22) e Cancer com caquexia
(CC n=31). A anélise histopatoldgica mostrou que o estadiamento tumoral independe da
caguexia nos tumores de colon e reto. A caracterizacdo dos macrdfagos infiltrantes
demonstrou populacdo com perfil anti-inflamatério (M2) inferior no grupo CC e a andlise da
expressdo proteica de citocinas no microambiente tumoral indicou niveis de IL-13, uma
citocina anti-inflamatoria, reduzidos no grupo CC; ja as citocinas e quimiocinas pro-
inflamatorias estavam aumentadas no grupo CC. A correlagdo entre macrofagos M1 e M2
com citocinas e quimiocinas inflamatdrias demonstrou-se positiva para macréfagos M1,
enquanto os macrofagos M2 mostram uma correlagdo negativa com as mesmas. O balanco da
expressao de citocinas pré e anti-inflamatérias analisado através da correlacdo entre citocinas
IL-1B/IL-10 e IL-13/TNF-a demonstrou-se positiva. Esses resultados fornecem evidéncias de
gue o tumor de pacientes caquéticos e ndo caquéticos possui um perfil de secrecao diferente
no que diz respeito a fatores inflamatorios e diferentes percentuais de fendtipo de macréfagos.

Palavras-chave: Caquexia. Microambiente tumoral. Sistema imunolégico. Inflamacéo.



ABSTRACT

Lima JDCC Role of the tumour inflammatory infiltrate and its contribution to systemic
inflammation and the development of cachexia. [Master’s thesis (Cellular and Tissue
Biology)]. Séo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomedicas, Universidade de Sao Paulo; 2016

Cancer cachexia is a multifactorial syndrome characterized by severe weight loss
accompanied by large metabolic imbalance. Although the aetiology of cachexia is unknown,
it is believed that it is a result of the interaction between the host's cells and the tumour, which
induces systemic inflammation. Understanding the relationship between, inflammation and
tumour microenvironment is required for the discovery of markers and treatment of the
syndrome. The aim of the present study was to characterise differences in cell populations of
the inflammatory tumour infiltrate and to analyse tumour morphology. Molecular aspects
related to local and systemic inflammation were measured in order to assess whether the
presence of cachexia is determined by the inflammatory tumour profile. The study involved
53 patients diagnosed with colorectal cancer and then distributed into two groups following
the cachexia classification criteria adopted by international consensus (Evans et al, 2008):
cancer without cachexia (WSC n = 22) and cancer cachexia (CC n = 31). Histopathological
analysis showed that the presence of cachexia in patients with colorrectal cancer was
independent from tumour staging. Characterisation of infiltrating macrophages revealed a
lower percentage of anti-inflammatory cells (M2) in CC. Corresponding results of protein
expression of cytokines in tumour microenvironment demonstrated lower levels of anti-
inflammatory 1L-13 in CC, whereas the concentration of pro-inflammatory cytokines and
chemokines higher in tumour tissue of cachectic patients. A positive correlation was found
between inflammatory cytokines and M1 macrophages, while M2 macrophages exhibited a
negative correlation with the same factors. There were also positive correlations between the
pro-inflammatory IL-1B and anti-inflammatory 1L-10 as well as between TNF-a and IL-13 of
the tumour tissue in cachetic group. These results provide evidence that cachectic and non-
cachectic patients present different secretion profiles of inflammatory factors and different
patterns of macrophage phenotypes possibly related with different susceptibility to cachexia.

Keywords: Cachexia. Tumor microenvironment. Immune system. Inflammation
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1 INTRODUCAO

1.1 A caquexia associada ao cancer

A caquexia é descrita como uma sindrome multifatorial, caracterizada inicialmente pela
perda acentuada de tecido adiposo e de massa muscular esquelética (DONOHOE; RYAN;
REYNOLDS, 2011). Trata-se de uma denominacdo derivada do grego kakos, que significa ma
e hexis, que significa condicdo. Esta sindrome ja fora descrita h4 cerca de 2000 anos por
Hipdcrates e € uma caracteristica comum de diversas doencas, tais como doenga pulmonar
obstrutiva cronica, insuficiéncia cardiaca cronica, infeccdo cronica, sepse, AIDS e cancer
(FEARON et al., 2011). A sindrome é de etiologia complexa e multifatorial, que envolve
principalmente a reducdo da ingestdo de alimentos e uma acentuada alteracdo metabdlica,
central e sisttmica (FEARON; MOSES, 2002).

A caquexia associada ao cancer foi historicamente definida somente pela perda de peso,
por ser essa a caracteristica clinica mais marcante. No quadro de caquexia cancerosa, a
sindrome esta presente em aproximadamente 50% de todos os pacientes e em até 80% dos
pacientes com estagio avancado da doenca, associando-se a uma reducdo a tolerancia ao
tratamento, diminuicdo da resposta terapéutica, da qualidade de vida e a da sobrevivéncia
(KHAN; TISDALE, 1999). Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), o cancer é a
segunda maior causa de mortalidade em todo mundo, atras apenas das doencas
cardiovasculares. J& no Brasil, o cancer se apresenta como a segunda maior causa de morte
(DUVAL et al., 2010). Dentro do percentual de pacientes com caquexia associada ao cancer,
cerca de 22% a 40% das mortes por cancer sdo causadas diretamente pela caquexia
(ARGILES et al., 2003). Entretanto, sua incidéncia varia entre os diferentes tipos de cancer,
sendo a maior prevaléncia no cancer de pancreas e gastrointestinal, atigindo cerca de 80% dos
pacientes e, ainda, em pacientes com cancer de pulmdo, nos quais acomete cerca de 60%
(WATCHORN et al.,, 2001). Embora a caquexia esteja mais associada a alguns tipos de
tumores, o tipo histologico e o estadio de progressdo tumoral ndo sdo fatores determinantes na
manifestacdo da sindrome (COSTA, 1977).
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1.2  Definicao clinica e fisiopatologia da caquexia

Embora a caquexia ndo seja até 0 momento, alvo de uma definicdo exata e precisa, as
caracteristicas basicas e clinicas que a compde fazem parte de um crescente consenso.
Definiges prévias anteriores descreveram que a caquexia é "uma sindrome envolvendo a
perda de musculo e gordura diretamente causada por fatores tumorais, ou indiretamente
causada por uma resposta do hospedeiro a presenca do tumor” (MACDONALD et al., 2003);
Na tentativa de aprimorar a definicdo, posteriormente, além da perda de peso, outros
pardmetros como anorexia (AREZZO DI TRIFILETTI et al., 2013) e ingestdo alimentar
foram acrescentados e com isso, definicdes mais amplas incluem mudancas na ingestdo
alimentar (BLUM; STRASSER, 2011). Ja definicdes mais recentes propuseram acrescentar a
inflamacéo sistémica na definicdo da caquexia, pois estudos indicam consistentemente a
presenca desse sintoma (FEARON et al., 2006).

Na tentativa de melhor definir os critérios para diagnostico da caquexia, um consenso
internacional propés critérios para diagnostico da sindrome da perda de peso; Assim as
relevantes alteracGes bioquimicas relacionadas com a presenca marcante da inflamacédo
sistémica, anemia e hipoalbuminemia (EVANS et al.,, 2008) foram consideradas. Nesse
consenso, alguns parametros foram estabelecidos como critérios, nos quais incluem-se a perda
involuntaria de peso corporal nos ultimos 12 meses (> 5% do peso corporal anterior relatado
ou IMC < 20kg/m? ), acrescidos de mais trés das cinco alteragfes, a saber: diminuicdo da
forca muscular, fadiga, anorexia, diminuicdo da massa livre de gordura e alteragdes
bioquimica caracterizados pela anemia: hemoglobina <12g/dL; niveis de albumina sérica
diminuidos (<3,2g/dL) e aumento de marcadores inflamatorios (proteina C-reativa e

interleucina-6) como pode ser observado abaixo na figura 1.
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Figura 1: Critérios para diagnostico da Caquexia (adaptado de EVANS et al., 2008).

Posteriormente, um outro consenso internacional propds que podem ser observadas trés
fases de relevancia clinica: pré-caquexia, caquexia e caquexia refrataria (Figura 2). De acordo
com 0s autores, 0 pré-caquexia € caracterizada pela perda de peso corporal < 5%, anorexia e
alteracdes metabolicas; a segunda fase (cagquexia) € caracterizada por perda de peso
significativa (> 5%) nos Gltimos 6 meses, ou o indice de massa corporal (IMC) <20 kg/mz2; na
caquexia refrataria, os pacientes nao respondem mais a terapia anticancer (FEARON et al.,

2011).
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Figura 2: Estéagios da caquexia associada ao cancer no Consenso Brasileiro de Caquexia (adaptado de FEARON

etal., 2011).
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Acredita-se, portanto, que as alteracdes metabolicas observadas na caquexia séo
resultados da interacdo de fatores tumorais, fatores do hospedeiro e também da interacao entre
eles (DONOHOE; RYAN; REYNOLDS, 2011). Nesse contexto, as células tumorais
produzem fatores pro-inflamatdrios e pro-caquéticos que estdo relacionados diretamente com
a resposta inflamatéria do hospedeiro (TISDALE, 2009). Fisiopatologicamente, os fatores
pré-caquéticos contribuem diretamente para deplecdo de massa muscular e adiposa. Na urina
de pacientes com caquexia associada ao cancer ja foi descrita a presenca de uma glicoproteina
com um peso molecular de 24 kDa, conhecido como fator indutor de prote6lise, denominado
de PIF (TODOROV et al., 1996; TODOROV et al.,, 1998) e atualmente, varios estudos
descrevem a caracterizacdo de um fator homdlogo (MONITTO et al., 2004). A perda de
massa adiposa € conduzida pelo fator de mobilizacdo de lipideos (LMF), comumente
denominado de ZAG e caracterizado por possuir um efeito lipolitico direto (TISDALE, 2010).
Pensa-se que o LMF sensibiliza os adipdcitos aos principais estimulos lipoliticos, aumentando
a producdo de AMP ciclico (KHAN; TISDALE, 1999) e além desses fatores, ha contundente
producdo de citocinas inflamatérias pelo microambiente tumoral. Estudos realizados em
cancer esofagogastrico mostraram que as concentraces proteicas das citocinas interleucina
(IL)-1B, IL-6 e TNF (fator de necrose tumoral)-a estavam significativamente elevadas no
tecido tumoral (O'RIORDAIN et al., 1999) e outros estudos em modelos de roedores,
relataram um acentuado aumento da producdo de citocinas inflamatorias que se
correlacionaram com a perda de peso (STRASSMANN et al., 1992). Sabe-se que as citocinas
sdo proteinas que medeiam a comunicacdo célula-a-célula e dependendo do microambiente
tumoral, as citocinas podem modular uma resposta antitumoral; todavia durante a inflamacéo
crbnica, elas podem induzir a transformacdo celular e malignidade (ZAMARRON; CHEN,
2011). A producdo de citocinas realizadas pelas células do tumor é acompanhada de secregéo
humoral por células do infiltrado inflamatério (DONOHOE; RYAN; REYNOLDS, 2011).

