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RESUMO

Ferreira AC. Comparacdo dos niveis séricos de IL1B, IL6, IL8 e CCL2
entre individuos tabagistas e portadores de cancer de pulmédo de
células nao-pequenas. Sdo Paulo; 2012. [Dissertacdo de Mestrado

Fundacao Antbnio Prudente].

Introducdo: Os tabagistas tém mais chances de desenvolver cancer de
pulm&o, considerado o segundo tumor mais incidente e a primeira causa de
morte por cancer. O cancer de pulméo de células ndo-pequenas (CPCNP) é
o0 tipo histolégico mais comum e a inflamagéo esté relacionada a ele de
varias maneiras. O uso de tabaco afeta a acdo de mediadores anti-
inflamatoérios e imunossupressores, induzindo proliferacdo celular e
alteracdes no DNA. Também interfere na resposta imunologica global do
individuo, modificando quimicamente componentes de diversas vias de
sinalizacdo. Estudos detectaram e identificaram os principais mediadores
desse complexo processo, dentre estes estdo as interleucinas pré-
inflamatdrias IL6 e IL1B, e as quimiocinas CCL2 (MCP1) e CXCL8 (IL8).
Objetivo: Avaliar o nivel circulante de IL6, IL8, IL1B e CCL2 no soro de
individuos néo-tabagistas, ex-tabagistas, tabagistas atuais e portadores de
cancer de pulmao inicial e avancado (tabagistas e n&o-tabagistas), e
correlaciona-los com a carga tabagica. Casuistica e Métodos: Estudo
transversal, para avaliar os mediadores supracitados em individuos maiores
de 18 anos. Separamos e armazenamos o0 soro obtido de 10,0mL de sangue
periférico de cada individuo, apds coagulacdo espontanea do sangue e
centrifugacdo sob refrigeracdo. Apos quantificacdo das proteinas totais, 0s
mediadores foram quantificados por ELISA sanduiche. As concentracdes
foram expressas em pg/ml. Dados clinicos foram coletados em ficha prépria.
Empregamos estatistica descritiva e teste de Kruskal-Wallis seguido do
Teste de Dunn para comparar as medianas das concentracées entre 0s
grupos. Teste de Spearman foi utilizado para avaliar a correlacdo entre



carga tabagica e o0 nivel dos mediadores. Consideramos diferencas
significativas quando p<0,05. Resultados: Obtivemos amostras de 165
individuos. A citocina IL6 ndo mostrou associacdo com 0S grupos, mas sim
com a presengca de céancer de pulmdo. A citocina IL1B também néo
apresentou diferenca entre 0s grupos, porém esteve associada com
auséncia de metéastase linfonodal. A quimiocina IL8 ndo mostrou nenhuma
associacao significativa. Niveis mais elevados de CCL2 foram encontrados
entre portadores de tumores avancados em relacdo aos controles e aos ex-
tabagistas. Houve associacdo desta quimiocina com a presenca de cancer,
com estadios avancados e com a presenca de metastases. Encontramos
correlagdo positiva das citocinas entre si. N&o verificamos correlagcdo entre
0S niveis das citocinas e a carga tabagica. Conclusdo: Niveis mais
elevados CCL2 foram encontrados entre portadores de tumores avancados
em relacdo a nao-tabagistas e ex-tabagistas, e estdo associados com
tumores avancados e presenca de metastases. Os niveis de IL1B, IL6, IL8 e
CCL2 apresentam correlacao entre si, mas nao com carga tabagica.



SUMMARY

Ferreira AC. [IL1B, IL8, IL6 and CCL2 serum level comparison in smokers
and non-small cell lung cancer patients]. Sdo Paulo, 2012. [Dissertacao

de Mestrado Fundacao Anténio Prudente].

Background: Tobacco smokers have a higher probability of developing lung
cancer, the second most incident tumor and the leading cause of cancer
death worldwide. Non-small cell lung cancer (NSCLC) is the most common
histologic subgroup and is related to inflammation in many ways. The chronic
exposition to tobacco smoke modifies the activity of anti-inflammatory and
and immunossupressive mediators, inducing cellular proliferation and DNA
damage. It does also interfere with the systemic immune response,
chemically modifying components of diverse signaling pathways. Different
investigators identified putative mediators in this complex process, among
them the pro-inflammatory interleukins IL6 and IL1B, and the chemokines
CCL2 (MCP1) and CXCL8 (IL8). Objective: To measure the serum level of
IL6, IL8, IL1 and CCL2 among never-smokers, former-smokers, smokers and
lung cancer patients (early and advanced disease in smokers and non-
smokers), and correlate it with tobacco consumption history. Materials and
methods: This a transversal study which evaluated the aforementioned
mediators in individuals older or equal to 18 years-old. Serum was separated
from 10,0ml of peripheral blood, collected from each participant, after
spontaneous coagulation and centrifugation under refrigeration. After total
protein quantification, the inflammatory mediators were measured using a
commercially available ELISA kit. Concentration was expressed in pg/ml.
Clinical data were registered in appropriate forms. Descriptive statistics and
Kruskal-Wallis test, followed by Dunn’s test, were used to compare median
concentration values among the different subgroups. Spearman method was
employed to correlate smoking history and cytokine levels. The type | error
was set at 5%. Results: A total of 165 individuals were enrolled. IL6 level



was not significantly different among subgroups, but was associated with
having lung cancer. IL1B did not show any significant difference among the
subgroups, nevertheless it was associated with not having lymph node
metastasis. IL8 was not associated with any other variable. CCL2 levels were
higher among advanced stage patients when compared to healthy never-
smokers and former smokers. It was also associated with having cancer,
advanced disease stage and having metastasis. No correlation between
cytokine/chemokine and tobacco consumption history was observed.
Conclusion: IL6, IL1B and IL8 levels were not significantly different among
study subgroups. IL6 was associated with having cancer, and IL1B with
lymph node metastasis. Higher CCL2 levels were observed among advanced
stage patients in comparison to never smokers and former smokers.
Besides, it was also associated with having cancer, advanced disease and
metastasis. The serum level of the mediators correlated among them. They

did not correlate with tobacco consumption history, on the other hand.
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1  INTRODUCAO

1.1 TABAGISMO

O consumo do tabaco, principalmente o seu uso prolongado, por
milhBes de pessoas em todo mundo mantém as estatisticas alarmantes em
relacdo as suas consequéncias para a saude. Os tabagistas, que utilizam o
cigarro como o principal produto do tabaco, tém mais chances de
desenvolver algum tipo de céncer comparado com n&o-fumantes, assim
como estdo predispostos a outras doencas cronicas que acometem
principalmente o pulm&o, como a doenga pulmonar obstrutiva cronica
(DPOC). Os fumantes também tém mais que o dobro de chance de
apresentar doencgas coronarianas e acidentes vasculares cerebrais
(WALSER et al. 2008).

O tabagismo permanece mais prevalente entre o sexo masculino,
particularmente em paises como a China, mas com tendéncia de diminuigédo
do uso entre aqueles que habitam os paises chamados industrializados,
como Reino Unido e Estados Unidos. Em contrapartida, os indices entre as
mulheres tém aumentado significativamente, principalmente em paises
asiaticos e do leste europeu, nos quais anualmente, morrem 300 mil
mulheres em conseqiéncia deste fato. Para os paises em desenvolvimento,
no ano de 2020, calcula-se que havera 10 milh6es de mortes causados pelo

tabaco (MACKAY e AMOS 2003; World Health Organization-WHO 2012).



No Brasil, em estudo retrospectivo, verificou-se que, em 16 capitais,
aproximadamente 13% da populacdo foi a Obito em decorréncia do
tabagismo e a diferenca de género seguiu a tendéncia mundial, morrendo
mais homens comparados as mulheres (CORREA et al. 2009). Segundo
dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em 2008,
17,2% da populacéo brasileira, acima dos 15 anos, fumava derivados do
tabaco, sendo que o percentual destes usuarios era maior entre homens,
com idade entre 45 a 64 anos. A maior concentracdo de fumantes esta na
regido Sul do Brasil e entre moradores da zona rural. A escolaridade e a
renda per capita mostram-se como fatores impactantes no aumento da
proporcao de tabagistas.

Como resultado da queima do tabaco € liberada uma grande
quantidade de produtos quimicos, também provenientes das matérias primas
adicionadas na sua fabricacdo. Dentre elas a nicotina, o0 mondxido de
carbono e os componentes oxidantes tém efeito sobre mediadores anti-
inflamatorios e imunossupressores, além de induzirem proliferacéo celular e
alteracdes no DNA celular. Além disso, o fumo também interfere na resposta
imunologica global do individuo, modificando quimicamente vias de
sinalizacdo e componentes da matriz extracelular, através de acetilacéo,
nitrosilacdo, carbonilacdo e oxidacdo, o que pode ter algum efeito na
sobrevida, ativacdo e diferenciacdo celular (LEE et al. 2009; STAMPFLI e
ANDERSON 2009).

Na Europa e EUA, o tabagismo responde por 90% dos casos de

cancer de pulméo entre homens e de 75-85% dos casos entre mulheres. O



consumo de cigarro ou outros derivados do tabaco aumenta em cerca de 30
vezes 0 risco de se desenvolver cancer de pulmao (SUBRAMANIAN e
GOVINDAN 2007; MOLINA et al. 2008). Este risco é proporcional ao tempo
de uso do tabaco e ao numero de cigarros fumados por dia, calculado como
anos-maco (PETO et al. 2000; ALBERG e SAMET 2003).

Pesquisas mostram que a probabilidade de se desenvolver cancer de
pulm&o é menor entre os individuos que param de fumar comparados com
agueles que continuam com o habito, assim como o periodo de abstinéncia
influencia esta probabilidade. Poréem mesmo que o tempo de abstinéncia
seja longo, comparado com os nao-fumantes, estes individuos ainda
mantém alto o risco, principalmente se o consumo magos/ano for elevado.
Apo6s 5 anos da interrupcdo do uso do tabaco, ja se observa beneficios para
a saude, havendo melhora da funcdo pulmonar (ALBERG e SAMET 2003;

GUO et al. 2009).

