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RESUMO

Pastrez PRA. Analise da relacdo de citocinas e TREX1 com o carcinoma de células escamosas

do eséfago. Tese (Doutorado). Barretos: Hospital de Cancer de Barretos; 2021.

JUSTIFICATIVA: O cancer esoféagico (CE), oitavo tipo de cancer mais incidente e sexto mais
letal no mundo, é geralmente diagnosticado em estdgio avancado, apresenta progressao
rapida e progndstico extremamente ruim, com sobrevida global em 5 anos abaixo de 20%.
Apesar do avango no tratamento de Carcinoma de Células Escamosas de Es6fago (CCEE) com
as possibilidades de cirurgia, quimio e radioterapia, além da disponibilizacio de
imunoterapia, pouca alteragao foi observada na sobrevida dos pacientes e isto motiva a
compreensdao de perfis moleculares que possam ajudar no diagndstico precoce, menos
invasivo, e na melhoria do manejo dos portadores desta neoplasia maligna. Atualmente, os
componentes imunoldgicos tém ganhado notoriedade na drea oncolégica. Dentre estes, as
citocinas representam alvos potenciais porque sdo produzidas desde o inicio da progressao
neopldsica, modulando a atividade de diferentes tipos celulares frequentemente
encontrados no microambiente tumoral, podendo ainda ser detectadas sistemicamente.
Além das citocinas, outras proteinas relacionadas com inflamacdo apresentam consideravel
aumento de expressao durante a carcinogénese e, por isso, tem sido alvos das pesquisas
para desenvolvimento de terapia alvo. Dentre muitas, especial aten¢do tem sido dada a
exonuclease TREX1 por estar significativamente elevada em varias neoplasias malignas e por
sua potencial importancia na histéria natural do carcinoma do es6fago, cujo impacto ainda
estd por ser avaliado satisfatoriamente. OBJETIVOS: Avaliar a expressao de TREX1, citocinas
séricas e perfil de células imunoldgicas intratumorais em modelo animal e pacientes
portadores de CCEE como possiveis biomarcadores da doenga. MATERIAIS E METODOS: Os
niveis plasmaticos das citocinas IL-18, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a e IL-12p70 foram avaliados em
pacientes com CCEE e individuos saudaveis utilizando a metodologia do Cytometric Bead
Array (CBA). Apds realizar uma busca na literatura de possiveis SNPs que possam influenciar
a expressdo de IL-8 relacionados a cancer, foi selecionado o SNP IL-8 (rs4073) -251 T/A para
avaliacdo em nossa casuistica. A genotipagem do SNP IL-8 (rs4073) -251 T/A foi determinada
por PCR em Tempo Real, utilizando TagPath ProAmp Master Mix, com primers e sondas
comercialmente disponiveis. Ainda, para compreender o mecanismo responsavel pela

correlacdo de IL-8 com a agressividade do CE, foi desenvolvido um modelo animal de CE



utilizando a inoculacdo de linhagens Kyse-30 e Kyse-410 em camundongos e a deteccdo de
células imunoldgicas nos tumores foi avaliada por Citometria de fluxo (FACS) utilizando os
anticorpos monoclonais CD11b e Ly6G. A expressdao da exonuclease TREX1 foi avaliada por
imunohistoquimica, utilizando laminas com cortes histolégicos de 4 um de espessura de
tecidos esofagicos tumorais e sem tumor através do sistema streptavidiva-biotina
peroxidase, usando o anticorpo primario anti-TREX1. RESULTADOS: Foram encontrados
niveis elevados de IL-1B, IL-6, IL-8, e IL-10 em pacientes com CCEE, quando comparados aos
controles. Porém, a analise multivariada demonstrou que apenas a IL-8 foi um fator
progndstico independente para CCEE, assim como fatores de risco bem conhecidos como
consumo de alcool, tabaco e exposicdo a pesticidas/inseticidas. Além disso, pacientes com
baixos niveis plasmaticos de IL-6, IL-8, TNM I/Il, ou aqueles que foram submetidos a cirurgia
apresentaram uma sobrevida significantemente maior. Em relacdo a avaliacdo dos genétipos
de IL-8 (rs4073) -251 T/A, os pacientes com altos niveis plasmaticos de IL-8 apresentaram
uma maior frequéncia do gendtipo AA, apresentando uma diferenca estatisticamente
significativa em relagdo aos demais gendtipos. No modelo animal de CCEE, a linhagem Kyse-
30 foi mais agressiva do que a linhagem Kyse-410, e o crescimento mais agressivo foi
associado com aumento do acumulo de neutrdfilos intratumoral. Quando avaliamos a
expressao de TREX1 em tecidos tumorais (grupo caso) e tecidos normais (grupo controle)
observamos que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre eles. Porém,
guando foi avaliada a expressao de TREX1 em relagdo a sobrevida desses pacientes, observa-
se que pacientes com expressao positiva de TREX1 tiveram uma sobrevida estatisticamente
pior em 12, 36 e 60 meses em relagdo aqueles pacientes com expressao negativa de TREX1.
CONCLUSAO: A producdo de IL-8 plasmdtica é um fator progndstico valioso e potencial
biomarcador para CCEE. Porém, falta avaliar em humanos, o mecanismo responsavel pelos
altos niveis de IL-8 nos pacientes com CCEE. TREX1 é um potencial marcador de sobrevida

para CCEE.

PALAVRAS-CHAVE: Citocinas plasmaticas; Carcinoma de Eso6fago; Interleucina 8;

Diagndstico; Inflamacgdo; Biomarcadores.



ABSTRACT

Pastrez PRA. Analysis of the relationship between cytokines and TREX1 with Esophageal
Squamous Cell Carcinoma. Thesis (Doctorate degree). Barretos: Barretos Cancer Hospital;

2021.

BACKGROUND: Esophageal cancer (EC), the eighth most incident and sixth most lethal type
of cancer in the world, is usually diagnosed at an advanced stage, has rapid progression and
extremely poor prognosis, with overall 5-year survival below 20%. Despite advances in the
treatment of Esophageal Squamous Cell Carcinoma (ESCC) with the possibilities of surgery,
chemo and radiotherapy, in addition to the availability of immunotherapy, little change was
observed in the survival of patients and this motivates the understanding of molecular
profiles that can help in the early and less invasive diagnosis, and in improving the
management of patients with this malignant neoplasm. Currently, immunological
components have gained notoriety in the oncology field. Among these, cytokines represent
potential targets because they are produced since the beginning of neoplastic progression,
modulating the activity of different cell types frequently found in the tumor
microenvironment, which can also be detected systemically. In addition to cytokines, other
inflammation-related proteins show a considerable increase in expression during
carcinogenesis and, therefore, have been the target of research for the development of
target therapy. Among them, special attention has been given to the exonuclease TREX1
because it is significantly elevated in several malignant neoplasms and for its potential
importance in the natural history of EC, the impact of which has yet to be satisfactorily
evaluated. AIM: To evaluate the expression of TREX1, serum cytokines and profile of
intratumoral immune cells in an animal model and patients with ESCC as possible biomarkers
of the disease. MATERIAL AND METHODS: Plasma levels of the cytokines IL-18, IL-6, IL-8, IL-
10, TNF-a and IL-12p70 were evaluated in patients with ESCC and healthy individuals using
the Cytometric Bead Array (CBA) methodology. After conducting a literature search for
possible SNPs that may influence the expression of cancer-related IL-8, SNP IL-8 (rs4073) -
251 T / A was selected for evaluation in our series. The genotyping of the SNP IL-8 (rs4073) -
251 T / A was determined by Real Time PCR, using TagPath ProAmp Master Mix, with



commercially available primers and probes. In addition, to understand the mechanism
responsible for the correlation of IL-8 with the aggressiveness of the EC, an animal model of
EC was developed using the inoculation of Kyse-30 and Kyse-410 strains in mice and the
detection of immune cells in tumors was evaluated by flow cytometry (FACS) using
monoclonal antibodies CD11b and Ly6G. The expression of the exonuclease TREX1 was
evaluated by immunohistochemistry, using slides with 4 um thick histological sections of
tumoral esophageal tissues and without tumor tissues through the streptavidiva-biotin
peroxidase system, using the primary anti-TREX1 antibody. RESULTS: Elevated levels of IL-1f,
IL-6, IL-8, and IL-10 were found in patients with ESCC, when compared to controls. However,
multivariate analysis showed that only IL-8 was an independent prognostic factor for ESCC,
as well as well known risk factors such as alcohol consumption, tobacco and exposure to
pesticides / insecticides. In addition, patients with low plasma levels of IL-6, IL-8, TNM | / II,
or those who underwent surgery had significantly longer survival. Regarding the evaluation
of IL-8 (rs4073) -251 T / A genotypes, patients with high plasma levels of IL-8 showed a
higher frequency of the AA genotype, showing a statistically significant difference in relation
to the other genotypes. In the animal model of ESCC, the Kyse-30 strain was more aggressive
than the Kyse-410 strain, and more aggressive growth was associated with increased
intratumoral neutrophil accumulation. When we evaluated the expression of TREX1 in tumor
tissues (case group) and normal tissues (control group), we observed that there was no
statistically significant difference between them. However, when the expression of TREX1
was evaluated in relation to the survival of these patients, it is observed that patients with
positive expression of TREX1 had a statistically worse survival at 12, 36 and 60 months in
relation to those patients with negative expression of TREX1. CONCLUSION: The production
of plasma IL-8 is a valuable prognostic factor and can be a potential biomarker for ESCC.
However, the mechanism responsible for the high levels of IL-8 in ESCC patients remains to

be evaluated in humans. TREX-1 is a potential survival marker for ESCC.