A inflamacdo constitui, portanto, parte importante do microambiente tumoral.
Embora existam descri¢cbes de individuos caquéticos hd muito tempo atrds, somente nos
ultimos anos os estudos cientificos sobre a sindrome tém recebido atengdo. Devido & etiologia
desconhecida e a inexisténcia de marcadores definitivos para diagnostico (SEELAENDER et
al., 2012), ndo ha terapia descrita que a reverta (VON HAEHLING et al., 2010), porém,
crescentes evidéncias a partir de estudos em animais e seres humanos demostram que o uso de
estratégias que diminuam a inflamacdo sistémica cronica atenuam a caquexia (ARGILES;
BUSQUETS; LOPEZ-SORIANO, 2011).
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1.3 Inflamacéo sistémica na caquexia: papel do tumor e do infiltrado inflamatorio

O microambiente tumoral é composto por células tumorais, células do tecido de origem,
fibroblastos, células que formam os vasos sanguineos, componentes estruturais da matriz
extracelular, fatores de crescimento e células do sistema imune que se infiltram no tumor
(BARACOS, 2000). O sistema imunologico tem um papel complexo e multifacetado no
microambiente tumoral, no qual as células imunoldgicas podem atuar tanto como supressores
de progressdo do tumor, como promotores de proliferacdo e metastase (TRINCHIERI, 2012).
Vérias células do sistema imune tais como macrofagos, células dendriticas, células
supressoras mieloides, natural killers e linfécitos B e T infiltram-se no microambiente do
tumor mantendo franca comunicacdo com as células neoplasicas por meio de citocinas e
quimiocinas, como podem ser visto na figura 3 (MARKMAN; SHIAO, 2015).

Microambiente tumoral

%A,\,\/ Células dendriticas

Células T (CD8+, CD4+)

. Células T regulatorias

0 Macrofagos
@ Células supressoras

derivadas da medula
‘ Natural killers
, Vasos sanguineos
+ Citocinas

Quimiocinas

Figura 3: A composicdo do microambiente tumoral (adaptado de Markman e Shiao, 2015)
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Em meados do século XIX, Rudolf Virchow ja especulava a associa¢do entre o tumor e 0
processo inflamatorio crénico, através da constatacdo da presenca de grande quantidade de
infiltrado leucocitario no microambiente tumoral (BALKWILL; MANTOVANI, 2001). As
células do sistema imune infiltradas no tumor secretam uma série de substancias (enzimas
proteoliticas e fatores angiogénicos, mitogénicos e quimiotaticos) com a finalidade de recrutar
e atrair mais células imunitarias para o sitio neoplasico (HANAHAN; COUSSENS, 2012).
Desse modo, ao contrario do que se pensava, a inflamacao crénica associada ao tumor € vista
como um processo capaz de facilitar o processo de progressdo tumoral, malignidade e
potencial metastatico do tumor, auxiliando o processo evolutivo da doenga e ndo
necessariamente a destruicdo (TRINCHIERI, 2012). Esse fato se da, principalmente, pela
capacidade gque a células tumorais tém de evitar o reconhecimento imunolégico, suprimir a
imunidade anti-tumoral ou polarizar células do sistema imunolégico em sub-séries pro-
tumorigénicas imuno reguladoras. As células tumorais efetivamente modulam o seu
microambiente, comunicando-se com células imunitarias (macrofagos, células supressoras
derivadas da medula, linfocitos e etc.) e modificando sua natureza plastica (RABINOVICH,;
GABRILOVICH; SOTOMAYOR, 2007).

A inflamagéo cronica tem sido consistentemente relacionada com o crescimento,
progressdao do tumor e mau prognéstico (BALKWILL; MANTOVANI, 2001) e isso pode ser
evidenciado pela grande probabilidade e alto risco do desenvolvimento do cancer em
pacientes com doencas inflamatdrias crénicas. Dentro dessa relacdo entre ambiente
inflamatorio e consequente evolugdo do tumor e metastase, ha uma grande participacdo de
citocinas pro- e anti-inflamatorias com potencial para induzir inflamacdo no préprio
microambiente tumoral (TRINCHIERI, 2012). Estudos demonstram que o0 aumento da
expressdo de citocinas pro-inflamatorias (principalmente a IL-1B, o TNF-a e a IL-6) e
prostaglandina E> (PGE2) favorecem um microambiente inflamatério (WINFIELD et al.,
2008), fatores postulados como de grande relevancia na etiologia da caquexia associada ao
cancer. Alem de serem iniciadores inflamatodrios, esses fatores também induzem a expressédo
de outros genes pro-inflamatdrios, tais como COX-2, iINOS, quimiocinas, citocinas e MMPs
(APTE; VORONOV, 2008). Todo esse conjunto de metabdlitos extracelulares e intracelulares
pode servir como sinal que influencia o destino celular e contribuem para a desregulacdo da
fungdo imunolégica (WANG;LIU; WANG, 2014). A estreita correlagdo entre cancer e

inflamacdo é sustentada por estudos de base populacional que demonstram que a



23

administracdo de anti-inflamatdrios ndo esteroidais estd associada a reduzida incidéncia de
cancer colorretal, de mama, gastrico e pancreatico; e parece proteger contra o surgimento e a
progressdo do tumor em animais experimentais, podendo ter importancia terapéutica impar no
tratamento antitumoral (RUEGG; DORMOND, 2001).

1.4 Hipotese e Justificativa

Pelo descrito, torna-se claro que o microambiente tumoral pode potencialmente ser
determinante de uma reacdo sistétmica, induzindo a inflamagdo cronica, principal
caracteristica da caquexia. Uma vez que pacientes com idéntico diagndstico (sitio e tipo de
tumor e estadiamento tumoral) podem ou ndo apresentar a caquexia, 0 presente estudo teve
como hipotese que diferencas no microambiente tumoral pudessem estar relacionadas a

presenca do quadro de inflamacdo sistémica caracteristica a sindrome.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Caracterizar as diferencas existentes nas populacGes de células dos infiltrados
inflamatorios no microambiente tumoral e analisar aspectos ligados a inflamacéo, no nivel
morfolégico e molecular (génico e proteico), a fim de avaliar se a presenca da caquexia é

determinada pelo perfil inflamatério do tumor.

2.2  Especificos

1 Analisar os aspectos morfologicos dos tumores de célon e reto de pacientes caquéticos
e ndo caqueéticos.

2 Caracterizar e quantificar as células infiltrantes nos tumores de célon e reto de
pacientes caquéticos e ndo caquéticos.

3 Avaliar a expressdo génica e proteica de fatores relacionados a inflamagdo nos
tumores de célon e reto de pacientes caquéticos e ndo caquéticos.

4 Correlacionar as populacdes de células infiltrantes imunitarias com a expressao de

citocinas inflamatorias no tumor.
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3 CAUSISTICA E METODOS

3.1 Recrutamento dos pacientes

Foram recrutados 53 voluntérios de ambos os sexos, todos adultos (> 18 anos), sem
discernimento da classe social e raca. Os pacientes foram diagnosticados como portadores de
adenocarcinama com localiza¢do primaria no colon ou reto e que subsequentemente, foram
submetidos a cirurgia no Centro Cirargico do Hospital Universitario (HU-USP) para retirada
do tumor, em colabora¢do com os envolvidos no projeto (Dr. José Pinhata Otoch, Dr. Paulo
Sérgio Martins Alcantara, Dra. Linda Ferreira Maximiano, Dr.Aloisio Souza Felipe da Silva,
Dra Angélica Bras Simdes e Dra Angela Flavia Logullo Waitzberg). O recrutamento dos
voluntérios foi realizado na Clinica Cirurgica do Hospital Universitario apds a obtencdo da

assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

3.2 Aprovacao no comité de ética

A Comissdo de ética em Pesquisa envolvendo Seres Humanos do Instituto de Ciéncias
Biomédicas/Universidade de Sdo Paulo aprovou o projeto atraves do parecer (1151/13CEP), e
pelo Comité de Etica Humana do Hospital Universitario/Universidade de S&o Paulo através
do parecer (CEP 1390/14) e o estudo esta devidamente cadastrado na Plataforma Brasil, sob o
nimero CAEE: 20643513.9.000.5467.

3.3 Critérios de Inclusdo e Exclusédo

A inclusdo dos voluntérios na pesquisa ocorreu com base nos seguintes critérios: ndo
ter recebido tratamento anti-cancer ou anti-inflamatorio continuado e o consentimento em
participar da pesquisa. Os critérios de exclusdo da pesquisa foram: realizar tratamento
guimioterapico no momento; utilizar anti-inflamatérios continuamente; apresentar faléncia
renal ou hepética, AIDS, doencas inflamatorias intestinais ou processos inflamatorios
crénicos nédo relacionados a caquexia, como disturbios autoimunes, todos diagnosticados pelo
médico responsavel.

O grupo experimental foi dividido e classificado da seguinte forma: Grupo Cancer

sem Caquexia — (WSC) grupo de voluntarios portadores de tumor colorretal submetidos a
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procedimento cirdrgico para retirada do tumor; Grupo Cancer com Caquexia (CC) — grupo de
voluntarios caquéticos portadores de tumor colorretal submetidos a procedimento cirdrgico

para retirada do tumor.

34 Termo de consentimento e avaliacdo clinica

Apdbs o recrutamento dos pacientes na Clinica Cirurgica do Hospital Universitario os
voluntarios assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo A) concordando
em participar da pesquisa, logo em seguida todos foram submetidos a analise das medidas
antropomeétricas (idade, peso, altura) e os mesmos foram entrevistados através dos seguintes
questionarios: QLQ-C30 (avaliando a qualidade de vida — validado em Portugués — Anexo B);
Pontuacdo Anoréxica (escala FAACT-ESPEN - parte de uma colaboracdo internacional e em
fase de validacdo — Anexo C) (AREZZO DI TRIFILETTI et al., 2013); Todos esses

questionarios encontram-se em anexo.