1.2 CANCER DE PULMAO E RESPOSTA INFLAMATORIA

Atualmente, o cancer de pulm&o € um importante problema de saude
publica, resultado de fatores genéticos e ambientais e ocorre,
predominantemente, em pessoas com historia de uso prolongado de tabaco
(WOENCKHAUS et al. 2006). Estatisticas colocam o cancer de pulméo
como a primeira causa de morte por cancer, independente do género

(JEMAL et al. 2011).



No Brasil, segundo dados do Instituto Nacional do Cancer - INCA,
continua sendo o segundo tumor mais incidente entre homens e o quinto
entre mulheres (Ministério da Saude 2011).

O céancer de pulméo é classificado em dois grandes grupos, divididos
através de achados histopatolégicos, sendo um dos grupos o cancer de
pulméo de células pequenas (CPCP) e o outro o cancer de pulmédo de
células nado-pequenas (CPCNP). Os CPCNPs séo representados na sua
grande maioria por dois grandes subgrupos: carcinomas de células
escamosas e adenocarcinomas. Aproximadamente 85% dos tumores
pulmonares diagnosticados séo carcinomas de células ndo-pequenas, sendo
0 adenocarcinoma mais incidente e fortemente relacionado ao uso continuo
do tabaco (WOENCKHAUS et al. 2006; MOLINA et al. 2008; RISCH e
PLASS 2008; CHANSKY et al. 2009).

Vérias evidéncias sugerem que a exposicdo ao tabaco desencadeia
respostas inflamatorias no pulméo que podem levar ao desenvolvimento de
doencas pulmonares cronicas irreversiveis e cancer. Nos individuos
portadores de DPOC, a inflamacdo pulmonar causada e intensificada pelo
tabaco pode persistir ou progredir mesmo quando ha interrupcdo do uso.
Estudos sugerem que o pulmdo, que apresenta inflamagcdo crbnica e
exacerbada, tem as chances de carcinogénese aumentadas, devido
principalmente a alteracbes do mecanismo de resposta imunoldgica
(DASARI et al. 2006; LEE et al. 2009; QU et al. 2009b).

Apesar do envolvimento de muitos fatores que promovem eventos

mutacionais e moleculares no epitélio pulmonar, a inflamacdo parece



desempenhar um papel crucial na patogénese do cancer de pulméo, através
de suas inumeras vias de atuacdo, agindo tanto no tumor quanto no seu
microambiente (WALSER et al. 2008).

A resposta inflamatoria € desencadeada quando ha o reconhecimento
de agentes invasores ou da presenca de tecido lesionado e € montada uma
resposta de defesa do organismo contra estes. Este processo ocorre atraves
do equilibrio entre vias pré-inflamatérias e mediadores anti-inflamatorios,
iniciando-se através da resposta inata que reconhece padrées moleculares
(PAMPs - pathogen associated molecular patterns) nos patdgenos e em
associacdo aos tecidos danificados através de receptores celulares e
humorais especificos chamados receptores de reconhecimento de padrdes
(PRR - pattern recognition receptors) (DE BOER et al. 2000).

Apés o reconhecimento, ocorre ativacdo celular e producdo de
polipeptideos chamados de citocinas, que exercendo efeitos pleiotropicos e
redundantes mediam e regulam a resposta inflamatoéria. As citocinas podem
ter atividades imunossupressivas, pré ou anti-inflamatoérias, dependendo do
microambiente envolvido. Estas proteinas agem fundamentalmente no
crescimento, desenvolvimento, diferenciacéo e ativacdo celular (SERUGA et
al. 2008; YOSHIMURA 2009).

A inflamacédo esta relacionada ao cancer de varias maneiras e de
formas nado totalmente esclarecidas. Dentre essas, acredita-se que a
inflamacdo age no silenciamento epigenético de genes associados com a

supressdo de fatores de crescimento, através de reacdes associadas ao



estresse oxidativo e promovendo angiogénese e linfangiogénese (DE BOER
et al. 2000).

No pulméo a inflamacédo € deflagrada pela acédo direta da fumaca
resultante da queima do tabaco sobre o epitélio brénquico-alveolar,
modificando a resposta inata, com alteracdo do fenotipo dos macrofagos e
ativacdo dos mesmos, ocasionando maior producdo de mediadores pro-
inflamatorios, porém causando ineficiéncia destes na tarefa de fagocitar
células apoptéticas ou alteradas. Ha também aumento de enzimas
proteoliticas e elevacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio.
Todos estes fatores sédo produzidos ciclicamente tornando a inflamacgéo
cronica, causando a destruicdo do tecido pulmonar e predispondo a
mutacdes somaticas (RUSSELL et al. 2002; SOPORI 2002; STAMPFLI e
ANDERSON 2009).

Estudos experimentais em animais e pesquisas envolvendo seres
humanos detectaram e identificaram o0s principais mediadores desse
complexo processo que causa 0 cancer de pulmao, relacionando toda
trajetéria da inflamacdo ao microambiente tumoral e consequente
carcinogénese. Dentre 0s mediadores estdo as interleucinas pro-
inflamatorias como IL6 e IL1B e as quimiocinas CCL2 (MCP1) e CXCLS8
(IL8). Dentre estas proteinas, WALSER et al. (2008) relatam que a IL1B se
destaca por possuir propriedades deletérias sobre a promocao da transicéo
epitélio-mesenquimal (TEM) e a destruicdo de células especificas que

mediam a resposta imune contra antigenos tumorais.



Pesquisas realizadas por LI et al. (2007) e QU et al. (2009a) em
modelo animal e em amostras de tecido pulmonar humano, respectivamente,
demonstraram o importante papel da via IL6/STAT3 (transdutor de sinal e
ativador de transcricdo 3), na promocdo do DPOC e do adenocarcinoma
pulmonar, quando ocorre inflamacao persistente no pulméao.

As funcdes da IL6 sdo muitas e diversificadas. E sintetizada por
macrofagos e células do epitélio vascular e possui tamanho variavel entre
19-26 KDa. Tem papel na imunidade inata, estimula os hepatdcitos a
produzir proteinas que agem na fase aguda da resposta inflamatoria e
também estimula a producdo de neutréfilos. Outra importante funcéo é o
estimulo da producao de outras citocinas, principalmente IL17, para inibicdo
das células T regulatdrias, tornando a resposta imune mais eficaz. O STAT3
€ uma molécula de sinalizacdo intracelular, presente nas células epiteliais
alveolares tipo Il e que age como principal mediador da resposta celular a
IL6 (LI et al. 2007; QU et al. 2009a e b).

A citocina IL1 representa uma grande familia subdividida em IL1B,
ILLA e IL1RA (receptor antagonista). Desempenha varias e importantes
funcdes, incluindo inducdo de proliferacdo, diferenciacdo e apoptose das
células envolvidas na resposta imunolégica. Também desempenha papel
fundamental na resposta inflamatéria facilitando a transmigracdo de
leucécitos para o sitio de infeccdo. Em humanos sob uso do tabaco foi
detectado aumento de IL1B em células mononucleares sanguineas
(COMANDINI et al. 2009; YOSHIMURA 2009). Num modelo animal, onde

camundongos foram expostos ao tabaco, houve inducdo da expressao da



ILLB com consequente ativacdo do fator nuclear kappa B (NFKB) e este
efeito mostrou ter um papel importante na promocédo de inflamacédo e
carcinogénese do pulméao (STATHOPOULOS et al 2007; HART et al 2008;
LEE et al 2009).

Em outro estudo, realizado por KUBO et al. (2005), foi investigado o
perfil de expressdo génica na resposta inflamatéria no pulméo de cobaias
submetidas a exposi¢cado aguda e cronica ao tabaco. Observou-se que apos
a fase de exposicdo aguda ndo houve lesdo tecidual no parénquima
pulmonar, mas ja havia aumento significativo da expressdo de IL1B e
aumento moderado de IL8, dentre outros mediadores. Na fase de exposicéo
cronica a expressao do IL1B continuou aumentando e a expressao de IL8
permaneceu no mesmo patamar, paralelamente ja havia aparecimento de
alteracOes da estrutura pulmonar e aumento da resisténcia de vias aéreas. O
aumento persistente de IL1B, segundo estes autores, corrobora dados da
literatura, pois a mesma ja foi descrita como importante na funcdo de
promover doenca pulmonar devido a sua caracteristica de mediar o trafego
de células inflamatorias para as vias aéreas.

Na tentativa de associar o uso do tabaco com doenca pulmonar
inflamatoria e cancer a IL8 também tem sido bastante estudada. Pertencente
a familia das quimiocinas, com tamanho entre 8-14 KDa, tem habilidade de
agir sobre os neutrofilos, que também s&o seus produtores, induzindo
guimiotaxia, explosdo oxidativa (oxidative burst) e superexpressdo de
moléculas de adeséo na superficie daquelas células (SCAPINI et al. 2000).

Estudos com bidpsia de tecido pulmonar humano e com lavado brénquico-



alveolar (BAL) mostraram aumento da expressdo génica de IL8 em
pacientes fumantes e em portadores de DPOC (CHARO e RANSOHOFF
2006). Outra pesquisa, realizada por KUSCHNER et al. (1996), mostrou que
0 aumento da expressdo da IL8 foi dependente do grau de exposicdo ao
tabaco, assim como RUSZNAK et al. (2000) e SCHULZ et al. (2003) que
demonstraram, através da andlise de células epiteliais de biopsia pulmonar
de individuos com DPOC, que ha um aumento significativamente maior de
IL8 neste material comparado com pessoas fumantes porém saudaveis.