KEYWORDS: Plasma cytokines; Esophageal carcinoma; Interleukin 8; Diagnosis;

Inflammation; Biomarkers.



1. INTRODUCAO

1.1 Cancer de es6fago e fatores de risco

O cancer esoféagico (CE), oitavo tipo de cancer mais incidente (604.100 casos/ano) e
sexto mais letal no mundo (544.046 mortes/ano), é uma malignidade do trato
gastrointestinal superior altamente agressiva que geralmente é diagnosticada em estagio
avancado devido, principalmente, a auséncia de sintomas iniciais especificos da doenca e
falta de testes ndo invasivos confiantes para o rastreio’. Dessa forma, a doenga evolui
rapidamente e apresenta progndstico extremamente ruim para o paciente’” e sobrevida
global em 5 anos abaixo de 20%°. No entanto, se os pacientes fossem diagnosticados em
estagio inicial, a sobrevida global em 5 anos passaria a ser de 80-90%’. No Brasil, o CE esta
classificado entre os dez tipos de canceres com maior incidéncia e ha estimativa de que
11.390 novos casos da doenca aconteceram em 2020, principalmente na populacdo
masculina®.

Existem dois principais tipos histoldgicos de cancer de es6fago, o adenocarcinoma e o
carcinoma de células escamosas (CEC)G. Apesar da incidéncia do adenocarcinoma ter
aumentado notoriamente nos paises desenvolvidos nas ultimas décadas, o CEC de es6fago
ainda é o tipo mais incidente, representando quase 90% de todos os casos de CE no mundo®.
Este ultimo tipo histoldgico apresenta uma etiologia complexa e a participa¢ao de fatores de
risco além de tabaco e &lcool tem sido investigada. Entretanto, acredita-se que a
combinacdao de varios fatores de risco seja responsavel pela grande variabilidade da
incidéncia da doenca entre os diferentes grupos étnicos e regides geograficas, permitindo a
classificacdo dos paises em alto ou baixo risco para o desenvolvimento da neoplasiaz’g. Desta

2,10, 11

forma, o Brasil é considerado um pais de alto risco , sendo as regides sul e sudeste

1213 "9 consumo de tabaco e alcool s3o os

aquelas com maior frequéncia da doenca

principais fatores de risco para o desenvolvimento do CEC de es6fago, além de ma higiene

oral, deficiéncia nutricional (com baixo consumo de frutas e vegetais), dietas ricas em carne

vermelha e alimentos processados, consumo de alimentos e bebidas quentes. e,
. . ~ . , 9,13

possivelmente, infeccdo pelo papilomavirus humano (HPV)™ ~°.

Por ser uma doenca de diagnéstico tardio, mais da metade dos casos de CE relatados em

todo o mundo encontra-se localmente avancado e apenas 25% dos individuos com a doenca



s3o candidatos a um tratamento curativo. Além disso, aproximadamente metade dos
pacientes com CE apresentam metdstases a distancia, e para esses pacientes, o tratamento
indicado geralmente é um regime de quimioterapia, como a combinacdo de 5-fuorouracil,
cisplatina e taxanos, ou combina¢dao de quimio e radioterapia. No entanto, apesar dos
avangos recentes no tratamento do CE, muitas vezes ele ainda é resistente a quimioterapia,
devido a sua grande heterogeneidade, e um novo caminho promissor para o tratamento
dessa doenca é a imunoterapia. Essa modalidade vem sendo explorada como alternativa
para reduzir a recorréncia, como tratamento de primeira linha e em novas combinag¢des para

518 'No entanto, para melhorar a eficdcia da imunoterapia de

cancer em estdgio avangado
CE e desenvolver novas estratégias para predicdo de prognéstico de CE ou tratamento
clinico, é necessdrio compreender os cendrios imunolégicos em CE, ja que ainda ndo ha
marcadores confidveis que sejam preditivos de resposta ao tratamento®®.

Um amplo espectro de biomarcadores relacionados com alteragdes gendmicas do DNA,
expressdao de RNA mensageiro (mRNA), micro-RNA (miRNA) e expressdao de proteinas tém
sido identificados e analisados com objetivo de utilizacdo para predizer resposta a terapia,
sendo em sua maioria, analisados a partir de biépsias. Entretanto, métodos menos invasivos
para obtencdo de amostras bioldgicas para pesquisa de marcadores moleculares podem ser
mais aplicaveis e Uteis na pratica clinica®’.

Atualmente, tem sido relatado que a quimio-radioterapia (QRT) faz com que as células
tumorais aumentem a exposicao de antigenos tumorais e isto contribui com a ativacao de
linfdcitos T especificos responsdveis pela eliminacdo das células tumorais. Assim, o status da
resposta imune pode influenciar a eficacia da QRT, como demonstrado por Makuuchi et al.
(2013)"® que, ao avaliarem o perfil sérico de 84 citocinas em pacientes com CEC de esdfago
que receberam QRT neoadjuvante, detectaram o aumento do receptor soluvel de
interleucina (IL)-6, correlacionado com pior resposta a terapia pré-operatéria” 8.

Recentemente, a imunoterapia utilizando, por exemplo, os anticorpos Car-T e PD-1 / PD-
L1, foi aplicada a terapia tumoral e teve um impacto positivo como uma nova estratégia
terapéutica. Foi constatado que um grande numero de linfécitos se infiltra nos tecidos
tumorais para vigilancia imunoldgica, porém as células tumorais podem também
desenvolver multiplos mecanismos para escapar desta vigilancia, sendo ainda necessaria a

busca por novas estratégias terapéuticas para a identificacdo de mecanismos distintos para a

. 1
fuga imune®.



Mais especificamente para o tratamento com CE, estudos pré-clinicos ou clinicos de
imunoterapia com CE, incluem tratamentos com vacinag¢ao do tumor, inibicao do ponto de
controle imunoldgico e terapia adotiva com células T. Um exemplo classico que vem sendo
fortemente estudado é em relagdo a probabilidade de pacientes responderem a terapias
relacionadas a Proteina 1 de morte celular programada (PD-1) / bloqueio de PD-L1. Como
exemplo, foi observado que as respostas ao tratamento com anticorpos anti-PD-1 podem ser
observadas em tumores negativos para a expressdao de PD-L1. Além disso, embora o
Pembrolizumabe seja aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para tratar
pacientes que progrediram apds terapias de segunda linha e cujos tumores sdo PD-L1
positivos, este anticorpo anti-PD-1 ndo conseguiu melhorar a eficdcia do tratamento em
compara¢do com Paclitaxel como terapia de segunda linha para pacientes com cancer
gastroesofdgico PDL1 positivo avancado. Sendo assim, estes resultados sugerem que o
microambiente imunoldgico em CE é muito complexo e que vdrios fatores podem estar
relacionados com a regulagao da imunidade antitumoral ou na intervengao da imunoterapia
na CE, sendo de extrema importancia estudos sobre o papel da imunidade antitumoral em

CElG

1.2 Biomarcadores para o cancer esofagico

1.2.1 Citocinas

A inflamacdo é um processo multi etapas associado com mudancas generalizadas nos
componentes celular e molecular. A reacdo inflamatéria é considerada um processo
fisioldgico necessdrio para cicatrizacdo de feridas, reparo tecidual, assim como para a defesa
contra varios agentes patogénicos. No entanto, evidéncias sugerem que a inflamacao
descontrolada, exacerbada, esta relacionada com o desenvolvimento de muitas neoplasias,

incluindo o CE® %,

A rede de varios mediadores pré-inflamatdrios no interior do
microambiente tumoral pode desencadear um processo de sinalizacdo que facilita a
migracdo de células malignas através do estroma. Além da resposta inflamatdria local, o
. . . . A .20
desenvolvimento de neoplasias pode induzir a resposta sistémica”.
Citocinas, quimiocinas, fatores solUveis e outras moléculas relacionadas sdo importantes

mediadores no complexo meio inflamatdério. Em tumores avangados, varias quimiocinas e

citocinas pro-inflamatérias que favorecem o desenvolvimento do cancer sdo abundantes,



enguanto as citocinas que inibem o crescimento do tumor geralmente estdo ausentes®'.
Assim, os niveis desses mediadores no sangue podem ser indicadores de inflamagdo local ou
podem ter significado para a atividade sistémica dessas moléculas efetoras. Em ambos os
casos, essas medidas tém potencial utilidade em termos de etiologia, triagem e manejo
clinico®.