35 Coleta de sangue e andlise de parametros bioquimicos

Aproximadamente 20 mL de sangue foram coletados previamente ao procedimento
cirurgico por profissional de saude capacitado. O sangue foi colocado em tubo com anti-
coagulante (EDTA) e sem anti-coagulante e em seguida foi centrifugado a 3000 rpm, durante
15 minutos a 4 °C, para a obtencéo de plasma e soro, respectivamente. A seguir, o plasma e o
soro foram armazenados em microtubos plasticos e estocados em freezer a —80 °C para analise
posterior. A analise dos parametros bioguimicos foram quantificadas por meio do analisador
bioquimico automatico para analises clinicas LabMax 240, versdo 2.00, Téquio, Japdo)
utilizando kits comerciais (Labtest®).

3.6 Diagnostico de caquexia

O diagndstico da caquexia foi realizado seguindo os critérios de Evans et al. (2008):
perda involuntaria no peso corporal nos Gltimos 12 meses (maior ou igual a 5 % da massa
corporal informada); indice de massa corporal (IMC) — menor que 20 kg/m?; concentragio
plasmética de albumina menor que 3,2 g/dL; concentracdo plasmatica elevada de proteina C-
reativa > 5mg/L, caracterizando a presenca de inflamacao sistémica; analise da qualidade de
vida dos pacientes através do questionario QLQ-C30 [este questionario inclui trés escalas:
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Funcional (aspectos fisicos, cognitivos, emocionais e sociais); Sintomética (fadiga, dor,
nauseas e vomitos) e Saude global;].

O voluntéario foi considerado caquético quando apresentou perda involuntaria de massa
corporal nos ultimos 12 meses (maior ou igual a 5 % da massa corporal informada) e atendeu
a no minimo trés dos cinco critérios descritos acima. Durante o desenvolvimento do projeto
ndo houve modificacbes na conducdo do procedimento cirdrgico, portanto, ndo houve
influéncia no tratamento e nos procedimentos anestésico e cirdrgico dos voluntarios nédo

havendo nenhum incobmodo doloroso adicional para os mesmos.

3.7 Coleta do tumor

Ap0s o procedimento cirargico, um fragmento de tumor de aproximadamente 1,0 g foi
retirado pelo patologista de plantdo do Servico de Anatomia Patoldgica (SAP) e

imediatamente seccionado e colocado em dois tubos:

1 — Uma fracéo foi imersa em 5ml de Solucdo balanceada de HANK’s (HBSS), para
posterior processamento e analise de citometria de fluxo.

2 — Uma segunda fracdo foi colocada em um microtubo e congelada imediatamente
em nitrogénio liquido, para posterior extragdo de RNA total,e analise PCR Tempo real e
extracdo protéica para analise do Multiplex.

3.8 Analise histopatolégica

Todos os relatdrios e as Iaminas dos voluntérios participantes da pesquisa armazenados no
Servico de Anatomia Patoldgica do Hospital Universitario (SAP-HU) foram revistos pelo
patologista, seguindo um protocolo adaptado do Colégio Americano de Patologistas (CAP)
que visa a analise histopatologica de amostras de pacientes com adenocarcinoma de célon e
reto, abordando as seguintes variaveis: presenca de linfécitos infiltrantes no tumor (leve,
moderada 0-2; intensa > 3), presenca de resposta linfocitica peritumoural (score subjetivo
definido como leve, moderada ou intensa), presenca de invasdo linfovascular e invaséo
perineural (presenca de células tumorais dentro de estruturas vasculares e nervosas,
respectivamente); presenca de brotamento tumoral (presenca de cinco ou mais células em

diferenciacéo); evidéncia de necrose do tumor (leve <10% da area de superficie do tumor;
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moderada/intensa > 10% de area de superficie do tumor. Os tumores foram classificados ap6s
diagnostico clinico-patologico, utilizando o sistema de estadiamento convencional (EDGE;
COMPTON, 2010).

3.9 Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR em tempo Real)

O RNA total das amostras foi extraido utilizando o reagente Trizol (Invitrogen,
Carlsbad, CA), seguindo recomendacgdes do fabricante. As concentragdes do RNA foram
determinadas mensurando a absorbancia de 260 nm/ 280 nm. O RNA isolado foi armazenado
a -80 °C para posterior analise. As amostras de RNA total foram transcritas para cDONA em
termociclador (Veriti®, ThermoFisher, USA) através da RT. Para a sintese do cDNA foram
utilizados na reacdo 2 ug de RNA total de cada amostra com Randon primer, utilizando High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (Invitrogen no. 4375575) em um volume final de
20 pl. A transcricdo reversa foi efetuada em um ciclo dnico, cujas etapas foram: | - 10
minutos a 25 °C; IlI- 120 minutos a 37 °C; Ill- 5 segundos a 85 °C; IV- termina a 4 °C. As
amostra de cDNA obtidas foram estocadas a -20 °C até a realiza¢do do experimento.

A expressdo dos genes (TNF-a, IL-6, IFN-y, IL-10, CCL-2, IL-1B, VEGF, PIF,
ZAG, HPRT1) foi quantificada por RT-PCR (KUBISTA et al., 2006) utilizando o aparelho
QuantStudio™ 12K Flex System com Array Card Block (Life Technologies, Carlsbad, CA) e
SYBER Green 2x como marcador de fluorescéncia (Invitrogen, USA). Para a reacdo foi
utilizado 2 pl de cDNA da amostra para um volume final de reacdo de 10 pl. A reacéo
ocorreu do seguinte modo: primeiramente, dois ciclos de 50 °C por 2 minutos e 95 °C por 10
minutos; seguido de 40 ciclos de amplificacdo: I- a desnaturacdo a 95 °C por 15 segundos, |-
anelamento a 60 °C por 60 segundos e 111- extensdo a 72 °C por 2 minutos.

Os dados obtidos foram expressos como um limiar de ciclagem (Ct) que representa
uma linha de base de deteccdo de fluorescéncia, correspondente a fase exponencial.
Baseando-se no Ct obtido, foi estimado a quantidade inicial de cDNA aplicado nas diferentes
amostras. Assim o valor do Ct esta correlacionado com a concentracdo de RNAm usada na
reacdo. A expressdao génica foi determinada através da formula: 2-AACt
(LIVAK;SCHMITTGEN, 2001), no Manual do usuario do Biosystem Sequence Detector
Bulletin 2, onde AACt = [Ct alvo (amostra Tumor) — Ct constitutivo (mesma amostra)] — [Ct
alvo (amostra controle) — Ct constitutivo (mesma amostra)]. Os resultados foram expressos
com base na relagdo do RNAmM de cada gene de interesse relativizado com o conteudo de
RNAmM do gene HPRT1 que foi descrito como o melhor gene constitutivo para tumor
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(KHEIRELSEID et al., 2010). Os primers foram desenhados com base no banco de dados

Genbank (tabela 1).

Tabela 1: Lista de Primers

Gene Sequéncia 5> —»3’ NM
000194.2
VEGF (Homo sapiens) Fw: CCC ACT GAG GAG TCC AAC AT
Rev: TGC ATT CAC ATT TGT TGT GC
000600.3
IL-6 (Homo sapiens) Fw: CAG CCC TGA GAA AGG AGA CAT
Rev: AGC CAT CTT TGG AAG GTT CA
000576.2
IL-1B (Homo sapiens) Fw: AGCCAATCTTCATTGCTCAAGT
Rev: AGT CAT CCT CAT TGC CAC TGT
000594.3
TNF-a. (Homo sapiens) Fw: CTC TCT CCC CTG GAA AGG AC
Rev: ATC ACT CCA AAG TGC AGC AG
000619.2
IFN-y (Homo sapiens) Fw: TGG AAA GAG GAG AGT GAC AGA A
Rev: TTG GAT GCT CTGGTCATCTTT A
002982.3
CCL-2 (Homo sapiens) Fw: TCA GCC AGA TGC AAT CAATG
Rev: ACA CTT GCT GCT GGT GAT TCT
000572.2
IL-10 (Homo sapiens) Fw: TTA CCT GGA GGA GGT GAT GC
Rev: GAT GCCTTT CTCTTG GAG CTT
005268627.1
PIF (Homo sapiens) Fw: AGG AAG CAG AGATCC AGCCT
Rev: GGC TCCTTT ACCCACGCT TT
001185.3
ZAG (Homo sapiens) Fw: CCA GGA GAACCA AGATGGTC
Rev: CTG CTT CCAATCCTC CATTC
000194.2

HPRT1(Homo sapiens)

Fw: TGG CGT CGT GAT TAG TGA TG
Rev: CTT GAG CAC ACA GAG GGC TA

3.10 Quantificacdo de citocinas por método Luminex®

As amostras utilizadas foram provenientes dos diferentes grupos experimentais e o

protocolo consiste da incubagdo da amostra com a mistura de microesferas Magplex® (Grand

Island, NY, USA cobertas com anticorpos diferentes por 2 horas; Detec¢do dos antigenos-

alvo ligados as microesferas com uma mistura de anticorpos de captura biotinilados e

incubacéo por 1 hora; seguido de incubacdo com estreptavidina marcada com ficoeritrina por

30 minutos. As microesferas foram, entéo, identificadas por meio da ficoeritrina utilizando-se

o instrumento Magpix® (Life Technologies, Grand Island, NY, USA). Apés a leitura, 0s



valores de cada citocina analisada foram relativizados pela concentragdo de proteina total.

tabela 2 abaixo descreve todas as citocinas analisadas:

Tabela 2: Lista de citocinas analisadas

Citocinas Abreviacdo

Citocinas pro-anti-inflamatorias
Fator de necrose tumoral alfa TNFa
Fator de necrose tumoral beta TNF-p
Interleucina-1 beta IL-1B
Receptor antagonista de interleucina 1 IL-1RA
Interleucina-1 alfa IL-1a
Interleucina -2 IL-2
Interleucina -3 IL-3
Interleucina -4 IL-4
Interleucina -5 IL-5
Interleucina -6 IL-6
Interleucina -7 IL-7
Interleucina- 8 IL-8
Interleucina -10 IL-10
Interleucina -12 (1L-12p40, 1L-12p70) IL-12
Interleucina- 13 IL-13
Interleucina- 15 IL-15
Interleucina -17 IL-17
Interferon alfa IFN-a
Interferon gama IFN-y
Proteina indutora de interferon gama- 10 IP-10

Fatores quimioatraentes

Proteina quimioatraente de monocitos 1 MCP1/CCL2
Proteina inflamatdria de macro6fagos -1a MIP-10/CCL3
Proteina inflamatdria de macrofagos -1§ MIP-1p/CCL4
Quimiocina ligante 5(C-C motif) RANTES/CCL5

Fatores de crescimento e diferenciacéo

Fator de estimulacéo de colonias de granuldcitos-macrofagos

GM-CSF/G-CSF
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Eotaxina Eotaxina
Fator de crescimento epitedérmico EGF
Fator de crescimento endotelial vascular VEGF

3.11 Imunofenotipagem por citometria de fluxo

As fracbes de tumor foram isoladas, os nddulos linfaticos foram cuidadosamente
removidos e os tecidos foram colocados em HBSS (Solugédo Salina Equilibrada de Hank). Os
fragmentos de tecido foram entdo digeridos durante 40 min a 37 °C em meio de cultura que
continham colagenase do tipo | (280U/ml) (Sigma Aldrich), sob agitacdo orbital. Em seguida,
as amostras foram filtradas através de uma malha fina de plastico e lavadas com meio
esterilizado.