As pesquisas também relacionam a quimiocina CCL2 com a dinamica
da inflamacédo tecidual pulmonar. No geral, as quimiocinas atuam como
recrutadores de leucécitos, mas a CCL2 atua especificamente sobre os
monaocitos, atraindo-os para os sitios de infeccdo e regulando sua infiltracéo
durante a inflamacdo (CHARO e RANSOHOFF 2006). Sabe-se que no
parénquima pulmonar acometido por DPOC ha elevada infiltracdo e acamulo
de neutrofilos e mondcitos. KUBO et al. (2005) também observaram
elevacdo da expressédo de CCL2 , tanto na fase aguda como na fase crénica
da exposicao ao tabaco.

Alguns pesquisadores observaram elevacdo de CCL2 em pacientes
fumantes com DPOC em comparacdo com fumantes saudaveis e
relacionaram a producdo deste fator ao proprio epitélio pulmonar, que
acometido por inflamacéo crbnica aumentaria a expressao de quimiocinas
como a CCL2, o que regularia a infiltracdo dos macrofagos. Em
contrapartida outras pesquisas encontraram no BAL maior elevacdo da

CCL2 em pacientes com DPOC e em fumantes assintomaticos quando
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comparados a nao-fumantes, sugerindo que esta quimiocina pode ser uma
das causas da inflamacdo pulmonar no fumante (STAMPFLI e ANDERSON
2009; COMANDINI et al. 2009).

De todos estes dados depreende-se que um conjunto de mediadores
estda ao mesmo tempo envolvido na regulacdo da resposta inflamatéria no
pulm@o em resposta a exposicdo ao tabaco e na patogénese do cancer de
pulméo, e que, provavelmente, a inflamacao cronica pulmonar desempenha
um papel crucial na iniciagdo e progressao do processo de malignizacao
pulmonar.

Desta forma, tentamos averiguar a existéncia de algum padréo ou
perfil avaliando a expresséo deste conjunto de proteinas associadas com a
resposta inflamatéria, e para as quais existissem dados na literatura
associando-as a algum dos passos no processo de iniciacdo ou progressao
do cancer de pulmao. Para tanto, estes mediadores foram avaliados através
do sangue de individuos ndo fumantes, fumantes atuais, ex-fumantes e em
individuos portadores de céncer de pulmao inicial (estadios | a IlIA
ressecavel) antes do tratamento cirdrgico, e avancado (estadios IlIA
irressecavel, IlIB e V), para, eventualmente, identificar que individuos
apresentariam um risco mais elevado de desenvolver cancer quando
expostos ao tabaco. Acreditamos que tal achado poderia ser util para
orientacdo dos individuos fumantes, na identificacdo e seguimento de
individuos com risco elevado de desenvolver cancer de pulméo e no melhor
entendimento da patogénese do cancer de pulméo e sua relacdo com a

resposta inflamatoria.
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OBJETIVOS

OBJETIVO PRIMARIO

Avaliacdo dos niveis circulantes de IL1B, IL6, CXCL8 (IL8) e CCL2
(MCP1) no soro sanguineo de individuos normais, tabagistas atuais,
ex-tabagistas (que pararam ha mais de 1 ano), portadores de CPCNP
com doenca localizada e portadores de CPCNP com doenca

localmente avancada ou metastatica ndo-ressecavel.

OBJETIVO SECUNDARIO

Determinar a associa¢ao dos niveis de IL1B, IL6, CXCL8 (IL8) e CCL2
(MCP1) com caracteristicas clinico-demogréficas da populacao
estudada.

Correlacionar o nivel dos marcadores supracitados com a carga
tabagica entre os tabagistas atuais e os ex-tabagistas.

Correlacionar os niveis dos mediadores inflamatorios estudados entre

Si.
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CASUISTICA E METODOS

DESENHO DO ESTUDO E CALCULO DE AMOSTRA

Trata-se de um estudo transversal realizado de Agosto/2010 a

Outubro/2011. Foram avaliados sete grupos de individuos:

N&o-tabagistas - utilizados como controle e formado por doadores do
Banco de Sangue, funcionarios do Hospital A.C. Camargo (HACC) e
participantes das campanhas do HACC para prevengcao do cancer.
Todos sem histéria prévia de tabagismo e sem qualquer doenca
oncoldégica conhecida.

Tabagistas ativos — individuos que consomem ativamente tabaco em
gualquer forma inalavel. Foram recrutados no Grupo de Apoio ao
Tabagista (GAT), entre os doadores do Banco de Sangue, dentre os
funcionarios do hospital e participantes das campanhas do HACC de
prevencdo ao cancer. Todos os individuos sem doenca oncolégica
conhecida.

Ex-tabagistas - foram considerados ex-tabagistas os individuos
abstémios h& pelo menos um ano. Também foram recrutados a partir
do GAT, doadores do Banco de Sangue, funcionarios do hospital e
participantes das campanhas de prevencdo ao cancer. Todos o0s

individuos sem doenca oncolégica conhecida.
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Portadores de cancer de pulmo inicial sem histéria de tabagismo —
pacientes com cancer de pulméo confirmado histologicamente como
de células nao-pequenas estadios | a IllIA (ressecavel), antes da
resseccdo do tumor primario com intengdo curativa ou tratamento
neoadjuvante. Foram recrutados no ambulatério de cirurgia toracica.
Portadores de cancer de pulméao inicial com historia de tabagismo —
pacientes com cancer de pulmao confirmado histologicamente como
de células ndo-pequenas estadios | a IlIA (ressecéavel), antes da
resseccdo do tumor primario com intencdo curativa ou tratamento
neoadjuvante. Foram recrutados no ambulatério de cirurgia torécica.
Portadores de cancer de pulméo metastatico ou localmente avancado
nao-fumantes - foram recrutados no ambulatério de oncologia clinica
antes de qualquer tratamento sistémico ou radioterapia. Admitidos
apenas os individuos com diagndstico histologicamente confirmado de
CPCNP com doenca estadios IlIA irressecavel, 11IB ou IV.

Portadores de cancer de pulm&o metastéatico ou localmente avancgado,
com histdria de tabagismo ativo, foram recrutados no ambulatério de
oncologia clinica antes de qualquer tratamento sistémico ou
radioterapia. Admitidos apenas o0s individuos com diagnéstico
histologicamente confirmado de CPCNP com doenca estadios IIIA
irressecavel, IlIB ou IV.

Utilizamos para os pacientes com CPCNP o estadiamento clinico, de

acordo com o AJCC Cancer Staging Manual (EDGE et al. 2010)
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Como nao existiam dados na literatura sobre os valores das citocinas
avaliadas neste estudo, para os grupos de individuos estudados (controle,
fumantes, ex-fumantes, portadores de cancer inicial ressecavel e localmente
avancado e metastatico), empregamos os resultados do estudo de SIN et al.
(2006) para estimar o tamanho de nossa amostra. Este estudo mediu os
niveis de Proteina C Reativa, CCL2 (MCP1), IL6 e IL8 em individuos
fumantes e ex-fumantes portadores de displasia brénquica, que progrediram
ou ndo apos 6 meses. Assumindo meédias e desvios padrbes semelhantes
aos obtidos neste estudo para as citocinas estudadas para os dois grupos
(com progressao e sem progressao) e uma variagdo da mesma magnitude
nas medidas destas citocinas na nossa amostra, assumindo um erro do tipo
alfa de 5% e um erro do tipo beta de 20%, calculamos que seriam
necessarios 67 pacientes por grupo (335 individuos ao todo) a fim de
encontrar alguma diferenca estatisticamente significante, na média dos

valores das citocinas medidas no sangue, entre os grupos estudados.

3.2 ELEGIBILIDADE

3.2.1 Critérios deinclusao

o Idade maior ou igual a 18 anos.
o Concordar em participar da pesquisa, assinando o TCLE.
o Para os portadores de céancer, diagnostico histolégico ou citolégico de

carcinoma de pulméo de células ndo-pequenas;
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3.2.2 Critérios de excluséo

o Complicagdes infecciosas ativas, incluindo uso de antibiéticos até 30
dias antes da coleta de sangue;

o Doencas inflamatorias cronicas de carater auto-imune ou infeccioso;

o Tabagismo passivo apenas (aplicavel apenas nos individuos
tabagistas);

o Uso crénico de corticoides ou anticoagulantes (exceto anti-agregante
plaquetario);

o Ter realizado tratamento sistémico (quimioterapia, imunoterapia ou
terapia—alvo de qualquer tipo) ou radioterapia prévios e recentemente;

o Pacientes com performance status (ECOG) maior que dois;

o Diagnostico prévio de outro tipo de cancer, exceto carcinoma cervical
in situ e carcinoma basocelular de pele, totalmente ressecados, ou
outro tipo de tumor sem recidiva ou progressao ha mais de cinco anos

do término do tratamento;

o Pacientes portadores de doencas psiquiatricas descompensadas;
o Pacientes analfabetos sem um representante legal;
o Paciente deficiente mental incapaz de manifestacdo de vontade;

3.3 COLETA DE SANGUE

Foram coletados 10,0mL de sangue por puncdo venosa periférica de
cada individuo. Nos individuos dos grupos controle, tabagista e ex-tabagista,

as coletas foram realizadas em diferentes momentos e setores do hospital A.
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C. Camargo, conforme a disponibilidade e localizagdo dos voluntarios. Nos
pacientes com cancer de pulméao inicial, as coletas foram realizadas durante
a internacdo pré-cirargica ou no Centro Cirdrgico, antes da inducédo
anestésica. Dentre os pacientes com cancer de pulmdo avancado, as
coletas foram realizadas em diversos locais e momentos, como no
ambulatério da Oncologia Clinica, logo apds a consulta médica, durante a
internacdo do paciente para exames diagnésticos ou cuidados clinicos, ou
entdo no ambulatério da Quimioterapia, antes da infusdo do primeiro ciclo de
quimioterapia.

