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RESUMO
ANALISE DE CITOCINAS NO SORO DE PACIENTES COM CANCER GASTRICO

Apesar da reducdo na incidéncia mundial do cancer gastrico, essa neoplasia continua sendo a
segunda maior causa de morte por cancer no mundo. O diagndstico tardio ocorre,
principalmente, devido a auséncia de sintomas ou a presenca de sintomas nao especificos nos
estagios iniciais da doenca. Nesse caso, poucas opcdes terapéuticas eficientes estdo
disponiveis, resultando em altas taxas de morbidade e mortalidade. O estudo continuo de novas
estratégias para o diagndstico precoce, definicdo do progndstico e identificacdo de novos
métodos terapéuticos é de grande interesse nesse tipo neoplasico. No presente estudo, foi
realizada a quantificacdo de proteinas inflamatdrias candidatas a biomarcadores no soro de 19
pacientes com adenocarcinoma gastrico e 13 individuos saudaveis para constituirem o grupo
controle do experimento. A metodologia utilizada para quantificacdo de proteinas foi o sistema
MAGPIX e o painel de biomarcadores Bio-Plex Pro Human Pro-Cytokine, Chemokine and
Growth Factors. Na comparagdo entre pacientes com adenocarcinoma e grupo controle, foi
observado niveis elevados de IL-1B,IL-1RA, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, 1L12, IL-15, G-CSF,
GM-CSF, IFN-y, MIP1a, RANTES e VEGF no soro de pacientes com adenocarcinoma. Em
relacdo as caracteristicas clinicopatologicas, foi observado aumento da expressdo de IL-5, IL-
7, 1L-10 e IL-17A no adenocarcinoma gastrico do tipo difuso em relacdo ao intestinal.
Adicionalmente, a associacdo da expressdao das citocinas em tumores gastricos com a
sobrevida global (OS) e sobrevida livre de recaida (PFS) foram realizadas usando a KM Plotter
Online Tool. A superexpressdo de G-CSF, GM-CSF e VEGF no tumor foi associado com a
menor OS e PFS dos pacientes com cancer gastrico, entretanto a superexpressao de IL-10 foi
associada apenas com PFS. Assim, podemos concluir que as citocinas IL-1, IL-1RA, IL-2,IL-
6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-15, G-CSF, GM-CSF,IFN-y, MIPla, RANTES e¢ VEGF séo
potenciais biomarcadores de cancer gastrico, e que o adenocarcinoma do tipo difuso pode esta
relacionados a uma maior resposta inflamatoria em relagcdo ao tipo intestinal. A analise de
sobrevida sugere que elevados niveis de 1L-10, G-CSF, GM-CSF e VEGF no soro possam ser

utilizados como biomarcadores de prognostico dos pacientes com cancergastrico.

Palavras-chave: adenocarcinoma gastrico, linfoma, biomarcador, interleucinas,

quimiocinas, fatores de crescimento.
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ABSTRACT

CYTOKINES LEVELS IN THE SERUM OF PATIENTS WITH GASTRIC CANCER

Despite the reduction in the worldwide incidence of gastric cancer, this neoplasm remains
the second largest cause of cancer death in the world. Late diagnosis occurs mainly due to
the absence of symptoms or the presence of non-specific symptoms in the early stages of
the disease. In this case, few effective therapeutic options are available, resulting in high
rates of morbidity and mortality. The continuous study of new strategies for the early
diagnosis, definition of the prognosis and identification of new therapeutic methods is of
great interest in this neoplastic type. In the present study was quantified inflammatory
proteins candidate to biomarkers in the serum of 19 patients with gastric adenocarcinoma
before surgical resection and 13 healthy individuals as control. The methodology used for
quantification of proteins was the MAGPIX system and panels of cancer biomarkers
inventoried by the manufacturer (Bio-Plex Pro Human Pro-Cytokine, Chemokine and
Growth Factors). In the comparison between patients with gastric adenocarcinoma and
control group was observed the levels of IL-1B, IL-1RA, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-
15, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, MIP1a, RANTES and VEGF were higher in serum of gastric
adenocarcinoma patients. According clinicopathological characteristics, was observed
elevated levels of IL-5, IL-7, IL-10 and IL-17A in diffuse-type gastric adenocarcinoma in
relation intestinal-type. In addition, the association of the expression of the cytokines
studied with overall survival (OS) and relapse-free survival (PFS) were performed using
the KM Plotter Online Tool. Overexpression of G-CSF, GM-CSF and VEGF in tumor was
associated with lower OS and PFS of gastric cancer patients. However, the overexpression
of IL-10 was associated only with PFS. Thus, we can conclude that the IL-1pB, IL-1RA, IL-
2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-15, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, MIP1a, RANTES and VEGF
cytokines are potential biomarkers of gastric cancer, and diffuse-type adenocarcinoma can
related to a greater inflammatory response than intestinal-type. Survival analysis suggests
that elevated levels of IL-10, G-CSF, GM-CSF and VEGF in serum are potential

biomarkers of prognosis in gastric cancerpatients.

Key words: gastric adenocarcinoma, lymphoma, biomarker, interleukins, chemokines,

growth factors.
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1 INTRODUCAO
1.1 Considerac0es gerais

O cancer constitui um dos principais problemas de salde publica do mundo. A
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estimou, para o ano de 2030, 27 milhdes de casos
novos de cancer, 17 milhGes de mortes por cancer e 75 milhGes de pessoas vivas

anualmente com cancer (IARC, 2012).

Dentre todos os diferentes tipos de cancer que afetam o homem, o céancer
gastrico (CID-1° C16) ocupa a quinta posicdo quanto ao tipo tumoral mais frequente e

constitui a segunda maior causa de morte por cancer no mundo (FERLAY et al., 2015).

A sobrevida média cumulativa 5 anos apds o diagndstico do cancer gastrico
varia de 10 a 53% em paises desenvolvidos e de 11 a 21% em paises em
desenvolvimento (INCA, 2016). Essa baixa taxa de sobrevida média em relacdo a paises
desenvolvidos deve-se em parte ao diagnostico tardio dessa patologia (BRENNER et al.,
2009).

No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimou a ocorréncia de
20.520 casos novos de cancer gastrico para o0 ano de 2016, sendo o quarto tipo de cancer
mais frequente entre homens e o quinto entre mulheres. Na regido norte do pais, o cancer
gastrico é o segundo tipo de tumor mais incidente entre homens (11,62 casos/100 mil
habitantes) e quarto entre mulheres (5,82 casos/100 mil habitantes) (INCA, 2016).

O adenocarcinoma € o tipo mais comum de cancer gastrico, correspondendo
aproximadamente a 95% dos casos (SMITH et al., 2006). Ha vérias propostas de
classificacdo microscopica para o adenocarcinoma gastrico, porém a classificacdo mais
utilizada e reconhecida no ocidente é a que se baseia nos estudos de Laurén (LAUREN,
1965), que classifica os adenocarcinoma gastricos em dois tipos principais: difuso e

intestinal.



O adenocarcinoma do tipo difuso é mais frequente em mulheres e jovens, e possui
um pior prognoéstico em relagcdo ao tipo intestinal. Por sua vez, o tipo histoldgico
intestinal € mais frequente em homens, pessoas com idade avangada e em regides
consideradas de alto risco, alem de possuir um melhor prognésticoem relacéo ao difuso e
ter sua origem ligada a lesdes pré-cancerosas, como a atrofia gastrica e metaplasia
intestinal (CREW e NEUGUT, 2006).

Em geral, 80% dos pacientes com cancer gastrico sdo diagnosticados em estagios
avancados da doenca devido a falta de sintomas ou a presenca de sintomas nao
especificos nos estagios iniciais da doenca. A deteccdo da doenca em estagio avancgado
limita a utilizacdo das abordagens terapéuticas disponiveis em mais de 50% dos casos.
Adicionalmente, a cirurgia é o principal tratamento curativo para esse tipo de neoplasia
(SHI e ZHOU,2010).

As taxas de recorréncia em pacientes com cancer gastrico submetidos a cirurgia
também sdo elevadas, como metastases em linfonodos, hepaticas e peritoneal. Como
consequéncia, 0 cancer gastrico apresenta um mau prognostico e a sobrevida média
cumulativa apds 5 anos é estimada em aproximadamente 20% (ZHANG et al., 2016).
Diante destes fatores, estudos que busquem identificar novos métodos de diagndéstico se

mostram importantes para melhorar a qualidade de vida dos pacientes.

O conhecimento da carcinogénese gastrica ainda é fragmentado e o uso clinico
de biomarcadores moleculares no cancer gastrico ainda ndo é consistente. Esses fatos
reforcam a gravidade dessa patologia e a necessidade do desenvolvimento de novos
estudos que possam ajudar na identificacdo de biomarcadores de diagndstico e/ou
prognostico de cancer gastrico, ampliando a capacidade de deteccéo precoce e permitindo

0 estabelecimento de conduta terapéutica mais precisa.
1.2 Biomarcadores

Biomarcadores se referem a genes, proteinas e qualquer molécula bioguimica
sinalizada pela célula. Um biomarcador &, portanto, indicador das atividades biologicas
da célula. Em particular, os biomarcadores de cancer incluem substancias de natureza
bioquimica, tais como &cidos nucleicos, proteinas, acucares, lipidios e pequenos

metabolitos, parametros citogenéticos e citocineticos, bem como células tumorais que



podem ser encontradas na circulagdo (BHATT et al., 2010).

Um biomarcador considerado ideal deve ser estavel e mensuravel no plasma ou
sangue e deve aparecer nestes fluidos antes que surjam os sintomas clinicos, além de
poder diferir o cancer de qualquer outra doenca inflamatoria. Outra caracteristica
essencial é a especificidade para determinados tipos de cancer. Por fim, o biomarcador
deve ser fiel a dindmica do tumor, sendo eliminado da circulagdo apds a resseccéo e deve

ser capaz de detectar sinais de recidiva da doenca. (KALNINA et al., 2016).

Do ponto de vista médico e clinico, os biomarcadores podem ser definidos como
sinais médicos que indicam o estado do paciente. Eles sdo uma caracteristica que avalia
processos bioldgicos normais e patogénicos. Em uma definicdo mais abrangente, um
biomarcador € qualquer substancia, estrutura, processo ou seus produtos que podem ser
medidos no corpo e prever um determinando estado clinico do paciente. Portanto,
oshiomarcadores sdo caracteristicas objetivas e quantificaveis dos processos biol6gicos
(STRIMBU e TAVEL, 2010).

No que diz respeito ao cancer gastrico, os testes ndo invasivos para sua deteccdo
fornecem relativamente baixa sensibilidade e especificidade (Figura 1), incluindo
antigeno carcinoembrionario (CEA), alfa-fetoproteina (AFP), antigeno de carboidrato
(CA) 19-9 e 72-4 (LIU, 2014; JIN et al., 2015).

Pulmao .
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Y medular
: CEA
Figado ‘-
AFP CEA A/ Mama

n" CEA
Estomago
CEA  CA72-4 ( ’ Ovirio
i
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Figura 1: CEA, CA 19-9, CA 72-4 e AFP utilizados como biomarcador em diferentes tipos
tumorais.

Atualmente, o CEA é considerado como 0 mais importante biomarcador de
proteina sérica para identificar precocemente pacientes com risco de desenvolver cancer
gastrico. No entanto, o CEA sérico ndo apresenta sensibilidade e especificidade para o
cancer gastrico, pois pode ser indicativo da génese de varios tipos tumorais (JIN et al.,
2015).

O CA 19-9 é uma proteina com funcdo na adesdo celular importante para prever o
estagio do cancer géstrico. Niveis elevados de CA 19-9 no soro de pacientes apds dois
meses de serem submetidos a ressec¢do cirurgica implicam em um mau prognostico.
Além disso, a quantificacdo de CA 19-9 se mostrou Gtil no monitoramento dos pacientes
para prever recidiva. Porém, assim como o CEA, o CA 19-9 ndo apresenta a

especificidade e sensibilidade que deve ser caracteristica de um marcador de diagnostico.

Adicionalmente, outros biomarcadores sdo descritos no cancer gastrico. Elevados
niveis séricos de AFP no soro foi associado ao pior progndéstico de pacientes com cancer
gastrico, e pode predizer metastases hepaticas apds a ressec¢do total do estbmago. Esse
biomarcador também foi associado a metastases em linfonodos e invasdo vascular (L1U
etal., 2010; ZUO e JU,2015).

Além disso, o antigeno de carboidrato (CA) 72-4 foi descrito como biomarcador
mais sensivel e especifico em pacientes com cancer gastrico, e sua positividade foi
associada com estadio de tumor avancado, metastase de linfonodo e metastase a distancia
(SUN e ZHANG, 2015). No entanto, a dosagem no soro de CA 72-4 € limitada nos
aspectos de sensibilidade de aproximadamente 50%, e precisdo ndo superior a 80%.
Portanto, somente o teste de CA 72-4 sérico ndo pode satisfazer a exigéncia da préatica
clinica (CHEN et al., 2012). Desta forma, estudos que visem a identificacdo de novos
biomarcadores de diagndstico sdo de extrema relevancia para melhorar o tratamento do
cancer gastrico (CAINAP et al.,2015).

1.3 Deteccéao de proteinas no soro

A deteccdo de biomarcadores em liquidos corporais tem se mostrado importante
4



tanto para o diagnostico precoce quanto para o tratamento e monitoramento de doencas.
Apesar disso, as limitagcBes das técnicas utilizadas na deteccdo desses biomarcadores
impedem que eles sejam explorados de forma mais ampla na prética clinica. Outro ponto
limitante é que geralmente os biomarcadores estdo presentes em concentracdes baixas e
estdo presentes nos fluidos juntamente com outras proteinas, o que dificulta identifica-los
(MIMSE et al., 2015).

Varias biomoléculas tém demonstrado seu potencial para biomarcadores, como
antigenos, DNA, mRNA e enzimas. Todavia, 0s biomarcadores de proteinas sdo 0os mais
comumente utilizados na pratica médica. H& varios métodos de deteccdo que podem ser
utilizados para a identificacdo de biomarcadores, como o ensaio de imunoabsorcéo
enzimatica (ELISA), eletroforese em gel e ressonancia de plasma de superficie (SPR)
(MIMSE et al., 2015).

O ELISA ¢ a principal ferramenta para a detec¢do de proteinas de interesse em
amostras biologicas para pesquisa e no diagnostico clinico. O sistema Luminex
XMAPTechnology, além de oferecer os beneficios do ELISA, também permite maior
rendimento, o aumento da flexibilidade, volume reduzido da amostra e um menor custo.
Esse sistema é capaz de realizar analises qualitativas e quantitativas de proteinas e acidos
nucleicos de uma variedade de fontes amostrais, baseadas em ensaios magnéticos
multiplex com leitura por sistema de fluorescéncia (HUMPHRIES et al., 2014; FULTON
etal., 1997; CARSON et al., 1999).

A andlise e quantificacdo de proteinas em amostras como soro através das
plataformas multiplex tem se tornado cada vez mais importante e utilizada na
investigacao de biomarcadores (CHISTIANSSON et al.2014).

Os ensaios do MAGPIX séo essencialmente imunoensaios formatados em beads
magnéticas. O principio do ensaio é semelhante a metodologia do ELISA em sanduiche.
Os anticorpos de captura dirigidos contra o biomarcador desejado sdo acoplados
covalentemente as esferas. Os granulos acoplados reagem com a amostra que contém o
biomarcador de interesse. Ap6s uma série de lavagens para remover a proteina ndo
ligada, é adicionado um anticorpo de detecgdo biotinilado para criar um complexo de
sanduiche. O complexo de deteccdo final é formado com a adigdo de conjugado

estreptavidina-ficoeritrina (SA-PE). A ficoeritrina atua como um indicador fluorescente



ou repérter (BIO-RAD,2016).

No presente trabalho, foi realizada a pesquisa de biomarcadores inflamatoérios no
soro de pacientes com cancer gastrico, tais como citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento utilizando a tecnologia Luminex MAGPIX. Para entender a estreita relacdo
entre os biomarcadores inflamatorios e o cancer a seguir foi realizado o esclarecimento
dos tipos de resposta inflamatoria, a participacdo dos diferentes tipos celulares e a relacao

da inflamagé&o e cancer.

1.4 Inflamacéo

1.4.1 Tipos de resposta inflamatdria

A principal funcédo do sistema imune é coordenar a reagdo do organismo diante da
invasdo de agentes estranhos, sejam estes patdgenos ou ndo. A defesa contra a acdo de
microorganismos é mediada através de duas formas: a imunidade inata ou adaptativa.
(ABBAS et al., 2005).

A imunidade inata € responsavel pela defesa inicial contra agentes estranhos e sua
forma de acdo é por meio de mecanismos celulares e bioguimicos, os quais ja estdo
presentes antes mesmo da infeccdo, garantindo uma resposta mais rapida. Esse tipo
imunidade é composta principalmente por barreiras fisicas e quimicas, células
fagocitarias, que sdo representadas essencialmente por macrdfagos, neutréfilos, células
dendriticas, células natural killer (NK), além de proteinas que auxiliam na mediacdo da
resposta inflamatéria (ABBAS et al., 2005). J& a constituicdo do sistema imune
adaptativo é basicamente de células T e B, e as quais expressam 0s receptores especificos
do antigeno, portanto, sdo especializados para antigenos individuais, e também células
dendriticas (VARN et al., 2016). A Figura 2 ilustra as células que participam da resposta

imune inata e adaptativa. Além disso, a Tabela 1 resume suas caracteristicas efungoes.



|

Macrofago Célula Célula NK Neutrofilo
Dendritica

CélulaB CélulaT

Figura 2: Células que participam da resposta imune inata e adaptativa. Macréfago, célula
dendritica, célula NK e neutréfilo sdo as principais células responsaveis pela resposta
imune inata. Células B e T sdo células caracteristicas da imunidade adaptativa. Adaptado
de ABBAS, LICHTMAN e PILLAI (2011).



Tabela 1. Principais caracteristicas e fun¢des das células imunoldgicas, diferenciando-se
células do sistema imune inato e adaptativo. Fonte: ABBAS e LICHTMAN, 2009.

Células do sistema

imune inato

Caracteristicas

Funcbes

Macrofagos

Neutrofilos

Células NK

Células dendriticas

Produto da diferenciacdo dos
mondcitos no tecido

Utilizam receptores do tipo
Toll (TLRs) para reconhecer
micro-organismos no tecido

Mais abundante no sangue

Utilizam receptores do tipo
Toll (TLRs) para reconhecer
micro-organismos no sangue

Presente no sangue e nos
orgdos linfoides periféricos

Expressam marcadores

superficie especificos

de

Importante ponte entre a
imunidade inata eadaptativa

Pode ser imatura ou madura

Faz fagocitose de patdgenos

Destroem 0s  micro-organismos
presentes em vesiculasintracelulares

Faz fagocitose de patdgenos

Destroem 0s  micro-organismos
presentes em vesiculasintracelulares

Reconhecem as células infectadas e
estressadas e as destroem

Capaz de ativar macrofagos

Quando imaturas, utilizam receptores
para capturar e fazer endocitose dos
micro-organismos

Quando maduras, se desprendem do
epitélio e migram para os linfonodos

Células do sistema
imune adaptativo

Caracteristicas

Funcdes

Linfécitos B

Linfécitos T

Possuem
antigenos

Possuem
antigenos

receptores

receptores

de

de

Seus receptores podem reconhecer
substancias quimicas e
macromoléculas ligadas a superficie
celular

Seus receptores identificam
fragmentos peptidicos de antigenos
proteicos

As principais caracteristicas da resposta imune adaptativa sdo flexibilidade e

memoria. A flexibilidade é devido a especificidade dos linfécitos T e B para o



reconhecimento de antigenos. Essas células reconhecem antigenos que persistem
temporalmente em um organismo, proporcionando respostas especificas e rapidas a

patdgenos, e uma memoria imunolégica (CLARK e KUPPER, 2005).

Geralmente, os neutrofilos sdo as primeiras células a serem recrutadas para o
sitio inflamatorio, sob a regulacdo de moléculas produzidas em resposta a macrofagos,
que ja estdo ativos nos tecidos. Conforme a inflamagdo progride, uma variedade de
interleucinas, quimiocinas e fatores de crescimento sinalizam a ativagdo e migracdo de
uma variedade de células, incluindo leucdcitos, linfocitos e outras células inflamatorias
para o tecido inflamado (LU et al., 2006).

Os mondcitos deixam a circulagdo sanguinea e migram para o tecido que sofreu
dano e 14 diferenciam-se em macréfagos. As funcdes dos macrofagos variam no contexto
do sistema imune, com papeis na iniciacdo e regulacdo das reacbes de defesa
(inflamacdo), exercendo primordialmente a fagocitose e, além disso, a destruicdo de
células tumorais, a eliminacdo de detritos celulares, a apresentacdo de antigenos e a
cicatrizacao de feridas (REICHRATH, 2016).

Fenotipicamente, os macréfagos sdo classificados em M1 e M2. De forma geral,
os macrofagos do tipo M1 estdo associados a inducdo da resposta imune e possuem
atividades antitumorais. Por sua vez, os macréfagos M2 atuam em oposicao a vigilancia

imunoldégica e estimulando a neovascularizacdo (ZAJAC et al., 2013).

Assim, a funcdo mais importante do macréfago é a fagocitose de
microorganismos e outros corpos estranhos. Um grande ndmero de lisossomos esta
presente no citoplasma dos macrofagos. As enzimas liticas contidas nos lisossomos
contribuem para a eliminacdo do patdgeno e € atraves deste processo que ocorre a
“ativagdo” dos macréfagos, que resulta na secrecdo de citocinas, que regulam o processo

inflamatorio (REICHRATH,2016).

Os linfécitos sdo uma das principais células do sistema imunolégico e sua
resposta € direcionada especificamente a antigenos estranhos. Os linfocitos séo
subdivididos em T e B, baseados em suas maneiras especificas de reconhecer antigenos.
Os linfocitos B sdo as Unicas células produtoras de anticorpos e reconhecem antigenos

extracelulares, enguanto 0S



linfocitosTreconhecemosantigenosdemicroorganismosintracelulares.Umapopulagdofunci
onal de linfécitos T, denominada de células T auxiliares, secretam as citocinas (ABBAS
et al.,2005).

Além disso, as células T amplificam-se e sdo diferenciadas em diferentes
classes, como: Thl, Th2, Thl7 e Treg apds estimulacdo de antigenos, cada uma com

diferentes fungdes para patogenos especificos (HUANG e CHEN, 2016).

As celulas NK sdo uma linhagem especifica de linfocitos, tanto em relagdo a sua
citotoxicidade quanto em relacdo as funcdes efetoras produtoras de citocinas. O sistema
de deteccdo de células NK inclui os mais variados receptores de ativacdo e de inibicdo da
superficie celular, o que regula as atividades das células NK. As células NK detectam a
presenca de ligantes em celulas sob estresse. Além disso, a atividade citotoxica das
células NK abrange citotoxidade celular dependente de anticorpos, através da expressao
do receptor Fc de baixa afinidade CD16. Esse receptor é encontrado na superficie de
algumas células, como as NK, e sdo classificados de acordo com o tipo de anticorpos que
reconhecem (VIVIER et al., 2008).

A célula dendritica imatura reconhece caracteristicas Unicas de uma variedade
patdgenos através dos receptores em sua superficie. O reconhecimento de tais
caracteristicas estimula as células dendriticas a fagocitarem os patdgenos e a degrada-los
intracelularmente. Sendo assim, as células dendriticas sdo as principais responsaveis
pelas respostas primarias a antigenos (JANEWAY et al., 2001; STOCKWIN et al.,
2000).

Apesar de destruir patdégenos, a funcdo primordial das células dendriticas ndo é
esta, mas sim apresentar 0s agentes patogénicos aos linfocitos T, presentes nos 6rgaos
linféides periféricos. A partir do momento em que uma célula dendritica reconhece um
patdgeno, ela se ativa e amadurece para uma célula apresentadora de antigenos. Durante
0 processo de ativacdo, as células dendriticas secretam citocinas que medeiam as
respostas imunes tanto inatas quanto adaptativas, tornando estas células essenciais para

determinar a resposta aos patdégenos (JANEWAY et al.,2001).

1.4.2 Mediadores Inflamatérios
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As citocinas sdo proteinas responsaveis por mediar as respostas celulares da
imunidade inata e adaptativa que diferentes tipos de células podem secretar, incluindo
células imunes como macrofagos, linfocitos B, linfocitos T e mastdcitos, mas também
por células endoteliais, fibroblastos e varias células estromais (COSTANTINI et
al.,2009).

Esses mediadores inflamatorios sdo um grupo muito distinto de proteinas soluveis
que podem ser agrupadas em diferentes familias, baseadas nas diferencas de homologia
entre as sequéncias de aminoacidos e caracteristicas estruturais. Adicionalmente, de
acordo com sua atividade bioldgica, as citocinas incluem interleucinas, quimiocinas,

fatores de crescimento, interferons e fator de necrose tumoral (HASEGAWA et al.,2016).
) Interleucinas

As interleucinas sdo proteinas que se ligam aos seus receptores especificos e
desempenham um papel na comunicacgdo intercelular entre os leucécitos (AKDIS et al.,
2016).

Por sua vez, as respostas celulares a interleucinas sdo iniciadas através dos
receptores localizados na membrana. Além disso, as respostas especificas a de uma
determinada célula dependem dos ligantes envolvidos, dos receptores celulares e das
cascatas de sinalizacdo que sdo ativadas. Da mesma forma que possuem um papel
importante na comunicacgdo entre leucocitos, as interleucinas também atuam sobre o
crescimento, diferenciacdo e ativacdo de células imunes, de modo que podem atuar de
forma pr6 ou anti-inflamatoria (BROCKER et al., 2010).

Em relacdo a classificacdo das interleucinas, diversos grupos de pesquisa ja
tentaram classifica-las de acordo com sua funcdo bioldgica, estrutura, propriedades de
ligagdo ao receptor, sequéncia de homologia e diversas outras caracteristicas. Esses fatos
fazem com que as interleucinas ndo possuam uma classificacdo muito bem definida
(BROCKER et al.,2010).
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Tabela 2. Células responsaveis pela producgéo e funcdo especifica de interleucinas.

Interleucina

Sintese

Caracteristicas

Referéncias

IL-1B

IL-1RA

IL-2

IL-4

IL-5

IL-6

IL-7

IL-9

IL-10

Macréfagos, mondcitos, linfécitos
eoutros

Células epiteliais

Linfécitos T, células dendriticas e
células NK

Linfécitos T, basofilos e

eosinofilos

Células Th2

Linfécitos T e B, granuldcitos,
células do musculo liso,
eosinofilos, condrocitos,
osteoblastos, mastocitos, células da
glia equeratindcitos

Células epiteliais do intestino e
gueratinécitos

Linfécitos T

Macrofagos e monaocitos

Induz proteinas pré-inflamatorias e atua na

hematopoiese

Induz proteinas pré-inflamatdrias

Atua na proliferacdo de linfécitos T ativados

Regula a proliferacéo,

diferenciacéo

e

apoptose de linhagens hematopoiéticas e nao

hematopoiéticas

Atua na maturacéo, proliferacéo e ativacéo de

eosinofilos

Mediadora de
inflamatoérios

eventos

Atua como fator de
linfocitos da mucosaintestinal

Tem efeito proliferativo sobre linfocitos T
ativados e transformados

Atua cOmo imunossupressor e

imunolégicos

e

regulacdo para os

regula a

RAZAVI et al., 2015

PERRIER et al., 2006

NELSON, 2004; WALDMANN,
2015

AKIDS et al., 2011; LUTZ et al.,
2002

FLOOD-PAGE et
BENTLEY et al.,1992

al., 2007;

TRIKHA et al., 2013; AKDIS et
al., 2011

RAZAVI et al., 2015; NCBI,
2017

DONAHUE et al., 1990

SARAIVA e O’GARRA, 2010;
12



IL-12

IL-13

IL-15

IL-17A

Células dendriticas e macrofagos

Células T e NK

Mondcitos

Células Th17

diferenciacéo e proliferacdo de células imunes

Estimula a producao de IFNa

Participa da defesa contra helmintos e da
resposta alérgica

Estimula a proliferacéo de células T

Faz o recrutamento de neutréfilos para as areas
infectadas

ASADULLAH etal., 2003

CHAN et al., 1992

RAZAVI et al., 2015; ABBAS et
al., 2009

RAZAVI et al., 2015; BURTON
etal., 1994

INFANTE-DUARTE et al.,2000;
YEetal., 2001
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I 1) Quimiocinas

As quimiocinas sdo uma familia de citocinas com fungdes quimiotaticas, as quais
possuem um grau relativamente elevado de especificidade para a quimioatracdo de populagdes
especificas de leucocitos. As quimiocinas também recrutam células efetoras e sédo
fundamentais na evolugdo natural da resposta inflamatdria, como mostra a Tabela 3
(COUSSENS e WERB,2002).

As quimiocinas s&o membros de uma familia de proteinas definidas pela presenca de
um residuo de cisteina N-terminal conservado nas suas sequéncias de proteinas maduras. Elas
sdo divididas estruturalmente nas subfamilias CC, CXC, XC e CX3C de acordo com a

natureza especifica da cisteina, como mostra a Figura 3 (ABBAS et al., 2005).

A subfamilia CC agrupa as quimiocinas com os residuos de cisteina adjacentes e
medeiam, em sua maior parte, o recrutamento de neutréfilos e linfécitos. A familia CXC
contém as quimiocinas cujos residuos estdo separados por um aminoacido e recrutam 0s
mondcitos e linfocitos. Estas duas subfamilias sdo produzidas principalmente por leucdcitos. Ja
a familia XC de quimiocinas possui apenas uma cisteina e elas medeiam o recrutamento de
células NK e linfécitos T CD8+. Por fim, a familia CX3C possui quimiocinas com as cisteinas
separadas por trés aminoacidos e tém atividade quimiotatica para células mononucleadas do
sangue periférico (ABBAS et al., 2005; BONECCHI e GRAHAM,2016).

Estruturas das subfamilias de quimiocinas

C C m——
=C C m—CXC

D D
CC. CXC

Cadeia Dominio
peptidica s (i >>>>> hidrofébico
Ponte —— s OO Dominio semelhante
dissulfeto | _) a mucina
C
CX,C

Figura 3: Estrutura das quimiocinas baseada na posi¢do do residuo de cisteina.
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Tabela 3. Ceélulas responsaveis pela producéo e funcédo especifica de quimiocinas.

Quimiocinas Sintese Caracteristicas Referéncias
IL-8 Macrofagos, monaocitos, neutrofilos e Participa de respostas inflamatdrias e doengas infecciosas ~ CHANG et al., 2014; REN
outros etal., 2001
MIPla Macrofagos Atividade quimiotatica envolvendo mondcitos, linfocitose  DING et al., 2014; CHOI
outros et al., 2000
MIP1p Macrofagos E um quimio atraente de mondcitos e células NK NATH et al., 2006
Eotaxin Eosinofilos Participa de respostas alérgicas PONATH et al., 1996
IP-10 Mondcitos e outros tipos celulares Faz recrutamento de linfocitos sob condigdes inflamatérias BONDAR et al., 2014;
NEVILLE et al., 1997
RANTES Células T Participa do recrutamento de leucdcitos para o local da IGNATOV et al., 2006
inflamacao
MPC1 Células endoteliais Controla o metabolismo do piruvato mitocondrial Lletal., 2016; SCHELL

etal., 2014
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I11) Fatores de crescimento

Outra classe de moléculas fundamental no processo inflamatorio, os fatores de crescimento, sdo moléculas polipeptidicas de

sinalizacdo liberadas pelas células, em especial no ambiente inflamatorio, as quais estimulam as células a proliferarem. Dentre os principais

fatores de crescimento hé o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento de fibroblastos (FGF), fator estimulante

das colénias 3 (G-CSF), fator de crescimento endotelial (VEGF) e Fator estimulador de col6nias de granuldcitos e macréfagos (GM-CSF)

(Tabela 4).

Tabela 4. Células responsaveis pela producdo e a funcao especifica de fatores de crescimento.

Fatores de Crescimento

Sintese

Caracteristicas

Referéncias

GM-CSF

G-CSF

FGF basic

PDGFbb

VEGF

Células T e mondcitos

Macrofagos e em pequena
escala por mondcitos e

fibroblastos
Adipadcitos e outras células
Plaquetas

Células epiteliais

Responsével pelo crescimento, diferenciagdo e aumento

funcional de granulécitos e macréfagos

Estimula a divisdo e diferenciacao de neutrofilos

Importante fator de diviséo celular
Atua na angiogénese

Atua na angiogénese e promove permeabilidade vascular

LEE e MARGOLIN,
2011; BEALES,2002

VARELLA e FORTE,
2001

ZHANG et al., 2016

HANNINK et al., 2010

COOPER et al., 1999
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A proliferacéo celular mediada por via dos fatores de crescimento é desencadeada
através da ligacdo destes fatores a receptores transmembrana especificos nas células alvo
(CROSS e DEXTER, 1991).

Os fatores de crescimento atuam por meio de difusdo de curto alcance através da
matriz extracelular (MEC). A capacidade de um fator de crescimento em transmitir uma
mensagem singular a uma classe distinta de celulas depende da identidade do fator de
crescimento, da sua capacidade de difusdo através da MEC, do numero de células alvo, do
tipo de receptores e da transducao de sinal intracelular apds a ligacdo do fator (LEE et al.,
2010).

Cabe ressaltar que o mesmo fator de crescimento é capaz de variar as instrucées
transmitidas dependendo do tipo de receptor e da célula ao qual se liga. As respostas
celulares aos fatores de crescimento podem ser reguladas por meio de sinalizagdo célula-
celula, afetando, desta forma, a proliferacdo celular, a diferenciacdo e possuindo papel

importante na regeneracao tecidual (LEE et al., 2010).
1.5 Inflamacéo ecancer
1.5.1 Inflamacgdo cronica e sua relagdo com ocancer

A inflamacdo pode apresentar-se de duas formas: aguda e crbnica. As
caracteristicas principais da inflamagdo aguda sdo a durabilidade curta, com extravasamento
de proteinas e migracdo de leucOcitos para a area extravascular (MARKIEWSK e
LAMBRIS, 2007).

A resposta inflamatoria cronica pode ser resultado de infecgbes persistentes,
agentes quimicos ou fisicos que ndo podem ser reparados, resultado da susceptibilidade
geneética, inflamacdo aguda recorrente ou patogenos especificos. A inflamacéo cronica €
geralmente persistente, resultando em respostas que levam a degeneracdo dos tecidos
(FERGUSON, 2010; CAMPISI, 2014).

A inflamacdo é, portanto, uma resposta benéfica para o organismo. Quando a
resposta inflamatdria cumpre seus principais objetivos, 0s quais sd@o o reparo tecidual e a

eliminacdo de agentes estranhos, o estado homeostéatico é restaurado. No entanto, se a
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inflamacéo néo é regulada, pode tornar-se crénica, induzindo a transformacao de células
malignas no tecido circundante (LANDSKORN, 2014).

Ao longo dos ultimos anos, estudos tém demonstrado que a inflamacao crénica esta
envolvida no desenvolvimento e progressao do cancer. Proteinas de sinalizacdo inflamatoria,
denominadas citocinas, sdo mediadores do processo inflamatdrio, e assim, favorecem o
crescimento tumoral, facilitando a instabilidade gendmica e estimulando a angiogénese
(CONSTANTINI et al.,2009).