Posteriormente, as células de interesse foram separadas por centrifugagdo a 500rcf,
durante 5 minutos. As células isoladas do tumor foram novamente suspensas e lavadas duas
vezes com meio de cultura e centrifugou-se novamente em 500rcf durante 5 minutos. As
células foram ressuspensas em 500 ul de soro fetal bovino (SFB) e sulféxido de dimetilo
(DMSO) e armazenados em nitrogénio liquido até ao processamento por citometria de fluxo.
Essa fase de preparo das amostras ocorreu a partir da adaptacdo dos métodos em biologia
molecular propostos no protocolo de citometria de fluxo (WATKINS et al., 2012).

Para o processo de marcacdo celular as amostras foram rapidamente descongeladas em
banho de agua a 37 °C, lavadas com meio de cultura e centrifugadas a 600 rcf durante 10
minutos a 4 °C. A compensacdo do citémetro de fluxo (FACSCanto Il - BD Biosciences) foi
realizada com esferas de compensacao e, em seguida, ocorreu a analise das populacdes de
celulas de interesse.

Os anticorpos conjugados com fluorocromos (listados na Tabela 3) dos painéis de
macrofagos foram adicionados as amostras, e estas foram incubadas durante 30 minutos a
4 °C, no escuro. As células marcadas foram lavadas e centrifugadas 400rcf durante 5 minutos
e ressuspensas em 500 ul de DMEM (Meio Eagle Modificado por Dulbecco) e detectadas
através da estratégia de analise descrita na figura 4 abaixo, por citometria de fluxo pelo
FACSCanto Il BD.
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Tabela 3: Painel de anticorpos conjugados para citometria de fluxo.

Painel Anticorpos Fluorocromos Catélogo BD Biosciences n:
CD45 FITC 555482
CD206 PE 555954
Macrofagos (M1 e CD14 PERCP-Cy5.5 562692
M2) CXCR4 PE-Cy7 560669
CD86 APC 555660
CD11b APC-Cy7 557657
CCRY7 BVv421 562555
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Figura 4: Estratégias de analises especificas
A: FSC-H vs FSC-A para a exclusdo de doublets. B: FSC vs SSC para excluir os detritos C: CD45+ para incluir
todos os leucécitos. D: CD14+ ou CD11+ marcam macrdfagos gerais. E: amostra ndo marcada. F: CCR7Y
amostra marcada (subpopulagdo M1), CXCR4+ (subpopulacdo M2) e populacdo dupla positiva CCR7+CXCR4+
(subpopulagédo M1-M2).

Comp-PE-Cy7-A :: CXCR4
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3.12 Anélise estatistica

Os dados foram expressos em média + erro-padrdo ou mediana [1°. quartil; 3°.
quartil]. Primeiro, foi empregado um teste de distribuicdo de Gauss para todas as amostras
(teste de D'Agostino-Pearson omnibus, teste Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnov). Os grupos
foram comparados empregando-se teste t de Student e, se necessario, o teste de Mann-
Whitney, com comparacdo mdaltipla. O coeficiente de correlacdo de Spearman foi realizado
para avaliar a relacdo linear entre as variaveis de interesse. Para analise dos parametros
qualitativos, localizacdo e estadiamento do tumor, utilizou-se o teste qui-quadrado com
correcdo de Yates. O nivel de significancia estabelecido foi de p <0,05. Os dados foram
analisados pelo departamento de estatisticas ICB-USP sob a supervisdo da Sra Rosana Prisco,
utilizando software estatistico Statgraphics® Centurion XVI versdo 16.2.04, Statpoint

Technologies, Inc. Warrenton, Virginia e o GraphPad Prism verséo 6.0.
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Apdbs concordarem em participar do estudo, 90 pacientes foram recrutados e

encaminhados para aplicacdo dos

questionarios,

coleta de sangue e posterior

acompanhamento cirdrgico para possivel coleta de amostras. A figura 5 apresenta o

fluxograma das etapas envolvidas na primeira fase de selecdo dos pacientes e ao final os 53

pacientes recrutados e classificados nos grupos de interesse (WSC n=22; CC n=31).

25 Nio selecionados

17 ndo internaram

05 mcapaz de entender a entrevista
03 recusaram-se a participar

53 Pacientes classificados
22 Cancer sem caquexia (WSC)
31 Cancer com caquexia (CC)

Figura 5: Fluxograma da sele¢do dos pacientes

90 Pacientes Recrutados

12 Pacientes excluidos

8 Tumores benignos

03 sangues nio coletados
01 cirurgia ndo realizada

p]
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A tabela 4 apresenta as caracteristicas gerais dos pacientes. Inicialmente pode-se
perceber que os grupos apresentaram uma homogeneidade referente a média de altura e idade.
A anélise da massa corporal anterior, ou seja, a massa corporal informada pelo paciente no
tempo de 12 meses antes da inclusdo no estudo, ndo mostrou diferenga estatistica entre os
grupos (p=0,5081); porém a andlise tanto da massa corporal atual aferida quanto o indice de
massa corporal (IMC, kg/m?) estavam significamente menores no grupo CC quando
comparados com o grupo WSC (p=0,0074; p=0,0101; respectivamente), demostrando a
presenca de acentuada perda de peso no grupo com caquexia. Com a andlise dos
questionarios foi possivel identificar que o grupo CC apresentava uma diminui¢do acentuada
da qualidade de vida global, aferida através do QLQ-C30 (valores mais baixos = menor
qualidade de vida), em comparagdo com o grupo WSC (p< 0,0001). A presenca de anorexia
nos grupos foi aferida pelo questionarios FAACT-ESPEN que indicou que os pacientes
caquéticos também encontravam-se anoréxicos (p=0,012). Ainda, foi possivel verificar que
ndo houve diferenca no percentual de distribuicdo do estadiamento dos tumores em ambos 0s
grupos, ou seja, a caquexia também se manifesta nos estagios iniciais da doenca, portanto,

constitui um fator independente.

Tabela 4: Classificacdo geral dos pacientes

WSC CcC P
n 22 31
Género (F/M) 08/12 15/14
Altura (m)! 1,65 £ 0,02 1,63+£0,01 0,3842
Idade (anos)! 63,45+ 2,91 61,23 +2,31 0,5481
Massa corporal anterior 72,34 £ 2,53 69,94 £ 2,44 0,5081
informada (Kg)!
Massa corporal atual (Kg)* | 70,18 2,32 60,98 + 2,23* 0,0074
A Massa corporal (%)* 2,68 +£1,20 12,74 = 1,06* <0,0001
IMC (Kg/m?)t 25,88 £ 0,8975 22,91+ 0,6867 * 0,0101
Estadiamento do tumor
Inicial (I - 1)
Avangado (I11 - 1V) 3 (13,63%) - 6(27,27%) 2 (6,45%) - 10 (32,25%)
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10 (45,45) - 3 (13,63%) 16 (51,61%) - 3 (9,67%)

QLQ-C302 61,46 [54,70; 64,36] n=20 | 40,38 [38,15; 44,69]* n=30 | < 0,0001

EAACT-ESPEN? 37,00 [34,25; 38,00] n=22 | 33,00 [25,75; 37,00]* n=30 0,012

'Dados expressos em média xerro padrdo, p=nivel de significancia. 2 Dados expressos em mediana [1° quartil;
3°quartil ], A: diferenga entre a massa corporal anterior informada ¢ a massa corporal atual. QLQ-C30:
questionario de qualidade de vida. FAACT-ESPEN: questionario para avaliar anorexia. p=nivel de significancia
do teste Mann-Whitney. n:nimero de amostras; *Diferenca estatistica entre os grupos WSC vs CC (p<0,05)

A andlise dos parametros bioquimicos utilizados com base na literatura para
diagnostico de caquexia (Evans, 2008; Fearon, 2011) confirmou que o0s niveis de
hemoglobina sérica no grupo CC eram significativamente inferiores, quando comparado com
0 grupo WSC (p=0,0002). As concentracbes séricas de proteina C-reativa estavam
significativamente maiores no grupo CC em relacdo ao WSC (p=0,0262), caracterizando a
presenca da inflamacdo sisttémica no grupo caquético. O conteudo de albumina sérica foi
significativamente menor no grupo CC quando comparado com o grupo WSC (p=0,0298),
como pode ser observado na tabela 5. Entretando, essas concentracfes (3,521 + 0,208 g/dL)
sdo maiores que as concentragdes indicadas pelo consenso internacional (Evans et al., 2008)
para o diagnostico de caquexia (figura 1). A analise individual da concentracdo plasmatica de
albumina no grupo com caquexia mostrou que entre os 31 pacientes, 19 apresentaram
concentragfes de albumina superiores a 3,2 g / dL, desse modo, a analise da razdo
PCR/albumina estava significativamente superior no grupo CC (p=0,0096), sugerindo
portanto, que a analise do conjunto de fatores corrobora os critérios que vém sendo utilizados

para dignostico de caquexia.

