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RESUMO

Fortes MF. Estudo da relagcdo entre resposta inflamatéria em pacientes
caquéticos portadores de tumores malignos e a composi¢cdo do liquido
cefalorraquidiano [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de
Sao Paulo; 2022.

A caquexia € uma sindrome multifatorial definida por perda continua de
substratos, principalmente de massa muscular esquelética com
comprometimento funcional progressivo, caracterizada por um balango
negativo de proteinas e energia, e questionavel consenso sobre a sua
etiologia. A resposta inflamatéria sistémica em pacientes com caquexia por
cancer é associada ao aumento de citocinas pro-inflamatérias. O liquido
cefalorraquidiano € o objeto do presente estudo sobre os efeitos da caquexia
no sistema nervoso central (SNC). O estudo teve carater longitudinal,
prospectivo e translacional. Foram coletadas amostras de liquido
cefalorraquidiano de 105 voluntarios, 43 controles (Ct), 13 com cancer sem
caquexia (CSC) e 49 com cancer e caquexia (CC); realizada a pesquisa de
citocinas por deteccdo de antigenos alvo em microesferas Magplex®,
analisadas em equipamento Magpix® (Life Technologies, Grand Island, NY,
USA); foram feitas analises comparativas antropométricas, laboratoriais,
escore de Glasgow e pesquisa de qualidade de vida empregando-se o
questionario QLQ-30. O grupo CC apresentou maior faixa etaria quando
comparados aos pacientes do grupo Ct (p=0,002), assim como menor peso
e IMC. O mesmo grupo mostrou elevacgéao significativa da concentragéo de
PCR e reducgao significativa nas concentragdes séricas de albumina. O
grupo CC apresentou pontuacao desfavoravel na aplicagdo do questionario
de qualidade de vida QLQ-C30 em relagdo aos pacientes do grupo CSC. A
analise de citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias revelou presenca de
MCP-1, VEGF, IL-8, IP-10 e MIP-1 beta no liquido cefalorraquidiano dos



voluntarios. Pacientes dos grupos CC e CSC apresentaram menores valores
das citocinas MCP-1 (p<0,001) e VEGF (p<0,0001) em relagdo aos
pacientes do grupo Ct, assim como de IP-10 (p<0,001), em CC. Os dados
antropomeétricos, laboratoriais e de qualidade de vida avaliados embasam a
distingdo entre os grupos, demonstram inflamagdo e desnutricdo dos
pacientes com cancer e caquexia. A analise das citocinas demonstra uma
concentragdo significativamente reduzida de citocinas no liquido
cefalorraquidiano dos individuos com CC em relagdo ao Ct. Os resultados
sugerem que o SNC do paciente caquético falha na deteccéo dos disturbios
inflamatodrios, possivelmente comprometendo os ajustes hipotalamicos de

regulacéo de apetite e composigao corporal.

Descritores: Caquexia; Liquido cefalorraquidiano; Neoplasias; Inflamacéo.



ABSTRACT

Fortes MF. Study of the inflammatory response in cachectic patients with
malignant tumors and the composition of cerebrospinal fluid [thesis]. Sao

Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2022.

Cachexia is a multifactorial syndrome characterized by a continuous loss of
body mass, mainly skeletal muscle mass, with progressive functional
impairment. The presence of systemic inflammatory response in patients with
cancer cachexia is evidenced by high concentration of pro-inflammatory
cytokines We examined the cerebrospinal fluid (CSF) in cancer cachexia,
with regard of the profile of inflammatory markers. The study was
longitudinal, prospective, and translational. Cerebrospinal fluid samples were
collected from 105 volunteers, 43 controls (Ct), 13 with cancer without
cachexia (CSC), and 49 with cancer and cachexia (CC); cytokines were
assessed by detection of target antigens in Magplex® microspheres analyzed
in Magpix® equipment (Life Technologies, Grand lIsland, NY, USA), and
anthropometric and biochemical data, Glasgow Prognostic Score, and
quality-of-life surveys using QLQ-30 questionnaire were performed.
Compared with Ct group, CC group was older and had lower weight and BMI.
There was a significant increase in CRP levels and a significant decrease in
serum albumin concentration in CC. CC showed lower scores in the QLQ-
C30 questionnaire compared to CSC group. Analysis of proinflammatory
cytokines and chemokines revealed the presence of MCP-1, VEGF, IL-8, IP-
10, and MIP-1 beta in the cerebrospinal fluid of the patients. CC and CSC
patients had lower levels of MCP-1 (p < 0.001), VEGF (p < 0.0001), and IP-
10 (p < 0.001) compared with patients in the Ct group, as well as IP-10
(p<0.001), in CC. The anthropometric, laboratory, and quality-of-life data
evaluated support the distinction among groups and show inflammation and

malnutrition in patients with cancer and cachexia. Cytokine analysis shows a



significantly lower concentration of cytokines in the CSF of individuals with
CC compared with Ct. The results suggest that the CNS of the cachectic
patient does not recognize inflammatory disorders, possibly affecting

hypothalamic adjustments in appetite regulation and body composition.

Descriptors: Cachexia; Cerebrospinal fluid; Neoplasms; Inflammation.
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A caquexia, uma complexa sindrome metabdlica, tem alta prevaléncia
em pacientes com cancer em estadio avancado. Sua presenca inequivoca é
observada pela continua perda de massa corporal (pela deplecédo de
estoques musculares e adiposos), comprometendo principalmente a
qualidade de vida e a resposta aos tratamentos anticancer™2.

A inflamacao sistémica continua, presente na caquexia associada ao
cancer, altera o funcionamento e a fungéao de diversos 6rgaos e tecidos. As
citocinas participam no desenvolvimento e/ou progressdo da caquexia: IL-
18, a IL-6, IFN-y, TNF-a, por exemplo, foram associadas as varias
consequéncias da caquexia®*. Contudo, existe controvérsia sobre a
necessidade de concentragdes aumentadas de citocinas na circulagdo ou
outros fluidos corporais (por exemplo, fluido cerebrospinal) para demonstrar
o envolvimento das citocinas na caquexia.

Assim como o sangue permite a afericdo de mediadores inflamatorios
para a avaliagdo da resposta sistémica, o liquido cefalorraquidiano (ou
simplesmente liquor) é objeto de estudo para avaliar a condigdo do sistema
nervoso central e possiveis interacées. Assim, este estudo foi direcionado a
um tecido que ainda nao foi estudado no dmbito da caquexia associada ao
cancer, com a caracterizagao do quadro inflamatério (ou a auséncia dele) no

liquor de pacientes.
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Os pacientes portadores de cancer sao frequentemente submetidos a
procedimentos cirurgicos com anestesia por pungdo de liquido
cefalorraquidiano, a raquianestesia ou anestesia raquidiana, com inje¢ao de
anestésico por puncao. Estes pacientes podem ser foco de obtencido de
liquido espinhal para estudo de sua composi¢cao em relacdo a celularidade,
bioquimica, estudo de mediadores, pH, aspecto morfolégico do liquido e
cultura. Substrato de grande interesse para embasamento da tese de
existéncia de relacdo entre a sindrome caquética em paciente oncoldgico e
regulacdo pelo sistema nervoso central (SNC). No Hospital Regional do
Baixo Amazonas (HRBA), referéncia em oncologia na regido amazobnica, é
possivel a obtencdo de liquido cefalorraquidiano em pacientes caquéticos
devido a um grande numero de raquianestesias, mesmo sendo a caquexia
fator limitante as indicagbes de cirurgias e raquianestesias.

Como ndo ha na literatura estudos que indiguem como o sistema
nervoso central de seres humanos se comporta na inflamagao caracteristica
da caquexia associada ao cancer, resta uma grande duvida: o aumento ou a
diminuicdo da resposta inflamatdria tem reflexo direto ou indireto sobre o

SNC?

1.1 Justificativa

Considerando que a presenca de resposta inflamatoria sistémica em
pacientes com caquexia por cancer € evidenciada pelos niveis elevados de
citocinas proé-inflamatérias, tendo em vista que o conhecimento das

alteracdes inflamatdrias teciduais ocorre em varios niveis, tanto em sistemas
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periféricos como em sistema nervoso central, com inter-relagdes entre os
sistemas regulatérios e de amplificagdo, € pertinente avaliar a possibilidade
de relacdo entre a constituicdo celular, fisico-quimica e principalmente o
status inflamatdrio do sistema nervoso central e o nivel de resposta

inflamatdria sistémica e local na caquexia.
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2.1 Objetivo Geral
Investigar o liquido cefalorraquidiano e o seu comportamento na

inflamacgao sistémica crbnica presente na caquexia associada ao cancer.

2.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar o perfil clinico e epidemiolégico de uma populagdo de
pacientes atendidos no Servigo de Oncologia do Hospital Regional do Baixo
Amazonas Dr. Waldemar Pena com cancer, independente do estadio clinico,
e sem interferéncia na conduta médica terapéutica a fim de se encontrar
grupos de pacientes caquéticos e ndo caquéticos, por meio da avaliagao do
perfil clinico e bioquimico.

b) Determinar o padrdo inflamatério dos pacientes incluidos nos
grupos caquéticos e nao caquéticos por meio da avaliagdo da expressao de

citocinas no liquido cefalorraquidiano.
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3.1 Cancer e Inflamacgao

Conforme descrigao do Instituto Nacional de Cancer (INCA), cancer é
um termo que abrange inumeros e diferentes tipos de doengas malignas que
tém em comum o crescimento desordenado de células, que podem invadir

tecidos adjacentes ou 6rgaos a distancia® (Figura 1).

O que é cancer?

| \‘ o
€C2%;
e
O Agente
3t cancerigeno
Orgéo _ = g
Tecido _Tecido (,ro",'-' \
infiltrado S,
a \!. »
Célula normal Célula cancerosa —
(INCA

Fonte: Instituto Nacional de Céancer®.

Figura 1 - Esquema descritivo do cancer

A Ultima analise de incidéncia de cancer, publicada pelo INCA em
2019, com estimativa para 2020, apresentou um total de 626.030 novos
casos de cancer, incluindo os de pele ndo melanoma, certamente um
problema de saude de grande relevancia epidemiolégica, com mortalidade

no Brasil em 2019 de 232.030 pacientes portadores de cancer®.
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A caquexia afeta 80% dos pacientes com cancer avangado e é
responsavel por 20% da mortalidade por cancer’/, considerando as
estatisticas citadas anteriormente da incidéncia de cancer no Brasil, pode-se
aferir a importancia desta condigcdo como fator de progndstico reservado e

tornando-se um verdadeiro problema de saude publica (Quadro 2).

Quadro 1 - Incidéncia estimada conforme a localizagdo primaria do
tumor e sexo

Localizagao Primaria Casos Novos %
Em homens, Brasil, 2020
Prostata 65.840 29,2
Célon e Reto 20.540 9,1
Traqueia, Brénquio e Pulmao 17.760 7,9
Estdmago 13.360 59
Cavidade Oral 11.200 50
Esb6fago 8.690 3,9
Bexiga 7.590 3,4
Laringe 6.470 2,9
Leucemias 5.920 2,6
Sistema Nervoso Central 5.870 2,6
Todas as Neoplasias, exceto pele ndo melanoma 225.980 100,0
Todas as Neoplasias 309.750
Em mulheres, Brasil, 2020
Mama feminina 66.280 29,7
Célon e Reto 20.470 9,2
Colo do utero 16.710 7,5
Traqueia, Brénquio e Pulmao 12.440 5,6
Glandula Tireoide 11.950 5,4
Estbmago 7.870 3,5
Ovario 6.650 3,0
Corpo do utero 6.540 2,9
Linfoma ndo-Hodgkin 5.450 2,4
Sistema Nervoso Central 5.230 2,3
Todas as Neoplasias, exceto pele ndo melanoma 223.110 100,0
Todas as Neoplasias 316.280

Fonte: INCA®
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Em 1863, o patologista alemdo Rudolf Carl Virchow (1821-1902)
levantou a hipétese de que neoplasias malignas poderiam originar-se em locais
de inflamacao crénica, supondo que a inflamagdo aumentaria a proliferagao
celular, maximizando o risco do desenvolvimento de tumores®. O processo de
inflamacgao crénica observado no paciente com cancer também se caracteriza
pela capacidade de producéo de citocinas e mediadores pelas préprias células
tumorais, funcionando como se fora um 6rgao endécrino préprio, com vias de
ativagdes diversas e pouco conhecidas.

A resposta inflamatdria induzida pelos tumores ainda € um capitulo a
ser entendido, seja como resposta indireta, produzida contra o tumor, ou
direta, produzida pelas proprias células tumorais. O efeito comum ¢é o
aumento da morbidade e mortalidade, com inducédo de inflamac&o cronica®#,
perda de peso, anorexia, resisténcia a insulina e consequente caquexia®®.

Ja se estabeleceu a relacédo entre o sistema imunolégico e a
carcinogénese, a supressdo e/ou promogao do crescimento tumoral é
conhecido como imunoedicdo, a saber:

- Fase de eliminacao: caracterizada pela ativacao da resposta imune
inata e adaptativa, culminando com a destruicdo de células
tumorais por um sistema imunoldgico competente.

- Fase de equilibrio: nesta etapa, algumas células tumorais podem
sobreviver ao ataque do sistema imunoldgico. Inicia-se um
processo de modificacdo ou edicdo das células sobreviventes.

- Fase de escape: células tumorais variantes e editadas comecam a

proliferar e a estabelecer um ambiente tumoral imunossupressivo™©.
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O microambiente tumoral pode ser definido como um tecido
biologicamente complexo, que exibe distorgdes importantes da homeostasia
tecidual original, no qual células ndo neoplasicas (que frequentemente nao
apresentam taxas de proliferagcdo desreguladas ou instabilidade genética
aumentada) sao reprogramadas para agir de acordo com essa nova
dinamica tecidual, ditada pelas células neoplasicas'’.

O microambiente tumoral contém células neoplasicas, estroma com
fibroblastos, células endoteliais e proteinas da matriz extracelular, células
imunes como macréfagos, mastocitos, neutrofilos, células supressoras
derivadas da linhagem mieloide, células dendriticas, células NK (natural
killer) e células imunes adaptativas (linfécitos T e B) que interagem de forma
autdcrina e paracrina para controlar e delinear o crescimento tumoral, o qual
€ continuadamente remodelado. O tumor pode direcionar o comportamento
da inflamacgado, tanto ao seu favor — podendo inclina-lo no sentido da
promog¢ao do seu crescimento — quanto no sentido da resisténcia do
hospedeiro — imunidade antitumoral. Contudo, tem sido demonstrado que,
em tumores ja estabelecidos, esse equilibrio € profundamente inclinado para
o perfil pré-tumoral, sugerindo a ideia da participagdo da inflamagédo na

carcinogénese’?,
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3.2 Caquexia

O termo “caquexia” deriva do grego, “kakos”, ma e, “hexis”, condigao'?,
que esta associada a doengas como sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(SIDA), neoplasias malignas, insuficiéncia cardiaca (IC), cirrose hepatica,
defeitos tubulares renais, artrite reumatoide (AR) e outras afecgbes patoldgicas
que cursam com produgdo excessiva de citocinas pro-inflamatorias™.
Recentemente, em 2011, um consenso definiu a caquexia como uma
“sindrome multifatorial que € desencadeada pela perda continua de massa
muscular esquelética (com ou sem perda de massa gorda), que nao pode ser
completamente revertida por meio de suporte nutricional convencional e tem,
como consequéncias, prejuizos funcionais progressivos do organismo. Sua
fisiopatologia € caracterizada pela redugdao de consumo energético combinado
a disturbios no metabolismo energético”'516,

Estudos procuram um potencial biomarcador que, além de ter valor
preditivo, permitisse monitorar a progressdao da caquexia e os efeitos das
terapias utilizadas. Existe uma série de candidatos a estes biomarcadores,
como TGF-f, activina A, miostatina, citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas,
microRNAs, e produtos de degradacgao de proteinas, mas até entdo, nenhum
foi clinicamente estabelecido; a literatura também carece de avalicdes de
possiveis biomarcadores no sistema nervoso central com aplicabilidade
clinica'. Grande parte dos esforgos até entdo, para estabelecer uma relagéo
entre mediadores e biomarcadores que expressem o nivel de caquexia do
individuo, tem se pautado em dosagens plasmaticas’; entdo novos tecidos e
componentes corporeos especificos devem ser estudados para tentar elucidar

esta relacao.