Dentre os mediadores quimicos liberados local e sistemicamente pela interagdo entre
células neopldsicas e imunoldgicas no microambiente tumoral, as citocinas exercem
importante papel no desenvolvimento e progressdao tumoral e nivel aumentado de
moléculas inflamatdrias foi identificado no soro de pacientes portadores desta neoplasiazz,
sugerindo a atuacdo destas como marcador biolégico em CE. Assim como na maioria dos
tumores, o microambiente do CE é imunossupressor, favorecendo o crescimento tumoral e o
desenvolvimento de um fendtipo agressivo™'.

Sabe-se que em certas condicdes como no inicio do desenvolvimento do cancer, as
citocinas enddgenas podem estimular a resposta das células imunoldgicas contra as células
tumorais®. Entretanto, dados recentes indicam que as células tumorais também podem
induzir disfungbes nas células imunoldgicas e contribuir com o crescimento tumoral,
progressao, metdstase e imunossupressdao do hospedeiro. Por essa razdo, a detecgdo das
alteragdes imunoldgicas no microambiente de CEC de es6fago pode ter um significado
clinico no desenvolvimento da doenca®’. Classicamente, as citocinas, responséveis pela
sinalizacdo intercelular que induz respostas bioldgicas como ativacao celular, proliferacao,
crescimento, diferenciacdo, migracdo celular e citotoxicidade?, sjo estudadas no contexto
de resposta imune, em que a secre¢do sequencial determina a inflamag¢ao e consequente
imunidade. Dentre as células imunoldgicas produtoras de citocinas, destacam-se os
linfocitos T CD4 (auxiliares) que modulam a resposta imunoldgica a agentes infecciosos e
células transformadas. De acordo com o perfil de citocinas produzidas, as células T CD4
podem ser classificadas como: padrao 1 (secretor principalmente de Interferon (IFN)-y e IL
(interleucina) -12); padrao 2 (caracterizado pela secrecao predominante de IL-4, IL-5, IL-6 e
IL-13); padrao 17 (IL-17, IL-21 e IL-22) e, reguladora (Treg, que secreta TGF-f e IL-10).

Enquanto a maioria das citocinas promovem a proliferacdo do cancer, existem outras,
tais como IFN-y, IL-27, IL-23, IL-12 e IL-2 que atuam como supressoras tumorais por
estimular respostas auto-imunes, e ainda aquelas que estdo associadas com regulacdo da

transcrigao, tais como IL-6, IL-8, e IL—IBZl.



Tem sido detectada por imunohistoquimica (IHQ) a expressdo aumentada de varias
substancias produzidas pelo sistema imunolégico em tecidos de CEC de eso6fago,
principalmente citocinas proé-inflamatdrias, fatores de crescimento e quimiocinas, em
comparag¢dao com o tecido normal, sugerindo uma possivel relagdo entre a produgao de
citocinas e a progressdo do cancer®. Ainda, foi demonstrado que citocinas e quimiocinas
estdo associadas com parametros clinicos, patolégicos e taxas de sobrevida em CEC de
esofago, destacando VEGF-A (fator A de crescimento endotelial vascular), VEGF-C (fator C de
crescimento endotelial vascular), VEGF-D (fator D de crescimento endotelial vascular), bFGF
(fator de crescimento de fibroblasto b), HGF (fator de crescimento de hepatdcito), MIF (fator
inibitério de migracdo), TGF-£ (fator § de crescimento tumoral), IL- 6, IL-8, e FasL (Fas
ligante), bem como IL-18, PDGF-BB (Fator de crescimento derivado de plaquetas), CTGF
(Fator de crescimento do tecido conjuntivo), e CXCL12 (Fator 1 derivado de células do
estroma)®®. Embora tenha sido demonstrado gue as citocinas circulantes estejam
relacionadas positivamente com estdgio tumoral, angiogénese, e metastase, o significado
biolégico ainda é pouco conhecido, mas sugere-se que altos niveis de algumas citocinas
séricas podem estar relacionados com apoptose de linfécitos ativados, favorecendo a
progressao de células tumorais e metastase”.

Dentre as fungOes ja estudadas que as citocinas derivadas de CEC de es6fago exercem, as
citocinas pré-inflamatdrias, incluindo IL-1, IL-6 e Fator de necrose tumoral- a (TNF-a) tém
sido relacionadas com a patogénese do CE*!. Embora a maioria das citocinas seja conhecida
por contribuir para o crescimento do cancer e metastase, outras, tais como IL-2, IL-12, IL-23,
IL-27 e IFN-y, podem estimular a resposta imune antitumoral por diferentes mecanismos
moleculares®. IL-1B, uma citocina pré-inflamatéria que promove invasdo e migracdo, tem
sido relatada por estar altamente expressa em tecidos de CE e estar envolvida no aumento

21,2
% Alguns

da proliferacdo celular e associacdo com pior progndstico em pacientes com CE
estudos indicam que IL-6 e TNF-a estdo superexpressas em tecidos tumorais, quando
comparados ao normal e ainda estdo associadas com pior progndstico em pacientes com
CEZG_ZS.

IL-19, um membro da familia da citocina IL-10 também foi detectada estando altamente
expressa em 60% (36 de 60) dos tecidos de pacientes com CCEE, enquanto que em tecido
esofdgico normal apresentou fraca ou nenhuma marcacdo, e sua expressao foi

. s . , . \ . N .21, 2
correlacionada com estagios avancados da doenca e metastase linfonodal e a distancia®> %°.



CXCR1 e CXCR2 sdo ambos receptores de CXCL8, também conhecidos como receptores
de IL-8. As concentra¢Oes séricas tanto de CXCL8 e CXCR2 foram também encontradas
elevadas em pacientes com CE, sugerindo que CXCL8 pode ser um potencial marcador
tumoral em CE, ja que os eixos CXCL8/CXCR2 promovem angiogénese, desenvolvimento
tumoral e estd associado com progndstico ruim*> .

Além disso, a sinalizacdo de IL-8 pode induzir células epiteliais tumorais adjacentes a
transicdo epitélio-mesenquimal (EMT), favorecendo a progressdo tumoral®'. Ainda, a
expressao de IL-6 ou IL-8 em tecidos tumorais esofagicos foi positivamente correlacionada
com a progressdao tumoral e baixa sobrevida, levando a hipdtese de que estratégias
terapéuticas que estimulam o sistema imunolégico voltadas para IL-8 ou IL-6 podem ser
benéficas em pacientes com CEC de eséfagolg. A citocina IL-8 isolada também apresenta
bastante destaque como fator de risco para o desenvolvimento e pior progndstico de
pacientes com CE. Essa citocina possui propriedades quimioatratoras de leucdcitos e
atividades tumorigéncias e pré-angiogénicas e, é produzida por uma ampla gama de células
normais, incluindo mondcitos, neutréfilos, fibroblastos e células endoteliais. Entretanto,
também é produzida por diversos tipos de células tumorais e estd envolvida na angiogénese
e crescimento tumoral, estando superexpressa em uma variedade de tumores humanos e
envolvida na invasdao tumoral e metastase, podendo portanto constituir um fator de risco no
desenvolvimento e progressio de tumores>2.

Entretanto, a expressdao aumentada de IL-17, uma citocina pré-inflamatéria, melhora a
sobrevida dos pacientes com CEC de esofago, possivelmente por aumentar a resposta
antitumoral de linfécitos T citotoxicos (CD8) e células Natural Killer (NK)*3. Sendo assim, a
investigacao do papel dos mediadores inflamatdrios na carcinogénese esofagica pode ser de
grande relevancia para o entendimento da patogénese dessa neoplasia, detecgdao e manejo
dos pacientes.

Ainda neste contexto imunoldgico, tem sido demonstrado que polimorfismos localizados
em genes que regulam a resposta imune, como por exemplos as citocinas, podem resultar
em aumento da susceptibilidade e/ou pior prognéstico de varios tipos de canceres® *°.
Atualmente, mais de 10 milhGes de polimorfismos de nucleotideos unicos (SNPs) sdo
conhecidos e estdo incluidos em bases de dados publicas, enquanto outros continuam a ser
pesquisados, porque podem fornecer informacdes importantes da acdo do sistema imune

no CE.



O gene IL-8 (4913-g21) por exemplo, exibe varios polimorfismos funcionais em seu
codigo genético. Ele é composto por quatro exons, trés introns, uma regidao promotora
proximal e trés SNPs bem caracterizados e, haplétipos comuns da regido promotora e
regido’ (na regido promotora principal a -251 T/A, 1 SNP intron a +396 T/G e +781 C/T)*.

O SNP IL-8 (rs4073) -251 T/A, é um polimorfismo de nucleotideo simples, localizado na
regidao promotora do gene da IL-8, e sua presenga pode influenciar a produ¢do da proteina
IL-8 através da regulacdo da atividade transcricional do gene’. Além disso, esse SNP é uma
das variantes genéticas mais extensivamente estudadas em diversas condigdes
inflamatérias®’. Buscando avaliar o papel do polimorfismo -251T/A em tipos variados de
cancer, uma meta analise com mais de 13.000 casos e 16.000 controles de 42 estudos caso
controle demonstraram que portadores do alelo -251 A possuiam risco aumentado para o
desenvolvimento do cancer analisado, entre eles cancer de mama, gastrico e de
nasofaringe37. Para cancer de es6fago sabe-se muito pouco sobre a relagdo desse SNP com a
doenca. Apenas um trabalho detectou o SNP, porém ndo houve diferenca estatistica na

distribuicdo de frequéncia alélica e genotipica entre pacientes e controles®.