Tabela 5: Parametros bioquimicos

WSC CC p

Hemoglobina (g/dL)* 13,69 £ 0,484 11,00 £ 0,449 * 0,0002
n=20 n=27

Proteina C-reativa (mg/L)t 6,552 £ 0,971 9,470+0,819* 0,0262
n=21 n=30

Albumina (g/dL)* 4,182 + 0,192 3,521 + 0,208 * 0,0298
n=22 n=31

PCR/albumina (mg/g) 0,120 [0,007; 0,267] 0,310 [0,137; 0,450]* 0,0096
n=22 n=30

!Dados expressos em média * erro padrdo, p=nivel de significancia. 2 Dados expressos em mediana [1° quartil;
3°quartil], p=nivel de significancia do teste Mann-Whitney. n: nimero de amostras * Diferenca estatistica vs
WSC (p<0,05).
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Analise histopatoldgica
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A andlise histopatoldgica mostrou que o teste de variancia para analisar a frequéncia das

diferentes fases do tumor e a incidéncia de caquexia indica confirmacdo de que a caquexia

ocorre de forma independente (p = 0,7817) do estagio do tumor.

Figura 6: Frequéncia do estadiamento tumoral no céncer colorretal

IV

BWsC

ofdt

Frequeéncia do estadiamento do tumor

W5C cc
m g 10
50.00% 4545%
v g 12
30.00% 34.55%
Tod i 53
a1 37.89%
Testede independéncia
Tecie D
Chi-Squar  |0,7317

Nos cortes histologicos realizados nos tumores colorretais e, posteriormente corados com

HE, pode-se perceber a presenca de aspectos histopatologicos utilizados no diagndstico

clinico do cancer, tanto no grupo sem caquexia, quanto no grupo com caquexia. As imagens a

seguir representam esses aspectos, no qual na figura 7A pode-se observar a presenca de

invasdo linfovascular (indicada pela seta vermelha) que é definida pela presenca de ninhos de

células tumorais no interior do espago vascular. Ja a figura 7B retrata a invasdo perineural

(indicada pela seta vermelha), caracterizada pela presenca de ninhos de células tumorais no

espaco perineural e a relacdo tumor/hospedeiro e figura 7C retrata a presenca de linfocitos

intratumorais (indicadas pelas setas pretas).
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Cancer sem caguexia (WSC) Cancer com caquexia (CC)

Figura 7: Corte histoldgicos nos tumores colorretais.
A: Invasdo linfovascular (seta vermelha); B Invasdo perineural (seta vermelha); C: Linfécitos intratumorais
(seta preta); Coloracdo HE, aumento original 400X.
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Na figura 8 pode-se observar a analise morfologica baseada através do protocolo CAP,
que indica que a incidéncia de caquexia € independente da presenca de linfocitos
intratumorais (p=0,960, figura A), resposta linfocitaria peritumoural (p = 1,000, figura B),
presenca de invasdo linfovascular (p = 0,854, figura C), invaséo perineural (p = 0,701, figura
D), ou da presenca de brotamento tumor (p= 0,784, figura E): bem como do grau de necrose
do tumor (p = 0,183, figura F).

A o . B
Linfécitos intratumorais Resposta linfocitica Peritumoral

= WSC 2 wsc
1-Leve 1-leve o
e

I2n;el\:so:erado/ 2 — Moderado/
— Intenso

C Invasao Linfovascular D Invasdo Perineural
A WSC
1-Auséncia - o v .
= 1 ‘AUSénCia D «
Dl
Brotamentotumoral
E F Necrose tumoral
- WSC - W
1-Leve 1-Leve
|:| o cc
2 -Moderado/ 2 -Moderado/
Intenso Intenso

Figura 8: Representacédo grafica da analise histopatologica nos tumores dos pacientes
Dados expressos em frequéncia (percentual) e teste qui-quadrado com correcdo de Yates; p=nivel de
significancia (p<0,05).
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4.3  Caracterizagdo de células do infiltrado inflamat6rio no microambiente tumoral

A caracterizacdo dos fendtipos das células do sistema imunologico que se infiltram no
microambiente do tumor encontra-se na tabela 6. A analise da populacdo de células
supressoras mieldides (MDSCs) ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos. No
entanto, a andlise dos tipos de macrdfagos infiltrantes no tumor mostrou que a populacédo de
macrofagos com perfil anti-inflamatorio (M2) estava significativamente menor no grupo CC
em comparacdo com WSC (p = 0,018) (Figura 9); A analise da populacdo com perfil pro-

inflamatorio ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos (p = 0,190).

Tabela 6: Caracterizacdo de células do infiltrado inflamatério no microambiente tumoral

% WSC CC p
MDSC 0.52 [0.15; 36.43] 4,68 [2.39; 23.40] 0.197
(n=5) (n=7)
M1 0.0 [0.0;9.91] 4.51 [1.47; 23.50] 0.190
(n=5) (n=7)
M1/M2 17.03+12.71 290+1,32 0.213
(n=5) (n=7)
M2 6.14 [2.91; 18.55] 0.99 [0.22; 2.01] 0.018
(n=5) (n=7)

Dados expressos em mediana [1° quartil; 3°quartil], p=nivel de significancia do teste Mann-Whitney. *diferenca
significativa entre os grupos (p<0,05). n: nimero de amostras; MDSC: Células supressoras derivadas da medula;
M1: macrofagos M1; M2: Macrofagos M2; M1M2: Macréfagos com duplo fendtipo.
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Figura 9: Representagdo grafica da porcentagem de macréfagos com perfil anti-inflamatério no microambiente
tumoral

Dados expressos em: minimo, 1° quartil, mediana, 3° quartil e maximo. *diferenca significativa entre os grupos
(p<0,05); n:ntmero de amostras.

4.4  Expressdo génica de citocinas e fatores de comunicacao celular no tecido tumoral
relacionados a caquexia

A anélise da expressdo génica de fatores no tumor encontra-se representada na tabela 7
e figura 10. As concentracbes de mMRNA da citocina pro-inflamatoria TNF-o estavam
significativamente aumentadas no grupo CC, em compara¢do ao grupo WSC (p=0,020);
enquanto que a expressao génica de outras citocinas pro-inflamatérias como IL-1p e IL-6 ndo
apresentou diferengas entre os grupos (p=0,524, p=0,683, respectivamente). Os niveis de
MRNA da proteina quimioatraente de mondcitos encontraram-se aumentados no grupo CC,
guando comparado com o grupo WSC (p=0,035). A anélise da expressdo génica de outras
citocinas e fatores relacionados a caquexia, como: IFN-y (p=0,151), IL-10 (p=0,398), PIF
(p=0,571), ZAG (p=0,497) e VEGF (p=0,410) n&o demonstrou diferenca significativa entre

0S grupos.



Tabela 7: Expressao génica de citocinas e fatores relacionados a caquexia no tumor dos

pacientes
gRT-PCR WSC CC p
VEGF (U.A)? 1,275 [0,446; 8,270] 0,557 [0,069; 3,28] 0,410
(n=6) (n=8)
IL-6 (U.A)2 1,395 [0,368; 2,509] 1,163 [0,537; 8,330] 0,683
(n=9) (n=12)
IL1-B (U.A)? 2,545 [0,430; 16,07] 0,791 [0,185; 7,893] 0,524
(n=6) (n=9)
TNF-o (U.A)* 6,238 + 3,672 39,75 + 12,34* 0,020
(n=10) (n=14)
IFN-y (U.A)? 1,317 [0,313; 5,095] 27,65 [0,420; 80,16] 0,151
(n=10) (n=14)
CCL-2 (U.A)? 0,847 [0,252; 4,25] 15,73 [0,940; 39,84] * 0,035
(n=10) (n=14)
PIF (U.A)2 0,711 [0.154; 9.012] 9.706 [0.023; 101.1] 0,571
(n=10) (n=14)
ZAG (U.A)2 2,029 [0,374; 3,501] 0,716 [0,369; 2,76] 0,497
(n=8) (n=13)
IL-10 (U.A)2 0,728 [0,152; 10,93] 34,12 [0,141; 54,02] 0,398
(n=6) (n=8)

!Dados expressos em média * erro padrdo, p=nivel de significancia. 2Dados expressos em mediana [1° quartil;
3°quartil], p=nivel de significancia do teste Mann-Whitney. A expressdo dos genes alvos foi normalizada para o
gene de referencia HPRT1. (U.A): Unidade arbitraria. *Diferenca estatistica vs WSC (p<0,05); n:nimero de
amostras; IL: Interleucina; VEGF: Fator de crescimento endotelial vascular; TNF-a: Fator de necrose tumoral;
INF-y: Interferon gama; CCL-2: Proteina quimioatraente de monaocitos; PIF: Fator indutor de protedlise; ZAG:
Fator de mobilizacéo lipidica.
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Figura 10: Expressdo génica de citocinas no tumor de pacientes (A-TNF-a; B-CCL2)

Dados expressos em: média + erro padrdo; minimo, 1° quartil, mediana, 3° quartil e maximo. *diferenca
significativa entre os grupos (p<0,05). A expressdo dos genes alvo foi normalizada para o gene de referencia
HPRT1. TNF-a: Fator de necrose tumoral-alpha; CCL2: Proteina quimioatraente de mondcitos; (U.A): unidade
arbitraria. TNF-a WSC n=10 e CC n=14; CCL2 WSC n=10 e CC n=14

45 Expressdo proteica no tecido tumoral de citocinas e fatores relacionados a
caquexia

As concentracfes proteicas de diferentes citocinas pro-anti-inflamatdrias e fatores
relacionados com caquexia sdo mostrados na Tabela 8, 9 e 10. A citocina pro-inflamatéria IL-
1B mostrou-se aumentada em CC, quando comparou-se a WSC (p = 0,041) (Figura 11A).
Outras citocinas inflamatorias, tais como IFN-y e IL-6 ndo estavam significativamente
diferentes entre os grupos (p=0,942; p=0,217, respectivamente). A concentracdo de proteina
IP-10, uma quimiocina secretada pelas células induzidas por interferon, embora ndo tenha
diferido significativamente, mostrou tendéncia a aumento em CC (p = 0,060). Os membros
da familia de fator de necrose tumoral, TNF-a ¢ TNF-f ndo mostraram diferenca estatistica
entre os grupos, mas TNF-o mostrou uma tendéncia significativa a aumento (p = 0,062) em
CC. A andlise de citocinas anti-inflamatorias mostrou que a concentragdo proteica de 1L-10
ndo estava significativamente diferente entre os grupos (p = 0,9652), porém a concentracdo
proteica de 1L-13 (figura 11B) foi significativamente menor no grupo CC, em comparagao
grupo WSC (p = 0,0133).