REVISAO DA LITERATURA - 13

A perda de tecido adiposo € decorrente de alteragdes significativas no
metabolismo lipidico, evidenciado pela oxidagdo de acidos graxos, redugéo
da lipogénese e aumento da lipdlise, constatada pela expressdo aumentada
de lipase horménio-sensivel (HSL) e baixa expresséo da lipoproteina lipase
(LPL)2,18,19_

O tecido adiposo é considerado o principal reservatério de energia do
organismo, mas atualmente a sua fungdo como 6rgao enddécrino esta bem
estabelecida, interagindo com sistema imune e neuronal. O excesso de
energia consumido € convertido em moléculas de triacilgliceréis (TAG), sob
acao do horménio insulina, enquanto nos casos de restricdo energética, os
estoques de energia sao rapidamente mobilizados sob a influéncia das
catecolaminas e outros horménios lipoliticos. Os adipécitos sdo as unicas
células especializadas no armazenamento de lipideos na forma de TAG em
seu citoplasma, sem que sua integridade funcional seja prejudicada. Essas
células possuem enzimas e proteinas reguladoras necessarias para a sintese
de acidos graxos (lipogénese), para estocar TAG nos periodos em que a
oferta de energia é abundante, e para mobiliza-los pela lipdlise quando ha
déficit caldrico. A regulagao desses processos ocorre por meio de nutrientes e
sinais aferentes dos sistemas neurais e hormonais, conforme as
necessidades energéticas de cada individuo. O sistema nervoso autébnomo
tem controle direto sobre o tecido adiposo através de seus componentes
simpatico e parassimpatico. A inervacdo simpatica relaciona-se
principalmente com as acdes catabdlicas, tais como a lipdlise mediada pelos

receptores beta-adrenérgicos e dependente da atividade da enzima LHS?.
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Associado a inflamacao, existe importante lipdlise na caquexia, regulada e
ampliada através do aumento de atividade da LHS e da lipase de triglicerol do
tecido adiposo (ATGL), sob influéncia de citocinas como interleucina-1 beta
(IL-1B), IL-6, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interferon-gama (INF-y)?'.

O conhecimento sobre a capacidade de produgdo de um grande
numero de mediadores e citocinas pré e anti-inflamatérias pelo tecido
adiposo branco, a saber, TNF-q, IL-6, IL-1B, IFN-y, receptor soluvel de TNF-
a (sTNFR), receptor soluvel de IL-6R (slL-6R), receptor antagonista de IL-1
(IL-1ra), IL-4, IL-10 e IL-15%2, corroborou com o entendimento do papel do
tecido adiposo na sindrome da caquexia, e trouxe duvidas quanto a este
processo em areas corporais especificas, como o SNC.

Embora, na maioria das vezes esteja também associada a uma baixa
ingestdo de alimentos, a caquexia difere da inanicao por apresentar alteragbes
metabdlicas que a diferencia da resposta do organismo a baixa oferta de
calorias e nutrientes provenientes primordialmente de uma alimentagao
inadequada, o que faz com que a perda de massa magra ocorra de forma mais
intensa do que ocorreria em uma resposta normal a reduzida ingestdo de
alimentos?®. A sindrome da caquexia envolve também alteragdes imunes
(mediadas pelo processo fisiopatolégico, isto é, pelo tumor, ou por fatores
quimicos derivados do hospedeiro, como por exemplo, peptideos,
neurotransmissores, citocinas e fatores de mobilizagdo de lipidios)**. O
aumento do gasto energético de repouso nos pacientes caquéticos pode
ocorrer apesar da ingestdo dietética reduzida, indicando uma desregulagéo
sistémica do metabolismo do paciente. Durante a caquexia, o organismo é

mantido em um balango energético negativo constante?®.
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O sintoma mais notavel da caquexia é a perda rapida e progressiva
de peso; tal achado constitui um dos sinais que afeta mais da metade dos
pacientes com cancer, em estagio avangado na maioria das vezes. Essa
perda ponderal ndo se restringe ao progressivo desaparecimento de massa
gorda, mas também de massa magra, visto que nesta sindrome ha uma
importante degradagao proteica muscular, desencadeada por uma série de
alteragdes fisiologicas?®.

A ubiquitina, uma proteina encontrada nas células eucaribticas, é
constituida por 76 aminoacidos, e desempenha uma fungdo importante na
regulacdo de proteinas, pois esta envolvida na degradagédo proteica junto
com o proteossoma. A degradacgao proteica pela via ubiquitina-proteassoma
é feita em uma série de etapas, que resultam na ubiquitinacdo da proteina a
ser destruida, processo permite que a célula elimine proteinas de modo
bastante especifico, porém com perda de energia’.

Atualmente, a propria definicido da sindrome de caquexia enfatiza o
papel da inflamacdo crbnica, em paralelo a resposta de estresse
neuroendocrino. A sindrome caquética no cancer € entendida como um estado
inflamatério crénico, no qual o hospedeiro reage a presenga do tumor,
produzindo citocinas pro-inflamatérias, que seriam a principal causa do
desenvolvimento das alteracbes metabdlicas que levam ao desenvolvimento da
sindrome?’. As citocinas tém capacidade de induzir a produgéo de fatores de
crescimento, integrando o sistema imune®®?°, porém sua produgdo em
desbalanco pode trazer efeitos deletérios e, por vezes, irreversiveis ao

paciente’3°. Medzhitov¥' define inflamagdo como “um conjunto de reagdes
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bioldgicas que ocorrem em resposta a condi¢des adversas do organismo, como
infecgdes, injuria, estresse e alteragdes na fungao tecidual”.

O uso dos marcadores inflamatérios no cancer tem sido importante
tanto para o diagnéstico quanto para o prognéstico da evolugdo da
caquexia®®. Muitos mediadores pré-inflamatérios sdo estudados em modelos
experimentais animais, como TNF-a, IL-6, éxido nitrico e prostaglandina E
(PGE). As citocinas tém papel de grande importancia na patogénese da
caquexia. O TNF-a, as interleucinas, IFN-y e as prostaglandinas, levam a
diversos sintomas relacionados a sindrome’. Niveis séricos de IL-1, IL-6 e
IL-8, TNF-a, fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) se mostram
elevados em pacientes caquéticos3233,

Interleucina-1 beta é um mediador enddgeno derivado do macréfago,
envolvidos nas respostas dos hospedeiros a infeccédo e inflamacao. Estudos
in vivo tém sido consistentes em demonstrar que a IL-13 purificada ou
recombinante injetada via sistémica tem uma capacidade estimulante do
hormonio adrenocorticotrépico (ACTH)34.

Com provavel agdo neurobiolégica, o TNF-a, notabilizado por sua
citotoxicidade tumoral, € um potente mediador de inflamacédo, homeostase e
imunidade?®. TNF-a é uma proteina transmembrana de 26 KDa expressa por
mondcitos/macréfagos ativados, incluindo a micréglia do SNC, células NK e
T ativadas, mas também por uma variedade de células ndo imunes, como
células endoteliais e fibroblastos. A transcricio de RNAm TNF, é induzida
pelo fator nuclear-kB (NF-kB), c-Jun, proteina ativadora 1 (AP-1) e fator

nuclear associado a células T ativadas (NFAT)%.
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A sinalizacao TNF-TNFR leva a vias de sinalizacdo nao apoptéticas e
nao proliferativas, como as vias de esfingomielinase e a ativagdo de enzimas
5-lipoxigenase e fosfolipase A2, resultando na produgdo de &cido
araquidénico, acido 5-hidroxyeicosataetraenico (5-HETE) e leucotrienos pro-
inflamatdrios. A via esfingomielinase leva a produgao de glicerol diacil e,
posteriormente, a ativacao da proteina quinase C, e eventualmente NF-kB%.

Um estudo recente demonstrou o aumento da expressao génica da
subunidade p65 do NF-kB, TNF-a, IL-1B e CCL2, assim como proteinas
reguladoras da via NF-kB (IkB-a) no tecido adiposo subcutdneo de
individuos caquéticos com cancer3®,

Em consonancia com o exposto, verifica-se a importancia do
conhecimento entre a comunidade médica dos aspectos fisiopatoldgicos,
diagnodsticos e terapéuticos da caquexia, e quais condi¢gdes estdo associadas
as modificagbes enfrentadas pelo organismo humano sob o efeito crénico de
processos inflamatérios, que estdo imbricados na etiopatogenia de inumeras
doencas que fazem parte da pratica médica em algumas especialidades?.

Existem muitas formas de tratamento para pacientes oncoldgicos com
perda significativa de peso e com necessidade de suporte nutricional, como
por exemplo, o uso de medicamentos para ganho de apetite, horménios e
moduladores da resposta inflamatéria, como o acetato de megestrol,
canabindides, grelina, cloridrato de anamorelina, corticoides, inibidores de
cicloxigenase-2 (COX-2), inibidores de TNF-a e exercicio fisico de baixa
resisténcia®®. Contudo, os efeitos adversos e a necessidade de associagdo

entre os tipos de tratamento ainda colocam em xeque a efetividade dos
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métodos, e a possibilidade de uso de outras vias de acesso ao sistema
imunoldgico e a 6rgaos alvo é assunto de grande interesse clinico.

Os pacientes caquéticos sado frequentemente vistos como sem
prognéstico ou sem possibilidade terapéutica em atendimentos né&o
especializados em oncologia. Neste sentido, o estudo e compreensao dos
mecanismos entre inflamacgdo, caquexia e cancer podem mudar, em varios
aspectos, a abordagem destes pacientes, mas principalmente a visao dos
profissionais de saude frente ao ser humano com caquexia.

Em uma metanalise?®, avaliando a relacdo entre marcadores de
desnutricao e evolugao clinica em pacientes portadores de cancer com mais
de 70 anos, observou-se a falta de padronizagcdo dos estudos quanto a
avaliacao de ingesta, diferenciacdo entre desnutricdo e caquexia, assim
como resultados diversos ao tentar estabelecer correlacdo entre estado
nutricional, sobrevida e evolugdo clinica, mesmo com analise de
marcadores, como indice de massa corporal (IMC), albumina, hemoglobina e
escores de estado nutricional. Apesar de observancia corriqueira na pratica
clinica, ainda existe a necessidade de estudos bem parametrizados e em
centros de referéncia.

O Hospital Regional do Baixo Amazonas, campo de atuagao de coleta
deste estudo, é referéncia em oncologia na Regiao Norte, certificado Ona 3
e Unidade de Alta Complexidade em Oncologia (UNACON), atendendo mais
de 14 mil consultas em oncologia, e mais de 1.800 cirurgias oncolégicas ao
ano (Figuras 2 e 3), constituindo um cenéario propicio para o

desenvolvimento de pesquisa em oncologia.
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Fonte: Registro Hospitalar de cancer do Hospital Regional do Baixo Amazonas, 2019.

Figura 2 - Cirurgias Oncolégicas no HRBA
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Fonte: Registro Hospitalar de cancer do Hospital Regional do Baixo Amazonas, 2019.

Figura 3 - Sess6es de Quimioterapia no HRBA

3.3 Classificagao da Caquexia

Varias classificacbes e definicdes de caquexia sao amplamente
utilizadas na literatura, muitas vezes referidos como critérios de Evans,
Fearon e Cachexia Score (CASCO)%, contudo, a auséncia de definigbes e
critérios universalmente padronizados levam a uma dificuldade na
interpretacado de dados, sua classificagao e aplicabilidade clinica.

Fearon et al.® enfatizaram que a caquexia pode ser classificada em

trés estagios de evolugdo: a pré-caquexia, o estagio inicial da sindrome; a
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caquexia, o estagio seguinte, mais avangado, no qual a perda de peso é
mais proeminente; e a caquexia refrataria, acometendo pacientes em
doenca terminal e na qual ndo ha mais respostas do organismo as terapias.

Os estagios de caquexia em cancer sdo continuos e com relevancia
clinica: pré-caquexia, caquexia e caquexia refrataria. Na pré-caquexia, os
sinais clinicos e metabdlicos precoces (por exemplo, anorexia e tolerancia a
glicose prejudicada) podem preceder perda substancial de peso involuntéria
(ou seja, <5%). O risco de progressao varia e depende de fatores, como tipo
e estagio de cancer, presenca de inflamacédo sistémica, baixa ingestao
alimentar e falta de resposta a terapia anticancerigena®.

Pacientes que tém mais de 5% de perda de peso corporal nos ultimos
6 meses, ou IMC inferior a 20 kg/m? associada a perda continua de peso de
mais de 2%, ou sarcopenia e perda continua de peso de mais de 2%, mas
nao entraram no estagio refratario, sdo classificados como tendo caquexia3?.

A caquexia pode ser clinicamente refrataria como resultado de cancer
muito avangado (pré-terminal) ou a presenga de cancer que progride
rapidamente sem resposta a terapia anticancerigena. Esta etapa esta
associada ao catabolismo ativo, ou a presenca de fatores, que tornam o
manejo da perda de peso ndo mais possivel ou apropriado®.

A inflamagao sistémica esta relacionada ao estado nutricional,
destacando a relagdo entre proteina C reativa (PCR), forca muscular e
massa magra. Os pacientes com PCR >10 mg/L tém um indice de massa
magra menor (P < 0,001) e uma taxa mais rapida de perda de forga

muscular durante a evolugdo da sindrome®.
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O quadro clinico do paciente com caquexia (Quadro 2) tem em seu
cortejo habitual a perda de peso e comumente a de apetite, associados a
alteracgdes do paladar, astenia, fadiga, perda da competéncia imune, perda
de habilidades motoras e fisicas, apatia, desequilibrio i6nico, anemia,

nauseas, e disturbios no metabolismo proteico, glicidico e lipidico®®.
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Quadro 2 - Caracterizagao do quadro clinico do paciente com caquexia

Critérios Fenotipicos

Perda de massa magra/fungao

Critérios Etiologicos

Reducao da

Apresentacao da doencgal/inflamagao

Referéncias Perda de peso Baixo IMC
Evans 2008
Caquexia >5% em 12 <20 kg m?
meses
Fearon 2011
Pré-caquexia <5% NA

Caquexia >5% em 6 meses <20% kg por

m? e perda de

peso >2%

Escore de caquexia (CASCO) 2011

Sem caquexia <5% -

2 5% leve -
= 10% moderado

> 15% severo

2 20% terminal

Caquexia

Perda de forga muscular, medida
por dinamometria e testes de
forca

NA

indice de massa muscular
esquelética consistente com
sarcopenia (masculino <7,26
kg/m, feminino <5,45 kg/m e
perda de peso >2%)

Sem alteragdo em massa magra

Questionario QoL: alteragdes
leves

Perda de massa muscular > 10%

Performance de atividade fisica
total baixa, questionario forga de
aperto de mao, subida de escada
monitorada, caminha de 6 minutos
de distancia, questionario QoL
com deficiéncia severa/moderada

ingesta alimentar

Anorexia

Anorexia

Reducao de
ingesta alimentar

Questionario de
avaliagéo
nutricional
simplificado - Nao

Questionario de
avaliagao
nutricional
simplificado - Sim

Aumento de Proteina-C reativa ou Interleucina-6
Baixa albumina sérica (<3,2 g/L)

Mudancgas metabdlicas
Inflamagéo sistémica

5 mg/L < Proteina-C reativa < 10 mg/L
4 pg/mL < Interleucina-6 < 10 pg/mL
Albumina plasmatica < 3.2 g/dL
Pré-albumina plasmatica < 16 g/dL

Proteina-C reativa: 10 mg/L < Proteina-C reativa
< 20 mg/L, ou Proteina-C reativa > 20 mg/L,
Interleucina-6 plasmatica: 10 pg/mL <
Interleucina-6 < 30 pg/mL, ou Interleucina-6 > 30
pg/mL, Albumina Plasmatica = 3,2 g/dL, Lactato
Plasmatico > 2,2 mM, Triglicerideos Plasmaticos
> 200 mg/d, Anemia: Hemoglobina < 12g/dL,
Ureia plasmatica > 50 mg/dL

Estresse Oxidativo: Nivel plasmatico de Espécies
Reativas de Oxigénio > 300 FORT U, Teste de
Tolerancia a Glicose ou Indice HOMA: Alterado

Fonte: Adaptado de British Dietetic Association*
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3.4 Sistema Nervoso Central e Caquexia

Na presenca de inflamacgao, principalmente associada a infecgao,
ocorrem varias alteragdes, estratégia altamente organizada do organismo
para combater a injuria, que sdo mediadas pelo SNC como aumento da
temperatura corporal, aumento de ondas lentas do sono, ativacdo do eixo
hipotalamo-pituitario-adrenal, diminuicdo da atividade locomotora e da
alimentacdo, consumo e interagcbes sociais e alteragbes nos
neurotransmissores cerebrais*'.

A sindrome da caquexia €& multifatorial e envolve processos
neurolégicos, metabdlicos, imunolégicos e endocrinolégicos??38. Apesar da
frequente associagdao entre a caquexia e anorexia, nao € necessario que
coexistam; uma pessoa pode ter anorexia sem caquexia, como no uso de
quimioterapicos, ou ter caquexia apesar de se alimentar bem, por consumo
metabdlico aumentado. Contudo, se associam significativamente no
processo pelo qual o SNC e inflamagao interagem#*?.