1.2.2 TREX1

Durante o processo de transformagao maligna, a instabilidade genémica é um fator de
extrema importancia, jd que leva ao desenvolvimento de mutacGes e consequentemente a
um estado de estresse replicativo em células neoplasicas, juntamente com respostas
desreguladas de reparos de danos ao dacido desoxirribonucleico (DNA). O DNA que é
deslocado para o citosol de células cancerosas é um subproduto dessa instabilidade
genOmica e da resposta de reparo de dano ao DNA subsequente, e leva a uma ativacdo de
vias de defesa viral em todas as células, com consequente ativa¢do da resposta imune inata
e adaptativa, e levando ao desenvolvimento de diversas doencas autoimunes. Portanto, as
células cancerosas devem evadir as vias de deteccdao de DNA citoplasmatico para evitar a
destruicdo imunomediada. Nesse sentido, o regulador chave a montante da estimulacdo
imunoldgica mediada por DNA citosélico é a exonuclease three prime 1 (TREX1)*®.

TREX1 é codificada pelo gene TREXI em humanos, estd localizada no reticulo
endoplasmatico (RE) e é responsavel por catalisar a excisdo de nucleotideos monofosfatos
da extremidade 3’ do DNA®*> % e tem como funcdo impedir a ativacao imune indevida

mediada pelo acido nucléico®. As ideias iniciais sobre a fun¢io de TREX1 surgiram da



observacdo de que camundongos deficientes em TREX1 tinham sobrevida reduzida (2-4
meses) e apresentavam inflamag3o no miocardio®’. Ainda, foi demonstrado que TREX1
localizado no RE atua de modo semelhante aos receptores de do tipo Toll (TLR), regulando a
resposta imune inata contra material genético citosolico de HIV.

Os TLR, pertencentes a familia de receptores de reconhecimento de padrdes, estdo
distribuidos na membrana citoplasmatica e citosol, onde atuam fazendo a distingdo entre o
proprio e ndo-proprio. Aqueles membros localizados no citosol (3, 7, 8 e 9) sdo capazes de
reconhecer os acidos nucléicos, sendo que o TLR 3 é ativado por RNA dupla fita, TLR 7 e 8
por RNA fita simples e, TLR9 que é ativado por DNA de fita simples. A localizagdo intracelular
destes TLRs evita a ativacdo espontdnea do sistema imunolégico diante de acido nucléico
circulante. Entretanto, em certas condi¢cdes patoldgicas, dcidos nucléicos enddgenos
conseguem sobrepor esta barreira e ativar a resposta imune®.

Em fibroblastos de animais deficientes em TREX1 ou células T CD4+ e macrdfagos
humanos com TREX1 deletado por RNA de interferéncia, o RNA de HIV foi acumulado no
citosol e liberou IFN*%. Estes e outros resultados de estudos sugerem que as células
dependem de mecanismos regulatérios negativos, tais como TREX1, para manter as vias
sensoriais de material genético citosélicas em checagem44. Em humanos, mutacdes em
TREX1 estdo associadas com doencgas inflamatdrias e autoimunes incluindo, sindrome de
Aicardi-Goutieres (uma doenca inflamatdria cerebral que mimetiza os sintomas de infec¢ado
viral congénita), Lupus chilblain familiar, Lupus eritomatoso sistémico e vasculopatia de
retina com leucodistrofia cerebral*® ** %,

Além do papel de prevencdao de doencgas autoimunes, tém sido sugerido que TREX1
participe na resposta celular ao dano no DNA, porque é translocado para o nucleo de
fibroblastos de camundongos tratados com radiacdo ionizante, hidroxiuréia ou luz
ultravioleta®. Entretanto, a proteina TREX1 n3o estd superexpressa no nucleo de células
tumorais*®. A inibicdo de TREX1 promove a morte de células de melanoma e glioma tratados
com agentes antitumorais. Além disso, Dong et al, 2011*’ relataram que polimorfismos em
TREX1 foram associados com menor sobrevida em pacientes com cincer pancreatico®.
Recentemente, andlise comparativa da expressdo de 135 genes envolvidos nas vias de
reparo de dano ao DNA em queratindcitos primarios humanos (QPH) e em linhagens
derivadas de carcinomas do colo do Utero positivas e negativas para HPV, encontrou que os

niveis de TREX1 foram maiores nas linhagens tumorais transformadas por HPV e em



gueratindcitos expressando oncogenes E6 e E7 de HPV. Além disso, os niveis de TREX1
estavam aumentados em amostras de lesdes pré-cancerosas, carcinomas de células
escamosas e adenocarcinomas, indicando que a superexpressao de TREX1 é importante para
o crescimento de células tumorais, podendo contribuir para o estabelecimento e progressao
do tumor™®.

A analise da expressao de TREX1 em amostras de 93 pacientes portadores de CEC de
esofago resultou, principalmente, em marcacdo nuclear nas células tumorais como em
células ndo tumorais adjacentes e nao houve correlagio com sobrevida*®. Sendo assim,
ainda é interessante e necessario avaliar a expressdao de TREX1 em células tumorais e
normais de es6fago, para entender o papel da TREX1 no desenvolvimento desta neoplasia.

De modo geral, os dados disponiveis até o momento, suportam a hipdétese de que TREX1
é responsavel pela degradacdo das estruturas de DNA aberrantes que surgem durante o
processo de replicagdo do DNA. Por ter atividade de endonuclease, a superexpressao
nuclear de TREX1 pode ser deletéria para a célula. Assim, é possivel sugerir que um sistema
de aperfeicoamento de superexpressao transcricional e translocacao nuclear apds dano ao
DNA, foi desenvolvido como parte do sistema de defesa genotdxico da célula. Dessa forma,
o papel estabelecido para TREX1 como marcador de defesa celular é um potencial alvo para

terapias anti-cancer®.

1.3 Modelo animal em CE

Os mecanismos celulares e moleculares que dirigem a patogénese do CE ainda sdo pouco
conhecidos. Assim, a compreens3ao deles se torna crucial por poder contribuir com os
resultados obtidos em pacientes. Entdo, os modelos de camundongos constituem
ferramentas valiosas para mimetizar os canceres humanos e avaliar estratégias terapéuticas
pré-clinicas de um modo ndo possivel em seres humanos. Esta preferéncia por modelos
animais se deve a semelhanca fisioldgica e molecular com o ser humano, mas gestacao e
ciclo de vida mais curtos* >°.

Para estudo de CEC de es6fago em animal, usa-se comumente o modelo xenografico de
tumor subcutaneo, que pode ser estabelecido através do transplante de células de CEC de

es6fago humanas (xenoenxertos) por via subcutanea nos flancos dorsolaterais de

camundongos imunodeficientes e, diversas linhagens celulares esofagicas humanas estdo
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disponiveis para esta finalidade, tais como KYSE-270, KYSE-30 e KYSE-70, que produzem CEC
e, OACMS5.1C, SK-GT-4, entre outras, que produzem adenocarcinoma®

Este modelo, além de ter estabelecimento e reproducdo simples, permite que as células
cancerigenas sejam submetidas a uma modificagdo in vitro antes da experimentagao in vivo
e, embora ndo sejam universais, os xenoenxertos subcutidneos mostraram-se Uteis na
previsdo da atividade clinica de drogas, particularmente se doses e esquemas clinicamente
relevantes forem utilizados *>2.

A utilizacdo do modelo animal para o entendimento do papel do infiltrado intratumoral
de células imunes e da expressdao de mediadores inflamatdrios em cancer de es6fago é de

grande importancia, principalmente devido a escassez de material bioldgico para realizacdo

de varias analises do mesmo paciente.
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2 JUSTIFICATIVA

Diante da baixa sobrevida de 5 anos dos pacientes com CE resultante,
principalmente, do diagndstico tardio e estadiamento avanc¢ado dos casos, faz-se necessdria
a busca por marcadores moleculares para esta doenca que auxiliem no diagnéstico e/ou
acompanhamento e que sejam obtidos por procedimentos menos invasivos. De acordo com
o crescente conhecimento sobre o sistema imunoldgico e seus constituintes na drea
oncoldgica nos ultimos anos, pretendeu-se compreender se o perfil de moléculas envolvidas
com vias do sistema imune estaria relacionado com evolucdo da doenca. Ainda, a expressao
de proteina cuja funcdo estd associada com inflamac¢do, mas pouco analisada em cancer
esofdgico, torna-se um interessante alvo para novos estudos. Por essa razdo, optou-se por
um modelo animal onde as varidveis pudessem embasar mais adequadamente os

promissores achados ja observados em cultura celular.
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3. OBIETIVOS

3.1 Geral
Avaliar a expressdao de TREX1 em tecido esofagico humano normal e neoplasico,
citocinas séricas e perfil de células imunoldgicas intratumorais em modelo animal e

portadores de CCEE como possiveis biomarcadores da doenca.