Tabela 8: Expressdo proteica de citocinas pro-anti-inflamatdrias no tumor de pacientes

pg/mg WSC N CcC n p
IFN-a 35,52 [5,181; 84,39] 17 | 16,54[7,842;65,81] | 19 | 0,992
IFN-y 0,4250 [0,085; 1,34] 17 | 0,3030[0,050;2,77] | 19 | 0,942
IL-10 0,6060 [0,209; 1,49] 17 0,427 [0,107; 2,82] 19 | 0,965
IL-12p40 4,013 [1,956; 8,29] 16 5,371 [3,818; 8,56] 18 | 0,263
IL-12p70 0,9730 [0,508; 3,20] 17 0,847 [0,436; 3,54] 19 | 0,844
IL-13 11,49 [4,761; 28,55] 17 | 3,139[1,582;7,06]* | 19 | 0,013
IL-15 3,531 [1,201; 5,75] 17 4,310 [3,075; 6,69] 19 0,167
IL-17a 0,3260 [0,080; 2,06] 17 0,221 [0,111; 2,22] 19 | 0,447
IL-1a 5,989 [1,82; 31,03] 17 14,08 [3,57; 65,76] 18 0,086
IL-1ra 409,3 [83,69; 1393] 17 168,7 [101,8; 396,5] 17 0,169
IL-1p 3,723 [1,68; 25,59] 17 16,08 [3,61; 87,37]* 19 0,041
IL-5 0,120 [0,053; 0,19] 17 0,123 [0,085; 0,19] 19 0,358
1L-6 1,428 [0,600; 4,19] 17 2,514 [0,724; 10,26] 19 0,217
1L-7 1,212 [0,641; 4,39] 17 1,425 [0,151; 9,25] 19 0,724
1L-8 375,8 [83,71; 1175] 17 1926 [160,6; 2886] 17 0,084
IP-10 233,7 [151,8; 413,3] 17 1023 [171,8; 2077] 19 | 0,060
TNF-a 0,4190 [0,206; 1,309] 17 1,296[0,443; 2,56] 19 0,062
TNF-B 1,824 [ 0,832;3,763] 17 | 2,959[1,091;5,859] | 19 | 0,229

Dados expressos em mediana [1° quartil; 3°quartil], p=nivel de significancia do teste Mann-Whitney. *diferenca
significativa entre os grupos (p<0,05). n:nimero de amostras;A expressdo proteica de citocinas foi normalizada
pelo contetdo de proteina total. IL: Interleucina; IFN-y: Interferon gama; IFN-a: Interferon alfa; IP-10: Proteina
induzida por interferon 10; TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa; TNF-fB: Fator de necrose tumoral beta.
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Figura 11: Expressdo proteica de citocinas do tumor (A-IL-1f; B-1L-13).
Dados expressos em: minimo, 1° quartil, mediana, 3° quartil e maximo. *diferenca significativa entre os grupos
(p<0,05). A expressdo proteica de citocinas foi normalizada pelo conteldo de proteina total. IL-1B: Interleucina
1 —beta; IL-13: Interleucina 13. IL-1p WSC n=17 ¢ CC n=19; IL-13 WSC n=17 e CC n=19.

As concentracOes de proteinas dos diferentes fatores de diferenciacdo, crescimento e
progressdo ndo apresentaram diferencas estatisticas entre os grupos WSC vs CC, como mostra

a tabela 9.

Tabela 9: Fatores de crescimento e diferenciagdo tumoral

pg/mg WSC CC p

EGF 2,798 [1,761; 19,56] 7,569 [3,313; 13,07] 0,136
(n=17) (n=19)

G-CSF 9,607 [2,004; 27,73] 5,074 [3,706; 12,11] 0,611
(n=17) (n=19)

GM-CSF 3,106 [1,705; 16,12] 6,444 [2,362; 22,63] 0,311
(n=17) (n=19)

VEGF 11,36 [3,89; 136,0] 7,850 [4,37; 231,5] 0,392
(n=17) (n=19)

Dados expressos em mediana [1° quartil; 3°quartil], p=nivel de significancia do teste Mann-Whitney. *diferenca
significativa entre os grupos (p<0,05). n:nimero de amostras; A expressdo proteica de citocinas foi normalizada
pelo conteldo de proteina total. EGF: Fator epidermal de crescimento; G-CSF: Fator estimulador de col6nias;
GM-CSF: Fator estimulador de col6nia granuldcitos macrofagos; VEGF: Fator de crescimento endotelial
vascular.

As concentragdes proteicas das quimiocinas CCL2, Eotaxina, CCL4, CCL5 (Tabela 10)

ndo apresentaram diferencas estatisticas entre os grupos (p=0,151, p=0,305, p=0,113,



46

p=0,631, respectivamente). No entanto, a concentracdo da quimiocina inflamatoria de
macrofagos (CCL3 / MIP1-A — Figura 12) estava significativamente aumentada em CC
(p=0,038).

Tabela 10: Expresséao proteica de fatores quimioatraentes no tumor de pacientes

pg/mg WSC CcC p
Eotaxin 36,11 [12,18; 71,20] 20,17 [9,178; 38,71] 0,305
(n=15) (n=18)
CCL2 230,5 [99,75; 516,4] 317,1[146,4; 660,9] 0,151
(n=17) (n=18)
CCL3 8,688 [3,789; 27,03] 30,95 [9,589; 88,58]* 0,038
(n=17) (n=19)
CCL4 11,32 [4,488; 21,96] 31,08 [6,776; 88,33] 0,113
(n=17) (n=19)
CCL5 516,3 [212,6; 924,6] 720,5 [206,9; 1189] 0,631
(n=17) (n=19)

Dados expressos em mediana [1° quartil; 3°quartil], p=nivel de significancia do teste Mann-Whitney. *diferenca
significativa entre os grupos (p<0,05). n:nimero de amostras; A expressao proteica de citocinas foi normalizada
pelo contetido de proteina total. Eotaxin: Proteina quimioatraente de eosinéfilos; CCL: Proteina quimioatraente
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Figura 12: Representacao grafica da expressdo proteica da quimiocina inflamatéria de macréfagos (CCL3)
Dados expressos em: minimo, 1° quartil, mediana, 3° quartil e maximo. *diferenca significativa entre os grupos
(p<0,05). A expressdo proteica de citocinas foi normalizada pelo contelido de proteina total. CCL2 WSC n=17 e
CC n=19.
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4.6 Correlagdo das populagdes de células infiltrantes imunitarias com a expressdo de
citocinas inflamatdrias e com o balango proteico pro e anti-inflamatério no tumor
de pacientes caqueticos

A correlacdo ndo paramétrica (Spearman) entre as populacdes de macrofagos infiltrados
M1 (pré-inflamatorios) e M2 (anti-inflamatodrios) e as citocinas e quimiocinas inflamatorias
(TNF-a, CCL3 e CCL4) mostrou-se clara: os macrofagos de perfil pro-inflamatério possuem
uma correlacdo positiva com fatores inflamatorios, enquanto os macrdfagos de perfil anti-
inflamatorio demonstram uma correlagcdo negativa. Ao analisar o balango da expressdo de
citocinas pré e anti-inflamatorias no microambiente tumoral através da correlagdo entre
citocinas IL-1B/IL-10 e IL-13/TNF-a encontramos correlacdo positiva, como pode ser

observado abaixo, na figura 11.
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Figura 13: Correlacdo entre infiltrado imunitério e expressdo proteica de citocinas inflamatorias
A M1%/TNF-o p=0,667; B: M2 %/TNF- p=0.973;C: CCL3/M1% p=0,938; D: CCL3/M2 % p=0,342; CCL4/
M1% p=0.256; CCL4/ M2%p=0.8349; IL-10/IL-1f; p=0,041; IL-13/TNF-o. p= 0.04
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5 DISCUSSAO

A caquexia € uma sindrome metaboélica e multifatorial, descrita como uma sindrome
inflamatdria sistémica, de etiologia desconhecida (FEARON et al.,, 2011), e associada
diversas doengas como, doenga pulmonar obstrutiva cronica, doenca renal cronica,
insuficiéncia cardiaca cronica, AIDS e cancer (ARGILES et al., 2009; EVANS et al., 2008).
No céancer, a caquexia ocorre em cerca de 50% de todos os pacientes, reduzindo a tolerancia
ao tratamento, a resposta terapéutica, a qualidade de vida e a sobrevida desses pacientes
(KHAN; TISDALE, 1999). Dessa forma, a literatura atesta que, aproximadamente 20% a
40% de todas as mortes por cancer sdo causadas diretamente pela caquexia (TODOROV et
al., 1996). Acredita-se que todas as alteracdes metabdlicas descritas no surgimento e
desenvolvimento da caquexia sdo resultados da interacdo de fatores tumorais, fatores do
hospedeiro e da interagdo entre os dois (DONOHOE; RYAN; REYNOLDS, 2011). Sabe-se
gue o microambiente tumoral define a malignidade, progressdo do cancer e o potencial
metastatico (TRINCHIERI, 2012) e que nele sdo encontrados fatores de comunicacéo celular,
tais como, citocinas inflamatorias, fatores de crescimento e quimiocinas, que medeiam as
alteracOes fenotipicas das células tumorais. Esses mediadores produzidos tanto pelo tumor,
qguanto pelo hospedeiro, induzem alteracdes intracelulares diretamente associadas com a
inflamacdo (BARACQS, 2000). Desse modo, o presente estudo visou caracterizar o perfil
inflamat6rio no microambiente tumoral e sua influéncia e contribuicdo na inducdo da
caquexia.