A acdo das citocinas pro-inflamatdrias diretamente no sistema nervoso
central é referida como "a via humoral" na literatura. A principio, questionou-se
o fato de que as citocinas sdo capazes de atuar sobre o sistema nervoso
central, ja que a barreira hematoencefalica impede o acesso da maioria dos
fatores pré-inflamatérios sanguineos e células imunes ao cérebro. De fato, o
sistema nervoso central contém células imunocompetentes, que sdo capazes
de detectar patologias moleculares associadas a patdogenos e de produzir
fatores pro-inflamatodrios em resposta a lesdes e desafios inflamatorios. Além

disso, areas especializadas do cérebro, conhecidas como &rgaos
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circunventriculares, sao desprovidos de uma barreira hematoencefalica e,
desse modo, sdo facilmente acessados por padroes moleculares associados a
patégenos sistémicos, como lipopolissacarideo (LPS)*.

Existe a hipotese, baseada em estudos experimentais, de que as vias
vagais sao essenciais para a sinalizagdo no sistema nervoso central através
da producdo de citocinas periféricas. Sinalizacdo esta observada pela
geragcao do produto proteico do proto-oncogene c-Fos, utilizado como
marcador que permite a identificacdo anatdbmica de neurbnios ativados
funcionalmente no trato do nucleo solitario. TNF-a também por esta via,
pode ter grande importancia na fisiologia da inibicdo gastrintestinal. A
rapidez do efeito TNF-a injetado no sistema nervoso central na motilidade
gastrica, sugeriu que poderia afetar direta e rapidamente a taxa de disparo
de neurénios no complexo vagal dorsal®.

A sintese cerebral de citocinas tem sido demonstrada em modelos
experimentais de cancer, inflamacao periférica e durante a administracao
periférica de citocinas. Estes dados apontam um papel para as citocinas do
cérebro como mediadores de manifesta¢gdes neuroldgicas e neuropsiquiatricas
na doenga e na comunicagao ceérebro-periférica (por exemplo, através do
sistema nervoso auténomo)*. Mecanismos cerebrais que merecem atengdo
significativa na caquexia sdo aqueles que resultam em interagbes entre
citocinas, peptideos/neuropeptidios e neurotransmissores. Estas interacdes
podem resultar em atividades aditivas, sinérgicas ou antagbnicas e podem
envolver modificacdes de moléculas de transdugdo e mediadores

intracelulares?.
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Ainda existem duvidas se ha aumento de citocinas em fluido
cefalorraquidiano na presenca da caquexia. Entretanto, as citocinas atuam
predominantemente por modos paracrino, autocrino e intracrino, atividades
dificilmente detectadas na circulagdo sistémica*’, dificuldade agravada pelo
fato de as citocinas exibirem um padrao circadiano de circulagdo. Mesmo
com essas limitagdes, alguns estudos relataram niveis aumentados de
citocinas (no sangue e/ou liquido cefalorraquidiano) em estudos
experimentais com caquexia associada ao cancer. Este importante conceito
de producao local de citocinas no cérebro e citocinas como mediadores de
manifestagdes neuroldgicas e neuropsiquiatricas da doenga tem amplas
implicacdes*®. Este ambiente ainda é pouco estudado em seres humanos
com caquexia, pela dificuldade de obtencado de liquido cefalorraquidiano e
poucas indicag¢des de procedimentos cirurgicos em pacientes caquéticos.

Estudos experimentais demonstram que interagdes paracrinas no
cérebro representam um modo predominante de acdo das citocinas e
resultam na produgcdo de citocinas cerebrais em resposta ao
desenvolvimento do tumor periférico, ou seja, uma vez que a rede é ativada
dentro do cérebro através de sistemas de feedback positivo, as interagdes
paracrinas podem sustentar a produgao de citocinas independentemente das
concentracbes de citocinas na circulacdo. Este modelo também é
consistente com o padrdo em cascata associado com a producido de
citocinas. A mesma citocina, administrada por vias diversas, pode ter efeitos
até mesmo antagébnicos; a administragdo intracerebroventricular cronica de

IL-18, em doses que produzem concentragdes fisiopatolégicas passiveis de
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serem estimadas no liquido cefalorraquidiano, induz anorexia de longa
duragao associada a uma diminuigao consistente do peso corporal. O efeito
persiste no periodo de 7 dias de infusdo, contrario a administragao periférica
de IL-18 de longa duragdo, que esta associada ao desenvolvimento de
tolerancia. Estes dados sugerem que diferentes mecanismos séo ativados
com a administracdo de citocinas periféricas e centrais*®.

Os diversos padrdes e diferentes vias de alimentagcdes do sistema de
produgao de citocinas sao de grande interesse para entender a modulagao
dos processos centrais que possam ter repercussao sistémica, com tentativa
de controle ou amenizagao do catabolismo por caquexia tumoral. Esta bem
estabelecido que os animais de laboratério reduzem a sua ingestao
alimentar em resposta a administracdo periférica de citocinas pro-
inflamatdrias, tais como a IL-1B ou estimulantes da liberagdao de citocinas,
como LPS. Notavelmente, a administracdo de LPS reduz a frequéncia das
refeicdes, enquanto a da IL-1B reduz tanto a frequéncia como o tamanho
das refeicoes*®.

LPS e IL-1B induzem também uma aversido para um novo alimento ou
uma solugdo de sacarose®**?, inibem o comportamento motivado por
alimentos*®*, tornam o consumo de sacarose menos agradavel®!, e aumentam
a preferéncia por carboidratos e aversdo a algumas substancias®?3.

Células cerebrais capazes de produzir IL-1B sdo os macréfagos
perivasculares, células microgliais e macrofagos no plexo coroide e
meninges®*%°, microambiente este interagindo o processo inflamatério local

com o processo inflamatério sistémico.
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Estudos tém relatado a presenca de locais de ligagdo a IL-1B e
receptores (IL-1R) de forma proeminente em células endoteliais
cerebrais®®%’, plexo coroide e, em menor grau, em alguns neurbnios do
hipocampo, nicleo arqueado e amigdala. Ching et al.®® demonstraram que a
delecao seletiva de IL-1R em células endoteliais cerebrais previne febre
induzida por IL-1B8 e estimulagdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (este
estudo, no entanto, ndo avaliou a ingestdo de alimentos). Outro estudo
mostrou que a inibicao farmacolégica do NF-kB, um fator de transcri¢cao a
jusante da via de sinalizagdo da IL-1B em células endoteliais, atenua a
anorexia induzida por IL-1p*".

De forma semelhante, a anorexia induzida por LPS é atenuada em
camundongos que nao possuem MyD88*!, que é um componente molecular
critico da sinalizagdo de IL-1B e LPS em células perivasculares e
endoteliais®®. Todos os dados acima mencionados demonstram que a
sinalizacdo de LPS e IL-18 em células endoteliais do cérebro (e
possivelmente células perivasculares) desempenham um papel critico na
anorexia associada a inflamacdo. No entanto, estes dados nao explicam
como o LPS ou a IL-18 alteram, em ultima instdncia, a atividade dos
neurdnios envolvidos na alimentacao.

As citocinas também induzem a liberacdo de hormébnios que sao
considerados sinais de saciedade fisioldgicos, incluindo colecistoquinina,
glucagon, insulina e leptina, assim como também induzem mudancgas
metabdlicas e alteracbes no metabolismo de lipidios, carboidratos e

aminoacidos. Estas alteragdes metabdlicas mediadas por citocinas
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associadas a anorexia sao deletérias em longo prazo e podem contribuir
para a caquexia, através da lipolise e degradagao de proteinas do musculo
esquelético®.

A relagao fica evidente em estudos experimentais, onde a bidpsia de
tecido cerebral sem comprometimento neoplasico local é possivel, mas no
ser humano, a obtencao de tecido neuronal in natura associado a tumores
periféricos recairia sobre grave dificuldade ética; assim, o estudo do liquido
cefalorraquidiano de grande interesse.

A anorexia associada a inflamacgao refere-se a redugdo da ingestao
alimentar observada durante inflamacdo aguda e crbénica em humanos e
animais. Dados demonstram que a anorexia associada a inflamacgao resulta
diretamente da acdo de fatores pro-inflamatorios, principalmente citocinas e
prostaglandina E2, no sistema nervoso. Por exemplo, os fatores pro-
inflamatoérios mencionados acima podem estimular a atividade de neurdnios
sensoriais periféricos e induzir sua propria sintese de novo e a liberacdo no
parénquima cerebral e no liquido cefalorraquidiano. Em ultima analise, resulta
na mobilizagao de um circuito neural especifico que desliga o apetite®’.

Um estudo mostrou que a administragcao periférica de antagonistas de
receptores metabotropicos de glutamato atenua a anorexia associada a
inflamacg&o®?, efeito que pode ser explicado pela reducéo da neurotransmissao
glutamatérgica vagal e/ou espinhal. A implicagdo do nucleo do trato solitario
na sensibilidade imune também é demonstrada por estudos neuroanatémicos,
usando a expressao de c-fos como um marcador de ativacdo neuronal. Varios

investigadores tém relatado uma expressao robusta de c-fos no nucleo do
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trato solitario em seguida a uma inflamacgéo intraperitoneal®3%4. Do mesmo
modo, os ratos portadores de tumores apresentam expressao de c-fos no
nucleo do trato solitario®%6. A indugdo de c-fos no nucleo do trato solitario
apés LPS ou IL-1B intravenoso também & preservada em animais
vagotomizados®’, sugerindo que nem sempre & necessario um nervo vago
intacto para a estimulacao de neurdnios nucleo do trato solitario em resposta
a um desafio imune. Outras citocinas, como TNF-a e IL-6, reduzem de forma
similar a alimentagdo quando administradas de forma central®’. A IL-1B
orquestra a expressao de outras citocinas no cérebro e, mais importante, o
bloqueio do receptor IL-1B cerebral por seu antagonista enddgeno IL-1ra
impede parcialmente a anorexia induzida por LPS%’. O entendimento de que
os adipdcitos tém a capacidade de producao adipocinas, com influéncia direta
e indireta no processo inflamatodrio, exalta a possibilidade de que a reducéo de
tecido gorduroso na caquexia seja uma via de grande influéncia no complexo
sistema neuronal, humoral e imunoldgico da caquexia.

Para o entendimento da caquexia, € importante o conhecimento da
funcdo dos adipécitos na producdo de mediadores e horménios envolvidos
no metabolismo corporal. O tecido adiposo € um 6rgao metabdlico e
endocrino complexo, essencial e muito ativo, e dentre as principais
adipocinas secretadas pelo tecido adiposo destacam-se: adiponectina, que
influencia na sensibilizagdo insulinica e propriedades antiaterogénicas;
angiotensinogénio, que atua como percussor da angiotensina Il, e acumulo
de adipdcitos; proteina estimuladora de acilacdo, que influencia na sintese

de triacilglicerol no tecido adiposo; interleucina-6, mediador do processo
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inflamatdrio e influencia no metabolismo lipidico; leptina, que possui efeito de
sinalizagao cerebral do estoque de gordura corporal, além de influenciar na
sensibilizagao insulinica, regulagado do apetite e gasto energético; inibidor de
ativador de plasminogénio |, potente inibidor do sistema de fibrindlise;
resistina, que influencia o desenvolvimento a resisténcia insulinica por meio
de aumento da gliconeogénese hepatica; fator de necrose tumoral, que
interfere na sinalizacdo insulinica e possivel causa da resisténcia a insulina
na obesidade??.

IL-18 é sintetizada no hipotadlamo, juntamente com outras citocinas
pro-inflamatérias, incluindo TNF-a e IL-6, em resposta a estimulos
inflamatorios periféricos. A administragado intraperitoneal de LPS (5-10
Mg/camundongo) induziu uma redugdo dramatica, mas transitéria, na
ingestao de alimentos, associada a uma expressao importante de RNAm (IL-
1B, IL-6 e TNF-a) no hipotalamo®¢. No estudo experimental citado, a injegcao
intracerebroventricular com  antagonista do receptor IL-1B (4
Mg/camundongo) atenuou a depressao induzida por LPS intraperitoneal a
ingestdao alimentar e bloqueou a expressdo induzida de citocinas pré-
inflamatdérias medidas no hipotalamo dos camundongos mesmo com niveis
plasmaticos de IL-1B séricos aumentados, demonstrando capacidade de
regulacao local no SNC, com microssistema diverso do sistémico®.

Em estudo experimental com bloqueio da via NF-kB em SNC pelo
peptideo NEMO BINDING DOMAIN (NBD), a injecéo de IL-1B intraperitoneal
nao apresentou os efeitos comportamentais esperados ou sobre a ingesta

dos ratos. Estudos imunohistoquimicos de p65-NF-kB no cérebro destes
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ratos tratados mostraram que a ativacdo do NF-kB estava restrita a
populagdes celulares especificas nos 6rgaos centrunventriculares, na
barreira hematoencefalica e na interface entre o fluido cefalorraquidiano e o

parénquima cerebral*'.

3.5 Liquido Cefalorraquidiano

O liquido cefalorraquidiano (LCR), maior parte do fluido extracelular
do SNC, é um humor semelhante ao plasma (ultrafiltrado), presente nos
plexos ventriculares, canal central de medula e espaco subaracnoide,
formado dentro das cavidades ventriculares laterais, terceiro e quarto
ventriculos do SNC nos plexos coroides, por processos de difusdo,
pinocitose e transporte ativo3. Os plexos coroides sdo redes vasculares
recobertas de uma membrana que envolve o canal central da medula
espinhal e os ventriculos cerebrais’®®. A producédo de liquor ocorre por
filtracdo passiva do sangue pelo endotélio capilar coroide e pela secregao
ativa no endotélio, bombas, cotransportadores e antiportadores, canais
idnicos e aquaporinas estdo envolvidos no processo’.

A primeira puncao lombar (PL) para a obtencdo de LCR foi realizada
em 1891, por Quincke, para aliviar o aumento da presséao intracraniana em
criangas com meningite tuberculosa, liquido este encontrado nos ventriculos
€ no espaco subaracnoideo, sendo utilizada posteriormente em inumeras
formas de diagndstico e tratamento, pela intima relagdo com o SNC e
barreira hematoencefalica. Tumores, isquemias, hidrocefalias e infeccbes

podem alterar a produgéo e composicdo do LCR’.
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Um individuo produz, por dia, aproximadamente 500 mL de LCR,
estando distribuido 20 mL nos ventriculos de 120 mL a 150 mL no volume
total de LCR, podendo ser retirado 20 mL sem riscos importantes em
condigdes normais de pressao (menor que 60 mmHg - hipotensdo e maior
que 250 mmHg - hipertensao intracraniana); contudo, em duas horas apds
sua retirada, pode haver degradac¢ao ou modificagbes de células na amostra,
diminuicao da glicose e aumento de proteinas e bactérias, assim como o
congelamento pode levar a lise de células’. A bioquimica do LCR é
composta por aproximadamente 99% de agua e pequenas concentragdes de
magnésio, cloro, glicose, proteinas, aminoacidos, acido urico e fosfato. E
também responsavel pelo fornecimento de nutrientes e excrecdo de
produtos do metabolismo, manutencdo da homeostase e amortecimento do
SNC’#°. Quanto a celularidade do LCR, encontram-se hemacias e leucécitos
que sao quantificados por camaras de contagem apds devida centrifugagao.
Existem diversos tipos de camaras e métodos de contagem celular, sendo a
mais comumente utilizada a de Fuchs-Rosenthal®.

O entendimento que o LCR pode se comportar diferentemente do
soro, como por exemplo, na dosagem de gamaglobulina na neurossifilis e
esclerose multipla, traz a possibilidade da avaliacdo do papel de citocinas no
LCR em diferentes condigdes, como em pacientes inflamados por cancer e
caquexia. O LCR é produzido por filtracdo passiva e consequente fonte de
passagem de mediadores provenientes do sangue, e também por secregao

ativa pelo epitélio sob modulagédo neuroimunoenddcrina®®.
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A partir dos ventriculos laterais, o LCR circula para o terceiro
ventriculo pelo forame interventricular de Monro, e a seguir, para o quarto
ventriculo pelo aqueduto de Sylvius, e pelo canal central da medula. Passa
para o espago subaracnoideo através do forame de Magendie e depois para
a cisterna magna e pontina. E levado ent&o para a cisterna superior sob os
hemisférios cerebelares.

O fluxo é dependente do sistema arterial no plexo, que se da nos
ventriculos laterais para o terceiro e o quarto ventriculo, cisternas basais e
espacos subaracnoides espinhal e cortical. Existe uma microcirculacao local
que permite que o LCR do espago subaracnoide atinja o espago subapical
de Virchow-Robin e depois seja eliminado do cérebro. As vilosidades
aracnoides fazem a interface que elimina LCR para o sistema venoso’®. Este
ambiente favorece a uma relacdo intima entre o LCR e o SNC,
principalmente como via de troca molecular.