As amostras de sangue foram colocadas em tubo seco (Vacutainer)
das quais separamos o soro, apés incubacdo em banho-maria a 37°C por
30min e centrifugacdo a 4°C por 10min a 2000rpm. Estas amostras foram
novamente centrifugadas sob refrigeracdo para remocdo de heméacias e
debris residuais, aliquotadas e mantidas a 80°C negativos até 0 momento da
analise.

Em paralelo, dados clinicos foram anotados em fichas de coleta de
dados especificamente desenhada para o presente trabalho (Anexo 1) e
realizados imediatamente antes da coleta de sangue. Todos os voluntarios
assinaram o0 termo de consentimento esclarecido para entdo serem
incluidos. No caso dos individuos com cancer inicial, como a confirmacéo
histoldgica ndo estava disponivel para todos antes da realizac&o da cirurgia,
o termo de consentimento era aplicado quando existia suspeita clinica, e no
caso de ndo haver confirmacdo do diagnéstico de cancer o paciente era

excluido e sua amostra de soro descartada.



17

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Fundacdo Antonio Prudente sob o numero 1388/10, em 08 de Junho de

2010.

3.4 ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

Inicialmente quantificamos a concentracdo de proteinas totais nas
amostras pelo método de Bradford.

Os mediadores supracitados (IL6, IL1B, CCL2 e IL8) foram
quantificados por ELISA sanduiche, empregando kits especificos DuoSet -
R&D Systems (Minneapolis, MN - USA), seguindo as especificacbes do
fabricante para cada kit. As concentragdes dos mediadores foram expressas

como a relacdo massa do mediador (em pg) por volume de soro (em ml).

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Para os dados clinicos empregamos a estatistica descritiva para
descricédo de frequéncias, medidas de tendéncia central e dispersao.

O teste de Kruskal-Wallis seguido do Teste de Dunn foi empregado
para comparar as medianas das concentracdes das citocinas entre 0s
grupos do estudo.

Correlacdo entre carga tabagica (magos/ano) e 0s niveis sanguineos
dos mediadores, assim como entre as concentracdes das citocinas entre si,

foi realizada pelo método de Spearman. A comparacao entre as medianas
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das concentracfes das citocinas dos diversos subgrupos e os dados clinico-
patoldgicos foi realizado pelo teste de Mann-Whitney.

Para todas as andlises consideramos diferencas estatisticamente
significativas aquelas cujo p fosse inferior a 0,05. Empregamos para as
analises estatisticas e confeccado de graficos os programas SPSS 17.0 for

Windows (Chicago, IL - USA) e o GraphPad Prism 5.0 (La Jolla, CA - USA).

3.6 FINANCIAMENTO E INFRA-ESTRUTURA

Recebemos auxilio-pesquisa da FAPESP, no intuito de custear o
projeto (PROCESSO 2010/09530-4).

Utilizamos o Centro Internacional de Pesquisa e Ensino (CIPE) do
Hospital A C Camargo/Fundagao Antbnio Prudente para a realizacdo dos

ensaios propostos.
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4 RESULTADOS

4.1 CASUISTICA

4.1.1 Obtencéo das amostras de sangue

Nesta pesquisa, de 335 amostras de sangue, previamente calculado
como o numero ideal, obtivemos 165 amostras, sendo o grupo controle o
anico com a quantidade pré-estabelecida como satisfatéria. Nos demais
grupos obtivemos 26 amostras de individuos fumantes, 19 amostras de ex-
fumantes, 35 amostras de pacientes com cancer de pulmdo em estadio
avancado e tabagistas, 11 amostras de pacientes com cancer de pulméo em
estadio avancado ndo-tabagistas, e somente 9 amostras de pacientes com
cancer de pulmao em estadio inicial, j& adicionados os tabagistas e 0os ndo-
tabagistas.

Iniciamos o recrutamento do grupo controle dentre os doadores do
Banco de Sangue, porém percebemos que, como esta populacao era pré-
triada antes da coleta, ndo era representativa da populacéo em geral. Desta
maneira reiniciamos as coletas recrutando funcionarios, colaboradores e
participantes de campanhas oferecidas pelo hospital, fato que dificultou
sobremaneira a obteng&o das amostras de sangue.

Outra dificuldade enfrentada foi relacionada aos grupos de tabagistas
ativos e ex-tabagistas, pois contdvamos com a presenca deles no GAT, o

que nado ocorreu da maneira que previamos. Para o grupo dos tabagistas,
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posteriormente adquirimos um numero satisfatério, também através dos
colaboradores e funcionarios do hospital.

No grupo de tumor inicial, nossa dificuldade para a obtencdo do
namero ideal de amostras foi relacionada aos pacientes, que apresentaram,
muitas vezes, esta doenca como um segundo tumor primario, com menos de
5 anos do tratamento do anterior, 0 que 0s tornou inelegiveis. Quanto aos
pacientes com tumor localmente avancado e metastatico, obtivemos uma
quantidade maior comparado ao grupo com tumor inicial, porém, neste
grupo, a dificuldade da coleta foi relacionada ao tratamento quimioterapico
ou radioterapico iniciado previamente em outro servico, ou 0 Uso préevio de

antibiotico ou corticosteroéides, também resultando em inelegibilidade.

4.1.2 Dados clinicos

Através da ficha de coleta de dados e analise dos prontuarios
obtivemos informacdes clinicas dos voluntarios do estudo.

Analisando todos os dados agrupados temos que a idade variou de
21 a 82 anos, com média, mediana e desvio padréo de 50,5, 52,5 e 15,72
respectivamente. Para todas as pessoas que fumam, a média e a mediana
de macos/ano foi de 49,7 e 39,0 respectivamente, com um desvio padrao de
43,76. Com relacdo ao género, prevaleceu o sexo masculino, e a raca,
individuos da cor branca.

Analisando os grupos separadamente, observamos que 0s pacientes
com tumor avancado possuem a maior média de idade e sdo as pessoas

com maior carga tabagica. Observa-se que ha somente mulheres nos
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grupos de tumores iniciais e avancados nao-fumantes, assim como ndo ha
pessoas da cor negra dentre todos os pacientes com cancer (Tabelas 1, 2, 3

e 4).



Tabela 1 - Dados epidemiol6gicos dos individuos da amostra.

VARIAVEIS GRUPOS
CPCNP CPCNP
Controle Ex-tabagista® Tabagista Icnllaggg avCaFr:Cg(I:iDo* inicial avancado
N=64 N=19 N=26 N=6 N_Q35 ndo-tabagista nao-tabagista
B B N=3 N=11
IDADE
Média (SD) 39,5(12,1) 51,4 (12,6) 48,9 (13,6) 62,8 (9,0) 64,2 (10,4) 60,3 (7,63) 63,2 (13,5)
Mediana 37,0 52,0 52,5 64,0 63,0 62,0 66,0
SEXO
. 51,6% 47,4% 53,8% 66,7% 68,6% - -
Masculino
COR
Branca 65,6% 84,2% 61,3% 100% 80,0% 33,3% 72, 7%
Negra 7,8% 10,5% 11,5% - - - -
Parda 25% 5,3% 23,1% - 14,3% 33,3% 27,3%
Amarela
(Asiaticos) 1,6% - 3,8% - 5,7% 33,3% -

*Individuos que pararam de fumar ha pelo menos 1 ano.

@ Estadios |, Il e llIA ressecaveis.
e [Estadios IllA irressecavel, IlIB e IV.
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Tabela 2 - Dados referentes ao estadiamento e tamanho (T) dos tumores.

GRUPOS
CPCNP CPCNP
. CPCNP CPCNP o

VARIAVEIS o Inicial n&o- avanc¢ado néo-

inicial avancado* ) ]

tabagista tabagista
N=6 N=35
N=3 N=11
ESTADIO
I - 3 -
I 1 - -
A 2 9 - 1
1]2] - 6 - -
\ - 19 - 10
T

TX - 3 - -
T1% 3 6 1 -
T2** 2 10 2 4
T3 - 9 - 6
T4 1 7 - 1

@ Estadios |, Il e IlIA ressecaveis.

* Estadios IlIA irressecavel, IIIB e IV.
&Tumores Tlae T1lb

** Tumores T2a e T2b
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Tabela 3 - Dados referentes ao comprometimento linfonodal (N) e presenca

de metéstases (M).

GRUPOS
CPCNP CPCNP CPCNP CPCNP
VARIAVEIS inicial® avancado® inicial avancgado

N=6 N=35 ndo-tabagista ndo-tabagista
N=3 N=11
N
NO 2 3 1
N1 2 - -
N2 2 15 - 5
N3 - 9 - 2
NXx - 1 - 3
M
MO 6 13 3 1
M1* - 20 - 10
Mx - 2 - -
* Mla e M1b

@ Estadios I, Il e llIA ressecaveis.
® Estadios llIA irressecavel, IlIB e IV.

Tabela 4 - Dados referentes a carga tabagica entre os grupos de individuos

tabagistas.
GRUPOS
) Ex-tabagista” Tabagista CPCNP CPCNP
VARIAVEIS $
N=19 N=26 inicial® avancado
N=6 N=35
Macgos-ano
Média (SD) 21,83 (28,67) 32,92 (29,7) 51,83 (32,4) 70,49 (48,7)
Mediana 12,5 22,0 45,0 57,0

* Individuos que pararam de fumar ha pelo menos 1 ano.
@ Estadios I, Il e llIA ressecaveis.
® Estadios llIA irressecavel, IlIB e IV.
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4.1.3 Quantificacdo dos mediadores inflamatoérios

Primeiramente, através do método de Bradford, realizamos as
medidas de concentracdo de proteinas das amostras de soro. Em seguida
iniciamos 0s imunoensaios com os kits da DuoSet (R&D Systems).

A principio, optamos pela padronizacédo e dosagem das citocinas IL6,
IL8, IL1B, utilizando 8 amostras de cada grupo. Na preparacao das placas
montamos curvas-padrdao com 7 pontos para cada placa e pipetamos as
amostras em duplicata, como preconizado pelos kits.