3.2 Especificos

- Avaliar o perfil plasmatico de citocinas de pacientes com CEC de es6fago, e
comparar com os valores obtidos de controles utilizando Cytometric Beads Array (CBA).

- Avaliar a relagdo do perfil de citocinas em pacientes com CEC de es6fago e
correlacionar com dados clinico-patolégicos de pacientes com CE.

- Determinar a curva de sobrevida de pacientes com CEC de es6fago, e correlacionar
com os dados das citocinas.

- Investigar o polimorfismo do gene IL-8 nas amostras de pacicentes com CEC de
esofago e controles e avaliar a relagdo com o desenvolvimento de CE.

- Avaliar a expressdao de TREX1 em tecidos parafinados de casos e controles por
Imunohistoquimica e correlacionar com os dados sdciodemograficos e clinicopatoldgicos.

- Estabelecer modelo animal de CEC de esbfago pela inoculagdo de linhagens
celulares em camundongos NSG, a fim de avaliar o infiltrado imune intratumoral e a

producdo de mediadores inflamatdrios plasmaticos.
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4. METODOLOGIA

4.1 Etapa realizada com amostras de humanos

4.1.1 Delineamento, definicao da popula¢ao do estudo e tamanho amostral
Este estudo compreende coleta mista, prospectiva e retrospectiva, de amostras.

A primeira parte desse projeto compreende uma coleta retrospectiva de amostras que
foram previamente selecionadas de trabalhos do nosso grupo e cujo tamanho amostral foi
estipulado por conveniéncia, ou seja, foram incluidos os individuos que apresentaram as

caracteristicas descritas para cada grupo mencionado abaixo:

1. Grupo caso 1: composto por amostras obtidas de pacientes com diagndstico de CEC
de esbfago confirmado histopatologicamente pelo Departamento de Patologia da
Instituicdo, entre 2013 e 2015, sem prévio tratamento para neoplasia no érgao, e que
possuiam sangue e bidpsias armazenadas no biobanco da instituicdo, totalizando 70
individuos, sendo que destes, 70 foram incluidos nas andlises do perfil de citocinas e
apenas 57 incluidos na analise de imunohistoquimica para TREX-1 por disponibilidade
de material.

2. Grupo _controle 1: composto por amostras (bidpsias) obtidas de pacientes sem

neoplasia com indicacdo de Endoscopia Digestiva Alta (EDA) por motivos ndo-
oncoldgicos atendidos no Ambulatério Medico de Especialidades (AME) Clinico de
Barretos durante o periodo de 2013 e 2014, e que possuiam bidpsias armazenadas

no biobanco da instituicdo, totalizando 29 individuos.

3. Grupo controle 2: composto de amostras sanguineas obtidas de individuos saudaveis

gue doaram sangue no Hemonucleo do Hospital de Cancer de Barretos — Fundacgao
Pio XIl, e que foram pareados por sexo e idade (+ ou — 2 anos) com os individuos do

grupo caso 1, totalizando 70 individuos.

Dados sdciodemograficos e clinicopatoldgicos dos individuos foram coletados por uma
ficha de coleta de dados (anexos A e B).
A segunda parte do projeto compreende uma coleta prospectiva de amostras sanguineas

e informacgdes clinicopatoldgicas de pacientes, de ambos os sexos, sem prévio tratamento
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para neoplasia no 6rgao, recém-admitidos no Hospital de Cancer de Barretos — Fundacdo Pio
Xl, com diagndstico histopatoldgico de cancer de es6fago emitido pelo Departamento de
Patologia desta Instituicdo. Esses pacientes foram recrutados no momento da realizacdo de
exames para diagndstico e estadiamento da doenga, quando foi explicado a ele o motivo do
recrutamento, que se tratava de uma pesquisa para avaliar o perfil imunolégico em relacao a
resposta ao tratamento, e a necessidade da coleta de sangue para sua participagao. Ao
aceitar participar da pesquisa, o paciente e o pesquisador assinavam o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), o paciente respondia a um questionario
sociodemografico, e a seguir, o volume de 5mL era coletado do paciente. As amostras foram
coletadas antes do inicio do tratamento dos pacientes (Anexo C).

No processo de selecdo dos participantes da pesquisa, foram excluidos aqueles com
dificuldade de entendimento dos objetivos do trabalho durante o convite e/ou condi¢do
clinica desfavoravel para realizacao dos procedimentos de coleta de material bioldgico.

O desenvolvimento do projeto é resultado da colaboracdo dos Departamentos de
Patologia, Biobanco, Citometria de fluxo e Centro de Pesquisa em Oncologia Molecular do
Hospital de Cancer de Barretos — Fundacdo Pio XlIl e o ICVS - Life and Health Sciences
Research Institute, Universidade do Minho, Portugal.

O fluxograma de delineamento do estudo estda demonstrado na Figura 1.
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Figura 1 — Fluxograma representando o delineamento do estudo e as amostras bioldgicas
utilizadas. Hospital de Cancer de Barretos, 2021.
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4.1.2 Consideragoes éticas

O projeto tem aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital de Cancer
de Barretos, sob o n° de parecer 1.747.961, para a etapa realizada com humanos e
Subcomissdo de Etica para as Ciéncias da Vida e da Saude (SECVS 074/2016) para etapa
realizada com animais.

Levando em consideragdo que os TCLEs aplicados para a inclusdao dos individuos do
estudo ndo contemplam a opcao de “Manifestacdo de uso futuro do material biolégico apds
o término da pesquisa", foi solicitado ao CEP a dispensa do TCLE.

Os pesquisadores garantem que o material parafinado armazenado ndo sera esgotado,

permanecendo material para testes diagndsticos futuros, se necessario.



16

4.1.3 Quantificagao do nivel plasmatico de citocinas

O nivel plasmatico das citocinas foi avaliado pela utilizagdo do Cytometric Bead Array
Human Inflammatory Cytokines Kit (CBA Flex) (Becton-Dickson) para quantificacdo de IL-8,
IL-1B, IL-6, IL-10, TNF-a e IL-12p70 em uma Unica amostra, de acordo com as instrugdes do
fabricante. Primeiramente, preparou-se a curva padrao colocando em um tubo de 15 mL
todas as esferas padrdes. Essas esferas foram incubadas por 15 minutos a temperatura
ambiente e posteriormente, homogeneizadas com a pipeta para preparar a solugao top
standard (ponto inicial da curva 2.500 pg/mL de proteinas). As diluicdes da curva foram
feitas a partir deste ponto, transferindo-se 300 uL do assay diluent, de modo que os
seguintes pontos foram constituidos: 1:2 (2.500 pg/mL), 1:4 (1.250 pg/mL), 1:8 (625 pg/mL),
1:16 (312,5 pg/mL), 1:32 (156 pg/mL), 1:64 (80 pg/mL), 1:128 (40 pg/mL) e 1:256 (20 pg/mL)
e somente com assay diluent (controle negativo, 0 pg/mL). Apds a preparac¢do da curva, foi
feita a diluicdo das esferas de captura, agitando vigorosamente cada suspensao de citocinas
por 15 segundos antes de misturd-las. Entdo, o pellet das esferas de captura foi
ressuspendido em serum enhancement buffer apds centrifugacdo a 200g por 5 minutos.
Posteriormente, as esferas foram incubadas protegidas da luz por 30 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, foram adicionados 50 plL da diluicao das esferas de captura e 50 pL
de cada citocina em tubo de 15 mL. Ent3o, adicionou-se 25 pL da amostra sanguinea °° e 50
uL do reagente de deteccdo ficoeritrina (PE). As amostras foram incubadas por trés horas a
temperatura ambiente, protegidas da luz. Posteriormente, adicionou-se 1 mL de tampao de
lavagem nos tubos, que foram centrifugados a 200g por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado cuidadosamente e o pellet ressuspendido em 300 pL de tampdo de lavagem. As
leituras foram realizadas em citometro de fluxo BD FACSCanto™ Il (BD Biosciences, CA) e
analisadas com o auxilio do software BDFCAP array™. Os resultados foram expressos através

de MFI por pg/mL.

4.1.4 Analise de polimorfismos de genes das citocinas

Diante do resultado que obtivemos incialmente com a andlise do perfil de citocinas,
observamos que a IL-8 foi considerada um fator de risco para o CE na nossa casuistica. Sendo
assim, fizemos uma busca na literatura de possiveis SNPs que pudessem influenciar a
expressao de IL-8 relacionados a cdncer e optou-se por melhor investigar o papel do SNP IL-8

(rs4073) -251 T/A.
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Extracdo de DNA de sangue periférico

O DNA genbmico utilizado para o ensaio foi extraido de amostras de sangue
periférico, em plataforma automatizada QIAsymphony, utilizando o QlAamp DSP DNA Mini
Kit (Qiagen) e protocolo Blood_200 e, posteriormente, armazenado a -20°C até o momento
da utilizacdo. Esta etapa foi realizada junto ao departamento do Biobanco do Hospital de

Cancer de Barretos.