No presente estudo, o acesso ao liquido cefalorraquidiano foi realizado
por puncdo durante a realizagdo de raquianestesia. E necessario, entdo, citar
as contraindicacdes absolutas e relativas deste tipo de anestesia. Absolutas:
recusa do paciente, infeccdo em sitio de puncgéo, coagulopatias e pressao
intracraniana elevada. Relativas: infeccao em sitio anatdmico distante de sitio
de pungdo, doenga neuroldgica indeterminada ou em progresséao, hipovolemia
e duragdo nado estimada de procedimento cirtrgico’’. Como este tipo de
anestesia pode causar hipotermia, redistribuicdo de fluxo e vasodilatagao
periférica, disturbios cardiovasculares e neuroldgicos, consequentemente seu

emprego deve ser limitado em pacientes oncoldgicos e caquéticos.
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Quadro 3 - Valores de referéncia do LCR

Parametros Valores de referéncia
Cor Incolor
Aspecto Limpido

Proteinas totais

Albumina
Glicose
Acido Latico
Cloretos
LDH

Glutamina
Leucdcitos

Citologia diferencial

Adultos - 1-45 mg/dL
Adultos >60 anos -15-60 mg/dL
Neonatos 15-100 mg/dL
10-30 mg/dL
50-80 mg/dL
9-26 mg/dl,1,13-3,23 mmol/L
115-130 mmol/L
0-25 U/L
LDH1>LDH2>LDH3>LDH4>LDH5
15-20 mg/dL
<01 ano:0-30/uL
1-4 anos: 20//uL
5 anos até a puberdade: <10//pl
Adultos: 0-5 //uL
Adultos:
Linfocitos 60% + 20%
Mondcitos 30% £ 15%
Neutrofilos 2% + 4%
Neonatos:
Linfécitos 20% + 15%
Mondcitos 70% + 20%
Neutrdéfilos 4% + 4%

Fonte: Kjeldsberg e Knight”?




4 METODOS
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4.1 Desenho do Estudo

O presente estudo é de carater longitudinal, prospectivo e
translacional aprovado no Comité de Etica da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (CAAE 78485517.4.3001.5467), em que foram
coletadas amostras de 105 pacientes, de ambos os sexos, com idade entre
18 e 85 anos, e divididos em trés grupos: a) pacientes controle sem cancer
ou caquexia (Controle, Ct), b) pacientes com cancer sem caquexia (CSC) e
c) pacientes com cancer e caquéticos (CC) (Anexo A). Os voluntarios
recrutados sdo pacientes do ambulatério de oncologia do Hospital Regional
do Baixo Amazonas Dr. Waldemar Pena com cancer independente do
estadio clinico, e sem interferéncia na conduta médica terapéutica. Os
pacientes foram informados sobre o estudo e convidados a participar. E,
uma vez assinado o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE),
foram entdo incluidos no estudo (Anexo B). No momento da cirurgia, durante
a raquianestesia foi realizada a coleta do liquido cefalorraquidiano de todos
os pacientes (precedendo a injegcdo de anestésico). As amostras foram
armazenadas em freezer a -80°C e nitrogénio liquido.

Os pacientes selecionados foram divididos em trés grupos, como

descrito acima:
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- Grupo | (Controle): pacientes ndo caquéticos submetidos a cirurgia
para corre¢cao de hérnias da parede abdominal e colecistectomias
(n=43).

- Grupo Il (CSC): paciente com cancer e sem caquexia (n=13).

- Grupo Il (CC): Pacientes com caquexia e cancer (n=49).

4.2 Critérios para Diagnosticar a Caquexia

Foram utilizados os seguintes critérios de caquexia:

- Variagcao no peso corporal: perda involuntaria de peso nos ultimos
6 meses maior ou igual a 5% da massa corporal inicial.

- IMC: menor que 20 kg/m? para pacientes com menos de 65 anos e
menor que 22 kg/m? para pacientes com idade maior ou igual a 65
anos. IMC= Peso (kg) /Altura? (m).

E ao menos trés dos seguintes critérios:

- Diminuig¢ao da forca muscular.

- Fadiga.

- Anorexia.

- Baixo indice de massa corporal livre de gordura.

- Concentragao plasmatica de albumina: concentracdo menor que 35
g/dL.

- Evidéncia de inflamacdo — concentracdo plasmatica elevada de
PCR >5mg/L.

- Anemia, Hb<12 g/dL.
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4.3 Critérios de Inclusao e de Exclusao

Foram considerados os seguintes critérios de inclusao:

Idade entre 18 e 85 anos.

- Pacientes com cancer com ou sem caquexia atendidos no HRBA.

- Pacientes submetidos a cirurgia curativa ou paliativa com
possibilidade de coleta de liquido cefalorraquidiano no ato
anestésico.

- Assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.

No grupo controle os critérios de inclusao foram pacientes submetidos

a cirurgias eletivas de vesicula biliar e hérnias, entre 18 e 85 anos, sem
histérico de perda de peso atual e sem patologia inflamatéria associada.

Foram considerados os seguintes critérios de exclusao:

- Sepses (definida de acordo com os critérios da Society of Critical
Care Medicine e American College of Chest Physicians, 1992).

- Vigéncia de coagulopatia grave com RNI >2,0 ou plaquetopenia <

40.000.

- Insuficiéncia cardiaca descompensada.

Doengas hematolégicas primarias.

Insuficiéncia renal moderada (creatinina acima de 2 mg/dL).

- Dependéncia de suporte organico, como circulatorio ou ventilatorio.
- Gravidez.

- Uso crénico de anti-inflamatorio.

- Participagao em outro ensaio clinico.

- Uso de quimioterapia nos ultimos trés meses.
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- Acidente de pungao com comprometimento da amostra de LCR.
- Uso de anticoagulante.
- Aumento de presséo liqudrica de qualquer etiologia.

- Doenga infecciosa ou cirurgia prévia do SNC.

4.4 Selecgao

Todos os pacientes foram submetidos a uma avaliagao clinica, com
obtencdo da anamnese e exame fisico, avaliacdo laboratorial rotineira com
hemograma completo, proteinas totais e albumina, bilirrubinas, tempo de
protrombina, AST, ALT, fosfatase alcalina, gama-glutamil transferase, sodio,
potassio, ureia, creatinina e PCR. Todas essas analises foram realizadas no
préprio hospital, previamente a cirurgia. Os pacientes (exceto os dos grupos
controles) foram submetidos a exames de imagem, conforme a necessidade
da doenca de base. Os pacientes foram avaliados por indices
antropomeétricos e definicdo de IMC por formula habitual.

Os pacientes diagnosticados com cancer com e sem caquexia foram
submetidos a aplicacdo do questionario de qualidade de vida European
Organization for Research and Treatment of Cancer-Quality of Life
Questionnaire Core 30 (QLQ-C30) (Anexo C).

Apos a selecdo, os voluntarios entendendo e concordando com a
participagdo no projeto, assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido TCLE, seguindo-se entdo as coletas de dados clinicos,

laboratoriais e de amostras, conforme descricdo nos métodos.
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4.5 Coleta de Liquido Cefalorraquidiano

Foram coletados 2 mL de liquido cefalorraquidiano, que foi aspirado
por meio de puncdo subaracnoidea durante o ato anestésico, antes da
infusdo de qualquer farmaco por esta via. Os preparos necessarios para a
raquianestesia foram: a) o paciente manteve jejum absoluto durante as doze
horas que antecederam o procedimento; b) o paciente foi para a anestesia
de bexiga vazia, porque até passar o efeito da anestesia ele poderia ter
dificuldade para urinar. No centro cirurgico, o paciente recebeu uma sedagéao
venosa. Entdo, deitado em decubito lateral e curvado para frente, uma fina
agulha (n25) foi introduzida nas suas costas, apds anestesia da pele e
subcutaneo com lidocaina, no intervalo entre as ultimas vértebras lombares
(L3/L4; L4/L5), até o canal medular, no espago onde circula o liquor e onde
foi colhido o liquor e depois injetado o anestésico. Mesmo com baixo risco,
os pacientes do estudo realizaram este procedimento independentemente do
estudo, por indicacdo médica do tratamento, sem somacgao de qualquer risco
pela pesquisa. O liquor foi transferido ao criotubo, e mantido em nitrogénio
liquido e freezer -80 graus celsius para posterior analise de expressao
génica e proteica. Durante a coleta de LCR foram observados os possiveis
traumas, assim como sangramento que pudesse interferir nas amostras,
como também o aspecto da amostra, somente sendo utilizadas as amostras

limpidas, ndo xantocrémicas.
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4.5.1

Técnica de pung¢ao lombar

Paciente em decubito lateral ou ventral, ou sentado em postura
ereta.

Palpacao das cristas iliacas identificagao de espaco intervertebrais
L1-L2 a L4-L5.

A agulha espinhal pode ser inserida com seguranga no espago
subaracnoideo em L3-4 ou no interespacgo L4-5.

Assepsia e antissepsia da pele sao feitas com solugao alcodlica ou
clorexidina, campo fenestrado estéril e luvas esterilizadas.

O botao anestésico foi realizado com xilocaina ou lidocaina sem
vasoconstritor.

Introdugdo da agulha espinhal de calibre 20 ou 22 entre os
processos espinhais das vértebras.

Sente-se uma firme resisténcia no ligamento amarelo, seguida de
uma leve resisténcia quando a agulha ultrapassa a dura-mater e a
aracnoide.

Retira-se o mandril, o LCR comeca a escoar.

O fluido entao é coletado em tubos plasticos estéreis. Um total de 2
mL neste estudo.

Apos coleta do LCR e injecéo de liquido anestésico, a agulha é

retirada com ou sem a introdu¢do do mandril.

Aproximadamente 10% a 30% dos pacientes, mesmo com todos

esses cuidados, podem apresentar cefaleias.
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4.6 Analises Laboratoriais

O estudo constou de avaliagdo clinica e laboratorial completa,
previamente a cirurgia, independente da pesquisa, assim como
estadiamento neoplasico conforme protocolo do servico de oncologia do
HRBA (American Joint Committee on Cancer /AJCC /UICC TNM). Os
exames laboratoriais consistiram em hemograma completo, bilirrubinas
séricas, tempo de protrombina, glicemia, ureia, creatinina, proteinas totais e
albumina, concentragcao sérica de aminotransferases, fosfatase alcalina,
niveis de gama-glutamil transferases, PCR, assim como coleta de liquido

cefalorraquidiano durante a anestesia, sem alterar a programagao cirurgica.

4.7 Determinacao do Perfil de Citocinas no Liquor

Os ensaios do MAGPIX® sao essencialmente imunoensaios
formatados em esferas magnéticas. O principio do ensaio € semelhante a
metodologia do ELISA em sanduiche. Os anticorpos de captura dirigidos
contra o biomarcador desejado sao acoplados covalentemente as esferas.
Os granulos acoplados reagem com a amostra que contém o biomarcador
de interesse. Apdés uma série de lavagens para remover a proteina nao
ligada, é adicionado um anticorpo de detecgao biotinilado para criar um
complexo de sanduiche. O complexo de deteccdo final € formado com a
adicao de conjugado estreptavidina-ficoeritrina (SA-PE). A ficoeritrina atua
como um indicador fluorescente.

O liquido cefalorraquidiano foi incubado com a mistura de

microesferas Magplex® e coberto com os anticorpos especificos por 2 horas.
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A deteccao de antigenos-alvo ligados as microesferas foi realizada com uma
mistura de anticorpos de captura biotinilados apds incubacédo por 1 hora;
seguida por incubagao com estreptavidina marcada com ficoeritrina, durante
30 minutos. As microesferas foram entdo analisadas com o equipamento
Magpix® (Life Technologies, Grand Island, NY, USA). Cada valor de citocina
foi corrigido para a concentragao de proteina total pelo método de Bradford.
O painel de citocinas e quimiocinas analisadas foi composto por IL-1(3,
IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IP-10, IL-12p40, IL-12p70, IL-13, IL-15,
IL-17A, TNF-a, TNF-B, EGF, VEGF, Eotaxina, G-CSF, GM-CSF, IFNa2, IFN-

Y, MCP-1, IP-10 e MIP-10.

4.8 Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como média + erro padrao da
média (EPM) ou mediana [primeiro quartil; terceiro quartil] e analisados
estatisticamente com software GraphPad Prism/GraphPad Software Versao
8.2.1 Copyright®, 1992-2020. Uma analise preliminar foi realizada para
verificar que as premissas de normalidade ndo fossem violadas (teste de
Shapiro-Wilk). Os testes ANOVA ou Kruskal-Wallis de uma via com
comparagdes multiplas foram empregados para dados paramétricos e nao
paramétricos, respectivamente. Comparagdes pareadas post hoc (teste de
Tukey para dados paramétricos ou Teste de Dunn para valores nao
paramétricos) foram realizadas quando apropriado. A significancia foi

considerada com valor de p <0,05.



5 RESULTADOS
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5.1 Dados Epidemiolégicos

Participaram deste projeto 105 pacientes, sendo 43 pacientes do
grupo controle, 13 do grupo de pacientes com cancer sem caquexia, e 49
pacientes com cancer e caquexia. Destes pacientes, 52 eram mulheres e 53
homens. A idade maxima foi de 82 anos e a minima de 23 anos.

O grupo controle, formado por individuos sem cancer, foram
representados por 23 (53,4%) de individuos do sexo feminino e 20 (47%) de
individuos do sexo masculino. Esses voluntarios foram submetidos a
procedimentos cirurgicos para tratamento de colelitiase (n=22), hérnia
epigastrica (n=2), hérnia umbilical (n=4) e hérnia inguinal (n=15). A média de
idade neste grupo foi de 47,81+2,32, a média de peso de 70 [48; 75] e a
média de IMC de 25.12 [24,30; 26,05].

O grupo formado por voluntarios com cancer sem caquexia, foram
representados por 7 (54%) da amostra composta por individuos do sexo
feminino e 6 (46%) de individuos do sexo masculino. Neste grupo 6 (46%)
dos pacientes apresentavam tumores de estémago, 1 (7,7%) tumor de colo
de utero, 1 (7,7%) CA de endométrio, 2 (15,5%) sarcoma de perna, 1 (7,7%)
tumor no figado, 1 (7,7%) de tumor de eséfago e 1 (7,7%) tumor de reto. A
média de idade neste grupo foi de 56,31+£3,8 anos, a mediana de peso dos

pacientes de 60 [58,5; 75,5] kg e IMC de 22,94 [21,59; 24,68]. No que se
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refere ao estadio do tumor 3 (23%) dos voluntarios apresentavam cancer em
estadio Il, 7 (54%) apresentaram estadio lll e 3 (23%) estadio IV.