Embora ndo haja uma definicdo clara e concisa da etiologia e desenvolvimento da
caquexia, uma definicdo do consenso internacional mais recente incluiu alguns fatores e
manifestacdes clinicas que auxiliam no diagnostico, tais como: presenca de anorexia,
alteracbes bioquimicas, dentre elas, hipoalbuminemia, anemia, e niveis elevados de proteina
C-reativa, caracterizando a presenca da inflamacdo sistémica, além da perda de peso
involuntaria, diminuicdo da massa muscular, baixa qualidade de vida e outros (FEARON et
al., 2011). Dentro dessa perspectiva, a analise dos nossos resultados nos permite observar que
0 grupo com caquexia (CC) estava plenamente dentro dos critérios propostos pelo consenso:
0 grupo apresentou uma acentuada perda de peso, como mostra a reducdo da massa corporal e
do indice de massa corporal apresentados na tabela 4. A andlise dos parametros bioquimicos
indicou que o grupo CC apresentou também que a concentragdo média de hemoglobina dos
foi de 11,00 + 0,449 g/dL, inferior ao valor de referéncia (12 g/dL) estabelecido pelo

consenso e, tais valores sdo significativamente inferiores quando comparado com 0 grupo sem
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caquexia (WSC). Outra manifestacao clinica descrita pelo Consenso é a hipoalbuminemia: no
grupo CC as médias de concentracdo de albumina foram significativamente inferiores quando
comparada com os do grupo sem caquexia. A inflamacdo desempenha um papel central no
desenvolvimento da caquexia tanto na resposta local do tumor quanto na resposta sistémica do
hospedeiro; alguns estudos que retratam que a resposta sistémica do hospedeiro em até 50%
dos pacientes com carcinomas epiteliais solidos relaciona-se ao aumento de circulacdo de
proteinas de fase aguda (DEJONG et al., 2005). Outros estudos longitudinais tém encontrado
um pior progndstico em pacientes com alteracdes inflamatorias, independente da perda de
peso (MCMILLAN, 2009). Podemos observar no presente estudo que a inflamagdo estava
instalada, tendo detectado médias significativamente elevadas de proteina C-reativa no soro
dos pacientes caquéticos quando comparado com as medias do grupo sem caquexia. Ja a
percepcdo da qualidade de vida global, aferida com questionario (QLQ-C30) foi
significativamente reduzida (valores mais baixos = menor qualidade de vida) entre os
pacientes caquéticos, em comparagdo com 0s pacientes nos outros grupos. Além disso, a
pontuacdo final do questionario aplicado (FAACT-ESPEN) para avaliar o grau de anorexia,
revelou que pacientes caquéticos mostraram reduzida pontuacdo (o que significa mais
anorexia) comparado com 0 grupo sem caquexia.

Por ser uma sindrome associada ao cancer, a literatura postula que a incidéncia da
caquexia estava possivelmente relacionada com o estagio do tumor, porém, estudos recentes
relataram que o tipo de tumor, estagio ou localizagdo anatémica ndo era relacionado com o
grau de caquexia (TISDALE, 2010). Nesse estudo ora apresentado a analise histopatoldgica
dos tumores de pacientes caquéticos e ndo caquéticos corrobora esse achado, pois ndo
encontramos nenhuma diferenca entre 0s grupos quanto a presenca de necrose, presenca de
linfocitos intratumorais, a resposta linfocitica peritumoral, invasdo vascular e perineural e
outros. Mostrou-se também, que o a caquexia independe do estadiamento tumoral no cancer
colorretal.

O microambiente de tumores sélidos é constituido por células tumorais, células
infiltrantes imunitarias e componentes da matriz (IIJIMA; KONNO; ITANO, 2011;
TRINCHIERI, 2012). Estudos retratam que o caos metabolico gerado pela caguexia cancerosa
ocorre em resposta a células tumorais, tendo em vista que as mesmas induzem alteracfes no
metabolismo energético (revisto por GUPTA et al., 2014) e sdo capazes de secretar inlmeros
fatores inflamatorios (ARGILES et al., 2015). A resposta local do tumor é caracterizada pela
capacidade das células tumorais em produzir os fatores pro-inflamatorios e pro caquéticos, os

quais estimulam uma resposta inflamatdria do hospedeiro. Esses fatores produzidos pelo
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tumor, tanto o PIF (TODOROQV et al., 1996) quanto o LMF (BING et al., 2004; TODOROV
et al., 1998), tem sido descritos por atuar diretamente na perda de massa muscular e adiposo,
respectivamente (KHAN; TISDALE, 1999). Contudo, ndo foi detectada diferenca
significativa na analise da expressdo génica desses fatores nos tumores dos pacientes em
ambos os grupos. Muitos estudos abordam o papel das células imunes infiltradas e a
contribuicdo no cancer (TRINCHIERI, 2011, 2012), pois se sabe que as células imunitarias
residentes dentro do microambiente do tumor aparecem sob varios fenotipos, entre eles:
células supressoras mielGides, células dendriticas, células Natural Killer, células T e
macrofagos (EDIN et al., 2012). Para muitos tipos de tumores o processo de invasao por
células do sistema imune é evidenciado pelo acumulo de células supressoras derivadas da
medula (MDSC) e células T regulatorias tumor-especificas (Treg) no ambiente tumoral e
linfonodos ou sangue, cuja presenca se correlaciona com a sua progressao avangada; quanto
maior for o acumulo de leucdcitos presente no ambiente tumoral, pior sera o progndstico do
paciente afetado. (DE VISSER; KORETS; COUSSENS, 2005; HANAHAN; COUSSENS,
2012). Os resultados desse presente estudo, a fim de determinar se os tumores de pacientes
com caquexia e sem caquexia diferiam em termos de populaces de macrofagos infiltrados e
também nas sub-populacbes desse fendtipo, indicaram porcentagens inferiores de macréfagos
M2 em tumores de pacientes caquéticos, em comparacdo com o grupo de pacientes sem
caquexia (6,14 [2,91; 18,55]; 0,99 [0,22; 2,01], respectivamente). A capacidade do infiltrante
imunitério de liberar citocinas para os tecidos circundantes e para a corrente sanguinea (AL-
ZOUGHBI et al., 2014), j& havia sido descrita. Encontramos algumas diferencas na expressao
proteica de quimiocinas que sdo capazes de atrair algumas populacdes de células do sistema
imune, entre elas, a quimiocina inflamatéria de macréfagos que estd aumentada
significativamente nos pacientes com caquexia quando comparado com 0s pacientes sem
caquexia. O infiltrado também contribui para o crescimento do tumor e também para
remodelacdo do microambiente (HAO et al., 2012); porém em nosso estudo ndo foi detectada
diferenca entre os grupos ao analisar a expressao proteica de VEGF, um fator relacionado ao
crescimento e progressao tumoral. A liberacdo de citocinas na corrente sanguinea promove a
deterioracdo funcional dos oOrgdos como um resultado de inflamagdo sistémica (AL-
ZOUGHBI et al., 2014). Véarios modelos experimentais tém mostrado que os tecidos do
hospedeiro desempenham um papel fundamental na manutengdo da inflamacg&o sistémica e
inducdo da caquexia (BATISTA et al.,, 2012; DONATTO et al., 2013; KAZANTZIS;
SEELAENDER, 2005). Alguns estudos em modelos animais abordam o aumento da producéo
de citocinas inflamatorias (IL-1p e 11-6) dentro do microambiente do tumor (MATTHYS et
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al., 1991). Outros estudos mostram que a producdo de citocinas inflamatérias inclui TNF-a,
IL-1 e IL-6 (TISDALE, 2009), porém ndo indicam ao certo se a producdo de citocinas €
principalmente a partir do tumor ou das celulas do hospedeiro (DONOHOE; RYAN;
REYNOLDS, 2011) e recentemente, um estudo dos canceres esofagogastrico apresentou que
as concentracOes das citocinas de IL-1B, IL-6 e TNF-a sdo significativamente elevadas no
tecido tumoral (FEARON et al., 2006). Estudo recente abordou a interacdo entre tumor e
hospedeiro, por exemplo, a expressdao do gene NF-kBp65 ¢é aumentada no tecido adiposo
branco subcutaneo de pacientes com caguexia associada ao cancer, concomitantemente com a
sua regulacdo positiva de genes inflamatorios IL-1B, TNF-a, CCL2 / MCP-1 e IkB- «a
(CAMARGO et al.,, 2015). Nesse presente estudo, a analise da expressdo génica no
microambiente tumoral mostrou que a citocina inflamatoria TNF-a estava significativamente
aumentada no grupo CC quando comparada com o grupo WSC, assim como a expressao do
gene da quimiocina atraente de mondcitos (CCL-2) que estava aumentada no grupo com
caquexia em comparacao ao grupo sem caquexia. Dentro dessa perspectiva, foi-nos possivel
detectar um aumento nos niveis de expressdo proteica de citocinas inflamatorias como IL-1p,
IL-8, IP-10, TNF-a no grupo CC e uma diminuicao de citocinas anti-inflamatérias, como IL-
13, no mesmo grupo. Esses resultados se relacionam com dados recentemente publicados pelo
nosso grupo, realizados em modelo animal de caquexia, no qual foram encontrados up-
regulacdo da expressdo de IL-1P e ativacdo de NF-kB em adipdcitos e essas evidéncias
mostram uma possivel contribuicdo da fracdo vascular-estromal do tecido adiposo
retroperitoneal para a inflamacao dos outros tecidos (NEVES et al., 2015).

Quais possiveis estimulos que induzem essa inflamacdo nos tecidos periféricos?
Postulamos, com base nos resultados apresentados, que a inflamacdo no microambiente
tumoral pode correlacionar-se ao desenvolvimento da caquexia. A contribuicdo do
microambiente tumoral na inflamacdo local e sisttmica corroboram a ideia de interacéo
complexa e ativa entre o tumor e tecidos periféricos; e de participacdo do sistema

imunoldgico na mediacao dessa interacao.
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo mostram que os pacientes do grupo caquético séo
caracterizados por contundente inflamacdo sistémica. As analises histopatoldgicas do
microambiente tumoral fornecem evidéncias de que a caquexia independe do estadiamento
tumoral no cancer colorretal e os tumores dos pacientes ndo caqueéticos (peso estavel) e de
pacientes caquéticos, ambos com mesmo diagndstico (tipo e localizacdo tumoral), possuem
um perfil de secrecdo distinto em relacdo aos fatores inflamatdrios e aos percentuais dos
fenotipos de macrdfagos infiltrantes. Esses achados podem contribuir potencialmente para
diagndstico precoce da sindrome da caquexia e consequente tratamento a partir da analise do

tumor
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ANEXO A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

ESTUDO: Papel dos infiltrantes-inflamatérios do tumor associado a inflamacéo sistémica em pacientes
caquéticos
Vocé esta sendo convidado (a) a participar do Projeto de Pesquisa acima citado. O documento abaixo contém
todas as informagdes necessarias sobre a pesquisa que estamos fazendo. Sua colaboracdo neste estudo sera de

muita importancia para nos, e caso queira desistir a qualquer momento, isso ndo causara nenhum prejuizo a
vocé. Este termo de consentimento tem duracdo maxima prevista de 5 minutos.