Genotipagem SNP

A genotipagem do SNP IL-8 (rs4073) -251 T/A foi determinada por PCR em Tempo
Real, utilizando TagPath ProAmp Master Mix (Applied Biosystems, USA) com primers e
sondas comercialmente disponiveis (C_11748116_10) (Applied Biosystems, USA). Para 20ng
de DNA total foram adicionados 5ulL de TagPath ProAmp Master Mix, 0,5uL do TagMan SNP
Genotyping Assay, 4,5uL de DNA total para um volume final de 10uL (Tabela 1). A reagdo de
PCR foi realizada no equipamento QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR System
(ThermoFisher, USA) com a ciclagem de 30 segundos a 60°C, 5 minutos a 95°C, 40 ciclos de 5

segundos a 95°C e 30 segundos a 60°C, seguido por 30 segundos a 60°C.

Tabela 1 — Componentes da reacdo utilizados na genotipagem do SNP IL-8 (rs4073) -251 T/A.
Hospital de Cancer de Barretos, 2021.

Componente da reacao Volume da reagao (pL)
DNA (diluido a uma concentragdo de 4ng/ul) 4,5
TagPath ProAmp Master Mix 5
TagMan SNP Genotyping Assay 0,5

SNP = Polimorfismo de nucleotideo simples; ng = nanograma; pl = microlitro

4.1.5 Imunohistoquimica para avaliagao de TREX1

Ldminas com cortes histolégicos de 4 um de espessura de tecidos esofagicos
tumorais e sem tumor foram submetidas a analise de IHQ com sistema streptavidiva-biotina
peroxidase (Novolink Polimer Detection Systen — Leica Microsystems), usando o anticorpo
primdrio anti-TREX1 (ab52947 — Anti-TREX1 antibody, lote GR126281, Biogen Comercial e

Distribuidora Ltda).
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Resumidamente, as laminas foram submetidas a desparafinizacdo e hidratacao,
seguida por recuperag¢do antigénica utilizando tampao citrato, bloqueio das peroxidades e
bloqueio das proteinas. O anticorpo primario foi entdo adicionado e incubado overnight em
camara Umida a 4°C. Em seguida, foi realizada a incubacdo no post primary block. Para
deteccdo da reacdo imunolégica, foi utilizado o sistema de amplificacdo por polimero, de
acordo com as especificagdes do fabricante. A digitalizacdo de imagens dos cortes
histolégicos foi realizada através de microscépio Olympus BX43 e analisado pelo software
Olympus Soft Imaging Solution GmbH, versao 5.2 (Olympus Corporation, Shinjuku-ku, Tokyo,

Japan).

4.2 Etapa com Modelo Animal

4.2.1 Linhagem celular

As linhagens celulares de carcinoma de células escamosas do es6fago humano, Kyse-
30 (# 94072011) e Kyse-410 (# 94072023), foram adquiridas da Sigma. De acordo com a
descricdo da linhagem celular fornecida pela empresa, Kyse-30 é derivada de carcinoma de
células escamosas de esofago invasivo bem diferenciado ressecada do es6fago intratoracico
médio de um homem de 64 anos nao tratado, antes do tratamento, carregando mutacdo em
p53 e amplificacdo de cERB B, MYC e CYCLIN D1, e foi estabelecida a partir de tumores
inicialmente transplantados para camundongos atimicos, apresentando um tempo de
duplicacado de 20,8 horas na fase de crescimento exponencial54. A Kyse-410, por outro lado,
foi estabelecida a partir do carcinoma espinocelular invasivo do es6fago pouco diferenciado
ressecado do es6fago cervical de um homem de 51 anos nado tratado, tem superexpressao
do fator de crescimento de ligacdo a heparina (hst-1) e ciclina D e tem um tempo de
duplicacdo de aproximadamente 45 horas™>.

Apds a chegada, as células foram cultivadas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO, e
95% de umidade em frascos T75 contendo cRPMI, meio sem soro (RPMI) (# 11875093)
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado por calor (# 10270- 106), 1% de L-
glutamina (# 25030-024), 1% de HEPES (# 15630-056), 1% de piruvato de sédio (# 11360-
056) e 1% de pennicilina / estreptomicina (# 15070-063) (todos de Gibco, Invitrogen), até
atingir 80% de confluéncia. Neste ponto, as células foram coletadas, testadas e confirmadas

como negativas para micoplasma e congeladas em aliquotas de 1 ml de nitrogénio liquido.
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Sete dias antes de um experimento com animal, uma aliquota de cada linhagem celular foi
descongelada e cultivada por 1 dia em um frasco T25. As células foram entdo cultivadas em
frascos T75 e passadas a cada 48h até serem usadas para injetar em camundongos.

Para injecao das células nos animais, o meio foi removido e as células lavadas com
tampao fosfato (PBS) pH 7.4. Posteriormente, foram adicionados 2mL de tripsina 2% (Gibco,
EUA), previamente aquecida a 379C, durante 5 minutos para a desadesao das células. As
células foram recuperadas em RPMI e colocadas em tubo de Falcon de 50mL (Corning, EUA).
Apods centrifugacdo a 1200 rpm durante 8 minutos, o pellet celular foi ressupendido em
RPMI para proceder a contagem, utilizando o corante vital azul de tripan. Apds nova
centrifugacdo, os pellets celulares foram ressuspendidos em PBS (calculo do volume usado
estd abaixo representado) e armazenados em gelo até ao momento da inje¢dao nos animais.

Célculo do volume final d e PBS para ressuspender as células:

Volume de PBS = x X fd x 10*

Sendo que:

x = média dos numeros de células do quadrante

fd = fator de diluicao

4.2.2 Modelo animal de tumor esofagico

Os camundongos NOD.Cg-Prkdc™ 112rg™"/SzJ (NSG) foram obtidos da The Jackson
Laboratory (nimero de estoque: 005557, https://www.jax.org/strain/005557) (Bar Harbor,
EUA) e mantidos no biotério do Instituto de Investigacdo em Ciéncias da Vida e Saude da
Universidade do Minho, Braga-Portugal. Estes animais sdao imunodeficientes e caracterizados
por ndo possuirem células T maduras, células B e células natural killer (NK). Além disso, sdo
deficientes nas vias de sinalizacdo de multiplas citocinas e apresentam defeitos na
imunidade inata, incluindo auséncia do sistema complemento, reducdo das funcbes de
células dendriticas e defeitos na atividade de macrdéfagos. Sendo assim, esses animais
permitem o enxerto de uma gama de células humanas primarias como, por exemplo, células
tumorais, que ndo sdo eliminadas. Dada esta imunodeficiéncia, os animais foram mantidos
sob condi¢des limpas e protegidos de agentes infeciosos com racdo e agua estéreis e
manipulacdo feitas em capelas de fluxo laminar. Todos os camundongos usados neste

estudo tinham idade e sexo pareados e entre 8-12 semanas.
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O implante de células tumorais em camundongos NSG foi padronizado pelo
Laboratdrio de Microbiologia e Infec¢do do Instituto de Investigagdo ICVS/3Bs - laboratdrio
associado da Universidade do Minho, Braga-Portugal e foi executado de acordo com o
protocolo pré-determinado pelo laboratério. Os animais ficaram em sala climatizada, com
controle automatico de iluminacao, alternando periodos claros e escuros a cada 12 horas.

Camundongos NSG machos foram injetados por via subcutanea com 1 x 10° células
de Kyse-30 ou Kyse-410 no flanco traseiro esquerdo e o crescimento dos tumores foi medido
usando um paquimetro e o volume dos tumores foi calculado usando a formula: (mtxd2xD) /
6x1000, d = diametro pequeno e D = diametro grande. Aproximadamente no 20° dia apds a
inoculacdo das células, os camundongos foram sacrificados por inalacdo de CO; e os tumores
dissecados e processados para extracdo de RNA, citometria de fluxo e andlise histoldgica.
Todos os experimentos com animais foram realizados apenas uma vez com 5 animais por
grupo e conduzidos de acordo com as recomendag¢des da European Union Directive
2010/63/EU e previamente aprovados pela Subcomissdo de Etica para as Ciéncias da Vida e
da Saude (SECVS 074/2016) e pela Direcdo Geral de Autoridade Portuguesa de Alimentacgdo
e Veterinaria (014072).