Com relagéo ao grupo de individuos com cancer e caquexia, 27 (55%)
desta amostra composta por individuos do sexo masculino e 22 (45%) do
sexo feminino. Quinze (31%) destes voluntarios apresentavam cancer de
estébmago, 3 (6,2%) tumor de reto, 3 (6,2%) tumor de canal anal, 5 (10,2%)
tumor de colon, 1 (2%) tumor de préstata, 1 (2%) tumor de pulméo, 2
(10,2%) tumor de esobfago, 2 (10,2%) tumor de colo uterino, 1 (2%) tumor de
ovario, 2 (4%) tumor de hipofaringe, 1 (2%) tumor de orofaringe, 1 (2%)
tumor de laringe, 1 (2%) tumor de pancreas, 1 (2%) tumor de partes moles, 2
(4%) tumor de papila, 1 (2%) tumor de adrenal e 1 (2%) de sarcoma de
perna. A média de idade neste grupo foi de 58,69+2,06 anos e a média de
peso dos pacientes 53 [47; 62] kg e IMC de 20,43 [17,76; 23,09]. No que se
refere ao estadio do tumor 8 (16%) estadio Il, 20 (41%) estadio lll e 21 (43%)

dos voluntarios apresentavam cancer em estadio IV (Tabela 1).
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Tabela 1 - Caracteristicas gerais dos pacientes

(0 csC cC
(n = 43) (n=13) (n = 49) P
Mulheres (n) (%) 23 (53%) 7 (54%) 22 (45%) 0,0787
Homens (n) (%) 20 (47%) 6 (46%) 27 (55%) 0,1035
Idade (anos) 47.81+2.32 56.31+3.8 58.69+2.06 0,002 @
Peso (kg) 70 [48; 75] 60 [58,5; 75,5] 53 [47; 62] <0,0001 @
IMC (kg/m?) [24,3?(?;' 1226,05] [21,5?5{%1,68] [17,72g;'g,09] <0,0001°
Patologia (localizagao) (n) (%)

Colelitiase 22 (51,16%) N.A. N.A.
Hérnia epigastrica 2 (4,65%) N.A. N.A.
Hérnia umbilical 4 (9,3%) N.A. N.A.
Hérnia inguinal 15 (34,88%) N.A. N.A.
CA Orofaringe N.A. 0 1(2%)
CA Hipofaringe N.A. 0 2 (4%)
CA Laringe N.A. 0 1(2%)
CA Esofago N.A. 1(7,7%) 5(10,2%)
CA Pulmao N.A. 0 1(2%)
CA Estébmago N.A. 6 (46%) 15 (31%)
CA Pancreas N.A. 0 1(2%)
CA Figado N.A. 1(7,7%) 0 0,0012°
CA Colo uterino N.A. 1(7,7%) 5(10,2%)
CA Endométrio N.A. 1(7,7%) 0
CA Ovirio N.A. 0 1(2%)
CA Prostata N.A. 0 1(2%)
CA Colon N.A. 0 5(10,2%)
CA Reto N.A. 1(7,7%) 3 (6,2%)
CA Canal anal N.A. 0 3 (6,2%)
Papiloma N.A. 0 2 (4%)
CA Adrenal N.A. 0 1(2%)
CA Partes moles N.A. 0 1(2%)
Sarcoma de perna N.A. 2 (15,5%) 1(2%)

Estadiamento tumoral (TNM) (n) (%)
I N.A. 0 0
Il N.A. 3 (23,08%) 8 (16,33%) 01367
1 N.A. 7 (53,85%) 20 (40,.82%) ’
v N.A. 3 (23,08%) 21 (42,86%)

Comorbidades (n) (%)

HAS 6 (13,95%) 2 (15,38%) 16 (32,65%)
DM 1(2,33%) 1(7,69%) 1(2,04%)
HAS + DM 1(2,33%) 2 (15,38%) 3 (6,12%)
HAS + Dislipidemia 0 0 2 (4,08%) 0,2998
HAS + Glaucoma 0 0 1(2,04%)
DRC Dialitica 0 0 1 (2,04%)
N.A. 35 (81,4%) 8 (61,54%) 25 (51,02%)

Dados expressos em média + erro padrdao da média (EPM) ou mediana [1° quartil; 3° quartil]. p: nivel de
significancia dos testes 1-way ANOVA, Kruskal-Wallis e teste T de uma amostra (para sexo). ? diferenca
estatistica do grupo CC em relagédo ao grupo Ct; ° diferenca estatistica do grupo CC em relagdo ao grupo
CSC. TNM: Tumor-linfonodo-metastase (sistema internacional de classificagdo de tumores malignos); CA:
cancer; HAS: hipertensao arterial sistémica; DM: diabetes mellitus; DRC: doenga renal crénica; N.A.: ndo se
aplica.
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Ao avaliarmos a idade dos voluntarios, pacientes do grupo com
cancer e caquexia, apresentaram maior faixa etaria quando comparados aos
pacientes do grupo controle, p=0,002. Pacientes do grupo cancer com
caquexia apresentaram menor peso em relagdo aos pacientes do grupo
controle, p<0,0001. Essa diferenca foi observada também ao avaliarmos o
indice de massa corporal — IMC, sendo que pacientes do grupo com cancer
€ caquexia apresentaram menores valores quando comparado aos

individuos do grupo controle, p<0,0001 (Gréfico 1).

Grafico 1 - Dados antropométricos
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A) idade, B) peso e C) indice de massa corporal - IMC de individuos dos grupos controle (Ct),
cancer sem caquexia (CSC) cancer e caquéticos (CC). Dados expressos em média £+ EPM ou
mediana [1° quartil; 3°quartil], p=nivel de significancia do teste 1-Way ANOVA e teste de Kruskal-
Wallis, **p=0,002 e ****p<0,0001.

5.2 Dados Clinicos

Todos os voluntarios foram submetidos a exames laboratoriais de
hemograma completo, a analise comparativa dos dados demonstrou que os
individuos do grupo CC apresentaram aumento significativo nos niveis da
proteina C-reativa, PCR (Ct:1,5 [0,55; 3,45]; CSC: 4 [1,2; 6,3]; CC: 42 [22,85;
83,10]; p<0,0001) quando comparados com os individuos do grupo controle,

e grupo de pacientes com cancer sem caquexia. No que se refere as
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concentracbes séricas de albumina, foram observadas diferengas
significativas entre o grupo CC vs. Controle e CSC. Controle: 3,99+0,052;

CSC: 3,82+0,11; e CC: 3,09+0,09; p<0,0001 Grafico 2).

Grafico 2 - Dados bioquimicos
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A. Concentragdo sérica de proteina C reativa (mg/L) de individuos dos grupos Ct, cancer sem
caquexia (CSC) e cancer e caquexia (CC). Os dados correspondem a média + EPM ou a
mediana [1° quartil; 3° quartil]. P nivel de significAncia dos testes 1-way ANOVA e Kruskal-
Wallis, ****p<0,0001.

As concentragbes séricas de glicose nao apresentaram diferenga
estatistica entre os grupos, mas observa-se uma tendéncia a ser menor nos
pacientes do grupo CC em relagao aos pacientes do grupo controle, p=0,07.
As concentragdes de ureia e creatinina nao foram estatisticamente diferentes

entre os grupos, p=0,93 e p=0,40 respectivamente, conforme Grafico 3.
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Grafico 3 - Dados bioquimicos para diagnéstico da caquexia
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A. Concentracdo sérica de glicose (mg/L), B. concentragéo de ureia (mg/dL) e C. Creatinina
(mg/dL). Ct, grupo controle; CSC, grupo cancer sem caquexia, e CC, grupo cancer e caquexia.

Os dados correspondem a mediana [1° quartil; 3° quartil]. P nivel de significAncia do teste
Kruskal-Wallis.

A analise do hemograma dos pacientes demonstrou que pacientes do
grupo CC apresentaram valores reduzidos de hemacias (Ct: 4,83+0,08,
CSC: 4,29+0,13, CC: 3,71+0,09, p<0,0001), hemoglobina (Controle: 14,60
[13,3; 15,4], CSC: 12,7 [10,9; 13,8], CC: 9,8 [8,85; 11,53], p<0,0001), e
hematdcritos (Ct: 45,1 [41; 47], CSC: 36,5 [35,5; 41,5] e CC: 31,65 [28,85;
36,1], p<0,0001) quando comparados aos pacientes do grupo Ct e CSC.
Estes dados também foram observados em pacientes do grupo CSC em

relacdo ao grupo Ct, reforcando a presenga de anemia associada ao cancer

nesses pacientes (Grafico 4).

Grafico 4 - Dados do hemograma
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(A) concentragédo de hemacias (m/mmd), (B) concentragcdo de hemoglobina (g/dL), (C) hematdcrito
(%). Os dados correspondem a média * erro padrdo ou a mediana [1° quartil; 3° quartil]. P nivel de
significancia dos testes Anova One Way e Kruskal-Wallis, *p=0,02, **p<0,01, e ****p<0,0001.



RESULTADOS - 51

A hemoglobina corpuscular média (HCM) (Ct: 30,4 [29,05; 31,8], CSC:
29 [27,1; 32], CC: 28,6 [24,95; 31], p=0,014) e a concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) também se apresentaram
diminuidas no grupo de pacientes com cancer e caquexia em relagdo aos
pacientes do grupo controle (Ct: 32,4 [31,7; 33,6], CSC: 32 [30,85; 34,65],
CC: 31,3 [30,35; 32,55], p=0,0018). A amplitude de distribuicdo dos
eritrocitos (RDW) também apresentou valores reduzidos em pacientes do
grupo CC comparado com o grupo de pacientes controle (Ct: 12,8 [12,4;
13,3], CSC: 13,35 [12,6; 14,4], CC: 14,2 [13,7; 15,6], p<0,0001). Esses
dados reforgcam a presenca de anemia nesse grupo de pacientes justificando
sua inclusao no grupo experimental. Ao avaliarmos o volume corpuscular
médio (VCM) apresentou tendéncia a ser menor nos grupos CSC em relagéo

aos pacientes do grupo controle (Grafico 5).
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Grafico 5 - Dados do hemograma

A. * B. 40— *
40+ l—l ' '
35
2.
g Q 304
20 =
3 O 254
I
T o
10 20
0+——7— 15—
Ct CSC cC Ct CSC CcC
C. 20- |—|**** D. 120-
T 1104 —_
18
— —~ 100-
X 164 £
2 . S 90- .
) a O
12 L1 70 1
10 T T T 60 T T T
Ct CSC cCC Ct CSC cCC

(A) hemoglobina corpuscular média (HCM), (B) concentragdo da hemoglobina corpuscular
média (CHCM), (C) amplitude de distribuicdo dos globulos vermelhos (RDW) e (D) volume
corpuscular médio (VCM). Dados expressos em mediana [1° quartil; 3° quartil]. P nivel de
significancia do teste Kruskal-Wallis, *p=0,01 e ****p<0,0001.

Pacientes do grupo CC apresentaram maior quantidade de leucdécitos
em relagdo ao grupo CSC (Ct: 7,7 [5,9; 10,2], CSC: 7,3 [5,5; 8,5] e CC: 9,2
[6,4; 11,3], p=0,039), a quantificagdo de basofilos também foi maior no grupo
CC em comparagao aos grupos controle e CSC (Ct: 0,3 [0,2; 0,5], CSC: 0,3
[0,2; 0,48] e CC: 1,4 [0,65; 2,45], p<0,0001. Pacientes do grupo CC também
apresentaram aumento significativo de plaquetas em relagdo ao grupo
controle (Ct: 265 [212,2; 291,3], CSC: 269 [198; 350], CC: 327 [223,5; 474],
p=0,0034), e segmentados em comparag¢ao aos grupos controle e CSC (Ct:

57,4 [50,8; 64,5], CSC: 54,4 [47,9; 70,05], CC: 72,1 [62,5; 88,4], p=0,005).
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Em contrapartida, a quantidade de eosindfilos foi estatisticamente
menor no grupo CC em relagédo ao grupo controle (Ct: 2,4 [1; 5], CSC: 2,35
[1,6; 4,335 e CC: 1,4 [0,65; 2,45], p=0,016), essa redugéo significativa
também foi observada no numero total de linfécitos no grupo CC em relagao
aos individuos do grupo controle e CSC (Ct: 32,9 [23,4; 40,3], 28,8 [21,85;
39,4], CC: 17,7 [7,6; 24,58], p<0,0001).

Nao foi observada diferenca estatistica no numero total de mondécitos

(p=0,69) (Gréafico 6).

Grafico 6 - Dados do hemograma
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(A) Numero total de leucocitos (mm?3), (B) Porcentagem de basofilos, (C) Porcentagem de
plaquetas, (D) Porcentagem de segmentados, (E) Porcentagem de eosindfilos, (F) Porcentagem
de linfécitos e (G) Porcentagem de mondcitos. Ct: grupo controle, CSC: grupo de pacientes com
cancer e sem caquexia, CC: grupo de pacientes com cancer e caquéticos. Os dados
correspondem a mediana [1° quartil; 3° quartil]. P nivel de significancia do teste Kruskal-Wallis,
*p<0,05 **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001.
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5.3 Dados da Qualidade de Vida

A aplicacdo do questionario de qualidade de vida QLQ-C30
relacionado a escala funcional, o qual aborda aspectos emocionais,
cognitivos, fisicos e sociais revelou que pacientes do grupo cancer e
caquexia apresentam menor pontuagdo em relagéo aos pacientes do grupo
cancer sem caquexia. Valores mais baixos estdo relacionados a menor
qualidade de vida (CSC: 71,11 [51,67; 95,56], CC: 54,44 [34,44; 66,67],
p=0,045).

Os dados do questionario relacionados a sintomas, que abordam
informacdes a percepcao de fadiga, dor, nauseas e vémitos apresentou
escore maior para pacientes do grupo de pacientes com cancer e caquexia
em relagdo aos pacientes do cancer sem caquexia (CSC: 23,08 [10,9;

58,33], CC: 41,03 [32,69; 67,95], p=0,040) (Gréafico 7).

Grafico 7 - Percepgao da qualidade de vida
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Dados expressos em mediana [1° quartil; 3°quartil], p=nivel de significancia do teste Mann-
Whitney. QLQ-C30 EF: escala funcional do questionario de qualidade de vida; QLQ-C30 ES:
escala de sintomas do questionario de qualidade de vida; * diferenga significativa do grupo CC
em relagdo ao CSC.
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5.4 Avaliagao dos Pacientes pela Escala de Progndstico de Glasgow

O perfil da inflamacado sistémica e nutricional dos pacientes foi
avaliado também pela escala de Glasgow. The Glasgow Prognostic Score
(GPS) é um método que utiliza as seguintes escalas de scores, PCR =2 10 e
albumina = 3,5 = 0, PCR < 10 mg/L e albumina < 3,5 ou PCR >10 e
albumina >3,5 = 1; PCR > 10 e albumina < 3,5 mg/L = 2. A avaliagao pelo
The Modified Glasgow Prognostic Score (mGPS) apresenta as seguintes
pontuagdes: PCR < 10 mg/l e albumina = 3,5; PCR > 10 e albumina > 3,5;

PCR > 10 e albumina < 3,5 (Tabela 2).

Tabela 2 - Escore prognodstico de Glasgow modificado

PCR (mg/L) Albumina (g/dL) Escore prognéstico
de Glasgow
<10 - 0
>10 23,5 1
>10 <3,5 2

Fonte: Adaptado de Mcmillan”

Os dados do GPS apresentaram diferenca estatistica entre os grupos
com p<0,0001. Pacientes do grupo controle apresentaram o seguinte perfil
na escala GPS: 74,4% apresentaram score 0, o0s pacientes que
apresentaram score 1 representaram 25,6%, e nenhum paciente apresentou
score 2. Pacientes do grupo cancer sem caquexia representaram 69,3% com
score 0, score 1 foram 30,7%, e nenhum paciente apresentou score 2.
Entretanto dos pacientes do grupo céncer e caquexia que apresentaram
score 0 foram 6,12%, os que apresentaram score 1 foram 30,61%, e 63,27%

dos pacientes do grupo CC apresentaram score 2.
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A avaliacdo do mGPS também apresentou diferenca estatistica entre
0s grupos, sendo p<0,0001. Os pacientes do grupo controle que
apresentaram score 0 foram 83,72%, os que apresentaram score 1 foram
16,28%, e nenhum paciente apresentou score 2. Pacientes do grupo cancer
sem caquexia representaram 92,31% com score 0, score 1 foram 7,69%, e
nenhum paciente apresentou score 2. Ja o grupo de pacientes com cancer e
caquexia que apresentaram score 0 foram representados por 16,33% dos
pacientes, os que apresentaram score 1 foram 20,41%, e 63,27% dos

pacientes do grupo CC apresentaram score 2 (Grafico 8).

Grafico 8 - Avaliagao pela escala de Glasgow
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Os dados foram expressos através do teste Qui-quadrado, e representam a porcentagem de
pacientes nos diferentes scores. GPS: The Glasgow Prognostic Score; mGPS: The modified
Glasgow Prognostic Score; GPS-0 e mGPS-0: score zero; GPS-1 e mGPS-1: score 1; GPS-2 e
mGPS-2: score 2.

5.5 Citocinas Presentes no Liquido Cefalorraquidiano de Pacientes

A analise de citocinas e quimiocinas pro-inflamatdrias revelou que
MCP1, VEGF, IL-8, IP-10 e MIP-1 beta foram expressas no liquido
cefalorraquidiano dos voluntarios desta pesquisa.

Pacientes dos grupos CC e CSC apresentaram menores valores das

citocinas MCP-1 (Ct: 1205 [1065; 1578], CSC: 655 [542; 832], CC: 817 [497;



RESULTADOS - 57

1215]) e VEGF (Ct: 67,67 [54,62; 75,21], CSC: 50,51 [39,97; 59,14], CC:
47,78 [37,66; 56,43]) em relagdo aos pacientes do grupo Ct; observou-se
também uma menor concentragao de IP-10 nos pacientes do grupo CC em
relacdo ao grupo controle, Ct: 809,2 [653,8; 1430], CSC: 483,5 [383,4;
805,3], CC: 468,8 [264,4; 780,6]. As concentragcdes de IL-8 e MIP-1 beta nao
apresentaram diferencga significativa entre os diferentes grupos (p=0,53 e

p=0,45, respectivamente) (Grafico 9).

Grafico 9 - Avaliagao de citocinas pré-inflamatérias presentes no liquor
cefalorraquidiano
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Valores expressos em pg/mL das citocinas MCP-1, VEGF, IP-10), IL-8 e MP1-beta, presentes no
liquido cefalorraquidiano de pacientes dos grupos controle (Ct), cancer sem caquexia (CSC) e
cancer com caquexia (CC); MCP-1: proteina 1 quimioatrativa de mondcitos; VEGF: fator de
crescimento endotelial vascular; IP-10: proteina 10 induzida por interferon gama; IL-8: interleucina
— 8; MIP1-beta: proteina inflamatoria de macréfagos 1. Dados expressos em mediana [1° quartil; 3°
quartil]. p = nivel de significancia do teste [1° quartil; 3° quartil]. *p<0,05; **p<0,001; ****p<0,0001
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Foi realizada a correlacdo entre citocinas expressas no liquido
cefalorraquidiano de pacientes do grupo cancer e caquexia com niveis de
proteina C-reativa, porém nao se observou correlagdes significativas para
MCP-1 (p=0,08 e r=-0,28), VEGF (p=0,53 e r=-0,10), IP-10 (p=0,50 e r=-
0,12), IL-8 (p=0,69 e r=-0,06) e MIP-10 (p=0,61 e r=-0,10), conforme °
Gréfico 10.