Eu, (inserir o nome, sexo, profissao, residente e domiciliado na, telefone)

portador da Cédula de identidade, RG , € inscrito no

CPF/MF nascido (a) em / / , abaixo assinado (a),

concordo de livre e espontinea vontade em participar como voluntario (a) do estudo “Papel dos infiltrantes-
inflamatdrios do tumor associado a inflamacao sistémica em pacientes caquéticos ”. Declaro que obtive
todas as informagOes necessarias, bem como todos os eventuais esclarecimentos quanto as ddvidas por mim

apresentadas e que irei receber uma via idéntica deste Termo de Consentimento Live e Esclarecido (TCLE).

Estou ciente que:

1) O estudo se faz necessario para que possamos investigar as possiveis causas da caquexia, caracterizada
pela grande perda de peso, atrofia muscular, fadiga, fraqueza e diminuicdo do apetite; temos como
objetivo verificar se a caquexia afeta as microestruturas do figado e também a verificagdo do metabolismo
hepético;

II) Caso o paciente aceite participar desta pesquisa e dependendo de cada procedimento cirdrgico
efetuado, podera ser retirado fragmentos de aproximadamente um grama por tecido (sendo ele:
TUMOR), com tempo total de coleta de aproximadamente 5 minutos. Esse procedimento possui grau de
risco minimo e ndo interfere nos procedimentos padrdes da cirurgia. Mas se houver intercorréncia com o
(a) participante da pesquisa, decorrente da pesquisa, este serd atendido no HU/USP, segundo o critério do
mesmo (Hospital de atendimento secundario). Esse material coletado serd importante para o entendimento
da etiologia do processo da caquexia;

I11)  Concordo que serdo realizadas coletas de 20 mL de sangue em pacientes com cancer (exceto hepético),
mas sem caquexia e pacientes com céncer (exceto hepético) e caquexia, para que 0S parametros
plasméticos e séricos possam ser aferidos. A coleta serd realizada por um profissional da salde
devidamente habilitado e ocorrera durante a sessdo do treino. Nos pacientes controles serd realizada
previamente a cirurgia uma coleta de sangue (20 ml), sem interferir no procedimento cirrgico, por um
profissional da saide devidamente habilitado. Os exames previstos serdo realizados pelo Grupo de
Pesquisa de Metabolismo do Cancer, Coordenado pela Prof* Dr# Marilia Cerqueira Leite Seelaender,
situado no Departamento de Biologia Celular e do Desenvolvimento do Instituto de Ciéncias Biomédicas
da Universidade de S&o Paulo;

() Sim ou ( ) Néo

IV) Essas coletas (sangue e tecido) serdo realizadas apenas para este estudo e ou em outros projetos
(pesquisas futuras) desde que autorizada por mim (participante da pesquisa), em nada influenciara o
tratamento e ndo modificarad o procedimento anestésico e cirlrgico;



V)

V1)

VII)

VI

IX)

X)

X1)

X11)

X111)
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N&o vai me curar, ndo vai me causar nenhum problema, ndo haverd nenhum incémodo de dor no
momento da coleta da amostra do fragmento (TUMOR). E na coleta de sangue, este procedimento,
podera causar dor local e um pequeno desconforto, e raramente, um hematoma no local da puncédo
venosa.

A participacdo neste projeto ndo tem objetivo de me submeter a um tratamento, bem como ndo me
acarretara qualquer despesa financeira com relagdo aos procedimentos médicos, clinicos e terapéuticos
efetuados com o estudo;

Tenho a liberdade de desistir ou de interromper a colaboracdo neste estudo no momento em que desejar,
sem necessidade de qualquer explicacéo;

A desisténcia ndo causarad nenhum prejuizo a minha satde ou bem estar fisico. Nao vira a interferir no
atendimento ou tratamento médico;

Os resultados obtidos durante este estudo serdo mantidos em sigilo, mas concordo que sejam divulgados
em publicacGes cientificas, desde que meus dados pessoais ndo sejam mencionados;

Concordo que o material e os dados coletados, por mim autorizados, e os resultados de analises obtidos
pelos pesquisadores poderdo ser utilizados em outros projetos (pesquisas futuras) desde que autorizado
pela Comissio de Etica deste Instituto;

() Sim ou ( ) Néo

Concordo que ap6s os materiais serem coletados e armazenados em solugdes especificas para cada
técnica, serdo acondicionados em freezer -80° para manter a integridade do tecido, e posteriormente serem
utilizados;

() Sim ou () Néao

Concordo que apds os materiais serem utilizados para fins de pesquisa e 0s objetivos serem alcancados, o
restante sera incinerado em local para descarte de material biolégico humano, conforme preconizado nas
resolucbes do Conselho Nacional de Salde (CNS);

() Sim ou ( ) Néo

Caso eu desejar, poderei pessoalmente tomar conhecimento dos resultados ao final desta pesquisa que terd
uma duracéo prevista de 12 a 18 meses;
() Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.
() Nao desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

“DECLARO QUE, APOS CONVENIENTEMENTE ESCLARECIDO PELO PESQUISADOR E TER
ENTENDIDO O QUE ME FOI EXPLICADO, CONSINTO EM PARTICIPAR DA PRESENTE PESQUISA”.

Séo Paulo, de de 20




ANEXO B - Questionario de qualidade de vida - EORTC QLC-C30

4

EORTC QLOQ-C30 (version 3)

Crpstariamos de conhecer alguns pormenaenes sobre g e a sua sadude. Por favor, responda vool mesmoa a iodas as
perguntas farendo um circulo 8 volta do ndmero que melhor 22 aplica ao seu cagse. Mo kd resposias censs nem
erradas, A informacio formecida ¢ estritamente confidemncial.
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PORTOLIESE

Escreva & iniciais do seu nome; | | | | ]
A data de nascimento { dia, miés, ano): I -
A data de hoje (dia, més, ano): T N |
Mo Um  Bastanie Muoito

Custa-lhe fazer esforpes mas violentos, por exemglo,
Ccarmegar wm saco de compras pesado ou wma mala?

Cusiz-lhe percorrer uma grande disidncia a pé?
Custa-lhe dar um peguends passeio a pé, fora de casa®
Precisa de ficar na cama ou numa eadeira durante o dia?

Precisa que ofa ajudem a comer, 8 vesiir-se,
a lavar-se ou A ir 4 casa de banho?

Durante a altima semana :

6.

Senfie-se limitadofa no Seu cmpreso ol o
desempenhio das suas actividades diarias?

Senti-se limitadofa ma ocupago kabiwal dos seus
tempos livres ou noulras actividades de lazer?

Teve falta de ar?
Tewve dores?

Precisou de descansar?

. Teve dificuldade em dormir?
. Sentiv-se fracofa’
. Tewe falia de apetite?

. Teve enjoos?

Womitou?

Mo

Por favor, passe 4 péoing seouinie

2 3 4
2 3 4
2 3 4
2 3 4
2 3 4

Um  Bastanie Muoito

2 3 4
2 3 4
2 3 4
2 3 4
2 3 4
2 3 4
2 3 4
2 3 4
2 3 4
2 3 4



Durante a altima semana :

16

17

20.

21.

22

23

4.

25,

26,

27

28

Teve prisio de ventre™

Teve darreia?

Sentiw-se cangadofa?

As dores perturbaram as suas actividades didrias?

Teve dificuldade em concentrar-se, por exempla,
jpara ler o jomal ou ver televisio?

Senfie-se tensofa?

Teve proocupacies?

Sentru-se imicavel?

Senti-se deprimidota?

Tewe dificuldade em lembrar-se das coisas?

{0 seu estado fisico ou iratamento médico
interfieriram rna sua vida familiar?

{0 seu estado fisico ou iratamento médico
interfernram na sua actividade social?

(0 seu estado fisico ou tratamento médico
causaram-lhe problemas de ordem financeira?

Um  Bastamte MNuiio
piC

2

2
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Nas perguntas que se seguem faca um circulo a volta do nimero, entre 1 e 7, gue
melhor se aplica ao seu caso

29 Como classificana a sua saide em geral durante a dltima seimana?

1 2 3 4 5

Péssima

0. Como classificana a sua gualidade de vida global durante a Gliima semana®

1 2 3 4 5

Péssirma

© Cipyeight 1995 BORTC Quality of Life o, Todos s 4 adin




ANEXO C - Questionario de anorexia — FAACT-ESPEN

Nome e sobrenome:

Sexo: Data de nascimento:

Tipo de neoplasia:

Estadiamento: Terapia precedente:

Comorbidade: Primeira visita:

Perda de peso(S/N): | Tamanho da perda de peso (% nos dltimos 3 meses):
Peso (na hospitalizagdo): Altura: IMC: ‘

Como esté seu apetite no Gltimo més? Aumentado Normal Diminuido

Quantidade ingerida no almogo do dia anterior? 100% 75% 50% 25% 0%
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Pontuagdo anoréxica

Nada | Um Moderadamente | Bastante | Muito

pouco

Meu apetite é bom? 0 1 2 3 4
A quantidade que eu como me satisfaz? 0 1 2 3 4
Me preocupo com meu peso? 0 i | 2 3 4
Os alimentos tém gosto ruim? 4 3 2 1 0
Estou preocupado por parecer magro? 4 3 2 1 0
Meu apetite acaba no inicio das refeicdes? 4 3 2 1 0
Hé dificuldade de comer alimentos pesados ou 4 3 2 1 0
elaborados?
Minha familia me induz a comer? 4 3 2 1 0
Voémitos? 4 3 2 4 0
Me sinto satisfeito apds algumas mordidas? 4 3 2 11 0
Dores no estdmago? 4 3 2 1 0
Minha saude estd melhorando? 0 1 2 3 4
Questionario anorexia
Saciedade precoce? Carnofobia? Alteragdes de gosto/odor? Néusea/vomito?

Escala analdgica visual

2 1 2 3 4 & 667 8 910

Faminto Saciado

Cm:
Visita de controle (3 meses): Peso: IMC:

Terapia realizada (cirurgia/ radio/ quimio): Complicagdes:




