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RESUMO

Oliveira EKC. Perfil de quimiocinas em idosos com cincer gastrico e colorretal.
Sdo Paulo, 2019. [Dissertagdo de Mestrado-Programa de Pds-Graduacdo em
Oncologia da Fundac¢do Antdnio Prudente, em Parceria com o Hospital de Cancer de

Pernambuco].

Introduc¢do: A incidéncia do céncer cresce em todo o mundo num ritmo que
acompanha o envelhecimento populacional. O envelhecimento ¢ dos principais
fatores risco para desenvolvimento de cancer gastrico (CG) e colorretal (CCR). O
CG pode se apresentar de forma difusa ou localizada na por¢ao proximal, cardia e
fundo do estdmago, envolvendo ou ndo a juncdo gastroesofagica, e a porcdo distal
(antro e piloro). O CCR tem origem na mucosa do intestino grosso, variando de
tumores benignos a cancer invasivo, predominantemente de origem epitelial
(adenomas ou adenocarcinomas). O envelhecimento ¢ acompanhado por declinio
quantitativo e qualitativo do sistema imune, denominado de imunossenescéncia. As
principais mudangas resultantes da imunossenescéncia sdo o aumento na inflamagao
cronica nao especifica, a diminui¢do na defesa contra novas infec¢des e de
neoplasias. Um ambiente inflamatorio pode ser criado com o estabelecimento de um
tumor, onde varios mediadores, como quimiocinas, podem atuar por mecanismos
autécrinos ou paracrinos, facilitando o crescimento, proliferagdo e migracao das
células tumorais. Objetivo: Avaliar o perfil de quimiocinas (MCP-1, RANTES, IL8
e IP-10) em pacientes idosos com cancer gastrico e colorretal. Métodos: Foram
incluidos um total de 69 pacientes com CG (N=35) e CCR (N=34) de ambos os
sexos, com idade > 60 anos. Como grupo controle, foram incluidos 20 idosos
saudaveis. A concentracdo sérica de quimiocinas foi determinada pela técnica de
citometria de fluxo. Para analises estatisticas, foram utilizados os testes de Mann-
Whitney e Kruskall Wallis, ¢ de correlagio de Spearman. Foi considerado
significativo p< 0,05. Resultados: Os niveis de MCP-1 e IL8 foram elevados nos
grupos de pacientes com CG e CCR quando comparado ao grupo controle (p=0,008 e
p=0,03; p<0,0001 respectivamente). Nao foi detectado nenhuma associagao

significativa nos niveis das quimiocinas entre os grupos com CG e CCR. No CG, os



niveis séricos de IL8 foram mais elevados nos pacientes em estddio IV quando
comparado aos estddios II e III (p=0,02). Na analise de MCP-1, também foi
observado elevados niveis dessa quimiocina no estddio IV quando comparado aos
estadios II e III (p=0,0004 e p=0,02, respectivamente). No CCR, os niveis séricos de
IL8 foram elevados nos pacientes em estadio IV em comparagdo aos estadios II e III
(p=0,01 e p=0,02, respectivamente) ¢ também de MCP-1 no estadio IV em
comparag¢do aos estadios II e III (p=0,001 e p=0,03, respectivamente. A presenca de
metastase foi associada ao aumento de IL8 e MCP-1 no CG e CCR (p<0,05) e
reducdo de RANTES no CG. Foi observado correlagdo apenas entre os niveis de
MCP-1 e RANTES no CCR. Conclusao: Conclui-se que as quimiocinas MCP-1 e IL
8 estdo associadas com a progressdo da doenca e metastase tumoral, sendo possiveis

biomarcadores prognostico de doenga avangada no CG e CCR em idosos.

Palavras Chaves: Quimiocinas. Neoplasias Géstricas. Colorretais. Idoso. Estudos

Transversais.



SUMMARY

Oliveira EKC. [Profile of chemokines in elderly with gastric and colorectal
cancer|. Sao Paulo; 2019. [Dissertacio de Mestrado - Programa de Pds-Graduacao
em Oncologia da Fundagdo Antdnio Prudente, em Parceria com o Hospital de Cancer

de Pernambuco].

Introduction: The incidence of cancer grows around the world along with
population aging. Aging is one of the main risk factors for the development of gastric
(GC) and colorectal cancer (CRC). GC may be diffuse or localized in the proximal,
cardiac and fundal portions of the stomach, involving or not the gastroesophageal
junction, and the distal portion (antrum and pylorus). The CRC originates in the
colonic mucosa, ranging from benign tumors to invasive cancer, predominantly of
epithelial origin (adenomas or adenocarcinomas). Aging is accompanied by
quantitative and qualitative decline of the immune system, termed
immunosenescence. The main changes resulting from immunosenescence are the
increase in non-specific chronic inflammation, the decrease in defense against new
infections and neoplasms. An inflammatory environment can be created with the
establishment of a tumor, where several mediators, such as chemokines, can act by
autocrine or paracrine mechanisms, facilitating the growth, proliferation and
migration of tumor cells. Aim: To evaluate the chemokine profile (MCP-1,
RANTES, IL8 and IP-10) in elderly patients with gastric and colorectal cancer.
Methods: A total of 69 patients with GC (N = 35) and CRC (N = 34) of both sexes,
aged > 60 years, were included. As a control group, 20 healthy elderly were
included. Serum chemokine concentration was determined by the flow cytometry
technique. For statistical analysis, the Mann-Whitney and Kruskall Wallis tests, and
Spearman's correlation were used. It was considered significant p <0.05. Results:
MCP-1 and IL8 levels were elevated in the GC and CRC groups when compared to
the control group (p = 0.008 and p = 0.03, p <0.0001, respectively). No significant
association was detected in chemokine levels between the GC and CRC groups. In

GC, serum IL8 levels were higher in patients in stage IV when compared to stages II



and III (p = 0.02). In the analysis of MCP-1, high levels of this chemokine in the IV
stage were also observed when compared to stages II and III (p = 0.0004 and p =
0.02, respectively). In CRC, serum IL8 levels were elevated in patients in stage IV
compared to stages II and III (p = 0.01 and p = 0.02, respectively) and also of MCP-1
in stage IV compared to stage II and III (p = 0.001 and p = 0.03, respectively). The
presence of metastasis was associated with increased IL8 and MCP-1 in GC and
CRC (p <0.05) and reduction of RANTES in GC. Correlation was observed only
between the levels of MCP-1 and RANTES in the CRC. Conclusion: the
chemokines MCP-1 and IL-8 are associated with disease progression and tumor
metastasis, being possible predictive biomarkers of advanced disease in GC and CRC

in the elderly.

Key-words: Chemokines. Gastric Neoplasms. Colorectal Neoplasms. Elderly. Cross-

Sectional Studies
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1 INTRODUCAO

1.1 ENVELHECIMENTO E CANCER

O envelhecimento ¢ um dos principais fatores de risco para cancer gastrico
(CG) e colorretal (CCR). Com o avango da idade, vérias doengas cronicas surgem
como consequéncia das alteragdes celulares e moleculares do organismo. A
incidéncia de cancer na populacdo idosa cresce em todo o mundo, num ritmo que
acompanha o envelhecimento populacional decorrente do aumento da expectativa de
vida (HURRIA et al. 2015; Ministério da Saude 2018a). Segundo dados do INCA,
60% dos pacientes oncoldgicos no pais tem 65 anos ou mais e que 70% das mortes
decorrentes da doenca ocorram nessa fase da vida (PALLIS et al. 2014; Ministério da
Satde 2018b). Os idosos tém susceptibilidade de desenvolver cancer e maiores taxas
de risco de morte por cancer quando comparado a populacdo mais jovem (HURRIA
etal. 2011).

Evidéncias sugerem que existe uma relacdo simbiotica entre envelhecimento,
inflamacgao e cancer, no entanto, ndo esta claro se o envelhecimento leva a indugao
do processo inflamatério resultando no desenvolvimento das doengas cronicas ou se
¢ um fator indutor do envelhecimento e de cancer (RUHLAND et al. 2016). A
inflamacdo cronica ¢ caracterizada por ocorrer semanas ou meses apos o inicio do
processo inflamatério agudo, acontece de forma insidiosa, levando a destruicdo
tecidual e perda de funcdo, e freqiientemente assintomdtica, o que pode ter como

consequéncia, danos do DNA das células pela agdo de mediadores inflamatorios ou



de enzimas produzidas por um tempo prolongado (CHUNG 2014; MA et al. 2016),
estando associada as neoplasias (BALKWILL e MANTOVANI 2001;
MANTOVANI et al. 2008; CANDIDO ¢ HAGEMANN 2013; GALDIERO et al.
2018). Por outro lado, uma neoplasia em desenvolvimento pode induzir respostas

inflamatorias locais e sistémicas (CHUNG 2014; QU et al. 2018).

1.2  EPIDEMIOLOGIA DO CANCER GASTRICO E COLORRETAL

A incidéncia de cancer gastrico tem reduzido progressivamente em varios
paises, mas sua taxa de mortalidade ainda ¢ elevada. Configura-se como o quinto
tumor mais freqiiente e, em termos de mortalidade, ¢ a terceira causa de 6bito por
cancer no mundo. Para 2018, foi estimado 1.000.000 de novos casos e 783.000
mortes, sendo equivalente a 1 para cada 12 mortes no mundo. Assim como o cancer
gastrico, os tumores malignos que acometem o célon e o reto representam um dos
tipos de neoplasias mais prevalente no mundo, representa o terceiro tipo tumoral com
uma estimativa de 1,8 milhdes de casos novos em 2018, e a segunda causa de morte
por cancer em no mundo (Figura 1) (BRAY et al. 2018).

No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer (INCA) estimou para o ano de
2018, 21.290 casos novos de cancer gastrico, sendo 13.450 homens, ocupando o
quarto lugar no sexo masculino e 7.750 mulheres, o sexto no sexo feminino. A
doenga acomete aproximadamente duas vezes mais homens que mulheres. Cerca de
65% dos pacientes diagnosticados com cancer gastrico t€ém mais de 50 anos e o pico
de incidéncia se da em sua maioria em homens idosos, por volta dos 70 anos de

idade (Figura 2) (Ministério da Satde 2018b). Embora a incidéncia e a mortalidade



tenham reduzido nos ultimos anos, em muitas regides, esse declinio, em paises
desenvolvidos, tem sido atribuido as mudancas de habitos alimentares, preservagao
de alimentos e controle da infecgdo pelo Helicobacter pylori (H. Pylori)
(GONZALEZ ¢ LOPEZ-CARRILLO 2010).

Em relacdo ao cancer colorretal, foi estimado 36.360 casos novos em 2018,
sendo 17.380 homens e 18.980 mulheres, ocupando o terceiro lugar em incidéncia no
sexo masculino e o segundo lugar no sexo feminino, sendo apontado como um dos
tumores mais prevalente do sistema gastrointestinal nas mulheres (Figura 2). A maior
incidéncia de casos de CCR ocorre na faixa etaria entre 50 ¢ 70 anos, e ¢ pouco
frequente antes dos 40 anos de idade, exceto em individuos com predisposicao
genética ou com doenga cronica intestinal (FEARON 2011; SYNGAL et al. 2015;

2018; Ministério da Satude 2018b).
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Fonte: BRAY et al. (2018)

Figura 1 - Mapa global da distribui¢do de incidéncia e de morte/cancer em ambos os

sexos em 2018.



Localizagdo primaria Casos % Localizagdo primaria Casos %

"""""""""" Posta 68220 L% Homens  Muheres Memafemnna 59700 285%

Traqueia, Brénquio e Pulmédo 18.740 8,7% Célon e Reto 18.980 9,4%

Calon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8,1%

Estémago 13.540 6,3% Traqueia, Bronquio e Pulmdo 12,530 6,2%

Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040 4.0%

Estfago 8.240 3,8% Estomago 7.750 3,8%

Bexiga 6.690 3,1% Carpo do Utero 6.600 3,3%

Laringe 6.390 3,0% Ovario 6.150 3,0%

Leucemias 5.940 2,8% Sistena Nervoso Central 5.510 2,7%

Sistema Nervoso Central 5.810 2,7% Leucemias 4.860 2,4%

Fonte: Ministério da Satde (2018b)

Figura 2 - Estimativa de casos por sexo e tipo tumoral do Brasil

Na regido Nordeste, a incidéncia de CG foi estimada para o biénio 2018-2019
de 3.140 novos casos em homens (5,3%) e de 2.110 novos casos em mulheres
(3,6%), sendo o segundo lugar em incidéncia no sexo masculino e a sexto no sexo
feminino (Ministério da Saude 2018b). Em relag@o ao cancer colorretal, a incidéncia
foi estimada para o biénio 2018-2019 de 2.800 novos casos em mulheres (4,8%) e de
2.260 novos casos em homens (3,8%), apresentando-se como o terceiro lugar em

incidéncia no sexo feminino e quarto no sexo masculino (Figura 3) (Ministério da

Saude 2018Db).
Localizacao Primaria Casos Localizacao Primaria Casos

Prostata 15620  26,9% Homens Mulheres  Mama feminina 11.860 20.3%
Estimago 3.140 53% Colo do iero 6.030 10,3%

Traqueia, Bronguio e Pubmao 2.920 5.0% Calon & Reto 2.800 4.8%

Cdlon & Reto 2.260 18% Traqueia, Brénguio @ Puimdn  2.310 39%

Cavidade Oral 1.890 32% Glandula Tireoide 2220 38%

Laringe 1.550 2,6% Estomago 2110 36%

Esdfago 1.460 2.5% Dvirio 1.480 2.5%

Leucemias 1,380 2.3% Carpo do utero 1470 2.5%

Sistema Nervoso Central 1.290 2.2% Sistema Nervoso Central 1.100 1.9%

Linfama ndo Hodgkin 1.000 1.7% Leucemias 1.090 19%

*Nimeros arredondados para milliplos de 10
Fonte: Ministério da Satde (2018b)
Figura 3 - Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cincer mais incidentes, exceto

pele ndo melanoma, estimados para 2018, por sexo na regido Nordeste do Brasil.



A estimativa proposta para a taxa bruta de CG, no estado de Pernambuco, ¢
de 11,88/100.000 homens e de 7,68/100.000 mulheres e para CCR, ¢ de
12,32/100.000 mulheres € 9,35/100.000 homens. Quando analisamos isoladamente a
capital Recife, espera-se uma taxa bruta de 12,13/100.000 homens e de 8,59/100.000
mulheres para CG e de 23,9/100.000 mulheres e 17,23/100.000 homens para CCR

(Ministério da Saude 2018b).

1.3 CARACTERISTICAS CLINICAS E TERAPEUTICAS DO

CANCER GASTRICO E COLORRETAL

1.3.1 Cancer Gastrico

O cancer gastrico pode se apresentar de forma difusa ou localizada na por¢ao
proximal, cardia e fundo do estdmago, envolvendo ou ndo a jungdo gastroesofagica,
e a porcao distal (antro e piloro). O tipo histologico mais comum € o
adenocarcinoma, que corresponde a 95% dos casos. No estomago, linfomas,
sarcomas e tumores de outros padrdes histologicos tém potenciais evolutivos e
tratamentos diferentes (OKINES et al. 2010).

Do ponto de vista histologico, sdo utilizadas duas formas de classificacao dos
adenocarcinomas gastricos, que s3o a classificagdo de Lauren (LAUREN 1965) ¢ a
classifica¢do da Organiza¢do Mundial da Saade (WHO Histological Classification of
Gastric Tumours 2010). Foram identificados trés padrdes de adenocarcinoma
gastrico, segundo a classificagdo de Lauren, que sdo: o padrio difuso (mal

diferenciado), o padriao intestinal (bem diferenciado), e o padrdo misto. O tipo



intestinal ocorre em cerca de 54% dos casos, o tipo difuso em cerca de 32% dos
casos, ¢ o tipo misto ou indeterminado em cerca de 14% dos casos (LAUREN 1965).

A classificagdo de Borrmann divide o cancer gastrico em dois tipos
macroscopicos: avangados e superficiais (precoces). Os avangados sdo divididos em:
tipo I - polipoide, tipo II ulcerado com bordas bem delimitadas, tipo III - ulcerado e
infiltrativo, tipo IV - infiltrativo difuso. Os superficiais sdo divididos em 3 subtipos:
tipo I -poiloide, tipo Ila - superficial elevado, tipo IIb - superficial plano, tipo Ilc -

superficial deprimido e tipo III — ulcerado (PAN et al. 2013).

1.3.1.1 Fatores de risco do CG

Apesar de ser uma das neoplasias mais incidente no mundo, vem se
observando uma tendéncia de declinio em varios paises. Varios fatores estdo
associados a incidéncia e mortalidade como a geografia, habitos alimentares, etnia,
bem como a presenga de microorganismos como Helicobacter pylori (H. pylori) e o
virus Epstein-Barr. Além do fator ambiental e comportamental, alguns fatores
genéticos podem levar ao desenvolvimento do cancer gastrico. A maioria dos
carcinomas gastricos ¢ causado por mutagdo somatica (forma esporadica), sendo
claramente de etiologia multifatorial e apresentam mecanismos bioldgicos distintos
(Figura 4) (FORMAN 1991; FORMAN et al. 2006). Portanto, os principais fatores
de risco para CG sdo idade avancada, fatores ambientais e de estilo de vida, infec¢ao
cronica por H. pylori, habitos alimentares, tabagismo e consumo de alcool so
comumente relacionados ao desenvolvimento do cancer gastrico (RAMOS et al.

2018).
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Figura 4 - Desenho ilustrativo dos fatores de risco para o cancer gastrico.

1.3.1.2 Fatores genéticos no CG

Alguns fatores genéticos interagem na carcinogénese gastrica € sua maioria
surge de maneira esporadica, sem evidéncia de componentes hereditarios. A maioria
dos pacientes com cancer gastrico apresenta a forma esporadica, e em cerca de 10%
dos casos, ¢ observada histéria familiar de cancer, sendo de 1 a 3% associada a
sindrome hereditaria de cancer gastrico, sendo mais comum cancer gastrico
hereditario difuso, cancer colorretal hereditirio ndo poliposo e a polipose
adenomatosa familiar (MCLEAN e EL-OMAR 2014). Em relagdo a forma
esporadica, as instabilidades microsatélites e cromossomicas, alteragdes epigenéticas
e os polimorfimos sdo os principais mecanismos moleculares associados ao CG

(Figura 5).
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Figura 5 - Desenho ilustrativo dos fatores de risco genético para o cancer gastrico.

1.3.1.3 Tratamento do CG

O tratamento e prognodstico sdo definidos pela localizagao e estadiamento do
tumor, niumero de linfonodos acometidos, ressecados e presenga de metastases. E
utilizado o sistema TNM (tumor, node, metastasis), criado pela Unidao Internacional
Contra o Cancer (UICC), que classifica o tumor com base na profundidade
microscopica de invasao tumoral (T) na parede gastrica, na quantidade de linfonodos
regionais com presenca de tumor (N) e na presenga de metéstases a distancia (M),

(Figura 6) (SANTIAGO et al. 2011).
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Fonte: Johns Hopkins Medicine(2019)

Figura 6 - Desenho ilustrativo do estadiamento no cancer gastrico.

Consensualmente, o tratamento primario do carcinoma gastrico ¢ cirurgico.
Consiste na remog¢ao parcial ou total do estdmago e das cadeias linfonodais que
drenam este orgdo. Para determinar a melhor abordagem cirirgica, deve-se
considerar a localiza¢do, tamanho, padrio e extensdo da disseminagdo e tipo
histologico do tumor. A quimioterapia pode ser realizada como complementagdo
terapéutica com a cirurgia e/ou radioterapia, podendo ser indicada para a redugdo
parcial do tumor antes da cirurgia (quimioterapia neoadjuvante) ou apds o
procedimento cirargico (quimioterapia adjuvante), com o objetivo de reduzir a

probabilidade de metéstases a distancia (OKINES et al. 2010).
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1.3.2 Cancer Colorretal

O cancer colorretal tem origem na mucosa do intestino grosso, variando de
tumores benignos a cancer invasivo, predominantemente de origem epitelial
(adenomas ou adenocarcinomas), sendo tumores esporadico, correspondentes a 75%
do total de casos, e o hereditario com cerca de 25% dos casos, destacando-se a
Polipose Adenomatosa Familiar (PAF) ¢ o Cancer Colorretal Hereditario Nao-
Polipose (CCHNP) (SYNGAL et al. 2015). Da mesma forma que os tumores
gastrico, seu estadiamento ¢ classificado de acordo com a sistema (TNM), com base
na profundidade de invasdo (T) na parede do intestino grosso, (N) metastase em
linfonodos regionais e a presenga de metastase a distancia (M), (Figura 7) (EDGE e

COMPTON 2010).

Linfonodo Vaso sanguineo

Espalhado para
outros orgaos
Estagio 0

Estagio |

y

Fonte: WebMD (2018)

Figura 7 - Desenho ilustrativo do estadiamento no cancer colorretal.
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1.3.2.1 Fatores de risco e tratamento do CCR

A historia familiar, a predisposi¢ao genética ao desenvolvimento de doencgas
cronicas do intestino, fatores relacionados ao estilo de vida e idade sdo fatores de
risco para neoplasia do intestino. Tanto na incidéncia quanto na mortalidade,
observa-se aumento nas taxas com o avango da idade (Figura 8) (KRZYSTEK-
KORPACKA et al. 2016).

As modalidades terapéuticas para tratamento do cancer colorretal consiste em
cirurgia, quimioterapia e radioterapia. Pacientes em estadio I e II sdo candidatos a
ressecgOes cirurgicas ampla e pacientes em estadio III ja t€ém comprometimento de
linfonodos e a quimioterapia ¢ indicada (KORDATOU et al. 2014; SCHNEIDER e
LANGNER 2014). A radioterapia e a quimioterapia sdo tratamentos, que podem

determinar melhor resposta na tentativa de modificar a histéria natural da doenga.

ter 50 anos ou mais

uso de alcool e tabaco

sedentarismo

dieta pobre em fibras

antecedente pessoal de doenca
inflamatdria intestinal

antecedente familiar de
cancer colorretal ou pélipos

Fonte: FURLAN (2019)

Figura 8 - Desenho ilustrativo dos fatores de risco para o cancer colorretal.
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1.4 SISTEMA IMUNE, ENVELHECIMENTO E CANCER

As alteracoes no sistema imune associadas ao envelhecimento sao
denominadas de imunossenescéncia. Trés razdes principais podem ser sugeridas para
imunossenescéncia no idoso: (i) involugao timica resultando em reducao drastica da
producdo de células T naive (MITCHELL et al. 2006), (ii) mudangas na composi¢ao
ou danos na membrana celular resultando em alteracdo da sinalizacao celular
(LARBI et al. 2011); e (iii) histéria imunolédgica, ou seja, excesso de estimulagdo
antigénica ao longo da vida (patdgenos, parasitas, possivelmente cancer) que pode
resultar em "exaustdo imune" (PAWELEC et al. 2009).

As principais mudangas resultantes da imunossenescéncia sdo o aumento na
inflamacdo crénica ndo especifica, a diminui¢do na defesa contra novas infeccoes e
contra o surgimento de neoplasias malignas, a reducdo no mecanismo de tolerancia
imunoldgica gerando maior autoimunidade e a diminui¢cdo da resposta vacinal
(MILLER 1996; GORONZY e CORNELIA 2013). Sao véarias as alteracdes que
ocorrem no sistema imune em virtude do processo de envelhecimento, dentre elas,
destacam-se as alteragdes para as principais populagdes da imunidade inata e

adaptativa.

1.4.1 Imunidade inata

Quando se refere a imunidade inata, os seus principais componentes sao
células fagociticas como neutrofilos e macrofagos, receptores Toll Like (TLR),
citocinas e quimiocinas, sistema complemento, células Natural Killer (NK) e
plaquetas. As células fagociticas expressam em sua membrana receptores Toll Like

que se ligam a padrdes moleculares relacionados diversos patégenos (PAMP). Esses
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receptores facilitam o reconhecimento e a fagocitose dos patdégenos. As proteinas do
complemento também facilitam esta fagocitose por atuar como opsonina na
membrana das bactérias (MACHADO et al. 2004).

Na imunossenenescéncia, as células fagociticas diminuem sua capacidade de
produzir citocinas pro-inflamatdrias, quimiocinas, como também a sua eficiéncia na
divisdo celular, durante a resposta aguda a uma infec¢do. Entretanto, ha aumento na
liberagdo basal de mediadores pré-inflamatoérios quando essas células ndo estdo
combatendo uma infec¢do, o que caracteriza um perfil secretério das células
fagociticas associado ao envelhecimento (AGIUS et al. 2009; LINTON e THOMAN
2014). As células NK faz parte da imunidade inata e a liberacdo de mediadores
inflamatorios por essas células atuam na destruicdo de células tumorais e infectadas

por virus (VIEIRA-DE-ABREU et al. 2012; JENNE et al. 2013).

1.4.2 Imunidade adaptativa

A imunidade adaptativa também ¢ de suma importancia no combate as
infecgdes ¢ aos tumores. Embora ndo tdo rapidamente mobilizada quanto a
imunidade inata, mas apresenta memoéria a estimulos antigénicos previamente
conhecidos. Essa imunidade ¢é representada pelos linfocitos T e B, que se diferenciam
sob estimulo antigénico, em células plasmaticas produtoras de anticorpos
(imunoglobulinas) opsonizantes, assim aumentando a capacidade de fagocitose
(FALANDRY et al. 2014).

Os linfocitos T precursores sdo produzidos na medula 6ssea e liberados para o
timo onde sofrerdo maturagdo. Quando maduros sdo langados na circulacio, ganglios

linfaticos e ba¢o. Formam varios subconjuntos de linfécitos T que ao serem ativados,
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tornam-se efetores, como os linfocitos TCD8+ ¢ TCD4+. Ambos liberam citocinas
que ativam macrogafos e estimulam o desenvolvimento de células B e ajudam a
ativar linfocitos T citotoxicos (FALANDRY et al. 2014). As citocinas sdo moléculas
protéicas soluveis, secretadas por células do sistema imune e ndo imune em resposta
a um estimulo infeccioso ou ndo (LISTON et al. 2012). As citocinas que promovem
a quimiotaxia (migragdo) de células do sistema imune para os tecidos sdo chamadas

de quimiocinas (KOELINK et al. 2011).

1.5 QUIMIOCINAS

As quimiocinas sdo uma grande familia de citocinas quimiotaticas que se
ligam a seus receptores acoplados a proteina G (GPCRs), presentes na superficie
celular, cuja principal fun¢do ¢ a quimiotaxia - migracdo da célula para o sitio
inflamatorio. Uma caracteristica desses sitios ¢ a ativacao das células endoteliais dos
vasos sanguineos com aumento de expressao de moléculas de adesao, e por meio do
gradiente de quimiocinas, os leucocitos rolam sobre o endotélio através das
interacoes com as moleculas de adesdo até a passagem para o tecido (Figura 9)
(MCNEILL et al. 2010). Sao classificadas em dois tipos: i) inflamatdria ou indutivel,
regulada por mediadores pro-inflamatdrios como as citocinas durante os processos
inflamatorios agudo e cronico, ii) homeostatica ou constitutiva, na qual estdo
envolvidas no desenvolvimento dos orgdo linféides secundarios e de mucosa,
desempenhando assim, seu papel na génese e organizacdo do sistema imune

(ZIMMERMAN et al. 2008).
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Figura 9 - Desenho ilustrativo da quimiotaxia das quimiocinas.

As quimiocinas, em condi¢des fisioldgicas, elas também estdo envolvidas na
manuten¢do da homeostase do organismo por regular a recirculagdo de linfécitos dos
orgdos linféides para os tecidos por meio do sistema linfatico e circulatorio
(LAZENNEC e RICHMOND 2010; MANTOVANI et al. 2010; PACHYNSKI et al.

2016; CHEN et al. 2018).

1.5.1 Quimiocinas na progressao tumoral

O principal mecanismo das quimiocinas ¢ o recrutamento de células para os
tecidos, sendo fundamentais na formacdo do microambiente tumoral e progressao
tumoral (ALLAVENA et al. 2011; BALKWILL 2012). O equilibrio entre os
mecanismos angiogénicos € anti-angiogénicos promovidos pela acdo das
quimiocinas no infiltrado tumoral (LAZENNEC e RICHMOND 2010) podem levar a

sobrevivéncia e a proliferagdo de células tumorais (ACHARYYA et al. 2012;
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ALLAVENA et al. 2011; BALKWILL 2012). O aumento da expressao de receptores
de quimiocinas permite que as células tumorais migrem e colonizem outros tecidos,
um processo denominado de metastase (BALKWILL 2012; ARVELO et al. 2016)

(Figura 10).
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Figura 10 - Desenho ilustrativo do mecanismo de recrutamento de células na

progressao do cancer.

O microambiente tumoral ¢ constituido por matriz extracelular e células
estromais, no qual incluem fibroblastos, células vasculares e leucocitos inflamatdrios
(neutréfilos, mastocitos, linfocitos, células dendriticas e macrofagos) (CHUNG
2014). Essas células, isoladamente ou em combinagdo, podem contribuir
potencialmente para o crescimento do cancer gastrico e colorretal, sendo seu
recrutamento regulado pela presenca de quimiocinas especificas (ITATANI et al.

2016; TANG e WANG 2018).
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Dentre as diversas quimiocinas existentes, algumas tem as suas fungdes bem
definidass como CCL2 (MCP-1) e CCL5 (RANTES) que sdo expressas quando
induzidas por um estimulo inflamatério (ALLAVENA et al. 2011). A MCP1 atua
especificamente sobre os mondcitos, atraindo-os para os sitios de infec¢ao, regulando
sua infiltragio durante a inflama¢io. E produzida pelos proprios
monocitos/macréfagos para locais de lesdo e inflamagdo tecidual sendo também
produzida por células endoteliais, fibroblastos, células epiteliais mas em condig¢des
patolégicas sua producdo pode se dar por células tumorais géstricas e intestinais
(BAIER et al. 2005; DESHMANE et al. 2009; MA et al. 2016).

Os monocitos do sangue infiltram os tecidos em resposta a produgao local de
MCPI1, e se diferenciam em macréfagos do tipo M1 e M2. Os macrofagos Ml
produzem citocinas inflamatoérias e M2, citocinas imunorreguladoras que regulam a
resposta imune, reduzindo a ativagdo e migragao de células para o local do processo
inflamatorio (ZOU et al. 2017; YOSHIMURA 2018). Alguns autores relataram a
presenca de macrofagos M2 no microambiente tumoral, denominados como tumor-
associated macrophages (TAMs), sendo associados a progressao tumoral e pior
prognostico (MUKAIDA e BABA 2012; RIDIANDRIES et al. 2016; ZOU et al.
2017; YOSHIMURA 2018; RUYTINX et al. 2018).

A RANTES, desempenha um importante papel no recrutamento dos
leucocitos para o processo inflamatério, incluindo também células T. Suas funcdes
na biologia do tumor ainda ndo estdo claras. Sua produ¢do ¢ relevante por induzir
respostas imunes adequadas contra tumores, mas também estd associada a progressao
e metastase tumorais, pois atuam como fatores de crescimento, estimulando a

angiogénese, modulando a matriz extracelular, induzindo o recrutamento de células
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estromais e inflamatorias adicionais e participando de mecanismos de evasdo imune
(CAO etal. 2011; CAMBIEN et al. 2011; ALDINUCCI e COLOMBATTI 2014).

Além disso, existem quimiocinas fundamentais para o recrutamento dos
neutrofilos como CXCLS8 (IL8) e estdo envolvidas no crescimento, angiogénese ¢
metastase em varios tipos tumorais (OGURA et al. 2013; WU et al. 2013; LIU et al.
2016). E uma quimiocina que pode promove o crescimento do tumor por induzir
angiogénese e quimioatracao de granulocitos neutrofilicos. Os neutrofilos produzem
fatores proangiogé€nicos ou antiangiogénicos. Sao capazes de se diferenciar em dois
subconjuntos distintos: neutrofilos tipo 1 (N1) com fungdes antimicrobianas e
neutrofilos associados a tumores (TAN ou N2) dotados de caracteristicas pro-
tumorais e pro-angiogénicas (BRANDAU et al. 2013; DUMITRU et al 2013).
Evidéncias acumuladas indicaram que os TANs podem estd envolvidos na
angiogénese tumoral e no processo metastatico (VANDERCAPPELLEN et al. 2008;
VERBEKE et al. 2011 ¢ 2012; ZHANG et al. 2016).

A CXCL10 (IP-10) ¢ geralmente vista como uma quimiocina mediadora do
sistema imunoldgico do hospedeiro devido as suas propriedades angiostaticas. E
secretada por varios tipos de células, como linfécitos T, neutrofilos, mondcitos,
células endoteliais, fibroblastos, NK. A CXCL 10 foi associada a imunidade
antitumoral a longo prazo, elevacdo das respostas dos linfocitos T citotoxicos e
infiltragdo de linfocitos TCD4+ ou TCD8+ nos tumores (BEN-BARUCH 2006).
Quando indutivel pelo interferon-y, recrutam linfocitos antitumorais (ABRON et al.
2018). No entanto, sua expressdo aumentada, também foram associados a canceres
avancados, incluindo carcinoma ovariano, melanoma e carcinoma colorretal

(FURUYA et al. 2007; MONTEAGUDO et al. 2007; JIANG et al. 2010).
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Considerando a elevada incidéncia do cancer gastrico e colorretal, e do
aumento crescente da populagdo idosa, foi delineado um estudo que visou avaliar a
associagdo das alteragdes dos niveis séricos das quimiocinas e a associagdo entre os

seus niveis e o estadiamento da doenga e idade dos pacientes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil de quimiocinas em pacientes idosos com cancer gastrico e colorretal

e associar ao estagio da doenga.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em pacientes idosos com cancer gastrico e colorretal:

e Determinar os niveis séricos de quimiocinas MCP-1, RANTES, IL8 e IP-10;

e Avaliar se exitem alteragdes dos niveis de quimiocinas no cancer gastrico e
colorretal;

e Comparar os niveis séricos de quimiocinas entre pacientes com idade <75 e
> 75 anos;

e Avaliar a associacdo dos niveis séricos de quimiocinas com o estagio da
doenga;

e Avaliar a correlacdo entre as quimiocinas nos pacientes com cancer gastrico

e colorretal.
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3 MATERIAIS E METODO

3.1 TIPO DO ESTUDO E ASPECTOS ETICOS

Foi um estudo transversal com grupo de comparacdo interna. Esse estudo
constitui um braco de estudo ancora realizado no Servico de Oncologia Clinica do
IMIP, submetido & apreciagio do Comité de Etica em Pesquisa do IMIP, sendo

aprovado em 25/06/2014, sob o nimero n° CAAE 14925113.9.0000.5201 (Anexo 1).

3.2 LOCAL E PERIiODO DO ESTUDO

O presente estudo foi desenvolvido no servico de Oncogeriatria € no
Laboratorio de Pesquisa Translacional do Instituto de Medicina Integral Professor
Fernando Figueira (IMIP). O periodo da coleta de dados e analises laboratoriais foi

entre agosto de 2016 outubro de 2017.

3.3 POPULACAO DO ESTUDO

3.3.1 Pacientes

Foram incluidos pacientes de forma consecutiva de ambos os sexos, com
idade > 60 anos, com diagndstico confirmado para cancer géstrico e colorretal
admitidos no servigo de oncologeriatria do IMIP que se enquadraram nos critérios de

inclusdo e exclusdo. O estudo compreendeu um total de 69 pacientes com idade igual
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ou superior a 60 anos. Destes, 35 idosos com cancer gastrico e 34 com cancer

colorretal.

3.3.2 Controles de comparaciao
Os individuos controles foram 20 idosos saudaveis de ambos os sexos, com
idade > 60 anos que ndo possuiam historia pregressa ou familiar de cancer e

assintomaticos, oriundos do ambulatério de Geriatria do IMIP.

3.4 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

3.4.1 Pacientes

3.4.1.1 Critérios de inclusao

° Pacientes com idade > 60anos;

. Pacientes com adenocarcinoma gastrico e colorretal,;

o Auséncia de tratamento cirirgico ou medicamentoso prévio para a neoplasia;

o Pacientes submetidos a estadiamento por exame clinico, radiologico ou
anatomopatolégico.

3.4.1.2 Critérios de exclusao

o Uso prolongando de imunossupressores e anti-inflamatorios;;
. Historia clinica de imunodeficiéncia primaria e secundaria;

o Sinais clinicos de infec¢ao nos tltimos 30 dias;

. Historia clinica de hepatites virais;

. Historia clinica de doenga autoimune.
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3.4.2 Controles de comparacio

3.4.2.1 Critérios de inclusio

° Idosos de ambos os sexos com idade > 60anos;

o Ser acompanhantes dos pacientes ou funciondrias que concordarem em
participar da pesquisa;

o Sem diagnostico prévio ou atual, e historico familiar de cancer.

3.4.2.2 Critérios de exclusao

o Uso prolongando de imunossupressores e anti-inflamatorios;
. Historia clinica de imunodeficiéncia primaria e secundaria;
o Sinais clinicos de infec¢ao nos tltimos 30 dias;

. Historia clinica de hepatites virais;

. Historia clinica de doenga autoimune.

3.5 CAPTACAO DE PACIENTES E CONTROLES

Os pacientes foram incluidos no estudo ap6s o consentimento em participar
do estudo e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE -
Apéndice 1). O estadiamento dos pacientes com cancer gastrico e colorreal foi
realizado de acordo com American Joint Committee on Cancer — AJCC, 7°* edi¢do
(EDGE et al. 2010). As amostras de sangue foram coletadas durante a realizacao dos
exames laboratoriais de rotina para diagnéstico e antes de qualquer tratamento anti-

neoplasico, e foram enviadas ao laboratorio de Pesquisa Translacional do IMIP.
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O grupo controle foi recrutado no ambulatorio geral do IMIP, sendo
acompanhantes de pacientes ¢ funcionarios com idade > 60 anos que concordaram
em participar da pesquisa e apds avaliagdo clinica por médico geriatra para
selecionar os participantes elegiveis, seguindo os critérios de inclusdo e exclusdo do

estudo. A seguir, fluxograma de captacdo dos pacientes e controles (Figura 11).

Identificacdo
dos
participantes
N=89
|
|
Pacientes Confroles
N=69 N=20
Critérios de Critérios de
Elegibilidade Elegibilidade
Sim Sim
(Assinatura do TCLE) Nio (Assinatura do TCLE) Nio
N=69 N=20

Pacientes
mncluidos
N=69
Pacientes com Pacientes com
CG CCR
N=35 N=34

Figura 11 - Fluxograma de captagao dos pacientes e controles
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3.6 COLETA DOS DADOS CLINICOS E DO MATERIAL
BIOLOGICO E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Os dados clinicos foram coletados no formulério especifico de dados e nos
prontuarios dos pacientes. O formulario foi elaborado para o presente estudo
(Apéndice 2). Foi coletada amostra de sangue periférico (4 mL) em tubo contendo
anticoagulante EDTA dos pacientes e controles saudaveis. As amostras de sangue
dos pacientes foram coletadas no momento do diagnostico, antes de qualquer
tratamento. A coleta foi realizada utilizando material descartavel e esterilizado,
seguindo os principios de assepsia, conforme as normas de biosseguranga, em
seguida, o material biologico foi encaminhado ao Laboratério de Pesquisa
Translacional do IMIP para processamento. Para separacdo de plasma, foi realizado a
centrifugacdo a 250 g por 10 minutos da amostra de sangue total, utilizando
centrifuga refrigerada (4 oC). Foram feitas aliquotas de 200 uL da amostra de plasma

e armazenada em freezer a -80 °C para posterior analise de quimiocinas.

3.7 TESTES LABORATORIAIS

3.7.1 Determinacio da concentracio sérica das quimiocinas MCP-1, RANTES,
IL8 e IP-10

Para andlise da concentracao das quimiocinas MCP-1, RANTES, IL-8 e IP-10
foi determinada em amostra de plasma por citometria de fluxo, utilizando instrug¢des
do kit BD™ CBA - Human Chemokine (BD - eBioscience) com modificagdes. Foi
adicionado 25 ulL da amostra de plasma de cada paciente e dos padrdes em dilui¢des

seriadas em tubos de citometria. Uma curva padrao com as seguintes concentragoes:
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10 pg/mL, 20 pg/ml, 40 pg/ml, 80 pg/mL, 156 pg/mL, 312,5 pg/mL, 625 pg/mL,
1250 pg/mL, 2500 pg/mL. Em seguida, em cada tubo foram adicionados 25 pL da
mistura de esferas de captura e 25 pL do reagente de deteccdo, anticorpos
monoclonais especificos para cada quimiocina conjugados ao fluoréforo PE. Apds a
incubadacdo de 3 horas a temperatura ambiente, foi realizada lavagem e adquiridos
1.500 eventos totais para cada amostra no equipamento de citometria de fluxo
(FACSverse, Becton Dickinson, Sunnyvale, CA). A andlise foi realizada no software

FCAP Array (Becton Dickinson, Sunnyvale, CA) e os valores expressos em pg/mL.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

A estatistica descritiva das varidveis categoricas foi representada em tabela
com distribuicao das frequéncias absolutas e relativas. As varidveis continuas foram
apresentadas como medidas de tendéncia central (mediana e interquartil - IQR). O
teste de Shapiro Wilk foi utilizado para normalidade na distribui¢do das variaveis
quantitativas. Foi utilizado teste de Mann-Whitney para analise entre dois grupos e
de Kruskal-Wallis para andlise entre trés ou mais grupos. Para a andlise de
correlagdo, foi utilizado o teste Pearson (distribui¢do normal). Os niveis de
correlagdo foram classificados segundo o valor do coeficiente (r) em: desprezivel
(entre 0,00 e 0,3), baixo (entre 0,30 ¢ 0,50), moderado (entre 0,50 e 0,70), alto (entre
0,70 e 0,90) e muito alto (entre 0,90 e 1,00), conforme ponto de corte descrito por
MUKAIDA e BABA (2012). A andlise dos dados foi realizada no software
GraphPad Prism v6.0 (San Diego, CA). Para todas as analises foram considerados

significativos valores de p< 0,05.
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4 RESULTADOS

41 CARACTERISTICAS CLINICAS E DEMOGRAFICAS DOS
PACIENTES IDOSOS COM CANCER GASTRICO E CANCER
COLORRETAL

Para andlise dos dados, a amostra foi composta por 35 idosos com céancer
gastrico e 34 com cancer colorretal. A mediana da idade dos pacientes com CG foi
de 72 anos (66-77,5) e com CCR 71 anos (65 - 78). A maioria dos pacientes com CG
apresentava estadio IV e com CCR, estadio III. Nenhum dos pacientes apresentou
estadio I. Quanto a metdstase, a maioria dos pacientes de ambos os grupos nao
apresentava metastase a distancia. Os detalhes dos dados encontram-se na Tabela 1.
Tabela 1 - Distribui¢do das frequéncias absolutas e relativas das caracteristicas

socio- demograficas e anatomopatoldgicas dos pacientes idosos com cancer gastrico
e cancer colorretal atendidos no IMIP.

A ‘ CANCER
VARIAVEIS CANCER_GASTRICO COLORRETAL
N= 35 _
N=34
IDADE (Anos)
Mediana (IQR) 72 (66 - 77,5) 71 (65 - 78)
N (%) N(%)
SEXO
Feminino 18 (51,4) 23 (67,6)
Masculino 17 (48,6) 11 (32,4)
ESTADIAMENTO
II 9(25,7) 9 (26,5)
111 9(25,7) 16 (47,0)
v 17 (48,6) 9 (26,6)
METASTASE
Nio 18 (51,4) 25 (73,5)
Sim 17 (48,4) 9 (25,5)

IQR: Interquartil (25%-75%)
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4.2 NIVEIS SERICOS DE QUIMIOCINAS EM PACIENTES

IDOSOS COM CANCER GASTRICO E CANCER COLORRETAL

Os niveis séricos de IL8 foram elevados nos grupos de pacientes com cancer
gastrico e colorretal quando comparado ao grupo de controles (p<0,0001). Na analise
de MCP-1, também verificou-se aumento dessa quimiocina nos pacientes com cancer
gastrico e colorretal quando comparados aos controles (p=0,008 e p=0,03,
respectivamente). Para as demais quimiocinas, ndo foram observadas diferencas

significativas entre os pacientes e controles (Figura 12).

A) B)
| p<0,0001 I
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Figura 12 - Andlise da concentragdo sérica de quimiocinas IL8, MCP-1, RANTES,
IP-10 (pg/mL) nos pacientes idosos com cancer gastrico (CG, n= 35), colorretal (CR,

n=34) e controles saudaveis (n=20). Os graficos representam a anélise das medianas entre os
grupos. Teste de Kruskall-Wallis. Foi considerado significativo p<0.05. NS: ndo significativo.
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4.3 ANALISE NiIVEIS SERICOS DE QUIMIOCINAS ENTRE OS

PACIENTES COM IDADE <75 e > 76 ANOS

Nao foi observado diferencas significativas dos niveis séricos de quimiocinas

entre os pacientes com cancer gastrico e colorretal com idade <75 e > 76 anos, como

mostram as Figuras 13 e 14.
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Figura 13 - Andlise da concentragdo sérica de quimiocinas IL8, MCP-1, RANTES,
IP-10 (pg/mL) nos pacientes com cancer gastrico com idade < 75 anos (n=24) ¢ > 76

anos (n=11). Os graficos representam a analise das medianas entre os grupos. Foi realizado teste de
normalidade de Shapiro Wilk. Foi realizado o teste de Mann Whitney para analise de mediana entre os
grupos. Foi considerado significativo p<0.05. NS: ndo significativo.
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Figura 14 - Analise da concentragdo sérica de quimiocinas ILS, MCP-1, RANTES,
IP-10 (pg/mL) nos pacientes com cancer colorretal com idade < 75 anos (n=25) e >

76 anos (n=09). Os graficos representam a analise das medianas entre os grupos. Foi realizado
teste de normalidade de Shapiro Wilk. Foi realizado o teste de Mann Whitney para analise de mediana
entre os grupos.Foi considerado significativo p<0.05. NS: ndo significativo.
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44 ANALISE DOS NIVEIS SERICOS DE QUIMIOCINAS NOS
PACIENTES COM CANCER GASTRICO E COLORRETAL EM

ESTADIOS I, III e IV DA DOENCA

J Cancer Gastrico

Os niveis séricos de IL8 foram mais elevados nos pacientes com céancer
gastrico em estadio IV em comparacdo aos estadios II e III (p=0,02), para ambos. Na
analise de MCP-1, também foi observado elevados niveis dessa quimiocina no
estddio IV quando comparado aos estadios II e II (p=0,0004 e p=0,02,
respectivamente). Nao houve diferenca significativa entre os grupos para os niveis

RANTES ¢ IP10 (Figura 15).

. Cancer colorretal

Os niveis séricos de IL8 foram mais elevados nos pacientes com cancer
colorretal em estddio IV em comparagdo aos estadios II e III (p=0,01 e p=0,02,
respectivamente). Verificou-se niveis elevados de MCP-1 nos pacientes com cancer
colorreal em estadio IV em comparacdo aos estadios II III (p=0,001 e p=0,03,
respectivamente). Nao houve diferenca significativa entre os grupos para os niveis de

RANTES e IP10 (Figura 16).
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Figura 15 - Analise da concentragdo sérica de quimiocinas ILS, MCP-1, RANTES,
IP-10(pg/mL) nos pacientes idosos com cancer géstrico em estadios II (n=9), III (n=
9) e IV (n= 17). Os graficos estdo representados em medianas e interquartil. Teste de Kruskall-
Wallis. Foi considerado significativo p<0.05. NS: ndo significativo.
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Figura 16 - Andlise da concentragdo sérica de quimiocinas IL8, MCP-1, RANTES,
IP-10(pg/mL) nos pacientes idosos com cancer colorretal em estadios II (n=9), III
(n=16) e IV n=9). Os graficos estdo representados em medianas e interquartil. Teste de Kruskall-
Wallis. Foi considerado significativo p<0.05. NS: ndo significativo.
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4.5 ANALISE DOS NiIVEIS SERICOS DE QUIMIOCINAS NOS

GRUPOS DE PACIENTES COM E SEM METASTASE TUMORAL

o Cancer gastrico
No cancer géstrico, verificou-se elevados niveis de IL8 , MCP-1 e RANTES
nos pacientes com metéstase quando comparado ao grupo sem metastase (p=0,001,
p=0,02 e p=0,01 respectivamente). Nao houve diferenca significativa nos niveis de
IP-10 entre os grupos (Figura 17).
e Cancer colorretal
Foram observados no céancer colorretal que os pacientes com metastases
apresentaram niveis significativamente mais elevados de IL8 e MCP-1 quando
comparado ao grupo de pacientes sem metastase (p=0,006 e p=0,002,
respectivamente). Nao houve diferenca significativa dos niveis de RANTES e IP-10

entre grupos com e sem metastases, como mostra a Figura 18.
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Figura 17 - Andlise da concentragdo sérica de quimiocinas IL8, MCP-1, RANTES,
IP-10 (pg/mL) nos pacientes com cancer gastrico sem metastase (Nao, n=18) e com
metastase (Sim, n= 17). Os gréaficos estdo representados em medianas e interquartil. Foi
considerado significativo p<0.05. NS: nio significativo.
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Figura 18 - Andlise da concentragdo sérica de quimiocinas IL8, MCP-1, RANTES,
IP-10 (pg/mL) nos pacientes com cancer colorretal sem metastase (Nao, n=25) e com

metastase (Sim, n= 9). Os gréficos estdo representados em medianas e interquartil. Foi realizado
o teste de Mann Whitney para analise de mediana entre os grupos. Foi considerado significativo
p<0.05. NS: ndo significativo.
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4.6 ANALISE DA CORRELACAO ENTRE OS NiVEIS DE IL8, MCP-
1, RANTES E IP-10

Cancer gastrico

Nio houve correlagdo entre os niveis de IL8, MCP-1, RANTES, IP-10 nos

pacientes com cancer gastrico (Figura 19).

Cancer Colorretal

No cancer colorretal, foi observada uma moderada correlagdo entre os niveis

de MCP1 e RANTES (r=0,52; p=0,002), como mostra a Figura 20E.
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Figura 19 - Andlise de correlagdo dos niveis de quimiocinas nos pacientes com
cancer gastrico (pg/mL) entre IP-10 e IL8 (A), IP-10 e RANTES (B), IP-10 ¢ MCP-1
(C), MCP-1 e IL8 (D), MCP-1 e RANTES (E), IP-10 ¢ RANTES (F). Foi realizado o

teste de correlagdo de Pearson. Foi considerado significativo p<0.05.
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Figura 20 - Analise de correlagdo dos niveis de quimiocinas nos pacientes com
cancer colorretal (pg/mL) entre IP-10 e IL8 (A), IP-10 ¢ RANTES (B), IP-10 e
MCP-1 (C), MCP-1 ¢ IL8 (D), MCP-1 ¢ RANTES (E), IP-10 ¢ RANTES (F). Foi

realizado o teste de correlagdo de Pearson. Foi considerado significativo p<0.05.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, foram avaliados os niveis séricos de quimiocinas MCP-1,
RANTES, IL8 e IP-10 em idosos com cancer gastrico e colorretal, visando
caracterizar o perfil dessas quimiocinas nesse tipos de tumores. De acordo com a
OMS, 2015, nos paises em desenvolvimento, sdo considerados idosos, pessoas com
idade acima de 60 anos, conforme Politica Nacional do Idoso (PNI), disposto na Lei
n°8. 842, de 4 de janeiro de 1994, sendo a mesma aplicada pelo Estatuto do Idoso,
Lein® 10.741, de 1° de outubro de 2003 (Brasil 2004).

As quimiocinas podem estabelecer uma rede de interacdes entre muitos dos
componentes envolvidos no estabelecimento de tumores primarios. A MCP-1 foi
descrita em promover a migracao de mondcitos para locais do processo inflamatorio,
e podem ser produzida por células tumorais (WU et al. 2013; TAO et al. 2014;
SONG et al. 2018). A MCP-1 tem atividade pré-angiogénica, o que pode levar ao
recrutamento e ativacao de macrofagos para microambiente tumoral (YOSHIMURA
2018).

Algumas quimiocinas s3o consideradas pro-inflamatdrias e sua liberagao
pode ser induzida durante a resposta imune no local do processo inflamatorio. Nesse
sentido, RANTES / CCL5 ¢ uma quimiocina principamente produzida pelas
plaquetas ap6s a ativacdo. Ela medeia a migracdo de monocitos para o endotélio e
pode ser secretado por muitos tipos de células, tais como células endotéliais,

macrofagos e células musculares lisas vasculares. Essa quimiocina promove
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inflamacgao por recrutamento de uma grande quantidade de plaquetas e células do
sistema imune (BAKOGIANNIS et al. 2017).

A IL8 pode facilitar o crescimento tumoral induzindo a quimiotaxia dos
neutrofilos, promovendo a angiogénese e progressao da doenga (WU et al. 2012),
pois essas células podem liberar alguns fatores pro-angiogénicos como transforming
growth factor beta (TGF-P) e platelet-derived growth factor (PDGF) (QUEEN et al.
2005). A producdo de IP-10 ¢ induzida por citocinas inflamatérias, sendo
considerada uma quimiocina que participa do processo de homeostase por ser
homeostaticas, promove a apoptose celular e o controle do crescimento de células
dos sistema imune (SARVAIYA et al. 2013; DIMBERG et al. 2014).

Nas analises realizadas neste trabalho, observou-se niveis elevados de MCP-1
e IL-8 no grupo de idosos com cancer gastrico e colorretal quando comparados ao
grupo controle saudaveis. Alguns autores relataram aumento dos niveis de MCP-1 e
IL-8 em pacientes idosos com cancer gastrico (BAJ-KRZYWORZEKA et al. 2016;
WU et al. 2013; TAS et al. 2016), e com cancer colorretal (BAILEY et al. 2007).
Como essas quimiocinas sdo responsaveis pela migracdo das células fagociticas
(monocitos/meutréfilos) para o sitio inflamatério, o que sugere o envolvimento
dessas células nos mecanismos de resposta anti-tumoral nesses dois tipos tumorais.
No tecido, os monbécitos do sangue se diferenciam em macroéfagos, € no
microambiente tumoral podem estar associados a tumores (TAMs). No
microambiente, essas células podem produzir mediadores inflamatorios que
favorecem o escape tumoral, tendo como principal consequéncia, a progressdo do
tumor e um prognostico desfavoravel (NOY ¢ POLLARD 2014; LAHMAR et al.

2016).
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Como foi descrito na literatura a associagdo de algumas quimiocinas com o
envelhecimento. Alguns estudos mostraram que os niveis séricos de MCP-1
aumentam conforme o avango da idade em pessoas idosas saudaveis (ANTONELLI
et al. (2006) e MARIANI et al. (2006). Portanto, para minimizar os possiveis vieses
nas analises das quimiocina, utilizando as varidveis estadiamento e metatases
tumoral neste estudo, distribuiu-se os pacientes com CG ¢ CCR em dois grupos, um,
com idade menor ou igual a 75 anos, e outro, acima de 76 anos e ndo foi observado
diferengas significativas nos niveis séricos das quatro quimiocinas estudadas entre os
grupos. Para a formagao desses dois grupos, baseou-se na classificacdo da National
Comprehensive Cancer Network-NCCN (2016), em que foram considerados como
jovens idosos, aqueles com idade entre 65 a 75 anos; idosos, entre 76 a 85 anos; ¢
idosos muito idosos, maior que 85 anos (BALDUCCI 2006).

Nas analises das quimiocinas, verificou-se aumento dos niveis de IL8 e
MCP1 nos pacientes com cancer gastrico e colorretal em estadio avangado da doenca
(estagio 1V). O aumento dos niveis dessas quimiocinas também foi observado nos
grupos de pacientes com mestastase tumoral, o que confirma o envolvimento da IL8
e MCP1 com a progressao tumoral. Esses dados sugerem que a IL8 ¢ MCP1 podem
estar envolvidas com um progndstico desfavoravel no CG e CR.

Como a IL8 ¢ uma quimiocina responsavel por promover a migragdo de
neutrofilos, sendo as primeiras células que chegam ao sitio inflamatério. Existem
dois tipos de neutrofilos, N1 e N2, e ambos possuem fungdes diferentes durante a
resposta imune, sendo o subtipo N2 associado a a¢ao pro-tumoral, pois apresentam
baixa capacidade de produzir alguns mediadores fundamentais para agdo dessas

células contra o tumor, como as espécies reativas de oxigénio. Além disso, as células
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N2 produzem fatores pro-angiogénicos, aumentando a vascularizagdo na regiao do
tumor, o que favorece o crescimento tumoral (MATSUO et al. 2009; OLADIPO et
al. 2011). A baixa disponibilidade de oxigénio no microambiente tumoral atrai
macrofagos tipo M2, os quais sdo estimulados a expressar diversos genes
facilitadores da angiogénese, como Vascular endothelial growth factor (VEGF). De
fato, os TAMs podem promover a proliferacdo e o crecimento de células tumorais
(LAOUI et al. 2014; CAVNAR et al. 2017; SZEBENI et al. 2017).

KUALI et al. (2012) relatou que no cancer gastrico as células tumorais podem
produzir IL8 in vitro e in vivo. BAJ-KRZYWORZEKA et al. (2016), também
obervaram aumento dos niveis séricos de IL8 nos pacientes com cancer gastrico, e
associaram com a progressdo da doenga. No cancer gastrico e colorretal, alguns
estudos associaram niveis elevados de IL8 ao aumento do tamanho do tumor,
invasdo angiolinfatica e metastase hepatica, e redu¢do do tempo de sobrevida
(KONNO et al. 2003; KAMINSKA et al. 2005; NING et al. 2011; SARVAIYA et al.
2013; LEE et al. 2014).

Apesar de existirem relatos quanto a presenga de niveis elevados de IP-10 em
pacientes com cancer gastrico e colorretal, e a associacdo com a invasdo linfatica e
prognostico desfavoravel nesses tipos tumorais (TOIYAMA et al. 2012; BAJ-
KRZYWORZEKA et al. 2016), ndo foram observados alteracdes dessa quimiocina
entre os pacientes e controles, entre os diferentes estdgios da doenca e entre os
grupos com e sem metastases.

No entanto, na analise de RANTES, observou-se alteragdes nos niveis dessa
quimiocina apenas na comparacao entre 0s grupos com € sem metdstase nos

pacientes com cancer gastrico. Nesse caso, 0s pacientes com mestatase tumoral
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apresentaram niveis elevados de RANTES quando comparado ao grupo sem
mestastase. Alguns autores também relataram no cancer gastrico niveis elevados de
RANTES nos pacientes com metastases (SUGASAWA et al. 2008; SIMA et al.
2014; RYU et al. 2018). Esses autores sugerem que alteragdes dos niveis de
RANTES pode estar associados a progressdao do cancer gastrico, com disseminagao
de metastase peritoneal e pior prognostico.

ALDINUCCI e COLOMBATTI (2014) também relataram que concentragdes
elevadas de RANTES no mieloma multiplo, Linfoma de Hodgkin classico, cancer de
préstata, mama, coOlon, ovario e melanoma, sendo as alteragdes de RANTES
associadas a progressao e metastase tumoral. RANTES pode ser produzidas pelas
células dos tumores primdrios ou metastaticos, levando a formagdo de um
microambiente favordvel ao crescimento do tumor devido ao recrutamento de
macrofagos tipo M2, myeloid-derived suppressor cells (MDSC) e células T
reguladoras (Treg). Essas células promovem a inibicdo da resposta imune anti-
tumoral, induzindo a neoangiogénese no local do tumor, o que leva a disseminagdo
das células tumorais para 6rgaos distantes (ALDINUCCI e COLOMBATTI 2014).

Para um melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na produgdo das
quimiocinas avaliadas neste trabalho, foram realizadas andlises de correlagdo entre
os niveis de IL8, MCPI1, IP10 e RANTES nos grupos de pacienets com CG e CCR.
Nessas analises, verificou-se uma moderada correlagdo apenas entre os niveis de
MCP-1 e RANTES nos pacientes com CCR. Hipotetizamos, que a sincronia na
produgdo dessas quimiocinas, seja devido ao fato de que MCP1 e RANTES
pertencem a uma mesma familia de quimiocinas. Sdo quimiocinas inflamatorias,

expressas por leucocitos em circulagdo e outros tipos de células apenas apds
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4

ativagcdo, cuja expressao ¢ frequentemente desencadeada por mediadores pro-
inflamatorios, tais como fator de necrose tumoral e IFN-y, e produtos microbianos,
incluindo lipopolissacarideo (CHEN et al. 2018). O recrutamento de leucocitos
principalmente dos macrofagos, induzido por quimocinas representa uma parte das
atividades de MCP-1 e RANTES no contexto das neoplasias (BEN-BARUCH 2006).

Como continuidade deste estudo, ¢ importante analisar os niveis de outras
quimiocinas e¢ dos seus receptores soliiveis no sangue, como também comparar os
niveis das quimiocinas estudadas entre grupos de adultos jovens e idosos com cancer
gastrico e colorretal. Além disso, avaliar os niveis percentuais de mondcitos,
neutrofilos, linfocitos e plaquetas nos pacientes e correlacionar com os niveis de
quimiocinas encontrados, o que podera nos mostrar se existem alteragdes
quantitativas dessas células e quais as quimiocinas envolvidas.

Portanto, os nossos resultados sugerem que as quimiocinas MCP-1 e IL8
estdo associadas a progressdo da doenca. Além disso, existe o envolvimento dos
macrofagos e neutréfilos nos mecanimos de metédstase tumoral, face ao papel da
MCP-1 e IL8 no recrutamento dessas células, cuja fun¢do no microambiente tumoral
¢ a producdo de fatores de crescimento e neoangiogénese, sendo possiveis
biomarcadores preditivos de doenga avancada no CG ¢ CCR em idosos. A partir
deste estudo, poderdo surgir estudos clinicos que possam comprovar o potencial
dessas quimiocinas como possiveis alvos terapéuticos, cujo bloqueio pode inibir a
migragdo de fagocitos para a regido do tumor, favorecendo o crescimento das células

tumorais.
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CONCLUSAO

O presente estudo permitiu concluir:

A producdo de quimiocinas MCP-1, RANTES, IL8 e IP-10 foram
semelhantes entre os grupos de CG e CCR, o que mostra que a topografia dos
tumores do sistema gastrointestinal ndo influéncia os niveis dessas
quimiocinas no idoso;

O avanco da idade dos pacientes idosos ndo estd associado ao aumento ou
reducao dos niveis de MCP-1, RANTES, ILS8 ¢ IP-10;

As alteragdes dos niveis de MCP1 e IL8 no CG e CCR foram associadas a
progressdo tumoral e metéstases, sugerindo que o recrutamento de neutr6filos
e monocitos pode levar a produgcdo de fatores pro-angiogénicos, o que

favorece o crecimento tumoral;

As alteracdes dos niveis de RANTES estdo apenas associadas ao cancer

gastrico, sendo parte dos mecanimos que favorece a metéstase tumoral;

A correlagdo entre as quimiocinas MCP1 e RANTES pode estar associadas

ao fato de pertencerem a uma mesma familia de quimiocinas.
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Anexo 2 - Estadimanto Clinico no Cancer Gastrico

ESTAGIO T N M
0 Tis NO MO
IA T1 NO MO
B T2 NO MO
T1 N1 MO
T3 NO MO
ITA T2 N1 MO
T1 N2 MO
T4a NO MO
T3 N1 MO
1B T2 N2 MO
T1 N3 MO
T4a N1 MO
IITA T3 N2 MO
T2 N3 MO
T4b NO MO
T4b N1 MO
1B T4a N2 MO
T3 N3 MO
T4b N2 MO
IIC T4b N3 MO
T4a N3 MO
v qualquer T | qualquer N M1

Fonte: Adaptado EDGE e COMPTON (2010).




Anexo 3 - Estadimanto Clinico no Cancer Colorretal

Estadio T N M
Estadio 0 Tis NO MO
Estadio | T1, T2 NO MO
Estadio IT1A T3 NO MO
Estadio 1B T4a NO MO
Estadio IIC T4b NO MO
Estadio I1IA 11,12 al Mo
T1 N2a MO

T3, T4a N1 MO

Estadio I1IB T2, T3 N2a MO
T1, T2 N2b MO

T4a N2a MO

Estadio IIIC T3, T4b N2b MO
T4b NI, N2 MO
Estadio IVA Qualquer T Qualquer N Mla
Estadio IVB Qualquer T Qualquer N MIl1b

Fonte: Adaptado EDGE ¢ COMPTON (2010) .




Apéndice 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) PARA
PESQUISA FUTURA

Eu responsavel e equipe
pela pesquisa estamos fazendo um convite para vocé para participar como voluntario
deste nosso estudo, porque vocé ¢ um paciente com idade superior a sessenta anos
que sera acompanhado no servico de oncologia do IMIP. Esta pesquisa pretende
avaliar os fatores de risco para a ocorréncia de infeccdo durante o seu tratamento.
Acreditamos que a pesquisa seja importante porque pacientes com idade acima de
sessenta anos, com o seu diagnostico, realizando exames e/ou tratamentos podem ter
um risco maior de desenvolver esta complicacdo (infeccao) , porém este risco varia
muito com a situagdo do paciente e os diferentes tratamentos , a populacdo brasileira
esta ficando cada vez mais idosa e ha muitos poucos estudos sobre os melhores tipos
de cuidados para esta populagdo, além desta populagdo ter muitas caracteristicas
diferentes entre si, e essas diferencas podem ser importantes para o cuidado de saude
de cada um. Para a realizacdo deste estudo, que sé iniciard apds a autorizagdo do
comité de ética do IMIP. Nao iremos modificar as condutas da equipe de satde e de
seu médico, apenas iremos observar seu acompanhamento, o resultado de exames e
seus dados de prontuarios , serd realizado uma entrevista para lhe conhecer melhor e
/ou esclarecer alguns dados de seu prontuario com dura¢do de cerca de 20 minuto.
Quando vocé for realizar um exame de sangue pedido por seu médico iremos
aproveitar para coletar uma pequena amostra de sangue que permita fazer um exame
de uma proteina que pode esta relacionada a este risco de desenvolver a infecgao.
Sua participa¢do constara de permitir o acompanhamento de seu tratamento durante
o periodo do estudo e atendimentos no IMIP, pessoalmente conversaremos vocé a
principio na sua admissdo no estudo e se ocorrer uma infec¢do , e sempre que vocé
precisar de informagdes e esclarecimentos, ou se ficarmos com alguma duavida em
seu prontuario. Os beneficios que esperamos como estudo sdo conhecer a diversidade
destes fatores de risco de modo a prevenir ainda mais a ocorréncia de infec¢ao e suas
complicacdes , sem que atrapalhe o tratamento planejado e a qualidade de vida do
paciente , este conhecimentos ira beneficiar aos pacientes que irdo enfrentar o
tratamento e acompanhamento que vocé estd passando agora, além de permitir que o
IMIP e outros servigos planeje as agdes de cuidados , principalmente para a
populagdo mais idosa . E importante esclarecer que, caso vocé decida ndo participar,
nada mudard em seu atendimento, sendo garantido o tratamento e acompanhamento
de rotina previsto para vocé€. Durante todo o periodo da pesquisa vocé tem o direito
de tirar qualquer duvida ou pedir qualquer outro esclarecimento, bastando para isso
entrar em contato, com algum dos pesquisadores ou com o Conselho de Etica em
Pesquisa do IMIP. Em caso de algum problema relacionado com a pesquisa vocé tera
direito a assisténcia gratuita que serd prestada no IMIP, como sempre. Vocé tem
garantido o seu direito de ndo aceitar participar ou de retirar sua permissao, a
qualquer momento, sem nenhum tipo de prejuizo ou retaliagdo, pela sua decisdo. As
informacdes desta pesquisa serdo sempre confidenciais, ¢ serdo divulgadas apenas
em eventos ou publicagdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a




ndo ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre sua
participagdo. O sangue coletado sera utilizado apenas para a finalidade cientifica
desta pesquisa. Os gastos necessarios para a sua participagdo na pesquisa serao
assumidos pelos pesquisadores.

Os testes laboratoriais serdo realizados no sangue onde estudaremos a sua
imunidade e marcadores genéticos, ou no material de biopsia. Com relagdo ao
material de bidpsia, um pequeno fragmento fresco serd enviado para cultura celular e
avaliacdo de infiltrado inflamatorio, habitualmente tais testes sdo dispensaveis, pois
ndo alteram a conduta do seu tratamento, mas conhecé-los pode ser de utilidade para
o futuro. Serdo também realizadas coletas de 10 mL de sangue periférico para
realizagdo dos testes laboratoriais que avaliardo a sua imunidade e também possiveis
marcadores genéticos relacionados com sua doenga, porém que ndo irdo alterar o tipo
do seu tratamento. O material excedente a rotina serd armazenado no Biorrepositdrio
localizado no Laboratério de Pesquisa Translacional do IMIP, sob condigdes
adequadas de temperatura para garantir a integridade das amostras e uso no projeto
de pesquisa acima e o material de biopsia serda guardado no Departamento de
Anatomia Patologica do IMIP.

Existe um risco minimo para o participante de pesquisa. Serd colocada
pomada anestésica (EMLA) antes da coleta de sangue para evitar a dor da picada da
agulha. A coleta podera provocar uma mancha vermelha ou roxa no local da picada
da agulha. Os pais dos pacientes serdo orientados de como tratar, caso ocorra mancha
vermelha ou roxa no local.

Reiteramos que os pesquisadores deste trabalho se comprometem a utilizar os
dados e o material coletado somente para esta pesquisa descrita acima e, casos o
material seja utilizado em outra pesquisa, um novo Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido lhe serd apresentado para pedir sua autorizagao.

CONSENTIMENTO

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li
ou que foram lidas para mim, descrevendo o objetivo e os testes laboratoriais que
serdo realizados neste trabalho.

Ficaram claros para mim quais s3o os objetivos do estudo, os testes
laboratoriais que serdo realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também estou
isenta de despesas e que terei a garantia do acesso a tratamento hospitalar quando
necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem
penalidades ou prejuizos ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido
ou no meu atendimento neste servico.

Declaro estarem claros para mim quais sdo os objetivos desta atividade, como
participarei, que terei garantia de confidencialidade e a certeza de que obterei
esclarecimentos a qualquer momento, bem como retirada deste consentimento a
qualquer momento. Estou ciente que minha participagdo ¢ isenta de despesas ou
ganhos financeiros e que isto ndo ir4 interferir no meu tratamento.

Se os meus materiais biologicos guardados Biorrepositorio do IMIP forem
utilizados em pesquisas aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa, escolho
livremente a opcao abaixo assinalada:

[ Autorizo a utilizagdo dos meus materiais biologicos sem necessidade de novo
consentimento a cada pesquisa.




[] Desejo ser contatada para autorizar o uso dos meus materiais bioldgicos a cada
pesquisa e em caso de impossibilidade de contato comigo, indico que a nova
autorizacdo seja fornecida pelo senhor (a) (nome e contato do familiar ou
representante legal)
Nome e assinatura do paciente  Data
Assinatura do Responsavel Legal/Testemunha Imparcial Data

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente (ou de seu representante legal) para a cessdo de material
bioldgico para armazenamento no Biorrepositorio do projeto acima referido.

/

Nome e assinatura do responsavel pela obtengao do Termo Data

Assinatura de uma testemunha

Dados do pesquisado responsavel:

Jurema Telles de Oliveira Lima

Pesquisadora principal/médica /oncologista clinica -CRM 11279

Rua dos Coelhos 300 Boa Vista CEP 50070-550 telefone : 99763591 /21224185
email: jurema@imip.org.br

Comité de ética do IMIP

Prédio administrativo orlando Onofre do IMIP- 1°andar

Telefone 21224756




Apéndice 2 - Formulario para coleta de dados dos pacientes

QUESTIONARIO DE PESQUISA

CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

/ /

Responsavel pela coleta dos dados: Data da coleta:

Nome do paciente:

Hospital de origem: (1) IMIP Data da matricula: / /
Data de Nascimento: / /
Verificacio dos critérios de elegibilidade:
Idade [ 60 anos (1) Sim (2) N@o
Diagnéstico confirmado de adenocarcinoma de estomago e colorretal (1) Sim (2) Nao
Auséncia de historia pessoal de cancer prévio (1) Sim (2) Nao
Auséncia de tratamento cirirgico ou medicamentoso prévio (1) Sim (2) Nao
Nas questdes anteriores, respondeu SIM a todos: (1) Sim (Inclusao) (2) Nao (Exclusao)
Assinou 0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido: (1) Sim (Inclusio) (2) Nao (Exclusao)
ENTREVISTA NO INICIO DO ESTUDO
Responsavel pela coleta dos dados: Data da coleta:
/ /
N° do Prontuario:
Residéncia (cidade e estado): Naturalidade:
Sexo (1) Masculino (2) Feminino
Qual foi a data aproximada do primeiro sintoma relativo ao cincer? / /

COLETA DE DADOS NO PRONTUARIO
Informacées Clinicas

Data da confirmacio diagnostica de cincer (BPO): / /
Data da primeira consulta no servico: / /
Data do inicio do tratamento: / /

Estadiamento cirdargico:
Estadiamento patologico: (HI 2)IOA 3)IB @AIIA (5HIIB  (6)IIIC (N1
(8) Sem Informagao

Presenc¢a de metastases: (0) MO (1) M1