As células que estdo em proliferacdo podem apresentar lesées no DNA, que podem
ser causadas pelas células inflamatorias, através de geracdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e nitrogénio, as quais, em condi¢Bes normais, sao produzidas por estas células para
combater a infeccdo. Essas espécies reagem com peroxinitrito, um agente mutagénico.
Assim, sucessivos danos no tecido e erros no reparo tecidual, na presenca de espécies de
nitrogénio e oxigénio altamente reativas liberadas de células inflamatorias, interagem com
DNA em proliferacdo do epitélio, resultando em alteracdo genémica permanente, tais como
mutac¢des pontuais, delecdes ou rearranjos (COUSSENS e WERB, 2002).

1.5.2 O papel das células imunes na promog&o tumoral

No contexto tumoral, as células imunes, que normalmente protegem 0 organismo
de agentes estranhos, sdo “alternativamente ativadas” para atuar contra o hospedeiro,

favorecendo o crescimento do tumor (SIONOV et al., 2015).

A interacdo de células do sistema imune com células cancerigenas no
microambiente tumoral favorece o processo de carcinogénese. O papel dos Macréfagos
Associados aos Tumores (TAMSs) sdo bem descritos no desenvolvimento do cancer. As
propriedades dos macrofagos que auxiliam na progressdo do cancer incluem o estimulo da
angiogénese através da liberacdo de fatores angiogénicos, como o VEGF e citocinas pro-
inflamatdrias (KOVALEVA et al., 2016).

Além disso, os TAMs podem aumentar a proliferagdo, invasdo e metastase de células
tumorais e inibir a resposta imune antitumoral mediada por células T e remodelamento da
matriz extracelular proporcionando um contexto favoravel ao desenvolvimento tumoral

(LIU e CAO, 2015). Em geral, os tumores apresentam um consideravel infiltrado linfocitico,

18



0 que ndo é perceptivel em tecidos normais (BONINI e MONDINO, 2015).

Além de induzir respostas imunes no microambiente tumoral atraves da secrecao de
anticorpos e de citocinas inflamatorias, os linfocitos B sdo capazes de reconhecer antigenos,
regular o processamento e apresentacdo dos mesmos e modular as respostas imunologicas
inatas. O microambiente tumoral é composto por diferentes classes de linfécitos B que
contribuem tanto para as respostas pré quanto para as respostas anti- imunes. O equilibrio
entre ambas pode determinar se os linfdcitos B assumem caracteristicas pré ou antitumorais.
Os linfocitos B contribuem na tumorigénese através da formacdo de um microambiente

angiogeénico e pré-inflamatorio (TSOU et al., 2016).

Os neutréfilos sdo frequentemente encontrados em tumores solidos e compdem
grande parte das células infiltrantes tumorais. Estas células podem promover a tumorigénese
através da instabilidade gendmica. A genotoxicidade causada por neutrofilos tem sido
relacionada a inducéo de danos oxidativos ao DNA através da liberacdo de ROS. As funcbes
dos Neutréfilos Associados a Tumores (TANS) estdo relacionadas ao crescimento tumoral,
produzindo fatores angiogénicos e enzimas que degradam a matriz. Os neutrofilos podem

também levar a aquisicdo de um fenétipo metastatico (SIONOV et al., 2015).
1.5.3 Inflamacéo, fatores de transcricao e cancer

O fator Nuclear Kappa B (NF-kB) é um fator de transcricdo capaz de controlar
diversas vias de sinalizacdo celular e por consequéncia, controlam genes relacionados a
processos tumorigénicos, como genes antiapoptoticos, genes que controlam a proliferacao
celular, genes respondedores a estresse e genes que codificam fatores pré-angiogénicos. A
ativacdo de NF-kB é essencial para a acdo adequada do sistema imune, pois, durante a
inflamacdo aguda, a ativacdo deste fator de transcricdo é acompanhada de uma atividade
elevada de células imunes citotoxicas (LAWRENCE, 2009).

Entretanto, em condi¢Ges inflamatdrias cronicas, a presenca persistente de
estimulos ativadores de NF-kB altera o feedback negativo que controla a acdo de NF-kB,
levando a uma elevada atividade deste fator de transcricdo.Em geral, o NF-kB
induzcitocinas que regulam a resposta imune, assim como moléculas de adesdo que levam

ao recrutamento de leucdcitos para sitios de inflamacédo (HOESEL e SCHMID, 2013).
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Além disso, a sinalizacdo NF-kB influencia os processos de transicdo epitélio-
mesenquimal e metéastase, através da regulacdo positiva das metaloproteinases da matriz
(MMPs), as quais afrouxam a matriz extracelular para uma evasdo de células malignas. Do
mesmo modo, o NF-kB também atua sobre a vascularizagdo dos tumores através da
regulacdo positiva do VEGF e dos seus receptores. Por fim, NF-kB pode inibir a apoptose,
estimular a proliferacdo celular e a migracao, contribuindo, assim, para a progressao tumoral
(GRIVENNIKOV e KARIN,2009).

Os mecanismos pelos quais o tumor eleva a atividade de NF-kB envolvem
mutacdes de genes NF-«xB e/ou oncogenes que ativam a via de sinalizacdo deste fator de
transcricdo. Por outro lado, o tumor pode aumentar a liberacdo de citocinas que influenciam
as atividades do NF-kB (HOESEL e SCHMID,2013).

A familia de proteinas STAT (transdutor de sinal e ativador de transcri¢do) regula
muitos processos de crescimento, sobrevivéncia e diferenciacdo celular. Particularmente, a
STATS3 é um fator de resposta em fase aguda que € ativado apds estimulo pela interleucina 6
(IL-6). Este fator, além da IL-6, pode ser ativado por uma ampla gama de citocinas, fatores
de crescimento e oncogenes (LEVY e LEE, 2002).

Dentre os diversos papéis de STAT3 na oncogénese, esta a supressdo da imunidade
antitumoral por antagonizacdo da expressdo de citocinas antitumorais, como a interleucina
12 (IL-12). Atuando ainda em favor do crescimento tumoral, STAT3 é frequentemente
ativada em células malignas, induzindo a expressdo de Vvarios genes associados a
tumorigénese, além de regular a expressdo de citocinas e outros mediadores inflamatérios
cruciais para manter o microambiente tumoral favoravel ao desenvolvimento do tumor (YU
etal., 2009).

A ativacdo de STAT3 em células tumorais também ativa interleucinas, quimiocinas
e fatores de crescimento, que por sua vez ativam STAT3 em células estromais. As células
estromais e inflamatorias agem em conjunto com mediadores inflamatérios, tornando a via

IL6-STAT3 uma importante mediadora da inflamac&o no cancer (FAN et al., 2012).
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1.5.4 O papel dos mediadores inflamatorios no microambientetumoral

Os mediadores inflamatdrios proporcionam um microambiente ideal para o
crescimento e sobrevivéncia de células malignas. O acumulo de determinados patogenos e a
necrose dos tecidos ativam fatores de transcricdo (Figura 4), 0s quais sdo essenciais para a
expressdo de uma variedade de fatores pré-angiogénicos (VEGF), fatores de crescimento
(GM-CSF), fatores anti-apoptoticos (Bcl), quimiocinas (CCL2 e CCL20), promotores de
invasdo (MMP-2, MMP-7, MMP-8), e citocinas pro-inflamatérias (IL-6) que, em conjunto,
dao suporte a sobrevivéncia tumoral (MULTHOFF et al., 2012). A Figura 4 ilustra a

liberacdo de citocinas durante a inflamacao que pode levar ao desenvolvimento dotumor.

O micorambiente inflamatdrio é considerado ideal para a elevacdo das taxas de
mutacdes e para a proliferacdo de células mutadas. Assim, o processo inflamatorio é
importante para a iniciacdo tumoral e progressao (GRIVENNIKOV e KARIN, 2009).

B citocinas para o local de lesdes
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Figura 4: Liberagédo de citocinas na inflamagdo pode levar ao desenvolvimento do tumor.
Em lesdes cronicas, as células do sistema imune liberam mediadores inflamatorios em
excesso, promovendo o crescimento e desenvolvimento tumoral. A lesdo tecidual permite a
entrada de bactérias e outros patogenos. Plaquetas liberam proteinas de coagulacao
sanguinea no local da lesdo. Os mastdcitos secretam fatores que medeiam a vasodilatacédo e
a constricdo vascular. Neutrofilos secretam fatores que degradam os patdgenos, e junto com
os macréfagos realizam fagocitose. Macrofagos secretam citocinas que atraem células do
sistema imune para o sitio e ativam as células envolvidas com o reparo do tecido Adaptado de
PEARSON PRENTICE HALL et al.,2005.
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As células inflamatdrias ativadas produzem ROS, que sdo capazes de induzir dano
ao DNA e provocam instabilidade gendmica. Além disso, as células inflamatorias podem
utilizar citocinas, tais como TNF-a para estimular o acamulo de ROS em células epiteliais
vizinhas (RAKOFF-NAHOUM, 2006).

O estresse oxidativo é um desequilibrio entre a producdo de radicais livres e
metabolitos reativos, os chamados oxidantes ou ROS, e sua eliminacdo por antioxidantes.
Este desequilibrio provoca danos celulares, o que envolve as ROS em uma ampla gama de
doengas, incluindo inflamagéo cronica e em uma variedade de diferentes tipos de cancer
(BURTON e JAUNIAUX, 2011).

Além disso, no microambiente tumoral, os mediadores inflamatérios, como
interleucinas, quimiocinas e fatores de crescimento podem romper a membrana basal,

processo que facilita a invasdo e migracdo de células neoplasicas (ANUJA, 2016).

Através da producdo de mediadores sollveis, as células produzem mais espécies
reativas. Estes mediadores, por sua vez, ativam cascatas de transducéo de sinal e levam a
alteracdes nos fatores de transcricdo, dentre eles 0 NF-kB que medeia respostas de estresse
celular imediatas (NODA e WAKASUGI, 2001).

A inducdo da ciclo-oxigenase-2 (COX-2), a sintese do oxido nitrico indutivel
(iNOS), a expressdo alterada de citocinas inflamatorias, assim como alteraces na expressao
de microRNAs especificos, também desempenham um papel na inflamacéo induzida por
estresse oxidativo. Este ambiente inflamatdrio / oxidativo desarmdnico pode induzir ao dano
de celulas epiteliais e estromais vizinhas saudaveis e levar a carcinogénese (REUTER et
al.,2010).

Para que o crescimento tumoral seja efetivo, € necessario que seja induzida a
angiogénese, a formacdo de novos vasos a partir de pré-existentes, para que o tumor seja
suprido de oxigénio e nutrientes. O desenvolvimento de novos vasos sanguineos pode ser
desencadeado pela hipdxia tumoral e pelo recrutamento de TAMSs, que sinalizam sinais
hipdxicos e, por sua vez, produzem quimiocinas e fatores pré-angiogénicos, como VEFG
(ONO, 2008).
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A promocdo tumoral é o estagio de desenvolvimento do tumor caracterizado pelo
crescimento deste através de uma Unica célula iniciada para um tumor primario
desenvolvido. Este processo depende do equilibrio entre a proliferacdo e a morte celular,
mecanismos que podem ser afetados pela inflamacdo e por células imunes infiltradas no
tumor, especialmente leucdcitos (GRIVENNIKOV e KARIN, 2009).

A IL-6 e TNF-a, por exemplo, podem ser secretados por células pré-malignas como
fatores de sobrevivéncia para que elas se tornem totalmente desenvolvidas. Além disso, as
citocinas liberadas por células pré-malignas e células imunes infiltradas ativam fatores de
transcricdo, como NF-kB, STAT3 para induzir genes que estimulam a proliferacao e
sobrevivéncia celular (KURAISHY et al., 2011).

A metéstase tumoral é um processo que envolve vérios fenbmenos, como a
motilidade de células tumorais, intravasao, transporte, sobrevivéncia de células tumorais na
circulacdo, extravasdo e colonizacdo de novos tecidos e érgdos. Um evento fundamental
para 0 aumento da motilidade e migracdo de células tumorais é a transicdo epitélio-
mesenquimal (TEM) (VALASTYAN e WEINBERG, 2011).

Durante este processo, basicamente, as células epiteliais adquirem propriedades
fibroblasticas, reduzindo a adesdo intracelular e aumentando a motilidade. Na TEM, as
células epiteliais adquirem propriedades semelhantes a fibroblastos e exibem uma adesédo
intercelular reduzida e uma motilidade aumentada. A caracteristica principal da TEM é a
perda da expressdo da E-caderina, molécula responsavel pela adesdo célula-célula
(KALLURI e WEINBERG, 2009).

A TEM ¢é controlada por sinais que as células recebem de seu microambiente,
particularmente, do microambiente tumoral, que é composto por matriz extracelular (MEC),
células estromais, células endoteliais, células inflamatdrias infiltradas, e celulas supressoras
derivadas de mieldides (MDSC). Estas celulas imunitarias infiltradas segregam citocinas,
quimiocinas e fatores de crescimento, tais como TNF-a, TGF-B, IL-6, fator de crescimento
de fibroblastos (FGF), fator de crescimento epidérmico (EGF), que induzem a TEM (WU e
ZHOU,2013).

Uma vez as células livres, para a sua migracéo € necessario a ruptura da membrana

basal e a remodelagdo da matriz extracelular (MEC), fendmeno que ¢
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coordenado por enzimas e metaloproteinases de matriz (MMPs) (YAMAGUCH]I et al.,
2005).

Estas enzimas proteoliticas podem ser secretadas por células inflamatorias,
especialmente por macrdfagos. A secrecdo de proteases por TAMs, pode ser regulada pela
producdo de IL-6 a partir de células neoplasicas. Durante a migracdo, as células imunes
secretam outras citocinas que promovem a intravasdo de células tumorais na circulacdo
sanguinea, tais como a interleucina 1 (IL-1), TNF-a e IL-6, que estimulam a expressdo de
MMP em células tumorais atraves da sinalizacdo NF-xB ¢ STAT3 (HEATH, 2013).

Para sobrevivéncia, as células tumorais circulantes (CTCs) podem se fundir com
macrofagos, se associar com linfécitos e promover a agregacao de plaquetas em torno de si,
para se proteger de células NK. A ligacdo de receptores de quimiocinas C-X-C tipo 4
(CXCR4) e C-C tipo 7 (CCR7) aos seus respectivos ligantes (CXCL12 e CCL21) no limen
de células endoteliais ajuda na detencdo das CTCs no endotélio e as protege da morte por
apoptose (HEATH,2013).

1.5.5 Inflamacdo e alteragGes epigenéticas no cancer

A inflamac&o crénica ndo € capaz somente de levar a alteragcdes genéticas, mas sim
também de induzir alteracBes epigenéticas que podem desencadear ou acelerar o processo
carcinogénico. A iniciacdo e progressdo do cancer estdo associadas a modificacdes
epigenéticas, como metilacdo do DNA ou modificaces nas histonas. A inflamacéo possui
uma importante funcdo na modulacdo da metilacdo do DNA durante a iniciacdo e progressao
do céancer. Por exemplo, o fator de crescimento transformador beta 1 (TGF-B) induz a
expressao e atividade das DNA metiltransferases (DNMT1, DNMT3A e DNMT3B),
enzimas responsaveis pela metilacdo do DNA. Essa inducdo de expressdo acarreta em
modificagdes na metilacdo do DNA durante a TEM no cancer de ovério. AlL-

6 também influencia a metila¢do, incluindo a de genes supressores tumorais como MASPIN
(ROKAVEC et al., 2015).

Outros importantes mecanismos epigenéticos reguladores da expressdo génica sao
modificagdes de histonas, as quais permitem a remodulacdo da cromatina. Por sua vez, estas

modificagOes também séo associadas a inflamag&o. A sinalizacio de NF-kB, por
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exemplo, pode ser mediada pela ativacao de IKKa apds estimulo de citocinas, o que resulta
na regulacdo da expressao de genes alvo de NF-kB. Este processo induz a fosforilagcdo de
residuos especificos de histona. (ROKAVEC et al., 2015).

O estresse oxidativo em fibroblastos inibe as histonas desacetilases (HDACS),
ativando assim genes silenciados desacetilados. Além disso, a produgdo em excesso de ROS
também contribui para a desassociacdo do complexo NF-kB/IB e, consequentemente, 0 NF-
kB induz um conjunto de acetilacGes e desacetilacBes de histonas, resultando no inicio da
transcricdo. O efeito dessa gama de processos € um aumento de citocinas pro- inflamatorias,
0s quais podem ser influenciados pelo estilo de vida (BACKDAHL et al., 2009). Portanto, a

inflamacdo pode induzir diversas alteracfes epigenéticas que promovem cancer.

1.5.6 Aspectos clinicos entre inflamacéo e cancer gastrico

Em todas as partes do mundo, a H. pylori € o fator de risco mais importante para o
cancer gastrico. Regifes do mundo com baixa prevaléncia de infeccdo causada por essa
bactéria tendem a ter uma incidéncia relativamente baixa dessa neoplasia, embora a variacao
geogréfica nas taxas de cancer gastrico nao seja determinada somente pela prevaléncia de H.
pylori (COVER, 2016).

De fato, a mucosa gastrica infectada por H. pylori mostrou possuir niveis elevados
de citocinas, por exemplo, interleucina (YAMAOKA et al. 2001). De acordo com GO et al.
(2002) e QUEIROZ et al. (2009), a IL-6 e IL-8 aparecem precocemente na cascata de
moléculas inflamatorias relacionada a infec¢do por H. pylori no estbmago. Além disso, essa
bactéria também estimula a producéo de IL-1p, IL-2, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-a e interferon

(IFN-y) durante a resposta imune.

Inflamacg6es induzidas por H. pylori levam a alta rotatividade de células endoteliais
géstricas, e a desregulagdo dessa inflamacdo, particularmente associada com cepas mais
virulentas de H. pylori, como as cepas cagA, vacA, iceA e babA positiva, podem desencadear
cancer gastrico (SMITH et al.,2006).