Grafico 10 - Correlagao de Spearman entre proteina C-reativa e
citocinas proé-inflamatérias expressas no liquor de
pacientes do grupo cancer e caquexia
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A caquexia associada ao cancer € uma sindrome multifatorial definida
por uma perda continua de massa muscular esquelética (com ou sem perda
de massa gorda), que ndao pode ser totalmente revertida pelo suporte
nutricional convencional e leva ao comprometimento funcional progressivo.
Sua fisiopatologia é caracterizada por um balango negativo de proteinas e
energia impulsionado por uma variavel combinacédo de redugao da ingestao
de alimentos e metabolismo anormal®®’4. A caquexia compromete a
capacidade dos pacientes de receber, tolerar e responder positivamente as
terapias anticancer e esta associado a uma pior qualidade de vida387s,

Embora a anorexia e a ingestao reduzida de alimentos desempenhem
um papel importante nesta sindrome, estas estdo relacionados ao
metabolismo anormal e ndo somente a baixa ingestdo de alimentos. Devido
a natureza multifatorial de caquexia, é dificil reconhecé-la ou identifica-la e,
até agora, ndao ha consenso sobre o seu diagndstico. Assim, encontrar
marcadores sistémicos que possam auxiliar no diagndéstico precoce pode ser
uma alternativa para o melhor entendimento dos mecanismos envolvidos
nessa sindrome e desempenhar um papel essencial na identificagcdo e
gerenciamento da caquexia com foco na avaliagao e intervencgao clinica.

Nesta pesquisa, avaliou-se o perfil de citocinas inflamatérias do liquor

de pacientes com cancer, caquéticos e ndo caquéticos, a fim de se verificar
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possiveis diferengas que auxiliem no gerenciamento, progndstico e até
mesmo tratamento dos pacientes com cancer.

Foram 105 voluntarios estudados com distribuicdo equivalentes entre
pacientes do grupo controle, 43 voluntarios, e do grupo com caquexia e cancer,
49 voluntarios, sendo um numero menor para pacientes com cancer sem
caquexia, 13 voluntarios, permitindo uma avaliagdo adequada entre os grupos,
apesar da grande dificuldade de obtencao de liquor de pacientes caquéticos
que tivessem indicacao de procedimento cirurgico sem estarem em tratamento
com quimioterapia e possibilidade de raquianestesia, seja por contra indicagbes
relativas ou absolutas, frequentes em estado avangado de cancer. Como os
esforcos foram direcionados a obtencdo de dados de pacientes caquéticos, o
grupo de pacientes com cancer sem caquexia foi construido com os voluntarios
que nao completaram os critérios de caquexia apos avaliagdo de dados
antropomeétricos, laboratoriais e escore prognéstico de Glasgow. Os géneros
foram devidamente representados com 52 mulheres e 53 homens. As idades
maxima e minima encontraram-se dentro dos limites estipulados nos critérios
de inclusao, entre 18 e 85 anos, levando-se em consideracao a expectativa de
vida e epidemiologia do cancer. Houve distribuicdo semelhante de géneros no
grupo controle, 53,4% mulheres e 46,5% homens, assim como nos voluntarios
com cancer e sem caquexia, 54% mulheres e 46% homens. No grupo com
cancer e caquexia, houve um predominio de voluntarios homens 55% em
relagéo a 45% de mulheres, contudo sem impacto estatistico significante.

O grupo controle foi constituido por voluntarios com média de idade

de 47,81 £ 2,32 submetidos a colecistectomia por colelitiase (22 individuos)
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e corregdes cirurgicas de hérnias, dois epigastricas, quatro umbilicais e 15
inguinais, ndo sendo esperado processos inflamatérios sistémicos ou de
SNC causados por doencas de base, dados estes corroborados pelo escore
prognéstico de Glasgow, sendo observada clara predominéancia de pacientes
com escore prognostico de Glasgow 0 em pacientes controle em
comparagao ao predominio de escore 2 em pacientes com cancer e
caquexia.

O grupo com cancer e sem caquexia foi constituido por voluntarios
com média de idade mais elevada em relagdo ao grupo controle, mas sem
significancia estatistica (56,31£3,8 anos). Seis (46%) dos pacientes
apresentavam tumores de estbmago, 1 (7,7%) com tumor de colo de utero, 1
(7,7%) tumor de endométrio, 2 (15,5%) sarcoma de perna, 1 (7,7%) tumor no
figado, 1 (7,7%) tumor de eséfago e 1 (7,7%) tumor de reto, sendo 69,39%
com tumores do trato digestdrio e maior possibilidade de caquexia associada
ao tipo de cancer, mas que nao preencheram os critérios para o diagnéstico
de caquexia.

O grupo com cancer e com caquexia foi constituido por voluntarios
com média de idade de 56,69 £2,06 anos, mais elevada do que o grupo
controle, com significancia estatistica p=0,002. Quinze (31%) destes
voluntarios apresentavam cancer de estbmago, 3 (6,2%) tumor de reto, 3
(6,2%) tumor de canal anal, 5 (10,2%) tumor de cdélon, 1 (2%) tumor de
prostata, 1 (2%) tumor de pulméo, 5 (10,2%) tumor de esbéfago, 5 (10,2%)
tumor de colo uterino, 1 (2%) tumor de ovario, 2 (4%) tumor de hipofaringe, 1

(2%) tumor de orofaringe, 1 (2%) tumor de laringe, 1 (2%) tumor de
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pancreas, 1 (2%) tumor abdominal de partes moles, 2 (4%) tumor de papila
(ampola de vater), 1 (2%) tumor de adrenal e 1 (2%) sarcoma de perna,
sendo 73,46% com tumores do trato gastrointestinal com maior possibilidade
de caquexia associada ao tipo de cancer e preenchendo critérios para
diagndstico de caquexia.

Em metanalise’® de 42 trabalhos que avaliaram o valor preditivo de
desfechos clinicos em pacientes desnutridos, acima de 70 anos, demonstrou
a relacado do baixo indice de massa corpérea com pior prognostico clinico,
assim como a perda de peso por redugao de ingesta. No atual estudo,
pacientes do grupo CC apresentaram menor peso em relagéo aos pacientes
do grupo controle, assim como os pacientes do grupo CC apresentaram
menores valores de indice de massa corporal — IMC, quando comparados
aos individuos do grupo Ct (p<0,0001); estes resultados validam as
diferencas nutricionais antropométricas dos grupos, apesar da nao
realizagao de outras medidas antropométricas neste estudo.

Os voluntarios incluidos no grupo com cancer e caquexia
apresentaram concentragdes elevadas de PCR, quando comparados aos
pacientes do grupo controle e com pacientes com cancer sem caquexia.
Esses dados corroboram dados da literatura, que demonstra que o aumento
da PCR é o indicador mais amplamente aceito de inflamacgéo sistémica®,
embora seu uso por si sO seja discutivel porque pode ser influenciada por
outros fatores, como infecgdes’’. Mesmo ocorrendo em conjunto com outros
fatores, a PCR é considerada um fator progndstico independente e altas

concentragdes sdo geralmente observadas em individuos com caquexia’’. A
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analise comparativa dos dados demonstrou que os individuos do grupo CC
apresentaram aumento significativo nos niveis da proteina C-reativa, PCR
(Ct:1,5 [0,55; 3,45]; CSC: 4 [1,2; 6,3]; CC: 42 [22,85; 83,10]; p<0,0001)
quando comparados com os individuos do grupo Ct e CSC, apresentando
distribuicdo gréafica evidente de individuos com inflamagao sistémica no
grupo com caquexia.

No que se refere as concentragdes séricas de albumina, foram
observadas diferengas significativas entre o grupo CC vs. Controle e CSC
(Ct: 3,99+0,052; CSC: 3,82+0,11; e CC: 3,0940,09; p<0,0001). Baixas
concentracdes de albumina e do numero total de linfécitos, bem como um
aumento significativo do numero total de plaquetas foi observado nos grupos
CC e CSC quando comparados ao grupo Ct. Esses indices, em pacientes
com cancer, sao geralmente definidos como marcadores de desnutricao e
inflamagdo’®, e juntos estdo associados as taxas de sobrevivéncia e
prognéstico clinico dos pacientes.

O céancer e estado nutricional estdo diretamente relacionados, de
modo que alteragdes fisioldgicas oriundas da enfermidade podem causar
perda de peso e desnutricdo, que por sua vez, influenciam negativamente na
evolucdo da doenca, resposta ao tratamento e tempo de sobrevida’®. Neste
estudo, a maior prevaléncia foi de céncer de estdbmago, com 33,87% dos
casos e 74,19% de tumores com origem no tubo digestorio, direcionando a
amostra para neoplasias com grande relagdo com caquexia. No presente
estudo, 38,7% da amostra de pacientes com cancer apresentou tumores em

estadio IV e 43,54% em estadio lll; a prevaléncia de doenga em estadio
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avancado pode ter influenciado na elevada incidéncia de caquexia.
Frequente percentual de pacientes oncolégicos em periodo de doenga
avancada ou terminal intensificam a perda de peso com consequente
caquexia’®, assim como amplificam o estado de inflamagéo sistémica.

A analise do hemograma dos pacientes demonstrou que pacientes do
grupo CC apresentaram valores reduzidos de hemacias (Ct: 4,83+0,08,
CSC: 4,2940,13, CC: 3,71+0,09; p<0,0001), hemoglobina (Ct: 14,60 [13,3;
15,4], CSC: 12,7 [10,9; 13,8], CC: 9,8 [8,85; 11,53]; p<0,0001), e
hematdcritos (Ct: 45,1 [41; 47], CSC: 36,5 [35,5; 41,5] e CC: 31,65 [28,85;
36,1]; p<0,0001) quando comparados aos pacientes do grupo Ct e CSC.
Estes dados também foram observados em pacientes do grupo CSC em
relacdo ao grupo controle, reforgando a presenga de anemia associada ao
cancer nesses pacientes, ndo somente pelo estado carencial nutricional,
possivel perda sanguinea, mas também por atividade inflamatdria associada
ao tumor, fazendo parte dos critérios diagnésticos de caquexia.

A hemoglobina corpuscular média (HCM) (Ct: 30,4 [29,05; 31,8], CSC:
29 [27,1; 32], CC: 28,6 [24,95; 31]; p=0,014) e a concentragdo de CHCM
também se apresentaram diminuidas no grupo CC em relagéo aos pacientes
do grupo controle (Ct: 32,4 [31,7; 33,6], CSC: 32 [30,85; 34,65], CC: 31,3
[30,35; 32,55]; p=0,0018). A amplitude de distribuicdo dos eritrocitos (RDW)
também apresentou valores reduzidos em pacientes do grupo CC
comparado ao grupo de pacientes controle (Ct: 12,8 [12,4; 13,3], CSC: 13,35
[12,6; 14,4], CC: 14,2 [13,7; 15,6]; p<0,0001). A anemia é um achado

frequente em pacientes com cancer, ocorrendo em > 40% dos casos. O
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desenvolvimento de anemia em pacientes oncolégicos é multifatorial.
Mecanismos diferentes, como perdas sanguineas, aumento da destruigéo
dos glébulos vermelhos ou diminuigdo na sua produgao, podem coexistir em
um mesmo paciente, sendo maior a probabilidade de desenvolvimento de
anemia em pacientes caquéticos pela jungao dos riscos citados.

Pacientes do grupo CC apresentaram maior quantidade de leucécitos
em relagao ao grupo CSC (Controle: 7,7 [5,9; 10,2], CSC: 7,3 [5,5; 8,5] e CC:
9,2 [6,4; 11,3]; p=0,039), com elevagdo de basodfilos e segmentados,
demonstrando o estado inflamatério do paciente caquético e com cancer, o
que ndo se comprovou estatisticamente entre os pacientes com cancer sem
caquexia e o controle, indicando importante influéncia da caquexia no estado
inflamatdrio sistémico. Em contrapartida, a queda no numero absoluto de
linfécitos do grupo CC em relagdo aos outros dois grupos, pode estar
relacionado com o estado nutricional, ja que a linfopenia encontra-se entre
0os marcadores de estado nutricional, além da queda de eosindfilos,
demonstrando deficiéncia de resposta aguda celular.

A aplicacdo do questionario de qualidade de vida QLQ-C30
relacionado a escala funcional, a qual aborda aspectos emocionais,
cognitivos, fisicos e sociais, revelou que pacientes do grupo CC
apresentaram menor pontuagcdo em relagdo aos pacientes do grupo cancer
sem caquexia. Valores mais baixos estdo relacionados a menor qualidade
de vida (CSC: 71,11 [51,67; 95,56], CC: 54,44 [34,44; 66,67]; p=0,045).

Os dados do questionario QLQ-C30 relacionados aos sintomas, que

abordam informagdes a percepgdo de fadiga, dor, nauseas e vomitos,
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apresentou escore maior para pacientes do grupo CC em relagdo aos
pacientes CSC (CSC: 23,08 [10,9; 58,33], CC: 41,03 [32,69; 67,95];
p=0,040). Os aspectos abordados nestes questionarios: sintomaticos
(fadiga, dor, nauseas e vOmitos), e funcionalidades (fisica, cognitiva,
emocional e social) demonstravam injuria nos pacientes com cancer e
caquexia. Estes achados podem estar relacionados com o estado
psicolégico, desinser¢gao social, caréncia nutricional, estado inflamatdrio,
dentre outros fatores implicados no diagndstico de cancer e agravado pela
caquexia.

Uma vez estabelecido e demonstrado que os pacientes com cancer e
caquexia estudados nesta pesquisa apresentavam um estado inflamatério
sistémico exacerbado, com impacto negativo no performance status, com
perda de qualidade de vida e disturbio funcional, a avaliagcdo da inflamagao
ao nivel do sistema nervoso central se torna mister, com o intuito de avaliar
a concentracao de citocinas e quimiocinas, que por aumento ou diminui¢cao
de concentracdo no SNC, possam estar atuando na perda de substratos
(principalmente muscular), indugdo de anorexia, nos efeitos enddcrinos e
paracrinos da regulagdo inflamatéria e permitindo novos ensaios com
estimulo ou supressdo de substancias especificas no SNC para a
modulagao de resposta inflamatéria com resultados significativos no controle
da caquexia.

Pacientes dos grupos cancer e caquexia e cancer sem caquexia
apresentaram menores valores das citocinas MCP-1 (Ct: 1205 [1065; 1578],

CSC: 655 [542; 832], CC: 817 [497; 1215]) e VEGF (Ct: 67,67 [54,62; 75,21],
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CSC: 50,51 [39,97; 59,14], CC: 47,78 [37,66; 56,43]) em relacdo aos
pacientes do grupo controle. Observou-se também uma menor concentragéo
de IP-10 nos pacientes do grupo CC em relagédo ao grupo controle (Ct: 809,2
[653,8; 1430], CSC: 483,5 [383,4; 805,3], CC: 468,8 [264,4; 780,6]). As
concentragdes de IL-8 e MIP-1 beta ndo apresentaram diferenga significativa
entre os grupos (p=0,53 e p=0,45, respectivamente).

Os efeitos das citocinas e quimiocinas podem ser antagdnicos quando
analisados via sistémica e via SNC. A observacido de padrbes de
concentracdes baixas no SNC de pacientes com cancer e caquexia em
relacdo aos pacientes com cancer sem caquexia e controles sugere que este
possa ser o mecanismo de manutencao e amplificacdo da anorexia, estado
psicolégico e estimulo neuronal envolvidos na caquexia por cancer. Varios
mecanismos podem estar relacionados com diferentes concentragdes de
substancias no liquor, exemplo a funcionalidade da barreira
hematoencefalica, observando-se que nao ha relagado estabelecida entre o
nivel de PCR sistémico e concentracdes de citocinas e quimiocinas no liquor
dos voluntarios estudados.

Em estudo realizado com tecido adiposo peritumoral, TNF-a, STAT-1
e FADD, relacionados a apoptose, foram encontrados niveis
significativamente maiores em pacientes com cancer e caquexia, em relagao
a pacientes com cancer e peso estavel. Esta bem estabelecida a interacao
entre tumorcinas e adipocinas como pro-inflamatérias e seu papel na
regulacdo de crescimento tumoral, reprogramagao celular, modulagdo do

sistema imune e angiogénese®’; entretanto, a observagdo de dosagens
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reduzidas no liquor do SNC em pacientes com cancer e caquexia, em
relagdo a pacientes sem disturbios com perda de peso, demonstra um
comportamento diferente da inflamagcdo sistémica, causando grande
interesse no mecanismo da relacado anti-inflamatdria, como o liquor reflete o
estado inflamatério do SNC, como as barreiras naturais podem reduzir a
presenca de citocinas no liquor e se isto € um mecanismo de modulagao
com agravamento da caquexia. A reducdo de citocinas inflamatorias
encontrada no liquor de pacientes caquéticos e com cancer neste estudo
pode ser um dos mecanismos da inadequada resposta do organismo ao
cancer com a perda continua de peso.