Na analise desta padronizacdo, verificamos que o kit mostrou-se
pouco sensivel para a andlise das concentracfes das interleucinas IL6 e
IL1B, pois resultaram em valores indetectaveis para a maioria das amostras
e em todos os grupos analisados. Para a IL8 verificamos valores mistos de
deteccao, e finalmente para a CCL2 observamos maior homogeneidade de
deteccdo dentre as amostras e entre 0S grupos.

Apoés estes primeiros experimentos e diante dos resultados obtidos,
realizamos 0s imunoensaios em todas as amostras de todos 0s grupos.
Foram realizados ensaios de ELISA para IL6, IL8, IL1B e CCL2.

Apo6s quantificacdo das concentracbes dos mediadores supracitados,
excluimos os resultados das amostras que mostraram valores divergentes
na duplicata, entdo em um segundo experimento repetimos o0 imunoensaio
destas amostras divergentes. Observamos que este evento ocorreu,
principalmente, nos soros com aspecto lipidico.

Em uma analise estatistica preliminar, observamos que para as

concentracdes das citocinas analisadas, 0s grupos com tumores iniciais nao-
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fumantes e com tumores avancados nao-fumantes ndo divergiram de
maneira significativa. Entdo, realizamos nova analise agrupando estes
grupos, respectivamente, com as amostras de pacientes com tumores
iniciais e fumantes e com o grupo dos tumores avancados e fumantes.

N&o foi observado diferenca estatistica das amostras submetidas a
ELISA para as interleucinas IL6 e IL1B (Figuras 1 e 2 ). Em todos os grupos,
e na grande maioria das amostras, os valores foram indetectaveis, como
observado na fase de padronizacdo. Diante deste resultado, para que
pudéssemos realizar os calculos estatisticos, substituimos os valores
indetectaveis pelo menor valor detectavel dividido por 10, similarmente ao
realizado por PINE et al. (2011).

N&ao verificamos diferencas estatisticamente significativas na
concentracdo sérica da quimiocina IL8 em relacdo aos grupos, mesmo apos
realizarmos o0 agrupamento das amostras: tumores avancados (tumores
avancados nédo-tabagistas com tabagistas), tumores iniciais (tumores iniciais
tabagistas com ndo-tabagistas) e tabagistas (tabagistas sem cancer e ex-
tabagistas sem céancer) (Figura 3).

Para a CCL2 foi observada diferenca estatisticamente significante dos
niveis circulantes desta quimiocina entre 0s grupos estudados. Ao
analisarmos 0s sete grupos separadamente, verificamos existir diferenca
entre os grupos controle e de tumores avancados (p<0,05), bem como entre
0S grupos de ex-tabagistas e de tumores avancados (p<0,05). Realizamos
entdo, como no calculo da IL8, a juncdo entre os grupos dos tumores

avancados nao-fumantes com os fumantes, e dos grupos dos tumores
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iniciais e ndo-fumantes com o grupo dos tumores iniciais e fumantes. Porém,
nao encontramos diferenca dos resultados, comparados aos obtidos
anteriormente, permanecendo iguais a analise dos sete grupos

separadamente (p<0,05 para todas as comparacdes) (Figuras 4 e 5).
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Figura 1 - Comparacéo dos niveis de IL6 entre os grupos analisados. Scatter-
plot da concentragdo de IL6 em pg/ml no soro dos individuos dos grupos controle (n=64),
ex-tabagistas (n=19), tabagista (n=26), tumores iniciais (n=6), tumores avancados (n=35),
tumores iniciais ndo-fumantes (n=3) e tumores avan¢ados ndo-fumantes (n=11). N&o houve
diferenca entre os grupos.
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Figura 2 - Comparacdo dos niveis de IL1B entre os grupos analisados.
Scatter-plot da concentracao de IL1B em pg/ml no soro dos individuos dos grupos controle
(n=64), ex-tabagista (n=19), tabagista (n=26), tumores iniciais (n=6), tumores avan¢ados
(n=35), tumores iniciais ndo-fumantes (n=3) e tumores avancados ndo-fumantes (n=11).
N&o houve diferenca entre 0s grupos.
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Figura 3 - Comparacéo dos niveis de IL8 entre os grupos analisados. Scatter-
plot da concentracéo de IL8 em pg/ml no soro dos individuos dos grupos controle (n=64),
ex-tabagista (n=19), tabagista (n=26), tumores iniciais (n=6), tumores avanc¢ados (n=35),
tumores iniciais ndo-fumantes (n=3) e tumores avancados ndo-fumantes (n=11). Nao houve

diferenca entre os grupos.
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Figura 4 - Comparagdo dos niveis de CCL2 entre os grupos analisados.
Scatter-plot da concentragédo de CCL2 em pg/ml no soro dos individuos dos grupos controle
(n=64), ex-tabagista (n=19), tabagista (n=26), tumores iniciais (n=6), tumores avan¢ados
(n=35), tumores iniciais ndo-fumantes (n=3) e tumores avancados ndo-fumantes (n=11).
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Figura 5 - Comparacédo dos niveis de CCL2 entre os grupos analisados,
apos agregacdo dos 7 grupos iniciais. Scatter-plot da concentragdo de CCL2 em
pg/ml no soro dos individuos dos grupos controle (n=64), ex-tabagistas (n=19), tabagista
(n=26), tumores iniciais (n=9) e tumores avancados (n=46). Para esta analise foram
agrupados em um Unico grupo pacientes tabagistas e ndo-tabagistas com tumores iniciais
(tumores iniciais) e pacientes tabagistas e nao-tabagistas com tumores avangados (tumores
avancados).
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Houve correlacdo positiva das concentracbes das citocinas entre si
(Tabela 5).

Observamos uma correlacéo fraca entre CCL2 e IL6, entre CCL2 e
IL1B e entre CCL2 e IL8. Da mesma forma, houve correlacao fraca entre 1L8
e IL6 e entre IL8 e IL1B. Encontramos correlacdo moderada entre IL1B e

IL6.

Tabela 5 - Dados referentes a correlacdo entre as concentracdoes das
citocinas.

IL1B IL6 IL8 CCL2
r p r p r p r p
IL1B NA 0,512 <0,001 0,130 0,097 0,269 <0,001
IL6 - NA 0,251 0,001 0,209 0,007
IL8 - - NA 0,159 0,042

NA — néo aplicavel

Foram observados niveis de CCL2 significativamente mais elevados
nos individuos com céancer (p=0,002), em individuos portadores de
metéstases (p=0,025) e em estadios mais avancados (IllA irressecavel, 11I1B
e IV) (p=0,029).

A interleucina IL1B mostrou niveis significativamente mais elevados
somente em associacdo com auséncia de comprometimento linfonodal

(p=0,037).
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Assim como a CCL2, os niveis da interleucina IL6 também
mostraram-se significativamente mais elevados nos pacientes com cancer
(p=0,028). Ao contrario das demais, IL8 ndo mostrou associagao significativa
com nenhum dado clinico-demografico (Tabela 6).

N&o encontramos interagdo entre 0s niveis sanguineos dos
mediadores inflamatorios, relacionados nos objetivos, com o habito de fumar
e nao fumar.

Analisando a populacdo como um todo, separando todos os
voluntarios que fumam, mas nao levando em consideracdo se sao
portadores de cancer de pulmdo, ndo houve correlagcdo dos niveis das
citocinas com a carga tabagica. Da mesma maneira, realizamos esta analise
entre niveis de citocinas obtidas e a carga tabagica, porém focando somente
nos tabagistas e ex-tabagistas sem cancer de pulméo. Também néao houve
correlacédo entre estas variaveis (Tabela 7).

Analisando as variaveis clinicas, os valores médios de leucocitos
totais mostraram diferenca estatisticamente significativa entre os grupos de
tumores iniciais e avancados (11883,33 leucécitos/ml x 8580,41

leucdcitos/ml, respectivamente), com p=0,011.



Tabela 6 - Dados

referentes a associacao entre as variaveis

IL8, IL6 e CCI2.
IL1B IL8 IL6
VARIAVEIS Mediana p Mediana p Mediana P Mediana p
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Tabagismo
Sim* 82,3 0,902 85,1 0,435 82,7 0,867 88 4 0,068
Nao* 82,6 79,5 82,2 !
76,0
Cancer
Sim 81,4 0,601 77,5 0,319 87,4 0,028 97,5 0,002
Nao 83,0 85,0 79,9 74,9
Estadio*
Avancado 27,6 0,404 27,6 0,232 28,2 0,473 30,0 0,029
Inicial 29,5 29,5 27,0 19,8
Metastase”
Sim 26,8 0,785 27,8 0,597 28,6 0,121 30,8 0,025
Nao 27,2 25,8 24,7 21,5
Linfonodo®
Positivo 24,5 0,037 25,4 0,953 24,38 0,129 27,2 0,209
Negativo 27,6 25,6 27,88 21,8

* Estadio avancado: estadios IlIA irressecaveis, IlIB e IV. Estadio inicial: estadios IA, IB, IIA, 1IB e IIIA ressecaveis.
# Metéastase: Mla e M1b

+ Linfonodo positivo: N1, N2 e N3

clinico-patoldgicas e as medianas das concentracdes de IL1B,
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Tabela 7 - Dados referentes a correlacdo entre as variaveis relacionadas a carga tabagica e as medianas das concentracdes

de IL1B, IL6, IL8 e CCI2.