O gene cagA (citotoxina associada ao gene A) é o marcador de viruléncia de H.
pylori descrito em 60-88% das cepas dessa bactéria na populacdo ocidental com cancer

gastrico (DE SOUZA et al., 2015). Adicionalmente, o polimorfismo funcional em genes de
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citocinas ligados a resposta inflamatoria pode contribuir para diferengas individuais na
susceptibilidade e persisténcia da infec¢do pela H. Pylori. Depois de entrar na célula, CagA
é fosforilada e se liga a tirosina fosfatase, que induz secrecdo de IL-8, uma proteina

mediadora no processo inflamatorio (KEATES et.al.; 1999).

Alguns estudos demonstraram alta correlacdo com a presenca do gene cagA e
processo inflamatério (NAMEKATA et al.,, 2000; RUDI et al., 2000). H. pylori cagA
positiva é associada com atrofia da mucosa gastrica e cancer gastrico (HAMLET et al.,
1999; ANDERSON et al., 2002; Podzorski et al., 2003). QUEIROZ et al. (1998)
demonstraram que existe uma correlacdo entre a presenca de cagA e o desenvolvimento de

cancer gastrico distal.

O aumento da expressao de IL-8 é encontrado em pacientes com doencas gastricas
que sdo infectados com H. pylori e existe uma possivel associa¢do entre os marcadores de
viruléncia e a expressdo de IL-8 (SIDDIQUE et al., 2014; FAN et al., 1995; CRABTREE et
al., 1994; NAGASHIMA et al., 2015). Aléem do mais, os niveis de IL-8 foram observados
significantemente correlacionados com a adesdo, migracao e invasdo de células de cancer
gastrico. Entretanto, a presenca do genétipo cagA ndo foi associado com a gravidade da
gastrite ou a inducdo de expressdo de IL-8 na mucosa gastrica (LEE et al., 2013; SHI e
WEI,2014).

Recentemente, GIGEK et al., (2017) descreveram diferentes estudos de associacao
de polimorfismos em genes que codificam citocinas, a infeccdo por H. pylori e o risco
aumentado para o desenvolvimento de cancer gastrico. Além disso, 0 gen6tipo combinado
de bactérias/hospedeiros pode prover uma importante ferramenta na definicdo do risco do
desenvolvimento de cancer gastrico. Por exemplo, o polimorfismo 511C>T (rs16944) no
gene codificante de IL-1p, uma citocina pro-inflamatdria induzida por infecgdo de H. pylori
e um forte inibidor de secrecdo gastrica acida (Santos et al., 2012), pode conferir risco
aumentado de cancer géstrico. Segundo FIGUEREIDO (2002) a combinacao do alelo T e
marcadores de viruléncia da bactéria foram associados com um alto risco de desenvolver

cancer gastrico.

Muitos autores demonstraram que o polimorfismo 251A>T (rs4073) no gene que
codifica IL-8 parece influenciar a susceptibilidade a doencas gastricas relacionadas a H.

Pylori na populagdo japonesa. Similarmente, o valor de neutréfilos infiltrados, o qual é
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associado com infeccdo por H. pylori, foi significantemente maior no genétipo A/A do que
no gendtipo T/T; assim sendo, esse polimorfismo foi associado com a alta expressao de IL-
8, infiltracdo mais grave de neutrofilos, e um risco aumentado de gastrite atrofica e cancer
gastrico (OHYAUCHI et al., 2005; TAGUCHI et al., 2005). Em contraste, 0 risco
aumentado de cancer géastrico no individuo com o alelo T polimérfico foi reportado (Lee et
al., 2005).

1.6 Aplicabilidade Clinica

A producéo e o controle de citocinas sdo altamente complexos e multifatoriais, e
seus efeitos sdo refletidos através de multiplas sub-redes reguladoras. De fato, a resposta
celular aos estimulos requer uma coordenacdo perfeita entre receptores celulares e a rede
metabolica intracelular para integrar estimulos externos e ativar respostasmetabdlicas
efetivas. A resposta celular efetiva é, por sua vez, mediada por citocinas (COUSSENS e
WERB, 2002; GERMANO et al.,, 2008). As citocinas possuem um fluxo que €
essencialmente externo a célula, as células remetem (secretam) moléculas informativas sem
aguardar a resposta, mas a mensagem (citocina) passa por um meio bastante homogéneo até
um receptor de espera, que € o receptor de outra célula do mesmo tipo ou diferente. Por sua
vez, 0 receptor, que é um intermediario, recebe, autentica e transporta a mensagem para o
interior da célula receptora por meio de caminhos de sinalizacéo especificos, para alcangar o
receptor verdadeiro que normalmente € o nucleo da célula (NGUYEN et al.,, 2013,
CAPONE et al., 2016). O excesso de citocinas produzido durante a iniciagdo,
desenvolvimento e progressao tumoral pode alcancar a corrente sanguinea. Essa
complexidade do mecanismo em que ocorre a comunicagdo celular e a formagéo da resposta
inflamatdria sugere que apenas um conhecimento integral e simultaneo do papel das
diferentes citocinas pode ajudar a descrever seu papel no cancer em vez de uma avaliagdo de

citocinas isoladas.

No presente estudo, realizamos a quantificagdo dos niveis de 27 citocinas (IL- 17A,
IL-1B, IL-1RA, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, I1L-12, IL-13, IL-15, Eotaxin,
FGF basic, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, IP10, MPC1, MIPla, PDGFbb, MIP1J3, RANTES,
TNF-a ¢ VEGF) no soro de pacientes com cancer gastrico e individuos saudaveis, utilizando
a tecnologia multiplex. Adicionalmente, realizamos a analise in silico da associacdo da

expressao dessas citocinas nos tumores gastricos com sobrevida global (OS) e sobrevida
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livre de doenca (PFS) para testar a hipotese de que os niveis circulantes de citocinas
poderiam funcionar como indicadores indiretos do dano tecidual e que sua medida poderia

ser um biomarcador til para o diagnostico e prognoéstico do doente.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Analisar o nivel de citocinas no soro de pacientes com cancer gastrico e determinar

potenciais biomarcadores de diagndstico e prognostico para esse tipo de neoplasia.

2.2 Objetivos Especificos

e Comparar o nivel das citocinas no soro dos pacientes com cancer gastrico e grupo
controle;

e Comparar o nivel das citocinas no soro dos pacientes com adenocarcinoma gastrico
e grupo controle;

o Verificar associacdo do nivel das citocinas no soro com os dados clinicopatolégicos
dos pacientes com adenocarcinomagastrico;

e Analisar a associacdo entre a expressao de citocinas e a sobrevida global (OS) e
sobrevida livre de doenca (PFS) em pacientes com tumores de gastricos;

¢ Identificar potenciais biomarcadores sorolégicos Uteis para determinar o diagnéstico
e progndstico do paciente com cancergastrico.
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3 MATERIAL EMETODOS

3.1 Casuistica

Foram coletadas amostras de 5mL de sangue em tubo com gel separador BD
Vacutainer SST™ |1 Advance (Beckon Dickinson, Reino Unido) de 21 pacientes com
cancer gastrico primério antes de serem submetidos a resseccdo cirlrgica no Hospital
Universitario Jodo de Barros Barreto (HUJBB), localizado na cidade de Belém, no Estado
do Para.

Adicionalmente, foram coletadas amostras de soro de 13 voluntérios saudaveis para
controle do experimento sem doencas inflamatdria e histérico de cancer, pareados por idade

e sexo aos pacientes incluidos noestudo.

Durante o estudo foi realizado um contato prévio com cada paciente e voluntario,
onde serdo fornecidas informacgdes acerca do objetivo da pesquisa, além do formulario para
assinatura do Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo 1) e
preenchimento do questionario (Anexo Il) para posterior coleta do material. O presente
trabalho faz parte do projeto “Biomarcadores no soro de pacientes com cancer gastrico”,

aprovado pelo comité de Etica do HUJBB (095988/2015).

As coletas foram realizadas por um profissional capacitado, utilizando luvas,
algodao, garrote, seringas e agulhas estéreis. No laboratdrio de base do Nucleo de Pesquisas
em Oncologia, essas amostras foram centrifugadas a 3000rpm por 15 minutos, em seguida, 0
soro foi dividido em aliquotas e transferido para criotubos, foram identificados e

armazenados em freezer a -80°C, até o momento doexperimento.

3.2 Detecc¢do deproteinas

O sistema MAGPIX foi utilizado para mensurar as proteinas candidatas a
biomarcadores séricos em cancer gastrico de acordo com metodologia estabelecida pelo
fabricante (Figura 5). Foi utilizado um painel Bio-Plex Pro Cytokine, Chemokine, and
Growth Factor Assays (Bio-rad), contendo proteinas candidatas a biomarcadores em cancer
(IL-17A, IL-1B, IL-1RA, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, IL- 13,IL-
15,Eotaxin,FGFbasic,G-CSF,GM-CSF,IFN-y,IP10,MPC-1,MIP1a,PDGFbb,
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MIP1B, RANTES, TNF-a e VEGF), totalizando 27 proteinas

Passo 1: Dispensar as esferas de Passo 2: Adicionar amostras — Passo 3: Adicionar biotinilado
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Figura 5: Etapas do ensaio de expressao de proteinas do sistema MAGPIX.
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3.3 Analise estatistica

Devido o numero amostral, os dados foram analisados utilizando testes néo
paramétricos, Mann-Whitney e correlacdo de Spearman. Diferencas estatisticas significantes
foram consideradas quando p< 0,05.

Para andlise de correlagdo foi utilizado o teste de correlagdo de Spearman,
dependendo da normalidade dos dados. A correlacdo foi classificada como: fraca quando r <
0,40, moderada quando 0,40 < r< 0,59, forte quando 0,60 < r < 0,79 e muito forte quando r
>0,8. Foi realizado também a curva ROC para avaliar a sensibilidade e especificidade das

citocinas.
3.4 Andlise de sobrevida global (OS) e sobrevida livre de doenca (PFS).

O KM Plotter Online Tool (http://www.kmplot.com) foi utilizado para avaliar a
associacdo entre a presenca da expressdo dos mediadores inflamatérios e a sobrevida global

(OS) e sobrevida livre de doenca (PFS) em pacientes com tumores degastricos.
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4. RESULTADO

4.1 Caracterizacdo da amostra

A anélise das citocinas foi realizada em 21 pacientes com cancer gastrico, sendo 19
pacientes com adenocarcinoma e dois pacientes sugestivos de linfoma, e 13 individuos
saudaveis utilizados como controle. Dentre os 19 pacientes com adenocarcinoma gastrico,
apenas 16 foram submetidos a ressec¢édo cirdrgica e utilizados para a analise de associacdo
do nivel de citocinas e caracteristicas clinicopatoldgicos dos pacientes.

As caracteristicas do grupo controles e pacientes, divididos em trés grupos (cancer

gastrico, adenocarcinoma e linfoma) podem ser observadas na Tabela 5.

Tabela 5. Caracteristicas de controles e pacientes.

Caracteristicas Controles Cancer Gastrico Adenocarcinoma  Linfoma
Género
Masculino 10 16 15 1
Feminino 3 5 4 1
Idade
<45 8 3 3 0
>45 5 18 16 2
(MEDzIQR) 47,8£10,01 57+15 57+10,47 68+6
Tipo Histoldgico
Difuso - 5 5 -
Intestinal - 11 11 -
Né&o se aplica 13 5 3 2

4.2 Comparacao dos niveis de citocinas no soro entre os diferentesgrupos.

Na comparacdo da expressdo no soro das 27 citocinas estudadas entre o grupo
pacientes com cancer gastrico (adenocarcinoma e linfoma gastrico) e grupo controle, 0s
niveis de IL-1p, IL-1RA, IL-2, IL-6, IL-8, IL-9, IL-10, IL-15, G-CSF, GM-CSF, IFN-y,
MIP1a e VEGF no soro foram significativamente maiores no grupo de pacientes com cancer

gastrico (Tabela 6).
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Tabela 6. Citocinas no soro de controle saudaveis e pacientes com cancer gastrico (mediana
+ desviointerquartilico).

Proteinas Controle Cancer Gastrico p
IL-1B 45,5 16,85 51,0+10,50 0,035*
IL-1RA 35,5+7,90 40,3+3,88 0,016*
IL-2 49+11,25 60,5+£12,10 0,004*
IL-4 63,5+16,15 79,0+61,50 0,261
IL-5 38,5+10,15 40,5+16,10 0,529
IL-6 36,3%6,90 59,0+44,0 0,0001*
IL-7 18,3+4,00 20,5+8,25 0,104
IL-8 47,8+10,40 67,0+61,25 0,0001*
IL-9 79,8+£19,75 90,0+18,5 0,027*
IL-10 33,5+4,75 40,0£14,5 0,004*
IL-12 50+12,90 61,0+19,25 0,055
IL-13 15+4,25 16,5+5,75 0,070
IL-17A 119,3+27,60 139,5+43,50 0,104
IL-15 54,8+12,25 63,0+29,15 0,009*
Eotaxin 157+92,25 98,5+76,25 0,076
FGF basic 60,5+10,00 68,0+24,75 0,076
G-CSF 48+7,15 53,5+6,60 0,012*
GM-CSF 89,3+11,75 105,0£27,0 0,004*
IFN —y 37+7,50 40,8+9,40 0,042
IP10 416%489,75 567,5+£510,15 0,420
MPC-1 705£22,20 71,8+23,50 0,441
MIPla 33,816,25 40,0£12,75 0,008*
PDGFbb 2223+1320,60 2216,0+1353,0 0,889
MIPI1B 649,8+305,40 745,0+£498,3 0,727
RANTES 21386,5+£1054,85 20345,5+£3143,25 0,060
TNF-a 49+7,85 56,0 +10,50 0,129
VEGF 74+19,50 90,5+30,40 0,016*

Ao realizar a comparacdo dos niveis de citocinas no soro de pacientes com
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adenocarcinoma gastrico e grupo controle, obsevamos IL-1p, IL-1RA, IL-2, IL-6, IL-8, IL-
10, IL-12, IL-15, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, MIP1a, RANTES e VEGF estatisticamente

elevadas no grupo de pacientes com adenocarcinoma gastrico (Tabela 7).

Tabela 7: Citocinas no soro de controle saudaveis e pacientes com adenocarcinoma gastrico
(mediana * desviointerquartilico).

Proteinas Controle Adenocarcinoma p
IL-1B 45,5 +6,85 51,0+10,0 0,037*
IL-1RA 35,5+7,90 41,0+6,00 0,037*
IL-2 49+11,25 59,3+11,2 0,009*
IL-4 63,5+16,15 79,0£27,5 0,238
IL-5 38,5+10,15 40,5+12,0 0,545
IL-6 36,3+6,90 59,0+39,0 0,0001*
IL-7 18,3+4,00 20,5+8,00 0,092
IL-8 47,8+£10,40 67,0+96,0 0,0001*
IL-9 79,8+19,75 90,0+16,50 0,054
IL-10 33,544,75 40,0+13,50 0,008*
IL-12 50+12,90 61,0£19,5 0,049*
IL-13 15+4,25 16,5+5,00 0,077
IL-17A 119,3+27,60 139,5+39,0 0,084
IL-15 54,8+12,25 62,5+15,3 0,022*
Eotaxin 157+92,25 98,5+59,5 0,084
FGF basic 60,5+10,00 68,0+25,0 0,071
G-CSF 48+7,15 53,5+8,00 0,020*
GM-CSF 89,3+11,75 104,5+£16,5 0,009*
IFN -y 377,50 40,8+8,30 0,049*
IP10 416+489,75 563,0+675,0 0,448
MPC-1 705+22,20 71,0£19,8 0,623
MIPla 33,816,25 40,0£13,50 0,011*
PDGFbb 2223+1320,60 2216,0+1161,5 0,880
MIP1p 649,8+305,40 745,0+570,8 0,762
RANTES  21386,5+1054,85 20311,3+3244,0 0,033*
TNF-a 49+7,85 56,0+8,00 0,108
VEGF 74+19,50 90,0+20,80 0,027*
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Sensibilidade

Sensibilidade

4.3 Curva ROC das citocinas estatisticamente significantes

Foi realizado a curva ROC das citocinas (IL-1p, IL-1RA, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12,

IL-15, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, MIP1a, RANTES ¢ VEGF) presentes no soro dos controles e

pacientes com adenocarcinoma gastrico que apresentaram p<0,05 (Figura 6). Os principais

dados avaliados foram o ponto de corte de cada géafico, a sensibilidade, a especificidade, o

intervalo de confianca de 95%, a &rea do gréfico (AUG) e o valor de p (Tabela 8).

Figura 6: Analise de curva ROC das citocinas IL-1pB, IL-1RA, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-
15, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, MIPla, RANTES e VEGF de controles e pacientes de
adenocarcinoma gastrico.
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Sensibilidade

Sensibilidade
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Curva ROC de RANTES

Curva ROC de VEGF
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Tabela 8. Ponto de corte da curva ROC, sensibilidade, especificidade, intervalo de confianca de
95%, area e valor de significancia como predicdo de alteracdes dos niveis de citocinas em grupos

saudaveis e pacientes com adenocarcinoma gastrico.

Citocina | Ponto de | Sensibilidade | Especificidade | 1C (95%) | Area(AUC) p
IL-1B gZ;t,g 0,769 0,737 0,53-0,90 0,721 0,037
IL-1RA <36 0,615 0,842 0,52-0,90 0,719 0,038
IL-2 <57 0,923 0,579 0,61-0,93 0,773 0,010
IL-6 <40,8 0,846 0,789 0,74-0,99 0,870 0,0001
IL-8 <55,5 1,00 0,789 0,76-1,00 0,887 0,0001
IL-10 <355 0,846 0,737 0,59-0,95 0,777 0,009
IL-12 <52 0,692 0,737 0,50-0,90 0,709 0,048
IL-15 <58 0,769 0,684 0,56-0,91 0,741 0,022
G-CSF <50,8 0,769 0,737 0,56-,092 0,745 0,020
GM-CSF <96 0,846 0,789 0,59-0,94 0,771 0,010
IFN-y <37,5 0,692 0,789 0,51-0,89 0,706 0,050
MIPl1a <36 0,769 0,737 0,59-0,93 0,763 0,013
RANTES | > 20856 0,692 0,737 0,09-0,45 0,275 0,033
VEGF <77,5 0,692 0,842 0,53-0,92 0,731 0,029

A curva ROC (Receiver Operating Characteristic) permite avaliar a variacdo da
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sensibilidade e da especificidade para diferentes valores de corte de cada citocina. Entre as 14
citocinas analisadas, as que apresentaram menor valor de significancia foram IL-6 e IL-8, com
valores de p=0,0001. A anélise da curva ROC demonstrou que o melhor ponto de corte da IL-6
foi < 40,8 com indice de Youden de 0,62, a sensibilidade de 84,6% e especificidade de 78,9%.
Para IL-8, o melhor ponto de corte foi < 55,5. Neste ponto, o indice de Youden, sensibilidade e

especificidade foram 0,78, 100% e 78,9%, respectivamente.
4.4 Correlacédo de Spearman

Devido a natureza ndo paramétrica, os dados foram analisados utilizando o coeficiente de
correlacdo ndo paramétrica de Spearman (r). Foram avaliadas as correlagdes entre as citocinas
IL-1B, IL-1RA, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-15, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, MIPla,
RANTES e VEGF presentes no soro de pessoas saudaveis e pacientes com adenocarcinoma

gastrico, como mostra o Quadro 1.

As correlagfes muito forte, ou sejam, com r>0,80, foram observadas entre as citocinaslL-
1B e IL-1RA, IL-1p e G-CSF, IL-1B e IFN-y, IL1-RA e G-CSF, IL-1RA e IFN-y, IL-2 e GM-
CSF, IL-2 e MIPla, IL-6 e IL-8, IL-10 e IL-12, IL-10 e VEGF, G-CSF e IFN-y (Quadro 1).
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Quadro 1: Analise da correlacdo de Spearman entre as citocinas IL-1p, IL-1RA, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-15, G-CSF, GM-CSF,
IFN-y, MIP1a, RANTES e VEGF.

IL1B | ILIRA | IL2 IL6 IL8 IL10 IL12 IL5 GCSF | GMCSF | IFNG | MIP1a | RANTES | VEGF

IL1B Coef. de Correlago 1,000 ,9147| 817 ,733"| ,6637| 6587 ,4837| 5127 ,9407| 6287| ,9227| 673" 16| 5237
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,005 ,003 ,000 ,000 ,000 ,000 527 ,002

N 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32

ILIRA  Coef. de Correlagdo 914™| 1,000| ,6067| ,7617| ,7147| 579" 3677 5217|8507 5867 ,8687| 6217 061 4917
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000 ,000 ,001 ,039 ,002 ,000 ,000 ,000 ,000 742 ,004

N 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32

IL-2 Coef. de Correlagéo 6817 ,606| 1000| ,7077| ,6037| ,7067| ,494” 349| 6507 836 | ,6987| 8397 -183| 6547
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,004 ,050 ,000 ,000 ,000 ,000 317 ,000

N 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32

IL-6 Coef. de Correlago 7337  7617| ,7077"| 1,000 ,8857| ,6817| 496" 337| ;7457|7197 ,7507| 654" -228| 6297
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,004 ,060 ,000 ,000 ,000 ,000 209 ,000

N 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32

IL-8 Coef. de Correlago 6637 ,7147| 6037| ,8857| 1,000| ,6127| 543" 286| 6777 6017 ,7657| 6407 -150| 546"
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,001 113 ,000 ,000 ,000 ,000 413 ,001

N 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32

IL-10 Coef. de Correlagéo 6587 ,5797| 706™| ,6817| ,612| 1,000 ,849™ 82| ,709| 7157 ,6947| 662" -179| ,894™
Sig. (bilateral) ,000 ,001 ,000 ,000 ,000 ,000 318 ,000 ,000 ,000 ,000 326 ,000

N 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32

IL-12 Coef. de Correlagéo 483" 3677|4947 4967|5437 ,8497°| 1,000 012| 5647| 5467 5587 4707 -179| 782"
Sig. (bilateral) ,005 ,039 ,004 ,004 ,001 ,000 947 ,001 ,001 ,001 ,007 327 ,000
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N 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32
IL-5 Coef. de Correlagéo 5127 521 349 337 286 182 ,012| 1,000| 485" 092 467" 346 259 ,182
Sig. (bilateral) ,003 ,002 ,050 ,060 113 318 947 ,005 617 ,007 ,053 152 320
N 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32
G-CSF  Coef. de Correlagdo 9407 8507 ,6507| ,7457| 6777 ,709™| 564”| 4857 1,000| ,6067| 8607 ,602” 019 5717
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,001 ,005 ,000 ,000 ,000 918 ,001
N 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32
GM-CSF  Coef. de Correlagio 6287 586 | 836 | ,7197| ,6017| ,7157| 546 092 6067 | 1,000 645 | 752" -252| 594
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,001 617 ,000 ,000 ,000 164 ,000
N 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32
IFN-y Coef. de Correlacio 9227 8687| 6987 ,7507| 7657 | 6947 | 5587| ,4677| 860" | 645 | 1,000 758" ,056| 5537
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,001 ,007 ,000 ,000 ,000 760 ,001
N 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32
MIPla  Coef. de Correlacio 6737 6217|8397 6547 ,6407| 6627| 4707 346 6027 752 ,7587| 1,000 -082| 594
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,007 053 ,000 ,000 ,000 655 ,000
N 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32
RANTES Coef. de Correlagdo 116 061 -183| -228| -150| -179| -179 259 019  -252 056 -,082 1,000 -117
Sig. (bilateral) 527 742 317 209 413 326 327 152 918 164 760 655 525
N 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32
VEGF Coef. de Correlacio 5237 4917 6547 6297 5467 | 8947 7827 182 5717| ,594| 5537|594 -117| 1,000
Sig. (bilateral) ,002 ,004 ,000 ,000 ,001 ,000 ,000 320 ,001 ,000 ,001 ,000 525
N 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32

**_A correlagdo e significativa no nivel 0,01 (bilateral).

*. A correlacdo é significativa no nivel 0,05 (bilateral).
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4.4 Associacdo do nivel de citocinas no soro de pacientes com adenocarcinoma gastrico

e dados clinicopatologicos

Em relacdo as caracteristicas clinicopatoldgicas dos pacientes com adenocarcinoma
gastrico que realizaram resseccgdo cirurgica, observamos diferenca estatisticamente significante
nos niveis de IL-17A (150,5+48,80, p=0,01; medianatdesvio interquartilico), IL-5 (49+12,75,
p=0,02), IL-7 (22+32,25, p=0,03) e IL-10 (45,5+46,25, p=0,02) no tipo histoldgico difuso em
relacdo ao intestinal, da IP-10 (493,25+233,75; 0,033) no céancer localizado na cardia em
relacdo ao localizado no antro e piloro e da IL-5(48,5+16,63; 0,007) e 1L-17A(128,5+ 45,13,
0,042) no estamiamento N (N1-N3 em relacdo a NO) (Tabela 9 - 13)
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Tabela 9. Analise dos niveis de proteinas IL-17A, IL-1B, IL-5, IL-1RA, IL-2, IL-4 e IL-5 correlacionada aos dados clinicopatologicos de pacientes
com adenocarcinoma géastrico (mediana £ IQR).

Caracteristicas IL-17A p IL-1B P IL-1RA p IL-2 p IL-4 p IL-5 P
clinicopatolégicas

Género

Masculino 134433 0,239 49,5+12,00 0,521 39,3+7,00 0,296  62+13,35 0,90 73,5+33,75 0,146  38+19,00 0,296
Feminino 150,5 51 41 58 82 41,5

Idade

<45 123 0,146 48 0,189 38 0,439 523 0,296 77 0,439 38 0,296
>45 140+32,75 51+10,00 40,545,75 59,3+10,35 79+25,00 40,5+15,50

Local

Cérdia 162 0,70 63,25 0,70 54,4 0,70 67,75 0,817 764 0,933 49,75 0,15
Antro/Piloro 137,75+26,13 50,5+7,00 40,4+4,13 58,65+10,30 78+33,43 38+15,63
Histopalotogico

Difuso 150,5+48,80 0,013* 51+19,00 0,115 42+18,65 0,069  62+19,25 0,267  81,3+11,25 0,145 491275 0,0001*
Intestinal 124+40,00 48+36,50 39,3+5,00 53,3+15,50 73,5+36,20 38+16,00
Estadiamento

-1 141+41,3 0,174 51+10,50 0,606 41+7,50 0,351  62+23,0 0,142  79+18,0 0,681  48+19,50 0,091
" -1 1344425 49,5+9,50 39,3+4,25 53£15,65 77£34,10 38+13,75

T

T1 143,25 0,600 51 0,817 415 0,333 56 0,817 80,75 0,333 44,75 0,267
T2-T4 136,75+32,75 49,75+10,75 39,845,25 60,65+12,28 75,25+32,77 38+15,50

N

NO 145,75+43,30 0,042* 51+14,50 0,220 41,5+12,60 0,093  60+15,30 0,428  80,15+11,50 0,220  48,5+16,63 0,007*
N1 - N3 128,5+45,13 48,75+£11,00 38,65+6,88 56,15+15,75 74,25+36,53 38+16,93
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Tabela 10. Andlise dos niveis de proteinas IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12 correlacionadas aos dados clinicopatoldgicos de pacientes com

adenocarcinoma géstrico (mediana £ IQR).

Caracteristicas IL-6 p IL-7 P IL-8 p IL-9 p IL-10 p IL-12 P
clinicopatolégicas

Género

Masculino 4944550 0,439  2045,00 0,189 71,3463,75 0,239 88+14,50 0,90 39+13,00 0,90 65+16,85 0,111
Feminino 415 21 58 84 40 49,5

Idade

<45 41,5 0,80 18,5 0,364 75,3 0,239 79 0,239 355 0,189 65 0,90
>45 49+33,75 20,5+6,75 58,5+29,40 90+14,90 40£12,25 58+18,75

Local

Cardia 84,5 0,417 26,25 0,817 117,25 0,15 108,65 0,50 81,5 0,70 65,75 0,50
Antro/Piloro 45,5+31,00 20,25+4,13 59,75+25,05 86+14,83 39,5+£10,25 59,5+17,13
Histopalotogico

Difuso 49+55,00 0,827  22+32,25 0,038* 58,5+29,40 0,743 90+34,15 0,583  45,5+46,25 0,019* 66+19,50 0,441
Intestinal 44+40,50 19+4,00 67+96,00 81+15,30 36,5+4,50 57+16,50
Estadiamento

-1 49+27,00 0,837  21+15,50 0,351 56+27,30 0,174 84+11,50 1 44+12,50 0,142 61+18,20 0,606
" -1 44+45,50 20+4,50 71,3+102,50 88+19,65 36,5+10,25 57+17,75

T

T1 52,5 0,600 46 0,150 53,75 0,333 79,5 0,417 42 0,600 53,5 0,333
T2-T4 46,5+42,25 20£4,50 69,15+45,13 89+15,10 37,75+12,75 63+16,50

N

NO 54+39,50 0,713  21,5+23,88 0,093 57,25+27,35 0,492 87+24,20 0,958  44,75+29,50 0,056 63,5£16,50 0,428
N1 - N3 42,75+43,63 19,2545,13 69,15+101,38 84,5+17,22 36,25+7,38 55,15%17,13
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Tabela 11. Andlise dos niveis de proteinas IL-13, IL-15, Eotoxin, FGF basic, GCSF, GM-CSF correlacionadas aos dados clinicopatoldgicos de
pacientes com adenocarcinoma gastrico (mediana = IQR).

Caracteristicas IL-13 P IL-15 P Eotaxin p FGF basic p GCSF p GM-CSF p
clinicopatoldgicas

Género

Masculino 16,3+5,00 0,611 61+44,65 0,80 86+73,25 0,90 62+27,65 0,80 53,5%£12,75 0,704  103,8+47,50 0,90
Feminino 16 62 107 68 53 104,5

Idade

<45 16 0,521 50,5 0,521 70 0,521 61,5 0,189 53 0,296 99 0,90
>45 16,3+4,50 62+24,55 98,5+65,65 69,5+25,65 55+7,25 104,5+23,00

Local

Cérdia 24,15 0,10 76 0,93 144,75 0,267 82,75 0,267 58,65 0,817 1054 0,817
Antro/Piloro 16+2,38 61,5+21,80 85,65+59,23 64,25+15,08 53,5+7,00 104,15+19,63
Histopalotogico

Difuso 16+10,40 0,583 63+24,90 0,267 107£116,00 0,913 70£22,40 0,441 57+9,40 0,115  106%20,25 0,441
Intestinal 16,3+3,00 58+41,30 86+59,50 62+25,00 53+£13,30 99,8+57,50
Estadiamento

I-1 165,50 0,681 63+39,00 0,114  98,5+52,50 0,918 69,5+20,50 0,606 556,50 0,408  106+37,00 0,252
- 16,5+3,00 57,5+29,90 85,3+76,25 62+29,90 53+10,65 99,8+43,85

T

T1 15,5 0,417 615 1 87 0,500 69 0,700 54 1 102,25 0,817
T2-T4 16,4+4,25 62+42,22 92,25+63,88 64,25+26,33 53,5+10,38 104,15+42,50

N

NO 167,82 0,875 62,5+£19,35 0,428  96,5+84,25 0,958 69+23,45 0,713  56+8,08 0,118  105,5%15,50 0,635
N1 - N3 16,4+3,50 59,25+47,22 91,9+67,88 64,25+27,45 53£13,97 101,8+68,18
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Tabela 12. Andlise dos niveis de proteinas IFN -y, IP-10, MPC1, M1P1a, PDGFbb correlacionadas aos dados clinicopatologicos de pacientes com
adenocarcinoma gastrico (mediana £ IQR).

Caracteristicas IFNG p IP-10 p MPC1 p MIPla p PDGFbb p
clinicopatolégicas

Género

Masculino 40,5£7,40 0,80 563+316,40 0,189 71+23,40 0,90 39+18,00 0,80 2210+1029,05 0,20
Feminino 41 397 71 40 2974

Idade

<45 40,5 1 528 0,704 68 0,80 39 0,521 2110 0,521
>45 40,8+7,40 563+352,65 71+17,05 40+£17,00 2216+1287,50

Local

Cérdia 52 0,50 3386,65 0,033* 76,75 0,93 155,75 0,267 2027,75 0,60
Antro/Piloro 40,65+5,00 493,25£233,75 71£15,67 38,75+9,75 2242,9+1443,88

Histopalotogico
Difuso 41+17,25 0,267 580+346,15 0,827 71+27,40 0,441  40+127,75 0,510 2517+£1948,15 0,661
Intestinal 40,5+6,50 528+283,50 71+16,30 39+9,50 2214+1256,30

Estadiamento

-1l 40+11,50 0,837 563+347,00 0,758 71+27,50 0,536  40+235,50 0,408 2216+1508,00 0,837
-1V 40,8+4,00 528+626,50 71+19,55 39+8,25 2214+1094,65

T

T1 40,5 1 327,25 0,200 68,5 0,700 38,5 1 2745,75 0,333
T2-T4 40,65+5,95 560,25+284,95 71,4+21,60 39,5+15,75 2162+1325,98

N

NO 40,5+14,38 0,635 571,5+276,83 0,713 68,5+27,95 0,713  38,5+75,00 0,958 2366,75+1540,32 0,635

N1-N3 40,65+7,50 493,25+473,13 71,4%17,92 39,5+10,25 2162+1325,98




Tabela 13. Andlise dos niveis de proteinas MIP1p, RANTES, TNF-a ¢ VEGF correlacionada aos dados clinicopatologicos dos pacientes com

adenocarcinoma gastrico (mediana £ 1Q).

Caracteristicas MIP1B P Rantes p TNF-o, p VEGF p
clinicopatolégicas

Género

Masculino 481+500,75 0,521 20237+4887,90 1 55,5+12,75 0,80 90+24,05 0,11
Feminino 879,3 21877 54 90

Idade

<45 356 0,20 20237 1 53 1 67 0,21
>45 835,5+503,80 20311,5+6145,75 55,5+9,75 90,5+17,15

Local

Cérdia 2669,2 0,267 19029,5 0,50 68,25 0,10 84,5 0,70
Antro/Piloro 509,25+516,82 20506,4+8136,45 53,5+11,25 90+21,58

Histopalotogico

Difuso 879,3+2394,00 0,090 19111,3+6419,25 0,913 56+21,25 0,441 90,5+23,80 0,267
Intestinal 481+486,20 20311,3+7546,50 54+15,00 86,5+24,30

Estadiamento

-1 860,3+777,50 0,091 19111,3+9047,50 0,536 55,5+14,50 0,918 90,5+9,80 0,091
" -1 481+369,85 20311,3+4644,40 54+11,00 82,8+29,15

T

T1 865,9 0,333 16842,75 0,933 51,5 0,700 94,9 0,500
T2-T4 509,25+528,70 20274,15+3964,13 54,75+10,38 88,25+18,42

N

NO 865,9+1685,50 0,181 19950,3+4594,63 0,958 55,75+15,88 0,428 90,9+16,80 0,147
N1 - N3 509,25+497,10 20274,1+8445,45 53,5+17,38 84,65+26,45
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4.5 Associacdo da Expressdo de Citocinas com sobrevida global (OS) e

sobrevida livre de doenca(PFS).

Entre as 27 citocinas estudadas, identificamos 0 aumento da expressao de 12

e 13 citocinas no tumor significamente associados a uma baixa OS e PFS em pacientes

com cancer gastrico, respectivamente. Enquanto que a diminuicao de 13 citocinas estdo

associadas a uma baixa OS e PFS (Tabela 14). A Figura 6 e 7 ilustra as curvas de OS e

PES associadas a cada uma das 27 citocinas estudadas. Além disso, o numero de

pacientes com baixa (em preto) e alta (em vermelho) expressdo no tumor de cada

citocina também esta representado na parte inferior de cada curva.

Tabela 14. Associacdo de Citocinas, OS e PFS em pacientes com cancer gastrico.

Sobrevida global

Sobrevida livre de doenga

Citocina Harzard ratio Logrank P Harzard ratio Logrank P
IL-17A 1,6 (1,33-1,92) 5¢e—07 1,42 (1,14 -1,78) 0,0017
IL-1B 0,68 (0,56 — 0,81) 1,7e—05 0,73 (0,57 - 0,92) 0,0071
IL-1RA 0,88 (0,74 — 1,05) 0,16 0,68 (0,56 — 0,83) 0,00017
IL-2 1,59 (1,32 -1,9) 5,2¢—07 1,37 (1,11 -1,7) 0,0037
IL-4 1,58 (1,29 — 1,93) 7,3e—06 1,46 (1,19 -1,8) 0,00029
IL-5 1,52 (1,23 - 1,89) 9,6e—05 1,82 (1,41 —2,35) 3e-06
IL-6 1,1 (0,91 —1,32) 0,33 1,16 (0,93 — 1,45) 0,2
IL-7 0,65 (0,53 — 0,79) 1,4e—05 0,56 (0,46 — 0,69) 1,8e—08
IL-8 0,65 (0,53 —0,79) 1,4e—05 0,74 (0,59 —0,92) 0,0073
IL-9 1,59 (1,3 — 1,96) 7,2e—06 1,39 (1,11 -1,74) 0,004
IL-10 1,36 (1,14 — 1,64) 0,00085 1,17 (0,94 — 1,45) 0,17
IL-12 0,8 (0,67 —0,95) 0,0088 0,77 /(0,63-0,95) 0,012
IL-13 1,41 (1,15 - 1,74) 0,001 1,3 (1,05-1,59) 0,013
IL-15 0,59 (0,49 — 0,71) 8,3¢—09 0,6 (0,49 -0,73) 6,6e—07
Eotaxin 0,7 (0,59 — 0,83) 4,2¢—05 0,75 (0,62 — 0,92) 0,006
FGF basic 1,38 (1,14 — 1,66) 0,00089 1,34 (1.08 - 1,66) 0,0067
GCSF 1,3 (1,09 — 1,56) 0,0035 1,27 (1.03 - 1,57) 0,023
GM-CSF 1,35 (1,13 - 1,62) 8e—04 1,3 (1.06 — 1,59) 0,012
IFN -y 0,81 (0,66 — 0,99) 0,043 0,67 (0.52 -0,86) 0,0019
IP10 0,58 (0,47 —0,71)  1e—07 0,59 (0.45-0,76)  3,6e—05
MPC1 0,54 (0,45 —0,65) 7,8¢e—11 0,55 (0.45-0,67) 3,2e—09
MIPlo 0,62 (0,5 — 0,76) 4,3e—06 0,71 (0,56 — 0,9) 0,0039
PDGF bb 1,64 (1,37 — 1,95) 2,6e—08 1,77 (1,45 - 2,16) 1,9¢—08
MIP-1 beta 0,54 (0,44 —0,68)  2,4¢—08 0,61 (0,47 — 0,78) le—04
Rantes 0,7 (0,59 — 0,83) 4,6e—05 0,65(0,53—-0,79) 2,805
TNF-alpha 1,36 (1,15 —1,61) 0,00034 1,43 (1,17 - 1,76) 0,00057
VEGF 1,53 (1,27 — 1,85) 5,7e—06 1,75 (1,41 - 2,17) 2,9¢-07
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Figura 7: Associacdo da expressdo de citocinas e a sobrevida global (OS) de
pacientes com cancer gastrico.
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Figura 8: Associagdo da expressdo e citocinas e a sobrevida global livre de doenca de pacientes

com cancer gastrico.
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5 DISCUSSAO

Muitos estudos revelaram potenciais biomarcadores no soro para o cancer gastrico,
como CEA, AFP, CA 19-9 e CA 72-4 e outros. Entretanto, esses ndo sdo biomarcadores séricos
especificos para essa neoplasia e possuem baixa sensibilidade. Assim, € necessaria a busca por

biomarcadores mais especificos e sensiveis para o cancer gastrico.

Nos ultimos anos, estudos tém destacado a importancia no vinculo entre inflamacéo e
cancer. A inflamacdo esta envolvida no desenvolvimento e supressdo do tumor, estimulando a
resposta imune. Em particular, a transicdo da inflamacao crénica para o cancer produz fatores
angiogénicos e de crescimento capazes de reparar o0 tecido e promover a sobrevivéncia,
implantacéo e crescimento de células tumorais. Neste concurso, as citocinas contribuem para o
desenvolvimento desses processos se tornando ativos antes e durante o processo inflamatorio e
desempenhando uma funcdo importante nos varios estagios da doenca. Assim, essas proteinas
podem representar biomarcadores especificos do desenvolvimento e progressdo do tumor
(CAPONE et al.,2016).

No presente estudo, a anlise estatistica do nivel de citocinas no soro de pacientes com
cancer gastrico, incluindo adenocarcinoma e linfoma gastrico, comparada com a expressao no
soro de voluntarios saudaveis demonstrou que os niveis IL-1p (mediana+ IQR, respectivamente;
valor de p) (51,0£10,50 e 45,5 +6,85; 0,035) IL-1RA (41,0+9,25 e 35,5+7,90; 0,016), IL-2
(60,5+12,10 e 49+11,25; 0,004), IL-6 (59,0+44,0 e 36,3+6,90; 0,005), IL-8 (67,0+61,25e
47,8+10,40; 0,0001), IL-9 (90,0+18,25 e 79,8+19,75; 0,027) IL-10 (40,0+14,5 e 33,5%4,75;
0,005), G-CSF (53,5+6,60 e 48+7,15; 0,041), GM-CSF (105,0+27,0 e 89,3+11,75; 0,005),
MIPlo, (40,0+12,75 e 33,8+6,25; 0,034) ¢ VEGF (90,5+30,40 e 74+19,50; 0,034) foram

significativamente elevadas no soro dos pacientes com cancer gastrico.

Ao realizar a comparagdo dos niveis de citocinas no soro de pacientes com
adenocarcinoma gastrico e grupo controle, observamos IL-6 (59,0+39,0 e 36,3+6,90; 0,010), IL-
8 (67,0+£96,0 e 47,8+10,40; 0,0001), I1L-10 (33,5+4,75 e 40,0+£13,50; 0,004), IL-15 (62,5+15,3 e
54,8+12,25; 0,031), MIP1a (40,0£13,50 e 33,846,25; 0,011), G-CSF (53,548,00 e 48+7,15;
0,042), GM-CSF (104,5t£16,5 e 89,3£11,75; 0,004) IFNG (40,8+8,30 e 37+7,50; 0,049) e
RANTES (20311,3+3244,0 e 21386,5+1054,85; 0,033) estatisticamente elevadas no grupo de

pacientes com adenocarcinoma gastrico.
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Entretanto, ndo foi observada diferenca estatisticamente significante entre os niveis de
citocinas no soro de pacientes com linfoma e o grupo controle. Essa falta de significancia

estatistica pode ser explicada pelo numero amostral reduzido do grupo de pacientes com linfoma.

A IL-1p ¢ uma interleucina secretada principalmente por monocitos e macréfagos, mas
também podem ser produzidas por células dendriticas, NK, linfocitos B e células maliganas. Em
condi¢bes homeostaticas, a IL-1p ¢é produzida em baixos niveis. No entanto, durante as respostas
imunes, seus niveis de expressdo aumentam, resultando em febre, vasodilatacdo e hipotenséo
(SIMS e SMITH, 2010; DINARELLO, 2009).

Através de sua capacidade de aumentar a expressdo de moléculas de adesdonas células
endoteliais, associada a indugdo de quimioquinas, a IL-1B promove a infiltragdo de células
inflamatdrias e imunocompetentes a partir da circulacdo para o espaco extra vascular,para que

estas possam promover o remodelamento tecidual (DINARELLO, 2009).

Esta resposta inflamatoria induzida pela IL-1p ¢ bem delimitada. Neste contexto, a IL-
1B é facilmente detectada em fluidos corporais, assim como em situacdes de inflamag&o cronica,

nas quais sdo detectadas altas doses desta citocina. (APTE et al., 2006).

A IL-1p também ¢ associada a processos relacionados a carcinogénese, como a
angiogénese, disseminacdo e crescimento de células malignas. No microambiente tumoral, esta
citocina é secretada principalmente células dendriticas, macréfagos, mondcitos e neutrofilos
(DMITRIEVA et al., 2016).

Em relacdo ao cancer gastrico, tem sido relatado que polimorfismos no gene da Il-1
sdo importantes no desenvolvimento desta neoplasia. Além disso, o polimorfismo da IL-1
concomitante a infecgdo por H. pylori é considerado fator de risco para o desenvolvimento da
doenca (EL-OMAR et al., 2000; FIGUEIREDO et al., 2002;CHANG et al., 2004 RAZA et al.,
2017).

A deteccédo de IL-1 B no soro de pacientes com cancer gastrico em relagdo a controles
apresenta resultados conflitantes na literatura. Enquanto MARCI et al. (2005) encontraram niveis
mais elevados de
de IL-1B em controles saudaveis em relagdo a pacientes com cancer gastrico, KABIR et al.
(1995) encontram niveis mais elevados desta citocina nos pacientes acometidos pela neoplasia
em relagdo aos controles saudaveis. Isto pode ser devido ao fato de os niveis mais elevados de
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IL-1p estarem associados a infec¢do por H. pylori, a qual ndo é relatada em 70 % dos pacientes
envolvidos no primeiro estudo (EL-OMAR, 2001). Nossos resultados reforcam que niveis
elevados de IL-1p estdo relacionados a carcinogénese gastrica. Além disso, o aumento dos niveis
séricos de IL-1B nos pacientes em relacdo aos controles demonstra que esta citocina € candidata

a biomarcador de diagndstico para a doenca.

A IL-1RA é secretada principalmente por mondcitos, macrofagos e neutrofilos. Esta
citocina age como um antagonista especifico do receptor de IL-1 por ligacdo ao receptor de
interleucinal do tipo I(IL-1RI). Quando o IL-1RA se liga ao receptor IL-1RI, a IL-1 ndo
transmite seus sinais, bloqueando os eventos pro-inflamatérios que esta citocina induz (AREND,
2002; VOLAREVIC et al., 2009).

Como ja descrito, a IL-1 (que engloba tanto IL-1o como a IL-1B) ¢ uma citocina pro-
inflamatdria essencial que estimula respostas imunes. Entretanto, também pode ter um efeito
prejudicial em situacdes de inflamagdo cronica. A IL-1RA, por sua vez, delimita as respostas

inflamatorias excessivas através da sua antagonizacaosobre a IL-1 (GABAY et al., 2010).

Enquanto a IL-1 estimula o desenvolvimento tumoral, a IL-1RA demonstrou reduzir a
angiogénese e o crescimento tumoral in vitro.A administracdo local de IL-1RA demonstrou ser
efetiva prevenir na regressdo dos tumores da préstata. Além disso, a IL-1RA também
demonstrou bloquear a producao de CSF e VEGF em células de leucemia e adenocarcinoma de
célon, respectivamente (VORONOQV et al., 2003; RICOTE et al., 2004; LEWIS et al., 2006).

Embora o papel da IL-1RA seja delimitar respostas inflamatdrias excessivas e tenha
demonstrado potencial para regredir o desenvolvimento de alguns tipos tumorais, 0s niveis de
IL-1RA estdo geralmente elevados na circulacdo de pacientes com resposta inflamatéria cronica,
pois sdo necessarios altos niveis desta citocina para inibir os efeitos pro-inflmatérios da IL-1
(AREND, 2002).

O aumento do nivel sérico da IL-1RA em pacientes com cancer colorretal em relacéo a
controles saudaveis foi relatado por ITO e MIKI (1999). Isto pode ser devido ao fato do aumento
concomitante dos niveis de IL-6 nos pacientes do referido estudo, ja que esta interleucinapode
induzir a producéo da IL-1RA (JORDAN et al., 1995). No mesmo tipo de cancer, KAMINSKA
et al. (2000) relataram niveis séricos elevados da IL-1 RA em pacientes com doenca avancada, o

que pode significar que esta citocina possui um valor prognastico.
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N&o foram encontrados estudos na literatura em relacdo ao cancer géastrico. Os niveis
elevados de IL-1RA em pacientes com cancer gastrico em relacéo aos controles no nosso estudo
pode significar uma resposta sisttmica ao aumento de IL-1p, na tentativa de controlar os efeitos
pré-inflamatorios desta citocina. O aumento da IL-1 RA também pode ter sido induzido pelos
niveis elevados da IL-6. Estes achados sugerem que, em conjunto, 0 aumento destas citocinas no
soro de pacientes com cancer gastrico pode auxiliar no diagnostico da doenca.

A IL-2 é uma citocinapleiotrépica que possui fungdes diversificadas e é produzida
principalmente por células T helper CD4 + em orgdos linfoides secundarios e, em menor grau,
por células T CD8 +(LIAO et al., 2011; BOYMMAN e SPRENT, 2012).

Esta interleucina € um fator de crescimento para linfocitos T estimulados por
antigenos e é responsavel pela expansdo clonal de células T ap6s o reconhecimento de antigeno
na imunidade adaptativa, além de atuar na expansdo secundaria de células T CD8 +. A exposicao
prolongada de células T a antigenos, juntamente com sinais de IL-2, também pode induzir a
expressdo do receptor de morte FAS e do ligante FAS nas células T, o que pode promover a
apoptose dessas células (LIAO et al., 2011; BOYMMAN e SPRENT, 2012; LIPPITZ, 2013).

Por conta de seus efeitos no estimulo de células imunes, a IL-2 é uma citocina
eficiente na imunoterapia contra o cancer. A IL-2 foi uma das citocinas a serem aprovadas pelo
FDA para tratamento de carcinoma de células renais metastatico e melanoma metastatico (SIM e
RADVANYI, 2012). Embora a IL-2 seja efetiva, sua utilizacdo como monoterapia ndo é
adequada devido a sua propriedade em células T e efeito adverso grave em altas doses.
Atualmente, a terapia com IL-2 estd focada na sua combinagdo com outras imunoterapiasanti-
cancer (JIANG et al., 2016).

Apesar do seu papel importante nas respostas imunes anti-inflamatérias, FORONES et
al. (2001) relataram niveis elevados de IL-2 em pacientes com cancer gastrico em relacdo a
controles saudaveis. Da mesma forma, também foi constatado um aumento desta citocina nos
pacientes em relacdo aos controles no nosso estudo. Isto pode ser devido ao fato de pacientes
com cancer gastrico poderem apresentar um infiltrado de linfécitos T Reg na mucosa neoplasica.
Ainda ndo estdo esclarecidos os mecanismos pelos quais isso ocorre, mas € provavel que haja
expansdo especifica de T-regs em resposta a inflamagdo continua induzida pelo tumor
(ICHIHARA et al., 2003).

62



A IL-6 é uma citocina multifuncional inflamatéria produzida em resposta a estimulos
durante a inflamagdo sistémica por células do sistema imune e ndo-imune, tais como células T e
B, células do musculo liso, eosinofilos, condrocitos, osteoblastos, mastdcitos, células glia e
queratindcitos (AKDIS et al., 2011). Essa citocina € promotora do crescimento, anti-apoptética, e
também um dos sinais efetores na promocéo da carcinogenese (Ql et al., 2014; NAUGLER et al.,
2007; KINOSHITA et al., 2013). No cancer gastrico, YIN et al. (2013) descreveram que a IL-6
possui papel crucial no desenvolvimento e progressdao do cancer gastrico, esta citocina esta
relacionada com a promocao da neoangiogénese e adesdo de células neoplasicas ao endotélio

vascular, assim corroborando para a disseminacao sistémica das célulastumorais.

Semelhante aos nossos resultados, alguns estudos descreveram o nivel mais elevado de
IL-6 no soro de pacientes com cancer gastrico em relacdo a individuos saudaveis (MADEJ-
MICHNIEWICZ et al., 2015; JUDD et al.; 2014; SANCHEZ-ZAUCO e tal., (2017). Além disso,
MADEJ-MICHNIEWICZ et al. (2015) observaram maiores niveis de IL-6 em pacientes cancer
gastrico em relacdo a pacientes com outras neoplasias (tumor do estroma gastrointestinal,
neoplasia neuroenddcrina e linfoma). No estudo realizado por KIM et al. (2003), os niveis
plasmaticos de IL-6 foram significantemente elevados nos pacientes com cancer gastrico

avancado em relacéo cancer gastrico precoce.

Sabe-se que a IL-6 pode aumentar o nivel de DNA metiltransferases, resultando na
modificacdo do estado de metilacdo dos genes associados a supressdo tumoral (FORAN et al.,
2010). A superexpessdo de DNA metiltransferases é um achado frequente em tumores gastricos
(CALCAGNO et al., 2013; CALCAGNO et al., 2015), podendo esta relacionado com 0s niveis
elevados de IL-6.

A IL-8 é uma quimiocina da familia CXC, produzida por macréfagos e outros tipos
celulares. Ela esta envolvida na quimiotaxia de leucdcitos, respostas inflamatérias e doencas
infecciosas (CHANG et al., 2014; REN et al., 2001). Essa quimiocina tem sido caracterizada
como um fator angiogénico e de crescimento com funcdes autocrina e paracrina (ARAKI et al.,
2007; YU et al., 2013).

Em relacdo ao céncer, a IL-8 aumenta a proliferagdo, a migracdo e a sobrevivéncia das
celulas endoteliais, potencializa a transicdo epitélio-mesenquimal (TEM) e a sobrevivéncia das
ceélulas cancerosas, também ativa macrofagos e respostas imunes no local do tumor (YUAN et
al., 2005).
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Em modelos de céancer gastrico descobriu-se que a IL-8 regula positivamente a
expressdo de MMP-9 e consequente aumento da neoangiogénese € observada. In vivo, a IL-8
desempenha papel importante na profundidade de invasao tumoral venosa e linfatica, e pode ser
um fator independente de progndstico no cancer gastrico (KIDO et al., 2001). In vitro, o nivel de
IL-8 esta significativamente associado com a adesdo, migracao, invasdo e quimiosensibilidade
de células de cancer gastrico (JU et al., 2012; KUAI et al., 2012). Adicionalmente, estudos
demonstraram que a inibicdo de IL-8 diminui a angiogénese nos tumores gastricos (KUAI et al.,
2012; JU et al., 2012; WAUGH e WILSON, 2008; KITADAI et al., 1998).

A IL-9 é produzida principalmente por populacdes de linfocitos T e atua estimulando a
sua proliferacdo e diferenciacdo. Além destas, mastécitos ativados e células NK também sdo
capazes de produzir IL-9(RENOLD et al., 1993).

Durante a diferenciacdo de células T naiveem Thl7, estas células apresentam uma co-
producdo de IL-17 A e IL-9. Além disso, a IL-9 e IL-17 podem ser produzidas
concomitantemente também por células T CD4+. Esta co-produgdo de IL-17A e I1L-9 por celulas
T CD4+ pode ser ainda estimulada por IL-1p ou por IL-21 isoladamente (NOWACK e
NOELLE, 2010).

A secrecdo de IL-9 de forma isolada por linfocitos TCD4+ € estimulada por uma agéo
sinérgica de IL-2, TGF-B ¢ IL-4 e € inibida por IFN-y. Outra subpopulagdo de linfocitos T, as
celulas Th2, também secretam IL-9 de forma dependente de IL-4 e TGF-f (ROJAS-ZULETA e
SANCHEZ, 2017).

N&o foram encontrados estudos na literatura que reportassem niveis mais elevados de
IL-9 no soro de pacientes com cancer gastrico. No entanto, o aumento dos niveis séricos desta
citocina esta relacionado a um mau prognostico em pacientes com linfoma de Hodgkin. Além
disso, devido seu papel na diferenciacdo de células T, € mais comum o aumento dos niveis de IL-
9 em tumores hematologicos do que em tumores sélidos. Isto pode explicar o fato de esta
citocina estar elevada no soro pacientes com cancer gastrico no geral (linfoma e
adenocarcinoma), mas ndo em adenocarcinomaquando analisado isoladamente (FISCHER et al.,
2003; (ROJAS-ZULETA e SANCHEZ, 2017).

A IL-10 é uma potente citocina pleiotrépica que tem a capacidade dupla de suprimir

ou estimular a atividade anticancerigena (MANNINO et al., 2015). A elevada quantidade de IL-
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10 encontrada no soro de pacientes com cancer gastrico descrita neste estudo sugere que esta

citocina esta agindo suprimindo as respostas anticancer.

Essa citocina pode ser produzida por varios tipos celulares, principalmente macrofagos
(SARAIVA e O’GARRA, 2010). FORTIS et al. (1996) ¢ SZKARADKIEWICZ et al. (2010)
descreveram que as células tumorais gastricas também podem secretar 1L-10, o que pode
explicar sua reducdo em pacientes com cancer gastrico apos a remocao cirurgica de seu tumor.
Segundo SANCHEZ-ZAUCO et al. (2017), niveis elevados de IL-10 no sangue em pacientes

com cancer gastrico avancado levam a incapacidade de eliminar células tumorais.

Em relacdo aos dados clinicopatolégicos, elevados niveis de I1L-10 no soro também
foram descritos em pacientes com cancer digestivo com pior prognostico, incluindo cancer
gastrico (IKEGUCHI et al., 2009). Adicionalmente, SZAFLARSKA et al. (2009) observaram
que a IL-10 é significativamente elevada em pacientes com cancer gastrico comparados ao

controle e uma maior prevaléncia observada em estadio IV dadoenca.

O G-CSF é uma glicoproteina que influencia a sobrevivéncia, proliferacdo e
maturacdo dos neutréfilos através da interacdo com um receptor especifico (ROBERT, 2005).
Essa citocina também foi associada ao crescimento de células tumorais in vitro (BERDEL et al.,
1989). Na maioria dos casos, 0s tumores produtores de G-CSF parecem avangar e, portanto, seu
diagnostico estd associado a um pior prognéstico. Os tumores que produzem G-CSF sdo
caracterizados por leucocitose marcada no hospedeiro e na producdo constitutiva dessa citocina
por células tumorais. Embora a leucocitose seja a mudanca hematolégica mais proeminente em
tais pacientes, os tumores produtores de G-CSF causaram leucocitose periférica notavel e
producdo de neutrofilos na medula dssea (YOSHINAGA et al., 2011).

Evidéncias tém demonstrado que a producdo de G-CSF por células tumorais com
receptores de G-CSF aumentam o crescimento autocrino (BALDWIN et al., 1989;
TACHIBANA et al., 1995). No entanto, YAMANO et al. (2007) relataram que a expressao do
receptor de G-CSF ndo foi detectada em um tumor avangado produtor de G-CSF. Em 2011,
YOSHINAGA et al. relataram um caso de cancer gastrico metastatico produtor de G- CSF de um
cancer de pulmdo e sugeriram que o nivel sérico pré e pos-operatorio de G-CSF deve ser
verificado se a contagem de leucdcitos no pos-operatério diminui em casos envolvendo cancer
de pulméo de células grandes com leucocitose. MIZUGUCHI et al. (2005) também observaram

que os tumores produtores de G-CSF podem ser diagnosticados por alteracdes pds-operatorias no
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nivel sérico de G-CSF. O G-CSF pode sair rapidamente da célula, o que pode ser o0 motivo da
coloracdo imunoistoldgica negativa de G-CSF (SHIMAMURA et al., 1990; NOMURA et al.,
1996). Assim, fortalecendo ainda mais a possibilidade do uso de G-CSF como biomarcador

sérico no cancer.

Interessantemente, o papel de extracellular high-mobility group box-1 (HMGB1) na
TEM e angiogenese atraves da mediagdo de IL-8, como um mecanismo potencial de
micrometastases e formacdo de novos vasos em cancer gastrico, levaram a formulacdo de
estratégias de combinacdo de HMGBL e IL-8 como potencial biomarcador de diagnostico e alvo
terapéutico no controle de micrometastases e angiogenese tumoral nesse tipo de neoplasia
(CHUNG et al., 2015; CHUNG et al., 2017).

O GM-CSF, fator de crescimento produzido por células T e células monociticas, é
responsavel pelo crescimento, diferenciacdo e aumento funcional de granuldcitos e macrofagos.
Essa citocina é um potente estimulante da proliferacao celular que possui um importante papel
nas respostas imunitarias antitumorais (MEROGI et al., 1997; BEALES, 2002; LEE e
MARGOLIN, 2011).

Elevados niveis de GM-CSF sdo descritos no soro de pacientes com diferentes
tumores, porém o presente estudo é o primeiro a descrever em pacientes com cancer gastrico
(KEELEY et al., 2014; KIM et al., 2014). DENG et al. (2016) observaram niveis elevados de
GM-CSF no soro de pacientes com cancer pulmonar e esofagico durante a radioterapia foram
correlacionados com favoravel OS ePFS.

Alguns fatores de crescimento, como 0 GM-CSF, sdo utilizados para a producao de
vacinas contra o cancer. Essas vacinas sdo a base de células modificadas com citocinas
clinicamente testadas como terapia imuno-genética. A citocina GM-CSF, por exemplo, é 0 mais
potente estimulador de tumores especificos e de imunidade tumoral de longa duracdo. Ela pode
recrutar células dendriticas, que serdo ativadas e levadas para os linfonodos, onde se inicia a
resposta das células T (CD4 e CD8). Assim, as células da vacina exibem todos os antigenos
tumorais relevantes, a imunizacdo com estas células induz a imunidade anti- tumoral nos
pacientes (KIM et al., 2008; BANCHEREAU et al., 1998; INABA et al.,1992).

Essa vacina que secreta GM-CSF, reduziu os tumores estabelecidos em ratos e

mostrou resultados promissores em pacientes com melanoma, carcinomas de prostata e células
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renais (DRANOFF et al., 1993: GRETEN e JAFFEE, 1999; SOIFFER et al., 1098: SIMONS et
al., 1999).

A MIPla, também conhecida como CCL3, ¢ uma pequena proteina quimiotatica que
ja foi encontrada em varios tipos de amostras de tecido tumoral e funciona como reguladora
chave da progressdo do cancer (DING et al., 2014). Essa quimiocina de baixo peso molecular
esta principalmente associada & adesdo celular e migracdo, e suas fungBes quimiotaticas
envolvem mondcitos, linfdcitos, células dendriticas, eosindfilos e células NK, além de participar
do processo inflamatorio. Estudos demonstraram niveis aumentados de MIPla em mieloma
multiplo, cancer de pulmdo e carcinoma hepatocelular (CHOI et al., 2000). Em 2009, TSAI-
TURTON et al. descreveu elevados niveis de MIP1a no soro de pacientes com cancer de OVario

com doenca de alto grau eavancada.

Até o momento ndo ha estudos na literatura que investigaram os niveis de MIPla no
tumor nem no soro de pacientes com cancer gastrico. Portanto, o presente estudo foi o primeiro a

descrever o elevado nivel dessa quimiocina no soro de pacientes com essa neoplasia.

O IFN-y ¢ uma citocinapleiotropica secretada principalmente por linfécitos T CD8 + ,
certos subconjuntos de células T CD4 + e células NK. A producdo de IFN-y ¢ intermediada pela
acdo de outras citocinas, como IL-2 e IL-1 (IJZERMANS e MARQUET, 1989).

O INF-y possui diversas fungdes, como atividade antiviral, regula o metabolismo e a
diferenciacdo celular. Devido a uma combinacdo de efeitos antiproliferativos e
imunomediadores, 0 IFN- y também possui atividade antitumoral, além de atuar diretamente em
células NK, células apresentadoras de antigenos, macré6fagos e células T (JONASCH e
HALUSKA, 2001).

N&o foram encontrados na literatura estudos que reportassem niveis elevados de INF-y
no soro de pacientes com cancer gastrico. Nossos resultados apontam niveis elevados desta
citocina nos pacientes em relagdo aos controles, que podem ter sido induzidos em resposta ao
elevado nivel de IL-2. Os resultados demonstram que, em conjunto, estas citocinas sao

candidatas a biomarcadores de diagnostico para o cancer gastrico.

A RANTES é uma quimiocina que atua em uma diversidade de células, como células

T, e mondcitos, basofilos, eosinofilos, NK, células dendriticas e mastocitos. Esta quimiocina é
secretada predominantemente por células T CD8 +, células epiteliais, fibroblastos e plaquetas,
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promovendo a infiltracdo de leucocitos (APPAY e ROWLAND-JONES, 2001).

A quimiocina RANTES liberada por estas células nos tecidos danificados funciona
como um sinalizador para o recrutamento de células imunes. Portanto, a expressao de altos
niveis de RANTES esta associada com uma variedade de doencas inflamatorias (KRENSKY e
AHN, 2007).

Durante a carcinogénese, a RANTES atua através de diversas vias de sinalizacao
celular. Esta quimiocina contribui para a migracéo celular através da ativacdo da via PI3K / Akt,
que por sua vez, ativa NF-xB. Uma vez ativada, o NF-kB pode promover a invasdo celular
atraves da secrecdo de MMPs. A migracdo celular pode ainda ser induzida por RANTES via
MEK, ERK e, em seguida, NF-kB, resultando nas ativacdes da integrinaavf3. Por fim,
RANTES pode estimular a proliferacdo celular via mTOR, levando a uma rapida regulacéo
positiva da expressao de ciclina D1, c-Myc e Dad-1 (ALDINUCCI e COLOMBATTI, 2014).

KIM et al. (2003) relataram que os niveis de RANTES estdo mais elevados em
pacientes com cancer gastrico avancado em relacdo estagios mais precoces e aumenta o risco de
metastases em até trés vezes. Em nosso estudo, ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significantes entre pacientes avancados em relacdo aos mais precoces, no
entanto, niveis mais elevados desta citocina foram detectados nos pacientes em relacdo aos
controles. Estes achados reforcam o papel de RANTES no desenvolvimento do cancer gastrico,
cujos receptores hiperexpressos aumentam a proliferacdo celular e estdo relacionados a uma
menos sobrevida do paciente (SUGASAWA et al., 2008 TSUJIMOTO et al., 2010).

O VEGF desempenha papel chave na regulacdo do desenvolvimento vascular
fisiolégico, estimulando a proliferacdo, migracdo e sobrevivéncia das células endoteliais. O
aumento da expressdo de VEGF esta altamente associado com a progressdo, metastase e pior
prognostico em diversos tumores malignos. Isso se deve a regulacdo do mesmo, que ocorre por
meio de processos transcricionais e pds-transcricionais, incluindo o splicing alternativo, hipoxia,
horménios, outros fatores angiogénicos e microRNAs (GOEL e MERCURIO, 2013).

A familia do VEGF é composta pelo VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C e VEGF-D, sendo
0 VEGF-A o fator de crescimento mais importante para a angiogénese, pois ele se liga receptores
(em especial ao VEGFR2) que promovem a proliferacdo, o brotamento e a permeabilidade de
vasos sanguineos (MOENS et al., 2014).
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Baseado no conhecimento das vias moleculares que envolvem a angiogénese, foram
desenvolvidos varios anticorpos e inibidores de quinases que suprimem a sinalizacdo de VEGF e
de seus receptores, 0 que levou ao desenvolvimento de terapias anti-angiogénicas utilizadas no
tratamento contra o cancer (SHIBUYA, 2014).

Em relagdo a estudos terapéuticos voltados para o cancer gastrico, tem sido aplicado o
silenciamento de genes mediado por RNAI na expressdo do gene VEGF em células deste tipo
tumoral. Além disso, outra abordagem bastante utilizada é o bloqueio de VEGF simultaneamente
a quimioterapia (ABDEL-RAHMAN, 2014).

Em 2002, KARAYIANNAKIS et al. mensuraram as concentracdes séricas de VEGF
em 61 controles saudaveis e em 58 pacientes com cancer gastrico antes da cirurgia e, novamente,
aos 7 e 30 dias apos a cirurgia. Os niveis séricos de VEGF em pacientes com cancer gastrico
foram significativamente maiores que os controles, demonstrando que este fator de crescimento
pode ser um possivel biomarcador de diagndstico. Além disso, no mesmo estudo, houve
associacao significativa entre os niveis séricos de VEGF e o estagio da doenga, a profundidade

de invasdo do tumor e a presenca de metastases adistancia.

Entre as citocinas que encontramos com niveis estatisticamente significante na
comparagdo entre grupos, a expressao de IL-10, GM-CSF, G-CSF e VEGF no tumor foi
associado com a menor OS dos pacientes com cancer gastrico, a maior expressdo dessas
citocinas confere 59%, 36%, 35%, 30% e 53% menor OS (HR: 1,59; CI: 1,32-1,9; Log-rank P:
5,2¢—07), (HR: 1,36; CI: 1.14-1.64; Log-rank P: 0,00085), (HR: 1,35; CI: 1,13—1,62; Log-rank
P: 8e—04), (HR: 1,3; CI: 1,09-1,56; Log-rank P: 0,0035) e (HR: 1,53; Cl; 1,27- 1,8: 5; Log-rank
P: 5,7e—06), respectivamente. Entretanto, a baixa expressio de IL-8, IL-15 e MIP-la nos
tumores confere 35%, 41% e 38% menor OS (HR: 0,65, CI: 0,53 - 0,79; Log
rankP:1,4e—05),(HR:0,59;CI:0,49-0,71;Log-rankP:28,3e—09)e(HR:0,62;CI:0,5— 0,76; Log-rank
P: 4,3e—006), respectivamente. Por outro lado, 0 aumento da expressdo de IL- 6 nos tumores
gastricos ndo foi associada com OS (HR:1,1; CI: 0,91—1,32; Log-rank P: 0,33).

A associacdo da expressdo das citocinas no tumor com a PFS demonstrou que a
superexpressdo de GM-CSF, G-CSF e VEGF (HR: 1.3; CI: 1.06 — 1.59; Log-rank P: 0.012)
(HR: 1,27; CI: 1,03 — 1,57; Log-rank P: 0.023), (HR: 1,75; CI: 1,41 — 2,17; Log-rank P:
2,9¢—07) confere menor PFS. Adicionalmente, a redug¢do da expressao de IL-8, IL-15 e MIP-1a
foi associada a uma menor sobrevida livre de doenca (HR: 0,74; CI: 0,59 — 0,92; Log-rank P:
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0,0073), (HR: 0,6; CI: 0,49 — 0,73; Log-rank P: 6,6e—07), respectivamente. Apesar do aumento
da expressdo de IL-10 nos tumores gastricos esta associado a OS, ndo observamos associagao

significante com PFS.

Em relacdo as caracteristicas clinicopatoldgicas, observamos diferengas na expressao
das proteinas, IL-5 (49+12,75, p=0,02; medianatdesvio interquartilico), IL-7 (22+32,25, p=0,03)
e IL-10 (45,5+46,25, p=0,02), IL-17A (150,5+48,80, p=0,01) mais elevadas no tipo difuso de
Laurén em relacdo ao tipo intestinal. A IL-17A (128,5+45,13 e 145,75+43,30; 0,042) e IL-5
(38+16,93 e 48,5+16,63; 0,007) também obtiveram diferencas estatisticamente significantes no
estadiamento N1-N3 em relcdo ao NO. A IP-10 estd mais elevada em pacientes com cancer
gastrico localizado na cardia em relacdo aqueles logcalizados no antro e piloro. Entretanto, nao
h& nada na literatura associando niveis elevados desses mediadores inflamatorios com o tipo

histol6gico, com o estadiamento tumoral e a localizacéo do tumor.

A IL-5 é uma citocina sintetizada principalmente por células Th2, apresenta um papel
importante na maturacédo, proliferacéo e ativacdo de eosinofilos e a maior parte dos danos nos
tecidos causados por asma, assim como outros distdrbios relacionados com a eosinofilia,
acredita-se ser resultado da alteracdo dos niveis de expressao de IL-5 (FLOOD- PAGE et al.,
2007; BENTLEY et al., 1992).

Interessantemente, BARTUZI et al. (2000) encontraram niveis séricos de IL-5
elevados em individuos infectados com H. pylori com gastrite crénica, um precursor do cancer
gastrico. Em 2011, GABITASS et al. observaram que os niveis de IL-5, IL-6 e IL-10 estavam
elevados no plasma dos pacientes com cancer gastrico, cancer esofagico e de pancreas.

Varios estudos j& demonstraram a participacdo da IL-5 na manutencdo da atividade
inflamatoria. Portanto, o bloqueio dessa interleucina poderia ser uma forma terapéutica para

alterar a patologia do organismo (CASTRO et al., 2006).

A IL-7 é produzida principalmente por células epiteliais do intestino e queratinocitos.
Ela pode servir como um fator de regulacéo para os linfocitos da mucosa intestinal (RAZAVI et
al., 2015; NCBI,2017).

Essa citocina induz o desenvolvimento, crescimento e diferenciagdo de algumas

neoplasias malignas hematoldgicas, incluindo alguns tipos de leucemias e linfomas (DIGEL et
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al., 1991; QIN et al., 2001). Essa citocina também pode atuar na linfangiogénese (formacao de
novos vasos linfaticos) durante a progressdo e disseminagdo de tumores sélidos (AL-RAWI et
al.,2002).

AL-RAWI et al. (2003) identificaram a IL-7 como um fator de crescimento potente
para células endoteliais e células de cancer de mama. Isso propds a influéncia dessa interleucina

na biologia do cancer de mama, em termos de desenvolvimento e progresséo.

A IL-17A é um dos membros da familia IL-17, a célula que sintetizava essa citocina
ficou desconhecida até o ano 2000, quando Infante-Duarte et al. propuseram que tal proteina ndo
era derivada de Th1 ou de Th2, mas que era produzida por uma nova linhagem de células, que se

denominou Thl7.

Varios estudos demonstraram que a IL-17A atua na protecdo contra bactérias e fungos
extracelulares, devido a capacidade de recrutar neutrdfilos para as areas infectadas (YE et al.,
2001). Inclusive, ha estudo sugerindo que a associagdo da IL-17A as respostas antimicrobianas é

fundamental para atuagao no controle da proliferacéo de H. pylori (ALGOOD et al., 2009).

Segundo os achados de ZHONG et al. (2015), os niveis de IL-17A no soro estdo
aumentados em pacientes com cancer gastrico, e a frequéncia de células Th17 esta intimamente
relacionada com concentracfes no soro de IL-17A em pacientes com cancer gastrico. Além
disso, as células Th1l7 e citocinas associadas estdo presentes em niveis significativamente

diferentes durante a progressao e metastase de cancer gastrico.

A IP-10 é uma quimiocina pleiotrépica que tem como funcdo principal a inducdo a
apoptose, regulando, desta forma, o crescimento e proliferacdo celular. A funcdo quimiotatica da
IP-10 recruta macrofagos, células dendriticas, células NK e T ativadas, o que a caracteriza como

importante reguladora de imunidade inata e adaptativa (LIU et al., 2011).

A acdo sobre o crescimento celular depende do tipo de células, logo, a IP-10 pode ter
fungdo anti ou proliferativa. Algumas células malignas apresentam uma isofoforma do receptor
de IP-10, 0 CXCR3-A, a qual pode ativar as vias ERK1 / 2, p38 / MAPK, JNK e PI3-K/ Akt,
induzindo assim, a proliferagéo celular (LIU, GUO, STILES, 2011).

Ndo foram encontrados na literatura estudos que relatassem aumento dos niveis

séricos de IP-10 em pacientes com cancer gastrico. No entanto, ZHOU et al.(2016) revelaram
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que o receptor CXCR3 é superexpresso em células e tecidos de cancer gastrico, correlacionando-
se com estagio avancado do tumor, invasdo vascular, metéstase linfonodal e baixa sobrevida. Os
elevados niveis de IP-10 (493,25 e +233,75; 0,033) nos pacientes com cancer gastrico localizado
na cardia reforcam que a IP-10 pode ativar vias de sinalizacdo importantes na carcinogénese

géstrica. Esta citocina, portanto, pode ser um importante alvo para progndstico da doenca

O aumento da expressao de IL-5 e IL-17A no tumor foi associado com menor OS e
PFS em pacientes com cancer gastrico, a maior expressao de IL-5 confere 82% e 52%
menorOSePFS(HR:1,82;CI:1.41-2.35;Log-rankP:3e—06)(HR:1,52;CI:1,23—1,89; Log-rank P:
9,6e—05), respectivamente; a maior expressao a IL-17A confere 60% e 42% de menor OS e PFS
(HR: 1,6; CI: 1,33-1,92,Log-rank P: 5e—07) ¢ (HR: 1,42; CI: 1,14 — 1,78; Log-rank P: 0,0017),
respectivamente. Entretanto, a baixa expressdo de IL-7 no tumor que esta associada a uma menor
OS e PFS; a baixa expressao de IL-7 confere 35% e 44% menor OS e PFS (HR: 0,65; CI: 0,53 —
0,79; Log-rank P: 1,4¢—05) e (HR: 0,56 CI: 0,46 — 0,69; Log-rank P: 1,8e—08), respectivamente.
Este resultado, nos leva a sugerir que os niveis elevados de IL-5, IL-7 e IL-10 no soro de
pacientes com adenocarcinoma gastrico do tipo difuso possam ser um indicativo de pior

prognastico nesse tipo tumoral.
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5 CONCLUSAO

No presente estudo, foi observado que os niveis elevados de IL-1B, IL-1RA, IL-2,
IL-6, IL-8, IL-9, IL-10, IL-15, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, MIP1a e VEGF no soro séo
potenciais biomarcadores tumorais no cancer gastrico. Além disso, a superexpressdo
de G-CSF, GM-CSF e VEGF nos tumores gastricos foi associado com um menor OS
e PFS dos pacientes. Quando comparado 0s niveis de citocinas no soro de pacientes
com adenocarcinoma gastrico e grupo controle, obsevamos IL-1p, IL-1RA, IL-2, IL-6,
IL-8, IL-10, IL-12, IL-15, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, MIPla, RANTES ¢ VEGF

estatisticamente elevadas no grupo de pacientes com adenocarcinoma gastrico.

Como os mediadores inflamatérios produzidos localmente na mucosa gastrica
podem atingir a circulacdo sanguinea e serem detectados em amostras de soro,
inferimos com base nesses resultados que a quantificacdo dos niveis de IL-10, G-
CSF, GM-CSF e VEGF no soro de pacientes com cancer gastrico pode ser um
indicativo do prognoéstico do paciente.

Em relacdo as caracteristicas clinicopatologicas dos pacientes com
adenocarcinoma gastrico, observou-se um maior nivel de IP-10 em tumores
localizados na cardia. A IL-5 e IL-17A foram estatisticamente significantes para o
estadiamento N-1-N3 em relacdo ao NO, sugerindo que estas interleucinas podem ser

importantes para o estadiamento do cancer gastrico.

Foram obsevados também niveis elevados de IL-5, IL-7, IL-10 e IL-17A no soro
de pacientes com adenocarcinoma do tipo difuso quando comparado com o nivel de
citocinas no adenocarcinoma do tipo intestinal. Esses resultados podem estar
relacionados com uma maior resposta inflamatdria desse tipo tumoral. Por sua vez, a
analise de associacdo da expressdo dessas citocinas no tumor gastrico sugere que IL-
5, IL-10 e IL-17A mensurados no soro sdo potenciais biomarcadores de diagnostico e

prognostico do paciente com adenocarcinoma tipo difuso de Lauren.
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ANEXO |

Termo de consenf:imento livre e esclarecido
PAINEL DE BIOMARCADORES NO SORO DE PACIENTES COM
CANCER GASTRICO
As seguintes informaces estao sendo fornecidas para sua participacéo
voluntéria neste projeto.
O Nucleo de Pesquisas em Oncologia da Universidade Federal do Para esta desenvolvendo
uma pesquisa, por meio da quantificagdo de proteinas no soro associadas ao quadro clinico
do paciente, que permitird auxiliar no diagnostico precoce, na avaliagdo de resposta
terapéutica, na deteccao de recidivas e no progndstico, além de auxiliar no desenvolvimento
de novas modalidades de tratamento.
Serdo coletadas 5 ml de sangue periférico de pacientes submetidos a gastrectomia antes e
apos (7 dias, 30 dias e 90 dias) a cirurgia utilizando material estéril e descartavel. A
obtencdo de sangue periférico para pesquisa ndo implicara riscos adicionais no tratamento
ou na cirurgia. As amostras coletadas serdo utilizadas para a quantificacdo de proteinas e
esgotadas com 0 seu uso.
N&o ha beneficio direto para o participante. Trata-se de estudo experimental testando a
hipétese de que a expressdo diferente de proteinas pode auxiliar no diagndstico e
prognostico do cancer gastrico. Somente no final do estudo poderemos identificar a
presenca de algum beneficio.
Em qualquer etapa do estudo, os participantes do estudo ou seus responsaveis terdo acesso
aos profissionais relacionados com a pesquisa para o esclarecimento de duvidas. Os
principais investigadores sdo Profa. Dra. Danielle Queiroz Calcagno, Prof. Dr. Paulo
Assumpcdo e Prof. Dr. Rommel Burbano, que podem ser encontrados no Nucleo de
Pesquisas em Oncologia, 2° Piso da UNACON. Av. Mundurucus, 4487, Guama, Belém-PA,
CEP: 66073-000, telefone (91) 3201-6776, e-mail: danicalcagno@gmail.com,

assumpcaopp@gmail.come rommel@ufpa.br.

E garantida a liberdade de retirar 0 consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade do seu tratamento na instituicao.
As informacgfes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo
divulgada a identificacdo de nenhum paciente. O material biol6gico sera identificado no
laborat6rio por um cédigo numérico preservando sua privacidade. O material serd utilizado

somente para este estudo, e os resultados obtidos estardo a disponibilidade dos doadores. A
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eventual inclusdo dos resultados em uma publicacéo cientifica serd feita de modo a garantir
0 anonimato do participante.
N&o hé despesas pessoas para cada participante em qualquer fase do estudo, incluindo

exames e consulta.
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Na eventualidade de qualquer dano pessoal causado direta ou indiretamente apds
procedimentos propostos neste estudo (anexo causal comprovado), o participante terd

direito a tratamento médico na institui¢cdo, bem como indenizages estabelecidas.
Acredito ter sido suficientemente esclarecido a respeito das informacbes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo um estudo “PAINEL DE BIOMARCADORES NO

SORO DE PACIENTES COM CANCER GASTRICO”.

Eudiscuticom sobre a minha decisdo de participar do

estudo. Ficaram claros para mim claros para mim quais sdo os propoésitos do estudo, 0s
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar meu consentimento a qualquer momento, antes ou
durante o processo, sem penalidades, prejuizo ou perda de qualquer beneficio que possa
teradquirido.

Data: / /

Nome doparticipante:

Assinatura do participante ou responsavellegal:

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntéria o consentimento livre e esclarecido

deste paciente ou representante legal para participacdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo:
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Termo de consentimé:flto livre e esclarecido
PAINEL DE BIOMARCADORES NO SORO DE PACIENTES COM
CANCER GASTRICO
As seguintes informacdes estdo sendo fornecidas para sua participagéo
voluntéaria neste projeto.
O Nucleo de Pesquisas em Oncologia da Universidade Federal do Para estd desenvolvendo
uma pesquisa, por meio da quantificacdo de proteinas no soro associadas ao quadro clinico
do paciente, que permitird auxiliar no diagnostico precoce, na avaliagdo de resposta
terapéutica, na deteccao de recidivas e no progndstico, além de auxiliar no desenvolvimento
de novas modalidades de tratamento.
Serdo coletadas 5 ml de sangue periférico de voluntarios saudaveis sem historico de
neoplasias utilizando material estéril e descartavel. A obtencdo de sangue periférico para
pesquisa ndo implicard riscos a salde desses voluntarios. As amostras coletadas serdo
utilizadas para a quantificagdo de proteinas e esgotadas com 0 seu uso.
N&o ha beneficio direto para o participante. Trata-se de estudo experimental testando a
hiptese de que a expressdo diferente de proteinas pode auxiliar no diagndstico e
prognostico do cancer gastrico. Somente no final do estudo poderemos identificar a
presenca de algum beneficio.
Em qualquer etapa do estudo, os participantes do estudo ou seus responsaveis terdo acesso
aos profissionais relacionados com a pesquisa para o esclarecimento de davidas. Os
principais investigadores sdo Profa. Dra. Danielle Queiroz Calcagno, Prof. Dr. Paulo
Assumpcdo e Prof. Dr. Rommel Burbano, que podem ser encontrados no Nucleo de
Pesquisas em Oncologia, 2° Piso da UNACON. Av. Mundurucus, 4487, Guama, Belém-PA,
CEP: 66073-000, telefone (91) 3201-6776, e-mail: danicalcagno@gmail.com,

assumpcaopp@gmail.come rommel@ufpa.br.

E garantida a liberdade de retirar o consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade do seu tratamento na instituicao.
As informac0es obtidas serdo analisadas, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhum
voluntério participante da pesquisa. O material bioldgico seré identificado no laboratério
por um codigo numérico preservando sua privacidade. O material ser utilizado somente
para este estudo, e os resultados obtidos estaréo a disponibilidade dos doadores. A eventual
inclusdo dos resultados em uma publicacdo cientifica serd feita de modo a garantir o
anonimato doparticipante.

N&do ha despesas pessoas para cada participante em qualquer fase do estudo, incluindo
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exames e consulta.
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Na eventualidade de qualquer dano pessoal causado direta ou indiretamente apds
procedimentos propostos neste estudo (anexo causal comprovado), o participante tera

direito a tratamento médico na institui¢cdo, bem como indenizagGes estabelecidas.
Acredito ter sido suficientemente esclarecido a respeito das informagfes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo um estudo “PAINEL DE BIOMARCADORES NO

SORO DE PACIENTES COM CANCER GASTRICO”.

Eudiscuticom sobre a minha decisdo de participar do

estudo. Ficaram claros para mim claros para mim quais sdo os propdésitos do estudo, o0s
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar meu consentimento a qualquer momento, antes ou
durante o processo, sem penalidades, prejuizo ou perda de qualquer beneficio que possa
teradquirido.

Data: / /

Nome doparticipante:

Assinatura do participante ou responsévellegal:

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntéria o consentimento livre e esclarecido

deste paciente ou representante legal para participacdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo:
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ANEXO II

Registro do NPO

=5 Univenidade Federal do Par
Mclso de Pesquisa sm Cncologia

Painel de biomarcadores no soro de pacientes com cancer gastrico

PRONTIL4RID

Nome do Faciente:

Telefone para Contato
Drata de nascimenta:

Cenero: [ | Masouline [] Feminino

Tipo Sangumes: Tipad [] Wegativa [
TpeBE [] Positive [
TooAB [
Tpel [
Anemia: [ [Positive [ [Negativo Valor de Hb:

Lesio Precursora:[ JGastee [ E pyleri

lcera
etaplazia

CIPelipes
Pesa: Almra:

PACIENTE

Estado Civil: [ Salteire [] Casade [ SeparadoTiverciade [ Vimve

Dcupacio
Namralidade: Cidade Estado:
Endereco afnal: Cidade: Estado;

Emnia: [] Amarelo [ Branco [ Parde [ Hezro
Tabasimo: [] Sim [] Parou (] Wanca fmzou

Frequencia (cigarmos/dia);

Ha guanto tempo pareq de fumar?

Obesidade: [] Sim [] Mo

Consamo de bebidas alcoslicas: [ 5im [] Mae [] Faraments [[] Munca uson
Qaal?
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Frequencia (doses/ssmana))

Consumo de alimentosbebidas quentes: [ ] Sim [ ] Nao
Frequencia (vezes semama);

Consamo de frutas e/on sace de frutas: [ Sm [ Nao
Frequencia (umidades. semana):

Consomo de lesumes e verdaras: [ | Sim[ ] Nio
Frequencia (porgdes’ semana);

Consumo de carne efon ovo: [ ] Sim [ ] Nao
Frequencia (vezes/semana);

Consumo de frituras e gordaras: [ Sim [ Nao

Frequencia (vezes semana)):

Consumo de temperos industrializados ¢ embutides: [] Sim [] Nae
Frequencia (vezes semana):

Consumo de refrigerantes e sucos industrializades: [ Sim [ Nae
Frequencia (vezes/ semana);

Acrescimo de sal na refeicio proata: [ ] Sim [ | Nao [[] Raramente

Medicamentos (nso regular):

Ha quantos anos:

Presenca de outros tipos de cancer: [ ] Posttivo [ Negative
Qaual?

(rando?

Historico de cancer na familia: [] Positive [] Nagativo
Qual o cancer?

(zran de pareotesco;

Heredograma:

Fesponsavel

DCiata
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