Por meio de pesquisas em bancos de dados, utilizando os descritores
liquido cefalorraquidiano ou liquor com inflamacédo e caquexia, ndo foram
encontrados resultados, demonstrando a importancia e ineditismo deste
estudo, principalmente quando foram pesquisados estudos com material
biolégico humano. Mas, quando se pesquisou sobre sistema nervoso central,
caquexia e inflamagao como descritores, foram encontrados alguns estudos
referentes ao papel fisiopatolégico do hipotalamo, a fungcdo dos
neuroreceptores, expressao génica e citocinas, regulando a relagédo do SNC
com inflamagao e caquexia, contudo, sdo estudos em animais, em sua
maioria. O papel do SNC, principalmente através do hipotalamo, na resposta
ao estresse da caquexia € conhecido, mas o papel das citocinas neste
contexto ainda é inconclusivo. Estudos sugerem que o SNC é fundamental
na patogénese da caquexia, detectando inflamacao, integrando informacgdes

sistémicas e causando mudancas na massa corporal e metabolismo®’.
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Como demonstracdo de potencial sinalizacdo e amplificagcdo da
resposta inflamatdria, a injecdo intracerebroventricular de citocinas proé-
inflamatdrias induz anorexia, letargia e catabolismo em doses muito abaixo
do limiar observado para a resposta a injegéo periférica®’.

O eixo hipotalamico-pituitario, com a conhecida liberagcdo de hormdnios
anti-insulinicos, promove o catabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas no
tecido periférico em resposta as citocinas que entram no SNC. A IL-13, a partir
do hipotalamo, promove alteragdes locais e sistémicas na expressao genética,
sintese proteica e sinalizagao neuroenddcrina. Em roedores, quando a IL-1B é
administrada via intracerebroventricular, os animais apresentam importante
perda muscular, o que nao ocorreu quando o IL-1B ¢é administrada
intraperitoneal. A TNF-a também pode induzir o catabolismo muscular
esquelético e anorexia quando administrado via central®'.

A maioria das citocinas pode entrar no hipotalamo por difuséo, e
algumas citocinas, incluindo IL-6, TNF-a e IL-1B, podem atravessar varios
sistemas de transportes. Orgdos circunventriculares e o plexo coroide
contém células semelhantes a macréfagos, que expressam receptores que
permitem que citocinas exercam suas fungdes, sem entrar no parénquima
cerebral, reforgando o protagonismo do TNF-a e IL-13 nestes mecanismos.
Apesar do papel importante do hipotdlamo na modulacéo inflamatdria local e
sistémica, ndo se pode definir que represente o estado geral do SNC e que
os resultados de trabalhos experimentais sejam reproduziveis em seres
humanos, o presente estudo buscou analisar esta relacdo entre citocinas,

SNC e caquexia.
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Além do eixo hipotalamo-pituitario, o SNC se relaciona com os
processos inflamatérios locais e sistémicos pelo sistema nervoso simpatico e
parassimpatico. O processo inflamatério inicial apresenta um aumento da
atividade sistémica do SNS e do eixo hipotalamico-pituitario, visando o
fornecimento de substratos ricos em energia, como glicose e acidos graxos
livres, para atender as necessidades de um sistema imunoldgico ativado®?.

A inflamagado hipotaldamica gera respostas orexigénicas e
anorexigénicas, atraves da serotonina e estimulacdo de suas vias de
sinalizagdo. S&o varios nucleos envolvidos na regulacdo do equilibrio
energético, apetite e massa corporal contendo neurénios anorexigénicos que
produzem pro-opiomelanocortina (POMC) e transcricdo regulada por
cocaina e anfetamina, e neurdnios orexigénicos®’; ha multiplas vias de
interacao entre SNC, inflamacdo e caquexia e os estudos que tentaram
estabelecer estas vias, como GFRAL Receptor-MIC-1/GDF18, mediador
TRIF8, NUCB2 e CARTPT?®®, ainda sao insuficientes para entendimento do
real potencial do sistema nervoso na inflamacao crénica e caquexia.

Apesar do protagonismo do TNF-a na estimulagdo de macréfagos M1
e supressao de M2, da agcdo genética via NF-kB, da ativagdo da via
ubiquitina proteossoma com aumento de perda de massa muscular na
caquexia, aumento da lipdlise com redugdo da lipoproteina lipase e
supressdo da expressao de receptor gama ativado por proliferadores
peroxissoma®®, de induzir apoptose, ativacdo de células do sistema
imunoldgico, angiogénese, diferenciagdo e migragido celular®’, a nao

titulacdo desta citocina no liquor pelo método utilizado n&o fortalece o
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mesmo protagonismo no SNC; porém, sua auséncia de titulagdo pode ser
um importante achado a ser esclarecido.

O fator de crescimento endotelial vascular € um dos principais
indutores de angiogénese e tem significativa importancia na manutencao da
proliferacdo e desenvolvimento tumoral, promove oxigenagdo e nutricdo
favoraveis a disseminacao tumoral®®. Pacientes com cancer apresentam
expressdo elevada de VEGF em varios 6rgaos sistémicos, também
observado em pacientes com cancer e caquexia. Mas, os baixos niveis
encontrados neste estudo na dosagem em liquor de pacientes com cancer e
caquexia em relacdo aos pacientes sem inflamacdo demonstram a
possibilidade de regulagdo anti-inflamatéria e barreira efetiva que podem
influenciar a regulagdo do SNC na promog¢ao de caquexia, sendo possivel a
necessidade da inflamacdo do SNC como atenuante da perda continua de
substratos.

TNF-a induz a produgao de citocinas proé-inflamatérias, mediadas pela
ativacdo da via NF-kB, como MCP-1, recrutando mondcitos e
potencializando a inflamagao local. Neste estudo, a diferenga significativa
entre pacientes com cancer e caquexia e controles aponta para um estado
inflamatdrio diminuido no sistema nervoso central, com provavel tolerancia e
inércia, causando provavel incapacidade de resposta a agressao inflamatéria
sisttmica. O quanto isto influencia o estado nutricional, perda de
funcionalidade orgénica, progressdo tumoral e da caquexia sera objeto de
novas pesquisas translacionais, como a inducao de inflamacao em sistema

nervoso central para a possivel modulacao da resposta a caquexia.
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Na pratica clinica, se sabe que a resposta neuroimunoenddcrina é
fundamental para a sobrevida do paciente exposto a estresse inflamatério
grave. Um individuo, por exemplo, que faz uso crénico de corticoide, e é
submetido a estresse grave, como uma grande cirurgia, € necessario que
haja a reposicdo de corticoide para estimular a resposta, caso contrario,
desenvolve hipotensao e choque, os hormdnios anti-insulinicos fazem com
que a glicose e aminoacidos atuem como substratos osmoéticos para a
manutencdo de volemia e pressao arterial média, assim como fonte de
energia, associada a lipolise e produgcao de proteinas de fase aguda e
reparadoras. Entdo, a baixa concentracdo de citocinas no SNC encontrada
nos pacientes com cancer e caquexia neste estudo pode apontar para uma
baixa capacidade de resposta central e consequente manutencdo e

intensificacdo dos estados de inflamagao e caquexia.
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Os grupos estudados tém distribuigdes especificas e independentes,
permitindo analise comparativa univariada entre eles em relacdo ao
comportamento do liquido cefalorraquidiano na inflamacéao sistémica crénica
presente na caquexia associada ao cancer. A importante perda de peso,
baixo IMC e elevagao de PCR associados a leucocitose, linfopenia, anemia,
hipoalbuminemia, baixo escore prognodstico de Glasgow, pontuacéo
desfavoravel no questionario de qualidade de vida QLQ-30 em pacientes
com cancer e caquexia demonstram o estado nutricional compativel com
caquexia e inflamagao deste grupo, assim como o impacto clinico deste
agravamento de saude.

Foram avaliados o perfil clinico e epidemiolégico dos voluntarios com
cancer independente do estadio clinico, e sem interferéncia na conduta
médica terapéutica, o que permitiu encontrar grupos de pacientes caquéticos
€ nao caquéticos por meio da avaliacado do perfil clinico e bioquimico.

Determinou-se o padrao inflamatério a nivel do SNC dos pacientes
incluidos nos grupos caquéticos e ndo caquéticos por meio da avaliagéo da
expressao de citocinas liquido cefalorraquidiano, contudo esperava-se que a
dosagem de citocinas estivesse aumentada seguindo a tendéncia da
elevacdo de citocinas sistémicas em pacientes com inflamagao cronica por

cancer e caquexia, mas de forma antagdnica a dosagem destas encontrou-
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se reduzida e nao encontrado o protagonismo de citocinas amplamente
avaliadas pela literatura, como TNF-a e IL-8, as citocinas que atingiram
niveis detectados pelo método foram: VEGF, MPC-1, IP-10, IL-8 e MIP-10.

O SNC tem sido pouco estudado em relagao a presenca de citocinas
e quimiocinas, devido as implicacbes éticas para a obtencado de tecido in
anima nobilis. A biopsia neuronal pode trazer consequéncias proibitivas a
coleta de amostras de tecido viavel, principalmente em caquéticos, que tem
indicagdes muito limitadas a procedimentos cirurgicos.

O liquor constitui uma janela que permeia o SNC e que tem relagao
intima com a circulagcdo sistémica; contudo, a barreira hematoencefalica
inibe a passagem de grande parte de complexos proteicos para o SNC, que
varia seja por transporte ativo ou passivo com os processos inflamatérios
locais e sistémicos. Ao contrario do esperado aumento dos niveis de citocina
no liquor em pacientes sabidamente inflamados como os com céancer e
caquexia, detectou-se a reducdo dos niveis de MPC-1, VEGF e IP-10,
também se observou expressdo da dosagem de IL-8 e MIP-10 sem
significancia estatistica.

Os niveis reduzidos de citocinas no liquor de pacientes com cancer e
caquexia em relagcdo aos voluntarios controle favorece o entendimento de
uma eficiente barreira hematoencefalica, assim como a incapacidade de
producdo e elevacdo de concentracdo de citocinas no SNC em pacientes
com cancer e caquexia em relagdo ao grupo controle. A probabilidade da
reducdo de permeabilidade ou queda de transporte ativo em pacientes

caquéticos com cancer, associada a possivel acdo antagbnica das citocinas
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quando comparadas a inflamacgao sistémica sugere influéncia na inibicao de
apetite e alteragao do metabolismo. Este estudo aponta para a necessidade
do conhecimento do verdadeiro papel das citocinas no SNC na regulagao e
modulacdo da caquexia, se a inflamacdo no SNC é necessaria na
homeostasia corporal por estimulos acrinos ou paracrinos, ou se as
citocinas, mesmo em doses reduzidas tém efeitos especificos que levam a

perda de massa magra e caquexia.
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Anexo A: Parecer do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos

- CEP

USP - INSTITUTO DE
l CIENCIAS BIOMEDICAS DA W"‘“
f UNIVERSIDADE DE SAO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicao Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo da relagdo entre resposta inflamatéria em pacientes caquéticos portadores de
tumores malignos e a composigéo do liquido cefalorraquidiano.

Pesquisador: josé pinhata otoch

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 78485517.4.3001.5467

Instituigao Proponente: Universidade de Sao Paulo
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.395.463

Apresentagio do Projeto:

O projeto esta bem apresentado. A proposta de estudo tem bom embasamento na literatura pertinente. A
hipétese é viavel. Os objetivos estdo claramente definidos. Os pacientes serédo selecionados do Ambulatério
de Oncologia do Hospital Regional do Baixo Amazonas-Santarém-Para. Os critérios de inclusédo e exclusdo
dos participantes estdo explicitados. Os métodos de estudo s&o adequados.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo do projeto € investigar o liquido cefalorraquidiano e o seu comportamento na inflamagao
sistémica crénica presente na caquexia associada ao cancer. Ainda & objetivo avaliar a possibilidade de
relagao entre a constituigdo celular, fisico-quimica e principalmente o perfil inflamatorio do sistema nervoso
central e o nivel de resposta sistémica e local inflamatéria na caquexia.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Riscos: Nao havera alterag@o na conduta terapéutica, portanto o projeto ndo apresenta riscos ao paciente.
Beneficios: Melhor compreenso dos fatores inflamatérios e neurolégicos que acometem a cachexia

Enderego: Av. Prof® Lineu Prestes, 2415

Bairro: Cidade Universitaria CEP: (5.508-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-7733 Fax: (11)3091-8405 E-mail: cep@icb.usp.br
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Outros cadastro_protocolo_pesquisa.pdf 06/10/2017 |josé pinhata otoch Aceito
12:40:31
Outros DECLARACAQ_SOBRE_BENEFICIOS.| 06/10/2017 |josé pinhata otoch Aceito
pdf 12:38:49
Outros CARTA_DE_ANUENCIA pdf 06/10/2017 |jose pinhata otoch Aceito
12:33:34
Projeto Detalhado / |PROJETO.pdf 06/10/2017 |josé pinhata otoch Aceito
Brochura 12:31:32
Investigador

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

SAQ PAULO, 23 de Novembro de 2017

Assinado

por:

Camila Squarzoni Dale
(Coordenador)
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USP - INSTITUTO DE
[ CIENCIAS BIOMEDICAS DA W"“'
7~ UNIVERSIDADE DE SAO

Continuagio do Parecer: 2.395.463

Comentdrios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de pesquisa com objetivos relevantes e importantes para aprofundar o conhecimento da caquexia
associada ao cancer . A pesquisa justifica-se pois, em pacientes com caquexia por cancer, ocorrem niveis
elevados de citocinas pré inflamatdrias. Portanto, é pertinente avaliar a possibilidade de relagdo entre a
constituigao celular, fisico-quimica e principalmente o perfil inflamatdrio do sistema nervoso central e o nivel
de resposta sistémica e local inflamatéria na caquexia. Assim como o sangue permite a aferi¢géo de
mediadores inflamatorios para a avaliagdo da resposta sistémica, o liguido cefalorraquidiano € objeto de
estudo para avaliar a condigédo do sistema nervoso central e possiveis interagées.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagédo obrigatdria:

Os Termos de Apresentacéo Obrigatéria foram anexados como a CARTA DE ANUENCIA DA DIRETORIA
DE ENSINO E PESQUISA DO HOSPITAL REGIONAL DO BAIXO AMAZONAS DO PARA Dr. WALDEMAR
PENNA e o TCLE, que se apresenta em linguagem adequada ao publico a que se destina. O Cadastro do
Protocolo de Pesquisa da FMUSP, coparticipe do projeto, foi também anexado.

Recomendacodes:

Solicitamos que sejam revistos os itens X e XI do TCLE. Eles sdo ambiguos. Assim solicitamos que seja
revisto se havera ou ndo retengdo de amostra. Caso ocorra retengao de amostra favor manter o item X e
remover o X| e caso ocorra descarte favor remover o tem X e manter o Xl

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Projeto pendente ate que sejam esclarecidos as questdes no item recomendagoes.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O Colegiado do CEP - ICB concorda com o relator que o projeto deve ser adequado pelo solicitante como
sugerido no item "Recomendagdes”.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
TCLE / Termos de | TLCE.pdf 18/10/2017 |josé pinhata otoch Aceito
Assentimento / 20:44:49
Justificativa de
Auséncia
Outros CAD_FMUSP.pdf 06/10/2017 |josé pinhata otoch Aceito

12:43:34
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Anexo B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO: ESTUDO DA RELAGCAO
ENTRE RESPOSTA INFLAMATORIA EM PACIENTES CAQUETICOS PORTADORES DE
TUMORES MALIGNOS E A COMPOSICAO DO LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO

O Sr (a) 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 participagao neste estudo sera de muita importancia para nés. Caso o Sr (a)
nao queira participar ou desistir a qualquer momento, isso nao causara nenhum prejuizo ao
seu tratamento, ou seja, sua participagdo € esponténea. Estou ciente que: |) O estudo é de
importancia para que possamos investigar as possiveis causas e mecanismos (0 que esta
acontecendo no seu corpo) da caquexia (que causa fraqueza, cansago, perda de peso, de
musculo, de apetite e de qualidade de vida), uma possivel consequéncia de muitas doengas
cronicas. Nosso objetivo &€ encontrar as causas dessa doenga e possiveis tratamentos. Il)
Caso aceite participar da pesquisa, antes da sua internagéo no hospital, faremos algumas
perguntas sobre a sua saude e poderemos pedir para colher suas fezes (no horario em que
vocé escolher evacuar), saliva e/ou urina. Durante a sua cirurgia, o cirurgido podera retirar
pequenos fragmentos (cerca de 1g, o equivalente ao tamanho de dois grdos de feijao) da
gordura da sua barriga (logo abaixo da pele) e de dentro dela (gordura que fica proxima aos
orgaos), além de um pedago um pouco menor (do tamanho aproximado de um grao de
feijdo) do musculo da sua barriga, que sera cortado durante a sua cirurgia (musculo reto
abdominal). Se na sua cirurgia for necessaria a retirada de uma pequena porgao de figado
(para a analise microscopica), sera retirado também um fragmento pequeno (cerca de 0,2g
ou dois graos de arroz) para o estudo. Se a cirurgia envolver a retirada de uma porcéo de
intestino, parte do material que seria descartado podera ser utilizada para a pesquisa. Se
possivel, sera retrado um fragmento do seu tecido doente na presenca do médico
patologista, sem prejuizos para o andamento do seu tratamento. Todos esses
procedimentos podem aumentar o tempo de cirurgia em ndo mais que 5 minutos. N&o sera
necessario prolongar a anestesia, porque os procedimentos realizados para a coleta sédo os
mesmos da cirurgia. A coleta de amostras para esse estudo ndo modifica, de forma alguma,
os procedimentos padrio da cirurgia a qual vocé sera submetido. Todo esse material servira
para entender melhor a doenga chamada caquexia e, se vocé participar do estudo com
exercicio fisico, o material também servira para entender se o exercicio melhora os
sintomas da doenga. Ill) Mesmo que vocé concorde com a doagao de todas as amostras, o
cirurgido e a equipe médica poderao coletar apenas algumas delas ou mesmo, nenhuma,
conforme o Dr. Marcos Fraga Fortes na condugéo da cirurgia, para que nao haja aumento
de riscos ou qualquer prejuizo para vocé. IV) De acordo com os resultados dos exames
laboratoriais e clinicos prévios a cirurgia, e apds consentimento do médico, vocé podera ser
convidado a participar do Protocolo de Exercicio Fisico, que tera duragédo de seis semanas.
Se vocé concordar em participar no estudo que envolve exercicio fisico, pediremos para
realizar coletas de 20 mL de sangue (quantidade mostrada na seringa que o pesquisador
estd mostrando a vocé nesse momento), nas primeira, terceira e sexta semanas de
treinamento, para que os parametros plasmaticos e séricos (substancias no seu sangue)
possam ser medidos (isso permite avaliar como vocé esta reagindo ao exercicio). A coleta
sera realizada por um profissional da saude devidamente habilitado e ocorrera durante a
sessao de exercicio, realizada no proprio hospital. Para aqueles que nao participam do
protocolo de exercicio e com a cirurgia marcada para seis semanas apds o contato com o
pesquisador, serao realizadas trés coletas de sangue (20mL) nas primeira, terceira e sexta
semanas de acompanhamento. Para os pacientes em que a cirurgia esta marcada para
menos de seis semanas apds o contato com o pesquisador, sera realizada uma coleta de
sangue (20 mL) previamente a cirurgia, sem interferir no procedimento cirargico, por um
profissional da saude devidamente habilitado, também no hospital, em condicbes de
assepsia, ou seja, higiene total. O seu sangue sera analisado para verificarmos o grau de
inflamagéo, que é uma medida utilizada pela equipe de saude para entender as mudancgas
que ocorrem em seu organismo devido a doenga e a associagdo desta inflamagéo com o
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que vocé sente. Se vocé também participar da pesquisa com exercicio fisico, avaliaremos
se o protocolo causa melhora dos sintomas. A coleta de sangue pode causar algum
desconforto e algumas vezes, aparecimento de hematoma (mancha roxa). V) Para
participantes no protocolo de exercicio: Antes da realizagdo do exercicio, um médico do
hospital devera avaliar sua condi¢ao fisica (através de verificagdo de seus batimentos do
coragado ao caminhar), para garantir sua seguranga na realizagdo do protocolo. Esse teste
podera ser repetido no fim do protocolo de exercicio, para avaliar seu grau de adaptagéo ao
treinamento (0 quanto o treinamento melhorou sua condicdo cardiorrespiratéria —
funcionamento do seu coragéo e do seu pulmao). Esses testes ndo causam dor e ndo tém
risco associado (teste submaximo). VI) Para participantes no protocolo de exercicio: O
protocolo de exercicio sera realizado 5 dias por semana, por até 6 semanas, nas
dependéncias do hospital, na presencga de profissionais de saude. Vocé realizara a atividade
fisica dentro de seus proprios limites de conforto e seguranga, ou seja, o exercicio é
individual, conforme as condigbes de cada participante da pesquisa. Ndo ha nenhuma meta
de desempenho a ser atingida e vocé fara apenas o tempo de exercicio que considerar
confortavel. O protocolo consiste em caminhar numa esteira (como as de academias de
ginastica), sempre com a presengca de um profissional de saude ao seu lado. Os
desconfortos que podem ocorrer sdo aqueles de uma caminhada normal: calor, cansago e
sudorese. Vocé pode desistir a qualquer momento, sem precisar fornecer qualquer
explicacao. VII) Vocé pode ser convidado a realizar outros exames pelo seu médico, dentro
da conduta clinica regular, cujo resultado também podera ser usado na pesquisa: a) No
exame de sua composig¢ao corporal, o pesquisador avaliara o quanto vocé tem de musculo,
gordura e 0sso no corpo e como a doenga, ou o exercicio fisico, Dr. Marcos Fraga Fortes
modificam esse pardmetro; nesse exame, vocé permanece deitado numa cama e néo tera
contato com o aparelho, que também n&o oferece qualquer risco a sua saude. b) No exame
de ressonancia magnética cerebral, o pesquisador avaliara a morfologia (aspecto
anatémico), funcionalidade (atividade) e constituicdo dos componentes do seu cérebro ou
como o exercicio fisico modifica esses parametros (ou seja, se 0 seu cérebro mostra
alguma alteragdo em consequéncia da doenga e se 0 exercicio — caso vocé esteja também
fazendo esse protocolo- altera o que é afetado pela doenga); Nesse exame vocé devera
colocar a cabega dentro de um aparelho que emite som e por isso, pode causar algum
desconforto pelo ruido, ou pela posicdo em que vocé se colocara. Esse exame nao é
perigoso e ndo causa qualquer mal a sua saude. c) No exame de tomografia
computadorizada do abdome, o médico avaliar& o tamanho da lesdo, invasdo e
comprometimento de estruturas adjacentes (se apenas um ou mais 6rgéos estao afetados
pela doencga) e se ha gordura dentro do seu musculo. O exame nido causa desconfortos e
nao € necessario o uso de contraste ou modificagdo de protocolo médico em fungao da
participagdo na pesquisa. Esse exame ndo causa dor ou prejuizo a sua saude. V) As
coletas realizadas de tecidos, sangue e os exames de composi¢gao corporal servirdo para o
entendimento e estudo da doenca e poderdo ajudar na busca de tratamentos. A
participacdo neste projeto ndo tem como objetivo, contudo, tratar sua doenga, mas sim dar
uma contribuicdo para que possamos definir as alteragdes que ocorrem no corpo devido a
doenca. 1X) Vocé nado tera qualquer despesa financeira com relagdo aos procedimentos
médicos, clinicos e terapéuticos efetuados no estudo; X) Vocé nao recebera compensagao
financeira por participagao do estudo, pois os procedimentos do estudo serdo realizados
nas visitas que vocé ja devera fazer ao hospital, dentro da indicagdo médica. Se participar
da pesquisa com exercicio, podera solicitar vale transporte para todos os dias que vier fazer
a atividade no hospital. Xl) Vocé tem a liberdade de desistir ou de interromper a colaboragao
neste estudo no momento em que desejar, sem necessidade de qualquer explicagéo; XII) A
desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a sua saude ou bem-estar fisico. Nao vira a
interferir no atendimento ou tratamento médico, ou nos agendamentos necessarios. XlIl) Os
resultados obtidos durante este estudo serdo mantidos em sigilo, mas vocé deve concordar
que sejam divulgados em publicagdes cientificas (resumos de congressos, livros e artigos
de periodicos cientificos), desde que seus dados pessoais ndo sejam mencionados. Isso é
importante para garantir que a pesquisa possa ser conhecida e possivelmente melhorar o
diagndstico, o atendimento e o tratamento de pacientes com a mesma doenga que a sua.
XIV) O material coletado podera ser armazenado em solugbes especificas para cada
técnica, em freezer -80°, para manter a integridade das amostras e posterior utilizagao,
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sempre dentro da mesma linha de pesquisa; Dr. Marcos Fraga Fortes XV) Apos a utilizagao
do material coletado para a pesquisa, caso haja material remanescente, que nao sera
utilizado para pesquisa, este sera incinerado (queimado) em local para descarte de material
biolégico humano; XVI) Caso vocé desejar, podera, pessoalmente, tomar conhecimento dos
resultados ao final desta pesquisa; ( ) Desejo conhecer os resultados desta pesquisa. ( )
Nao desejo conhecer os resultados desta pesquisa. XVII) Esse € um Projeto Tematico,
financiado pela Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (processo n.
12/50079-0), que sera desenvolvido no Instituto de Ciéncias Biomédicas - ICB/USP/Sao
Paulo, numa colaboragdo que envolve os seguintes pesquisadores: Giorgio Trinchieri e
Romina Goldzmid (National Institute of Health - NIH); Josép Argilés e Silvia Busquets
(University of Barcelona); Alessandro Laviano e Maurizio Muscaritoli (University La
Sapienza UniRoma); Gerhard Pischel e Tiziana Magaria (University of Potsdam); Stephen
Farmer (Boston University); Marilia Cerqueira Leite Seelaender, Alison Colquhoun e José
Cezar Rosa Neto (ICB/ USP); Paulo Sérgio Alcantara, Linda Maximiniano, Oscar Fujita,
Claudio Campi e Emerson Muller (HU/ USP); José Pinhata Otoch e Geraldo Busatto Filho
(FMUSP); Emerson Franchini (EEFE/ USP); Renata Wassermann (IME/ USP); Claudia Oller
do Nascimento e Lila Missaie Oyama (UNIFESP); e Miguel Batista Junior (UMC -
Universidade de Mogi das Cruzes). XVIII) A qualquer momento, vocé podera entrar em
contato com a Comité de Etica em Experimentos com seres Humanos do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da USP, ou o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitério
ou com o Comité de Etica da Santa Casa de S&o Paulo, que s&o os 6rgéos que avaliam a
realizagdo de pesquisas com pessoas e garantem que a pesquisa da qual vocé participa
seja de importancia clinica e/ou cientifica e que esta sendo conduzida de forma apropriada.
O telefone, e-mail e endereco dessas comissdes estdo no fim desse documento, que sera
emitido em 2 vias, para que vocé tenha uma coépia. XIX) Caso vocé tenha, em algum
momento, desconforto relacionado a sua doencga (a participagdo na pesquisa s6 podera
causar desconforto adicional minimo, relacionado a coleta de sangue adicional), vocé
devera entrar em contato, através do telefone fornecido ao final desse documento (Pronto-
atendimento do HU, ou ambulatério da Coloproctologia da Santa Casa). Eu, (inserir o nome,

profissao, residente e domiciliado na, telefone)

, portador da
Cédula de identidade, RG , e inscrito no
CPF/MF nascido (a) em / / ,

abaixo assinado (a), concordo de livre e espontanea vontade em participar como voluntario
(a) do estudo “Inflamacgao sistémica em participante da pesquisas caquéticos com cancer:
mecanismos e estratégias terapéuticas, uma abordagem da medicina translacional’.
“CONCORDO, APOS CONVENIENTEMENTE ESCLARECIDO PELO PESQUISADOR E
TER ENTENDIDO O QUE ME FOI EXPLICADO, EM PARTICIPAR DA PRESENTE

PESQUISA”. Santarém, de de 20__ Dr. Marcos Fraga
Fortes ( ) Participante da pesquisa Testemunha 1:

Nome / RG / Telefone
Testemunha 2: Nome / RG /
Telefone Responsavel Médico:

Dr. Marcos Fraga Fortes
Hospital Regional do Baixo Amazonas do Para Dr. Waldemar Penna Tel 93 99123-8844
Responsavel pelo Projeto:
Prof. Dr. José Pinhata Otoch Hospital Universitario USP Tel 11 3091-9291 / 11 3091-9489
Identificagdo do CEP-HU/USP: Endereco: Av. Prof. Lineu Preste, 2565 - Cidade
Universitaria — Butantd, Sdo Paulo — SP, CEP: 05508-000, telefone: 3091-9457, e-mail:
cep@hu.usp.br (funcionamento - 8h as 12h e das 14h as 17h) Identificacdo do CEESH-
ICB/USP: Enderecgo: Av. Prof. Lineu Prestes, 2415 - Cidade Universitaria — Butanta, Sao
Paulo — SP, CEP 05508-900, telefone: 3091-7733, e-mail: cep@icb.usp.br (funcionamento -
8h as 12h e das 14h as 17h) Pronto-atendimento do HU: Endereco: Av. Prof. Lineu Preste,
2565 — Cidade Universitaria — Butanta, Sdo Paulo — SP, CEP: 05508-000, telefone: 3091-
9344 (funcionamento 24h) Ambulatério de Coproproctologia do Hospital Santa Casa de Sao
Paulo: Enderecgo: Pavilhdo Conde de Lara, Rua Dr. Cesareo Mota Junior, 112-Vila Buarque,
Sao Paulo-SP, CEP 01221-020 (funcionamento das 8 as 13h)
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Anexo C: Questionario de Qualidade de Vida QLQ-C30

4

EORTC QLQ-C30 (version 3)

PORTUGUESE

Gostariamos de conhecer alguns pormenores sobre si ¢ a sua saiide. Responda vocé mesmo/a, por favor, a todas
as perguntas fazendo um circulo a volta do nimero que melhor se aplica ao seu caso. Nao hé respostas certas
nem erradas. A informagdo fornecida ¢ estritamente confidencial.

Escreva as iniciais do seu nome: L1111
A data de nascimento (dia, més, ano): | 1 1 B |
A data de hoje (dia, més, ano): 31 ] 1 1 B |
Nio Um  Bastante Muito
pouco

1. Custa-The fazer esfor¢os mais violentos, por exemplo,

carregar um saco de compras pesado ou uma mala? 1 2 3 4
2. Custa-lhe percorrer uma grande distincia a pé? 1 2 3 4
3. Custa-lhe dar um pequeno passeio a pé, fora de casa? 1 2 3 4
4. Precisa de ficar na cama ou numa cadeira durante o dia? 1 2 3 4
5. Precisa que o/a ajudem a comer, a vestir-se,

a lavar-se ou a ir & casa de banho? 1 2 3 4
Durante a tiltima semana : Nio Um  Bastante Muito

pouco

6.  Sentiu-se limitado/a no seu emprego ou no

desempenho das suas actividades diarias? 1 2 3 4
7. Sentiu-se limitado/a na ocupacio habitual dos seus

tempos livres ou noutras actividades de laser? 1 2 3 4
8. Teve falta de ar? 1 2 3 4
9.  Teve dores? 1 2 3 4
10. Precisou de descansar? 1 2 3 4
11. Teve dificuldade em dormir? 1 2 3 4
12. Sentiu-se fraco/a? 1 2 3 4
13. Teve falta de apetite? 1 2 3 4
14. Teve enjoos? 1 2 3 4
15. Vomitou? 1 2 3 4

Por favor, passe a pagina seguinte
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PORTUGUESE
Durante a dltima semana : Nio Um  Bastante Muito
pouco

16. Teve prisdo de ventre? 1 2 3 4
17. Teve diarreia? 1 2 3 4
18. Sentiu-se cansado/a? 1 2 3 4
19. As dores perturbaram as suas actividades diarias? 1 2 3 4
20. Teve dificuldade em concentrar-se, por exemplo,

para ler o jornal ou ver televisdo? 1 2 3 4
21. Sentiu-se tenso/a? 1 2 3 4
22. Teve preocupagdes? 1 2 3 4
23. Sentiu-se irritavel? 1 2 3 4
24. Sentiu-se deprimido/a? 1 2 3 4
25. Teve dificuldade em lembrar-se das coisas? 1 2 3 4
26. O seu estado fisico ou tratamento médico

interferiram na sua vida familiar? 1 2 3 4
27. O seu estado fisico ou tratamento médico

interferiram na sua actividade social? 1 2 3 4
28. O seu estado fisico ou tratamento médico

causaram-lhe problemas de ordem financeira? 1 2 3 4

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

29. Como classificaria a sua saide em geral durante a Giltima semana?
1 2 3 4 5 6 7

Péssima Optima

30. Como classificaria a sua qualidade de vida global durante a tltima semana?
1 2 3 4 5 6 7

Péssima Optima

© Copyright 1995 EORTC Study Group on Quality of Life. Todos os direitos reservados.  Version 3.0.
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