. IL1B IL8 IL6 CCL2
VARIAVEIS
r p r p r p r p
Magos-ano” - 0,159 0,150 -0,173 0,118 - 0,033 0,770 0,133 0,229
Tabagistas - 0,133 0,516 0,043 0,833 - 0,067 0,746 - 0,017 0,936
Macos-ano *
Ex-tabagistas - - - 0,334 0,162 - - - 0,176 0,472

# Incluidos todos os individuos tabagistas da populagéo estudada, independente de serem portadores de cancer de pulmao.
*Incluidos todos os individuos tabagistas ou ex-tabagistas da populacédo estudada e que ndo tem cancer de pulméao
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Com a intencao de dar uma perspectiva global do desfecho clinico de
todos os portadores de cancer de pulmao, independentemente do
estadiamento em que se encontravam, e somente de forma exploratoria,
calculamos a curva de Sobrevida Livre de Progressdo empregando o

método de Kaplan-Meier (Figura 6).
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Figura 6 - Curva de Sobrevida Livre de Progressdo dos individuos

portadores de cancer. A probabilidade acumulada de sobrevida livre de progress&o foi
calculada para todos os pacientes portadores de céncer de pulméo, independente do
estadio, pelo método de Kaplan-Meier, com a porcentagem de pacientes livres de
progressado em fun¢do do tempo em meses. O tempo mediano de seguimento da populacéo
€ de 16,38 meses.
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5 DISCUSSAO

Amplamente estudada, a relacdo causa-efeito entre tabagismo,
inflamacdo e cancer de pulmdo ainda mostra muitas lacunas e estimula
muitas indagacdes. A intencdo desta pesquisa foi pautada nestas questdes,
mas com o intuito de utilizar conhecimentos previamente adquiridos para
aplica-los em uma populacao peculiar, atendida por um hospital oncolégico
de referéncia.

Durante a realizacdo da pesquisa, percebemos varias dificuldades
relacionadas a coleta prospectiva de material. Comparados a estudos
internacionais, ainda somos incipientes na elaboracédo de bancos de dados,
aguisicdo e armazenamento de material biolégico para pesquisas futuras.
Também verificamos em nosso pais pouca cooperacdo entre instituicoes,
para finalidades comuns relacionadas a pesquisas. Nosso principal desafio
foi a obtencdo do numero ideal de amostras de sangue, para que nao
houvesse prejuizo a andlise dos resultados.

Diante disso, a maior limitacdo desta pesquisa foi relacionada a este
fator, pois a casuistica de alguns grupos ficou abaixo do previamente
esperado, levando-nos a algumas duvidas que, talvez poderiam ser melhor
esclarecidas se houvesse uma quantidade maior de amostras.

Os imunoensaios mostraram resultados divergentes e inesperados, se
pontuarmos que todas as 165 amostras foram submetidas da mesma

maneira ao ELISA para as citocinas pro-inflamatorias IL6 e IL1B e para as
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quimiocinas IL8 (CXCL8) e CCL2 (MCP1). Estes resultados podem ser
analisados de diversas maneiras, visto que, em algum momento, todas estas
citocinas podem ter atividades redundantes nas situacdes que escolhemos
para este estudo.

Analisar o perfil de cada citocina isoladamente, diante dos resultados
obtidos, também nos mostrou que ainda ha muito o que ser esclarecido,
pois, por exemplo, ndo averiguamos o0 quanto a heterogeneidade da nossa
populacao, e as condicBes socio-econdmicas e ambientais em que vivem o0s
pacientes, podem ter influéncia no perfil das citocinas estudadas.

Primeiramente nos surpreendemos com o0s valores obtidos nos
imunoensaios da IL6. As leituras das placas mostraram valores de deteccéo
muito baixos, ou mesmo indetectaveis em muitas amostras, dificultando uma
analise mais acurada do perfil desta citocina. Este fato foi observado em
todos os grupos.

Poucos estudos, como de ENEWOLD et al. (2009) relataram em suas
pesquisas 0 mesmo que encontramos, a ocorréncia de amostras de soro
com valores de citocinas abaixo do limite de deteccdo para o meétodo
empregado. Acreditamos que estes nossos resultados possam,
eventualmente, ser em decorréncia de uma limitacdo do método utilizado,
que poderia ser sanado, por exemplo, pela utilizacdo de kits capazes de
detectar niveis mais baixos destas citocinas. O método utilizado em nossas
amostras oferece para a IL6 o valor minimo de deteccao de 9,375 pg/ml e de
3,906 pg/ml para a IL1B, porém PINE et al. (2011) encontrou valores da IL6

em pessoas saudaveis com uma média de 2,1 pg/ml, enquanto BORGIA et
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al. (2009) e FARLOW et al. (2010) relataram que suas amostras mostraram
medidas de IL1B abaixo da curva de deteccao oferecido pelo seus kits, tanto
no grupo controle quanto nos portadores de CPCNP, porém néo
especificaram o valor.

Amplamente estudada, a IL6 é descrita como uma citocina
pleiotrépica pro-inflamatdria, que apresenta tanto niveis elevados como
baixos em diversas condicdes e patologias. E muito descrita na inflamacdo
cronica e na sua possivel contribuicdo ao cancer de pulmdo (BERMUDEZ et
al. 2002).

N&o encontramos associacdo desta citocina com nenhum dos grupos
de voluntarios sem céncer, o que de certa forma nos surpreendeu. ARA e
DECLERCK (2010) relatam que apesar de mostrar niveis baixos e
indetectaveis em condicdes fisiologicas normais, o aumento da IL6 ja foi
associada a inumeras condicdes fisiologicas como dieta, estresse,
obesidade e presenca de infeccoes.

A analise deste resultado nos leva a dificil idealizacdo de que nossos
voluntarios estivessem livres de qualquer uma destas situacdes durante a
coleta das amostras de sangue, que por si s6 pode desencadear algum grau
de estresse. Porém nossos resultados sao similares ao de TAS et al. (2005),
que também nao encontrou diferenca significativa entre pessoas saudaveis e
portadores de cancer de pulméao de células ndo-pequenas.

Alguns estudos mostram que o0s niveis de IL6 também estdo
aumentados em pacientes com cancer de pulmao. Esta elevacdo pode estar

relacionada a sua interacdo com varias vias de sinalizacdo proé-
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tumorigénicas, em sua coparticipacdo na promocao da inflamacéao do epitélio
pulmonar, além de possivel agcdo na angiogénese tumoral (YANAGAWA et
al. 1995; BARNES et al. 2003; SCHELLER et al. 2006; SU et al. 2011). Outra
hipotese para esta elevacdo é relatado por pesquisadores como LEWIS e
POLLARD (2006) e SICA et al. (2008); que atribuem este evento as proprias
células tumorais, que também podem produzir citocinas como a IL6.

YANAGAWA et al. (1995); KATSUMATA et al. (1996) e ENEWOLD et
al. (2009), descreveram o aumento do nivel da IL6 em pacientes com tumor
de pulmédo avancado. Em nossa pesquisa encontramos associacao desta
citocina com o fato de ser portador de cancer de pulméo, porém sem
correlagdo com o estadiamento. Este resultado pode ser explicado pela
limitac&o da casuistica do grupo de pacientes com tumores avancados.

Da mesma maneira, o perfil da interleucina 1B ficou aquém do
esperado, provavelmente devido a casuistica e também ao fato de muitas
amostras mostrarem valores iguais a IL6, abaixo do limite de deteccéo
oferecido pelo kit. Ndo observamos diferencas significativas de IL1B dentre
0S grupos de pessoas saudaveis, tampouco entre tabagistas e ex-tabagistas.

Esta citocina € largamente descrita na inflamag¢do pulmonar, tanto
aguda quanto crbnica, pois sob o uso do tabaco, as células do epitélio
pulmonar podem produzir ou responder a acao direta desta citocina, com
consequente dano tecidual (KUBO et al. 2005).

Entre todas as amostras analisadas, a IL1B somente mostrou
correlagdo com auséncia de metastase linfonodal. Ndo encontramos dados

na literatura referente ao papel da IL1B na metastase linfonodal de
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portadores de CPCNP. NAKAYAMA et al. (2002) fez experimentos em ratos
com uma linhagem de adenocarcinoma gastrico (BV9) e observou que as
células do tumor aderiram a células do endotélio linfatico com afinidade oito
vezes maior do que ao endotélio vascular em condicbes de estresse
mecanico de fluxo, e que houve aumento significativo desta interacdo apos
pré-estimulacdo do endotélio linfatico com IL1B. Esse dado experimental,
muito preliminar, entretanto, diverge de nosso achado de niveis mais
elevados desta citocina entre pacientes que ndo apresentam acometimento
linfonodal.

Segundo WU et al. (2010), € bem estabelecido o fato de que esta
citocina contribui para a progressao e metastatizacdo tumoral, agindo em
diversas frentes, como em moléculas de adeséo, em células do estroma ou
nas préprias células do tumor para promocdo de neovascularizacdo. Em
experimentos in vitro, YANO et al. (2003) mostraram que células de uma
linhagem de adenocarcinoma pulmonar secretam espontaneamente IL6, IL8,
CCL2 e TNFA, mas quando ha superexpressdo da IL1B ha consequente
aumento da expressao génica de algumas destas citocinas. Este evento
favorece a producédo de outros fatores, que em conjunto agem na promocao,
progressao e metastase tumoral. Ao contrario desta pesquisa, encontramos
uma correlacéo fraca da IL1B com as demais citocinas.

Para nossa surpresa, a quimiocina IL8 nao mostrou diferenca
significativa entre os grupos, nem correlacdo com o habito de fumar e carga

tabagica. Ao contrario dos resultados da IL6 e IL1B, as amostras mostraram
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valores detectaveis, e em muitos casos valores proximos ao limite superior
de deteccéo.

Embora a IL8 seja bastante associada a condi¢cdes patoldgicas
pulmonares, influenciadas pelo uso continuo do tabaco, em nosso estudo
nem mesmo O grupo dos tabagistas mostrou resultados estatisticamente
relevantes. Este resultado é bastante peculiar, pois em pesquisas como a de
KUSCHNER et al. (1996) e KUBO et al. (2005) houve aumento significativo
desta quimiocina relacionada a exposi¢cdes agudas e cronicas ao tabaco.

De outra maneira, esta quimiocina também € amplamente descrita em
pesquisas que tentam associar a inflamacdo ao cancer de pulméo, como o
trabalho de ORDITURA et al. (2002), que, em seus experimentos com
pacientes portadores de cancer de pulmdo em estadio IV, observaram
aumento expressivo desta quimiocina.

Considerando que nossos pacientes com cancer avancado também
sdo aqueles que mostram a maior carga tabagica, com uma média de 70,49
macos-anos, estes resultados também nos mostraram que, possivelmente, o
meétodo utilizado para a analise da IL8 nestas amostras néo foi o ideal e
também tenha sofrido prejuizo devido a casuistica obtida.

Em relacdo a CCL2, obtivemos resultados interessantes e
promissores. Por ser uma quimiocina, a CCL2 tem acfes mais especificas
do que as citocinas em geral, e seu papel principal é regular a migracéo
celular, especialmente agindo sobre células mononucleares. E produzida

pelos préprios mondcitos, mas em condi¢des patoldgicas sua producao pode
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se dar por células tumorais, e por células do estroma, como fibroblastos ou
células endoteliais (UENO et al. 2000; ALLAVENA et al. 2008).

Nossos experimentos mostraram niveis mais elevados de CCL2 no
grupo de portadores de tumor avancado quando comparado ao grupo
controle e ao grupo de ex-tabagistas.

Em relacdo ao grupo de ex-tabagistas, este resultado nos levou a
alguns questionamentos, pois estes voluntarios estdo abstémios do cigarro
h& pelo menos um ano e tém em média uma histdria de carga tabagica de
21,8 macos-ano, 0 que 0s caracteriza como 0os de menor carga tabagica
dentre os grupos com histéria de tabagismo. Podemos hipotetizar que estes
fatores resultaram em valores de citocinas mais proximos aos do grupo
controle.

A andlise da CCL2 em nossas amostras também mostrou que esta
guimiocina tem seus niveis significativamente mais elevados nos individuos
com cancer, na presenca de metastase e em individuos com estadios
avancados agrupados.

Esta quimiocina diretamente recruta e ativa 0S mondcitos em
situacdes inflamatorias ou patoldgicas. Com propriedades
imunossupressoras, atrai células T regulatérias para o foco da inflamacéao e
inibe a funcdo efetora das células T CD8". Também esta associada a
promocao tumoral e ocorréncia de metastases em muitos tumores solidos,
sendo que no cancer de pulmdo ha evidéncias de acdes préo e anti-
tumorigénicas (UENO et al. 2000; LU et al. 2006; FRIDLENDER 2010;

2011).
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Em tumores solidos, como o de pulméo, a interacdo entre o tumor e
seu microambiente é essencial para a progressao tumoral e a promocéao de
metastases. Muitos estudos mostram que este fendbmeno esta relacionado
aos macrofagos, pois sdo as principais células dos infiltrados inflamatorios
tumorais. Estas células podem apresentar funcdes diferentes, dependendo
do subgrupo funcional em que se diferenciam. Os macrofagos M1 agem na
destruicdo de células e patdgenos e produzem citocinas pro-inflamatorias, e
0s macrofagos do pdlo M2 sdo macréfagos associados a reparo tecidual e
promotores de angiogénese (ZHANG et al. 2010).

As células tumorais também secretam mediadores que regulam o
trafego dos macréfagos ao seu microambiente, como a CCL2. Dentro do
ambiente tumoral estas células se diferenciam em um fendtipo especifico e
passam a ser chamadas de TAMs (macrofagos associados ao tumor)
(LEWIS e POLLARD 2006; MOSSER e EDWARDS 2008).

De acordo com SICA et al. (2008), ha correlacdo entre os niveis de
CCL2 produzidos por células tumorais e a densidade de TAMs presentes em
certos tipos de tumores, como cancer de mama e de ovario. Sob efeito do
microambiente tumoral, os TAMs desenvolvem habilidades e caracteristicas
de células neoplasicas e acgbes pro-tumorigénicas como a inducdo de
angiogénese (UENO et al. 2000; OHTA et al. 2003; QIAN e POLLARD
2010).

N&o sabemos de fato se os niveis de CCL2 aferidos nas amostras de
soro da nossa pesquisa sao secretados diretamente pelas células tumorais.

Para tanto, através de imunoistoquimica, poderiamos analisar os tumores
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dos pacientes em busca da expressao tecidual de CCL2. ARENBERG et al.
(2000), analisou a expressdo de CCL2 em células tumorais de CPCNP,
assim como em células do estroma, e verificou que este, de fato, esta
elevado nas células tumorais em comparag¢ao com tecido pulmonar normal.

CAl et al. (2009), em um grande estudo sobre CPCNP, analisaram
citocinas no sangue de portadores de CPCNP e em sobrenadantes de
culturas de linhagens tumorais, verificando que, em comparacéo as pessoas
sem tumor e as culturas de células normais, o nivel de CCL2 esta
significativamente mais elevado nas duas primeiras situacdes. Outro
resultado importante destes autores foi a correlacdo do aumento desta
citocina no sangue com a presenca de metastase 0ssea.

Nosso estudo nédo correlacionou o aumento da CCL2 especificamente
a presenca de metastase 6ssea, mas sim a presenca de metastase como
um todo. Em contrapartida, encontramos correlacdo de niveis mais altos
desta quimiocina com estadios avancados (IlIA irressecavel, 1lIB e V),
enquanto que MIOTTO et al. (2007) encontraram niveis similares de CCL2
plasmatico entre pacientes tabagistas portadores de cancer de pulméo em
estagios iniciais e avancados.

Acreditamos que nosso resultado é bastante interessante por ser um
dos poucos, se ndo o primeiro, a avaliar prospectivamente os niveis de
citocinas circulantes, de forma comparativa entre individuos normais,
fumantes, ex-fumantes e portadores de cancer na populacao brasileira.

Pretendemos no futuro, completar o ndamero de individuos

programados em cada grupo, correlacionar o nivel sérico de CCL2 com a
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imunoexpressdo de CCL2 nas amostras de tecido das biopsias
correspondentes e, eventualmente, avaliar o impacto de CCL2 no risco de
progressao e morte dos pacientes.

Precisamos ainda de outros experimentos para validar nossos
achados, principalmente por estarmos pesquisando uma doenca téo
heterogénea como o cancer de pulméao. Entretanto, os dados relativos a
CCL2 sugerem que esta citocina apresenta uma associacao importante com
volume de doenca (tumor burden) e talvez pudesse ser empregada como um
marcador rapido e facilmente acessavel do estadio da doenca. Além disso,
face ao papel de CCL2 no recrutamento e ativacdo de macréfagos e da
importancia destas células na promocao de neoangiogénese, metastase e
invasdo tecidual, poderia ser, eventualmente, explorado como um alvo

potencial para terapias dirigidas ao microambiente tumoral.
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6 CONCLUSAO

A populacao estudada foi majoritariamente masculina e da cor branca,
e 0S grupos mostraram bastante heterogeneidade em relacéo a idade.

A avaliacdo dos niveis circulantes das citocinas IL1B, IL6, IL8 e CCL2
mostraram perfis diferentes entre 0os grupos, como esperavamos.

As citocinas IL1B e IL16 mostraram valores abaixo do limite de
deteccao do kit utilizado, prejudicando a analise do perfil destas citocinas em
todos os grupos.

A IL6 mostrou associacao com a presenca de cancer.

IL1B mostrou associacdo com a auséncia de metastase linfonodal.

A IL8 ndo mostrou associacdo com nenhum dos grupos do estudo.

A quimiocina CCL2 mostrou-se significativamente mais elevada entre
os portadores de cancer de pulmao avancado quando comparados ao grupo
controle ou aos ex-tabagistas. Sua elevacdo também associou-se a
presenca de metastases.

Observamos correlacdo dos niveis dos mediadores entre si, sendo
fraca entre CCL2 e IL6, da mesma forma entre CCL2 e IL1B e entre CCL2 e
IL8. De maneira semelhante, houve correlacdo fraca entre IL8 e IL6, e
correlacdo moderada entre IL1B e IL6.

Na nossa amostra, ndo houve correlacdo do nivel destas citocinas

com a carga tabagica entre os tabagistas atuais e ex-tabagistas.
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Anexo 1 - Ficha de coleta de dados

1. Identificacdo
RGH:

Iniciais:

Idade:
Sexo: (1) Fem (2) Masc
Cor: (1) Branca (2) Negra (3) Parda (4) Asiéatico (99) NA

Data da consulta/coleta:

Céancer de pulméao: (1) Sim (2) Nao (se N&o ir para 3)
Diagnostico: (1) Adenocarcinoma (2) CEC (3) Grandes células (4) Bronquiolo-

alveolar (5) Outra histologia Qual? (6) Nao

especificada
Data do diagnéstico: /[

Status performance (ECOG): (1) 0 (2) 1 (3) 2 (4) 3 (5) 4 (99) NA

2. Estadiamento e tratamento

Estadio Clinico: (1) 1A (2) 1B (3) 1A (4) 1IB (5) IIIA (6) 1B (7) IV (8) 0 (99) NA
Tumor: (1) T1a (2) T1b (3) T2a (4) T2b (4) T3 (5) T4 (6) Tis (99) NA
Linfonodos (1) N1 (2) N2 (3) N3 (4) NO (99) NA

Metastase: (1) Mla (2) M1b (3) MO

Sitios de metastase:

Cirurgia: (1) Sim (2) Nao
Data da cirurgia: / /

Tipo de cirurgia: (1) Resseccao em cunha (2) Lobectomia (3) Bilobectomia
(4) Pneumectomia (5) Segmentectomia (6) Outra

Qual?

3. Dados clinicos

Tabagista: (1) Sim (2) N&o

Duracgao (anos):

Tipo de tabaco: (1) Cigarro (2) Charuto (3) Cachimbo (4) Outro Qual?



Numero de macos (dia):
Macos-ano:

Parou de fumar: (1) Sim (2) Nao
Data:

Etilista: (1) Sim (2) Nao
Duracgéo (anos):

Tipo de bebida:

Quantidade:

Frequéncia:

Parou de beber: (1) Sim (2) Nao
Uso de drogas: (1) Sim (2) N&o (3) Qual?

Comorbidades: (1) DM (2) HAS (3) DPOC (4) IRC (5) ICo (6) Dislipidemia

(7) Hipotireoidismo (8) Outra

Qual?

Medicacdes em uso:

Alergia: (1) Sim (2) Nao
Se sim, especificar:

Historia familiar de cancer: (1) Sim (2) Nao (99) NA

Se sim, especificar:

Hemograma (se disponivel):

Eo:

Hb: Ht: Leuc: No:

Baso: Ly; Mo: Plaqg:
Uso de antibidtico (Gltimos 30dias): (1) Sim (2) Nao
Quais?:

Data de inicio: Data de término:




Anexo 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DO PARTICIPANTE
TITULO: “Influéncia do consumo de tabaco e do cancer de pulmio de células nao-

pequenas nos niveis circulantes de mediadores de resposta inflamatéria”.

Pesquisador Responsavel: Dr. Fabio José Haddad/CRM-SP 73313
Autora do Estudo: Enfermeira Ana Carolina Ferreira/COREN-SP 81543
INSTITUICAO: Hospital AC Camargo

R. Prof. Antonio Prudente, 211 — Liberdade, S&o Paulo-SP.

OBJETIVO DESTE ESTUDO

Gostariamos de convida-lo (a) a participar deste estudo cujo objetivo é
determinar, através de exames laboratoriais, algum padrdo ou perfil de resposta inflamatéria
(conjunto de processos que resultam da producgéo de substancias pelo corpo para eliminar
agressOes as suas células ou 6rgdos) em resposta ao consumo de tabaco ou ao cancer.
Acreditamos que tal achado poderia ser til para orientagdo dos individuos que desejam
parar de fumar, na identificacdo e seguimento de individuos com risco elevado de
desenvolver cancer de pulmdo e no melhor entendimento da patogénese (mecanismos e
processos envolvidos com o desenvolvimento do céncer) do cancer de pulmdo e sua

relagdo com a resposta inflamatéria.

DESCRICAO DO ESTUDO

Este estudo incluira individuos com idade superior ou igual a 18 anos, no periodo de
Maio de 2010 a Julho de 2011. Estes individuos (vocé) serdo recrutados nos Ambulatérios
de Hemoterapia e Hematologia (Banco de Sangue), Cirurgia Toracica, Oncologia Clinica e
Psiquiatria-GAT (Grupo de Apoio ao Tabagista) do Hospital A.C. Camargo, no periodo de
Maio de 2010 a Julho de 2011. Sua participacdo no estudo consistira em permitir a coleta de
10 ml de amostra de sangue para analises laboratoriais de algumas substancias envolvidas
com inflamacéo. A coleta de sangue sera realizada por pungéo venosa (feita com “scalp” e
seringa apo6s a limpeza adequada do local de puncdo) em uma veia do braco. Esta coleta
ocorrerd durante alguma visita para tratamento, doagdo de sangue voluntaria ou
consulta que vocé faca ao Hospital A C Camargo em algum dos departamentos
meédicos supracitados, apds entrevista e assinatura deste termo. Para 0s pacientes
submetidos a cirurgia toracica, a coleta sera realizada antes e 30 dias apds a

intervencdo cirurgica. Em relacdo aos colaboradores do hospital que concordarem



em participar do estudo, a coleta seré pré-agendada e realizada fora do horario de
trabalho, no ambulatério da Oncologia Clinica.

RISCOS E BENEFICIOS

Os riscos a que vocé estara sujeito sdo os riscos inerentes a qualquer puncao
venosa como: dor local no ato da puncdo, sangramento no local, hematoma e raramente
flebite (infecgdo na veia puncionada), mas isto sera evitado pela limpeza adequada do local
de puncéo e realizagdo do procedimento por profissional capacitado.

Os exames realizados em seu sangue nao implicardo em nenhuma mudanca em
seu tratamento ou qualquer conduta médica que esteja sendo realizada ou venha a ser
realizada no seu seguimento, uma vez que todos esses marcadores sdo ainda
experimentais, ndo havendo nenhum prejuizo para o sucesso das condutas médicas outras
aos quais vocé esteja se submetendo. Essa pesquisa podera, contudo, vir a beneficia-lo, e
outros individuos na sua condicdo, caso os resultados mostrem alguma associagcdo com o
fato de ter cancer, por exemplo, ou um melhor resultado dos tratamentos aos quais vocé
se submetera. Nesta situacdo, vocé serd contatado e informado dos resultados, se estes
forem de fato mudar a conduc¢éo do seu caso.

Esta pesquisa ndo oferece nenhuma remuneragdo aos participantes, nem implica

em custos extras para 0 mesmo ou sua seguradora de salde.

CONFIDENCIALIDADE

Sua identidade, incluindo seu nome completo e as informacdes obtidas sobre vocé
durante este estudo permanecerdo confidenciais. Os resultados deste estudo podem ser
publicados em jornais cientificos ou apresentados em encontros médicos, mas vocé nédo

sera identificado pelo nome.

ASPECTOS ETICOS DO ESTUDO

O protocolo deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas (CEP)
deste hospital. Se vocé decidir participar, vocé devera primeiramente assinar este Termo de
Consentimento Informado declarando seu acordo em participar espontaneamente, e
confirmando que vocé leu e entendeu todas as informagdes fornecidas neste termo. E
garantida a sua liberdade de se retirar deste estudo a qualquer hora que vocé desejar, sem
causar nenhum prejuizo a continuidade do seu tratamento ou acompanhamento nesta

instituicdo.

CONTATOS
Entre em contato com 0s responsaveis pelo estudo para esclarecer quaisquer

davidas que vocé venha a ter.



Autora do estudo: Enfermeira Ana Carolina Ferreira

Telefone: (11) 94929583

Pesquisador responséavel: Dr Fabio José Haddad

Telefone: (11) 81212468

Se néo houve fornecimento de informagdes/ esclarecimentos suficiente, por favor, entre em
contato com:

Comité de Etica em Pesquisas em Seres Humanos(CEP)

Fundacdo Antonio Prudente — Hospital do Cancer - AC Camargo/SP

Telefone: (11) 2189-5020

cephcancer@hcancer.org.br.

CONSENTIMENTO EM PARTICIPAR

Considero ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou
que foram lidas para mim sobre o estudo “Influéncia do consumo de tabaco e do cancer
de pulméo de células nédo-pequenas nos niveis circulantes de mediadores de
resposta inflamatéria”

Eu discuti com os pesquisadores responsaveis sobre minha decisdo em participar
deste estudo. Estao claros para mim quais séo os propoésitos do estudo, os procedimentos a
serem realizados e seus riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participacao neste estudo é voluntaria e isenta
de despesas.

Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o estudo, sem penalidades, prejuizo
ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido no meu atendimento neste

servigo.

Nome do Paciente:

Assinatura do Paciente: Data: / /

Declaro que esclareci todos os propésitos do estudo, solucionei todas as davidas do
paciente e obtive de forma apropriada e voluntaria o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Dr. Fabio José Haddad Data: / /

Pesquisador Responsavel

Fevereiro/2011 — Versao 3



Anexo 3 - Carta de aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa do Hospital
A.C. Camargo

Hospital

Comité de Etica em
A.C. cama rgo Pesquisa - CEP

Centro de Tratamento, Ensino e Pesquisa em Cancer

Sao Paulo, 04 de Junho de 2010.

Ao
Dr. Fiabio José Haddad

Ref.: Projeto de Pesquisa n°. 1388/10
“Influéncia do consumo de tabaco e do ciincer de pulmio de células nio-pequenas nos
niveis circulantes de mediadores de resposta inflamatéria”.

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagdo
Antonio Prudente — Hospital do Céancer - A.C. Camargo/SP, em sua Ultima reunido de
25/05/2010, ap6s analisarem as respostas aos questionamentos realizados em reunido de
13/04/2010, aprovaram a realizagdio do projeto em referéncia, datado de 10/05/2010, o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Maio/2010 — versdio 2) e tomaram
conhecimento dos seguintes documentos:

» Folha de Rosto para Pesquisa Envolvendo Seres Humanos;

» Termo de Compromisso do Pesquisador com as Resolugdes do Conselho
Nacional de Satde;

» Declaragio sobre Uso e Destino do Material Biologico, Publica¢do dos Dados e
Propriedade das Informagdes Geradas;

> Declaragio sobre o Plano de Recrutamento dos Sujeitos de Pesquisa,
Circunstancias e Responsaveis pela Obtengdo do TCLE;

» Or¢amento Financeiro Detalhado;

» Declaragdo de Infra-Estrutura e Instalagdes;

» Declara¢io de Ciéncia e Comprometimento do Departamento de Hemoterapia e
Hematologia;

> Declaragio de Ciéncia e Comprometimento do Departamento de Psiquiatria;

> Declaracio de Ciéncia e Comprometimento do Departamento de Cirurgia
Toracica;

> Declaragio de Ciéncia e Comprometimento do Departamento de Oncologia
Clinica.

Informagdes a respeito do andamento do referido projeto deverio ser encaminhadas a
assistente do CEP dentro de 6 meses.

Atenciosamente,

et N P

rof. Dr. Luiz Paulo Kowalski
Coordehador do Comité de Etica em Pesquisa

1/1

Fundaciio Antonio Prudente — CNPJ/MF N. 60.961.968/0001-06
Rua Prof. Antonio Prudente, 211 - Liberdade — Sdo Paulo, SP - 01509-900
Telefone: (11) 2189-5000
www.accamargo.org.br