4.2.3 Isolamento de células dos tumores primarios

Resumidamente, os tumores primarios foram lavados com PBS estéril e colocados
sobre uma placa de Petri contendo meio RPMI 1640 com 10% FBS. Em seguida, os tumores
primdrios foram divulsionados, com auxilio de émbolos de seringas, em placas de Petri
contendo RPMI 1640 10% FBS. Os grumos de células e fragmentos teciduais foram filtrados
em peneiras de nylon com malha de 70 um (BD Bioscience, USA), lavados com mais 8mL de
meio e recuperados para o mesmo tubo de Falcon. Em seguida, as células foram
centrifugadas a 1200 rpm, a 42C por 10 min. Adicionou-se 2mL de tampao de lise (solucdo de
NH4Cl a 10% e PBS a 5% em 4agua destilada) e apds 2 min, adicionou-se 10mL de meio para
interromper a hemdlise. Centrifugou-se novamente a 1200 rpm por 10 min, descartou-se o
sobrenadante, ressuspendeu-se o pellet e adicionou-se meio de cultura até completar 5mL.
As células foram mantidas em gelo durante todo o procedimento. Posteriormente, as células
foram contadas utilizando-se uma cdmara de Neubauer, em diluicdo 1:1 (10uL de células +

10uL de azul de tripan).
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Para obter-se uma amostra enriquecida em células imunes, a suspensdo celular foi
centrifugada e ressuspendida em 3,5 mL de Percoll 40% (GE Healthcare, Chicago, lllinois,
EUA). A seguir, o Percoll 80% foi adicionado ao fundo do falcon, formando 2 fases.
Centrifugou-se a 16500 rpm por 30 min, tendo o cuidado de parar a centrifuga lentamente
ao final para que as fases ndo se misturassem.

Utilizando uma pipeta de Pasteur, coletou-se cuidadosamente o anel de células
formado entre as duas fases e transferiu-se para um falcon contendo 8mL de meio de
cultura. Centrifugou-se novamente a 1200 rpm por 8 min e ressuspendeu-se o pellet em 300

pL de meio de cultura.

4.2.4 Determinagao das células imunoldégicas predominantes nos tumores induzidos em
animais por Citometria de fluxo (FACS)

Em etapa posterior, foram plaqueados 200uL de cada amostra, antes e apds a adi¢ao
do Percoll, em placas de 96 pocos de fundo redondo, centrifugou-se a 1500 rpm por 5 min e
descartou-se o meio. As células foram, entdo, lavadas com 200uL de FACS buffer,
centrifugadas a 1500 rpm por 5 min, e 25uL do mix de anticorpos foram adicionados em
cada pogo durante 30 min. Adicionou-se novamente 200uL de Facs buffer e centrifugou-se a
1500 rpm por 5 min. Descartou-se o sobrenadante e lavou-se novamente com 200uL de
FACS buffer. As amostras foram fixadas com paraformaldeido (PFA) 2% por 20 min e depois
ressuspendidas em FACS buffer. As amostras ficaram armazenadas ao abrigo da luz a 4°C até
serem usadas.

O anel leucocitario coletado na interface 40:80% do Percoll, lavado e contados, foram
incubados com anticorpos monoclonais CD11b (clone M1/70) e Ly6G (clone 1A8), adquiridos
da BiolLegend (San Diego, CA, EUA), conjugados com fluorocromos por 30 minutos em gelo.
Apds a lavagem, as células foram processadas para coloracao intracelular utilizando o
conjunto de tampdes do fator de transcricdo (eBioscience) de acordo com as instrucdes do
fabricante.

As amostras foram adquiridas em um citémetro de fluxo LSRIl (BD Biosciences, San
Jose, CA, EUA) com Diva Software e os dados adquiridos foram analisados usando o software
FlowJo (TreeStar, Woodburn, Oregon, EUA). O niumero total de células foi calculado com
base na porcentagem de células determinada por citometria de fluxo e o numero total de

células contadas.
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4.2.5 Realizagdo de cortes para montagem de laminas histolégicas

Os tumores previamente emblocados em meio OCT (Optimal Cutting Temperature)
foram congelados a -20°C e posteriormente feitos cortes de 6um para laminas histoldgicas
utilizando um criostato. As laminas foram coradas com Hematoxilina & Eosina (HE, Merck
KGaA, Alemanha) e avaliadas por um patologista experiente para demarcacdo da area

tumoral.

4.2.6 Avaliagao da expressao de mRNA

Extracdo de RNA com trizol

O RNA total foi extraido utilizando o Triple X-Tractor (GB023.0100, Grisp, Porto,
Portugal) de acordo com as instrucdoes do fabricante. Amostras tumorais congeladas em
nitrogénio liquido foram mecanicamente maceradas utilizando esferas de vidro de 1mm?
(Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA) em um batedor de beads. Em seguida, foram
adicionados 50uL de cloroférmio (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA) por 250uL de
Triple X-Factor utilizado, e as amostras foram vortexadas e incubadas em gelo por 15 min. As
amostras foram entdo centrifugadas a 13000 rpm por 15 min a 4°C, e a fase aquosa superior
contendo o RNA foi recuperada para um novo tubo e misturada com o mesmo volume de
alcool isopropilico (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA) para precipitar o RNA. As
amostras foram incubadas overnight a -20°C antes de serem centrifugadas a 13000 rpm por
15 min a 4°C. O sobrenadante foi removido e o pellet de RNA foi lavado duas vezes com 800
pL de etanol 70%. O etanol foi completamente removido e o sedimento de RNA seco foi
ressuspendido em agua isenta de RNase / DNase (Ambion, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, EUA). A concentracdo de RNA foi medida em espectrofotdmetro

(Nanodrop ND-1000) e a pureza avaliada através das razdes A260 / A280 e A260 / A230.

Transcricdo de cDNA

A transcricao reversa de RNA foi realizada utilizando-se o GRS cDNA Synthesis Master
Mix (GK81.0100, Grisp, Porto, Portugal) de acordo com as instrucdes do fabricante. O mix da
reacao foi composto por 10uL de GRS RT Master Mix, 1uL de Oligo(dT)20 e 10ulL de amostra
de RNA. A reacdo de sintese do DNA complementar (cDNA) foi realizada em um

termociclador (MyCycler Thermal Cycler, Bio-Rad) por 10 min a 25°C, 30 min a 42°C seguido
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por 5 min a 85°C. O cDNA resultante foi utilizado para quantificar a expressdao dos genes
alvos por PCR em tempo real quantitativo (qRT-PCR) (Bio-Rad CFX96 Real-Time System com
C1000 Thermal Cycler) utilizando o sistema de deteccdo SYBR green (# KK4602, Sigma) e
normalizado para niveis de mRNA de Ubiquitina usando o método ACt (1,8 » (mRNA do gene

doméstico expressao - expressdao de mRNA do gene alvo) x 100000).

PCR em tempo real

Esta etapa foi realizada para analisar a expressao dos genes CXCL1, CXCL2, CCL2 e
VEGF, e a ubiquitina foi utilizada como gene normalizador.

Os niveis de expressao relativa dos genes e ubiquitina foram mensurados utilizando-
se 60 uL de KAPA SYBR Fast gPCR master mix 2x (Kapa Biosystems, Wilmington, MA, EUA),
36uL de dgua nuclease free (Ambion® Nuclease-Free Water, ThermoFisher Scientific, EUA) e
12uL de primer (Tabela 2) no equipamento CFX96 Real time system (Bio Rad, EUA). Os niveis
de expressdo relativa dos genes alvos foram entdo normalizados para os valores
correspondentes do controle interno (ubiquitina). Em todas as rea¢ées de PCR em tempo
real foram adicionados agua como controles negativo.

As reacdes foram realizadas seguindo o seguinte protocolo: 3 mim a 95°C, 40 ciclos
de 3 sa95°C e 30 s a60°C e aumento de 0,5°C a cada 5 s até atingir 95°C para os genes
CXCL1, CXCL2, CCL2 e 3 mim a 95°C, 40 ciclos de 3 s a 95°C e 30 s a 55°C e aumento de 0,5°C
a cada 5 s até atingir 95°C para os demais genes.

As reacoes de PCR em tempo real sdo caracterizadas pelo aumento da fluorescéncia
da sonda a cada ciclo de polimerizacdo das moléculas, atingindo um limiar (threshold) em
gue todas as amostras podem ser comparadas. O ciclo exato no qual o limiar de
fluorescéncia é definido denomina-se Ct; as amostras mais concentradas (com maior
numero de fitas molde iniciais) atingem o limiar mais precocemente e mostram valores de Ct
mais baixos. A expressao de mRNA dos genes alvos foi quantificada utilizando o método

SYBR green (#KK4602, Sigma).
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Tabela 2 - Primers para analises de PCR em tempo real. Universidade do Minho, Portugal,
2021.

Genes Forward Reverse

Ubiquitina 2uM (Invitrogen Thermo Fisher) TGGCTATTAATTATTCGGTCTCGAT  GCAAGTGGCTAGAGTGCAGAGTAA
CXCL1 2uM (Invitrogen Thermo Fisher) AGCTTGAAGGTGTTGCCCTCAG AGCTTCAGGGTCAAGGCAAGC
CXCL2 2uM (Invitrogen Thermo Fisher) CCCAGACAGAAGTCATAGCCAC CTTCCGTTGAGGGACAGCAG
CCL2 (Invitrogen Thermo Fisher) GTTGGCTCAGCCAGATGCA AGCCTACTCATTGGGATCATCTTG
VEGF (Invitrogen Thermo Fisher) AACGATGAAGCCCTGGAGTG TGAGAGGTCTGGTTCCCGA

4.3 Analises estatisticas

A caracterizacdo da amostra foi feita através de medidas de posicdo e dispersao
(média, desvio padrdo, mediana, minimo e maximo) para as varidveis quantitativas e tabelas
de frequéncias e gréaficos para as qualitativas, separada por grupo (caso/controle). E a
anadlise de associa¢do das caracteristicas socio demograficas e de habitos entre os grupos foi
realizada através do Teste Qui-quadrado.

A comparagao do nivel de citocinas entre os grupos foi verificada através do Teste
Man-Whitney, tendo sido verificada anteriormente a normalidade dos dados através do
Teste Kolmogorv-Smirnov.

Para estimar a Odds Ratio (OR), tendo como desfecho a presenca do cancer de
esofago, utilizamos a Regressdo Logistica no contexto de analise Multivariada.

As dosagens de citocinas foram inicialmente tratadas como varidveis quantitativas
para comparar os grupos caso e controle. Com o intuito de analisar a relacdo do nivel de
citocinas na sobrevida dos pacientes com cancer, utilizamos a curva ROC (privilegiando a
maior sensibilidade) para encontrar um ponto de corte no nivel de citocinas e assim
dicotomizar em baixo e alto grau. Nas andlises de sobrevida, as citocinas foram tratadas
como varidveis qualitativas.

A curva de sobrevida foi estimada através do método de Kaplan Meier e as
comparacdes entre as curvas foram através do teste Log-rank. Para selecionar as
caracteristicas para compor a analise multivariada, adotou-se um nivel de significancia de
20%. Para ajustar o modelo, foram considerados apenas os individuos que possuiam
informacdes em todas as variaveis (n=56), portanto, ndo foi realizado nenhum tratamento

especifico para dados ausentes.
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Para a selecdo de varidveis, aplicou-se o método Backward Stepwise, considerando
um nivel de significancia 5% para ajustar o modelo final. Apesar do tamanho da amostra
nesta andlise ser de 56 participantes, o modelo apresentou um poder superior a 0,90

quando IL-12, IL-8 ou TNF foram consideradas como varidveis de interesse (Tabela 3).

Tabela 3 - Calculo do poder e tamanho do efeito para a realizagdo do modelo de regressao
de Cox. Hospital de Cancer de Barretos, 2021.

Variaveis de interesse DP R2 HR Power
IL-12 0,461 0,190 0,326 0,94

TNF-a 0,468 0,051 0,226 >0,99
IL=8 0,468 0,218 4,564 > 0,99

IL: Interleucina; TNF-a: Fator de necrose tumoral a; DP: desvio padrao das covaridveis de
interesse;

R2: coeficiente quadrado de correlagdo multipla com outras covariaveis; HR: hazard ratio
(razdo de risco) (exponenciado b1) associado na covaridvel de interesse.

Para este cdlculo, foi utilizado o software Stata v.14.0 sob a fun¢do powercox.

Para verificar a suposicdo de riscos proporcionais no modelo de regressao de Cox, foi
utilizado um método descritivo que consiste em estimar A'_0 (t) de acordo com a expressao
abaixo,

Z i'JPJi
_;;f_,-.:;;fZ.-_f R; r:}:{p{}{ij_:']} |

;;ll[][# | =

Onde d; € o numero de eventos em cada um dos estratos tj. Se a suposi¢do de
proporcionalidade for valida, espera-se que o grafico log ((/To(t)) versus t mostre diferencas
aproximadamente constantes ao longo do tempo. Além disso, calculou-se o coeficiente de
correlacdo de Pearson entre os tempos e os residuos de Schoenfeld padronizados para cada
uma das covaridveis. Espera-se que os coeficientes proximos de zero ndao mostrem
evidéncias para rejeitar a suposicdo de riscos proporcionais. Desta forma, a suposicdo de
riscos proporcionais é valida uma vez que os graficos log /To(t)) versus t, para cada
covaridvel, apresenta distancia constante ao longo do tempo e a Tabela 4 mostra que os

coeficientes de correlacdo de Pearson ndo apresentam diferenca significativa (p> 0,05).
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Tabela 4 — Coeficiente de correlagdo de Pearson. Hospital de Cancer de Barretos, 2021.

Covariaveis r* p
Raga 0,073 0,635
IL-12 0,276 0,067
TNF-a -0,153 0,315
IL-8 -0,01 0,95
Cirurgia -0,223 0,14
Radioterapia -0,175 0,251
Quimioterapia 0,197 0,194
Estadiamento TNM agrupado -0,077 0,614

* Coeficiente de correlacdo de Pearson

Para avaliar a expressdao de TREX1 em tecidos parafinados de casos e controles por
IHQ, utilizou-se os teste Qui-Quadrado ou Exato de Fisher e, para relacionar a expressao de
TREX1 com dados séciodemograficos e clinicopatoldgicos, utilizou-se o teste Qui-Quadrado
ou Exato de Fisher.

Para a avaliacdo dos gendtipos de IL-8 (rs4073) -251 A>T em relacdo aos niveis
plasmaticos da citocina IL-8 e as caracteristicas do tumor foram utilizados os teste de Qui-
guadrado ou Exato de Fisher. A curva de sobrevida foi estimada através do método de
Kaplan Meier e as comparagdes entre as curvas considerando os gendtipos AA, AT e TT
foram através do teste Log-rank.

Para os referidos testes, adotou-se 5% como nivel de significancia. Para a tabulacdo e
analise estatistica dos resultados foi utilizado o software IBM® SPSS® Statistics 21.0 para
Windows (IBM Corporation, Route 100, Somers NY 10589) e auxilio dos Estatisticos do
Nucleo de Apoio ao Pesquisador (NAP).

Para as analises de amostras de modelo animal, os dados estdo representados como

média + erro padrdo da média (SEM). Dois modos de ANOVA com comparagbes multiplas de
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Bonferroni pds-teste e o teste t de Student foram usados para comparacdes estatisticas

usando GraphPad Prism 5. Os valores foram considerados significativos para p<0,05.
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5 RESULTADOS

Etapa realizada com amostras de humanos

5.1 Andlise do perfil de citocinas em pacientes com CEC de es6fago (Grupo caso 1) e
individuos saudaveis
Esta etapa do estudo foi realizada com 70 amostras de pacientes com CEC de es6fago e

70 de individuos saudaveis (controles).

5.1.1 Caracterizagao da populagdo de estudo

Com intuito de verificar os principais fatores de risco para o desenvolvimento do CE,
foi feita a caracterizacdo da populacdo de ambos os grupos do estudo, caso e controle e, o
grupo caso também foi caracterizado em relagdo aos dados clinico-patolégicos (grau
histoldgico, estadiamento’® e topografia do tumor).

A populagdo do estudo foi composta, em sua maioria, por homens com idade média
de 57,5 [DP (Desvio Padrdo): 7,7)] anos para o grupo controle e 57,8 (DP: 7,8) anos para o
grupo caso. Como ja esperado apds o pareamento dos grupos, ndao houve diferenca
significativa entre caso e controle para as varidveis idade (p=0,922) e sexo (p=0,820). Além
disso, as varidveis raca e estado civil também ndo foram estatisticamente diferente entre os
grupos (Tabela 5).

Em relacdo as variaveis escolaridade (p <0,001), local onde mora/morou (p=0,007),
consumo de alcool (p <0,001) e de tabaco (p <0,001), exposi¢cdo a pesticida ou inseticida (p
<0,001) e pratica de atividade fisica (0,024) foi encontrada diferenca estatistica entre os
grupos caso e controle, sendo o grupo caso composto por maior frequéncia de individuos
analfabetos/analfabetos funcionais (14,3%) em relacdo aos individuos do grupo controle
(0,0%). Em relagdo ao local onde mora/morou, a maioria dos individuos do grupo caso
residiu na zona rural (11,4%) ou na zona rural e urbana (71,4%), enquanto a maior parte dos
individuos do grupo controle residiu apenas na zona urbana (41,4%), ou rural e urbana
(51,4%). Além disso, a frequéncia de individuos do grupo caso que fizeram ingestdo de alcool
somente no passado (parada ha mais de 12 meses) (44,3%) foi maior que a observada para
individuos do grupo controle (12,9%), que declararam ainda fazer consumo de alcool (70%).

Em relacdo ao tabagismo, observou-se que a maioria dos individuos do grupo caso ainda
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fuma (67,1%), enquanto a maioria dos individuos do grupo controle nunca fumou (52,9%).
Além disso, a maioria dos individuos do grupo caso fez exposi¢cdo a pesticida ou inseticida
(60,0%) e nao praticava atividade fisica (70,0%), em comparac¢do aos individuos do grupo

controle (26,5% e 51,4% respectivamente) (Tabela 5).

Tabela 5 - Caracterizagdo da populagdo de estudo segundo as varidveis sécio-demograficas e
estilo de vida. Hospital de Cancer de Barretos, 2021.
Casos 1 Controles

Variavel / Categoria P
/e ") (%) n) (%)

Sexo

Masculino 59 84,3 58 82,9 0,820

Feminino 11 15,7 12 17,1

Raga

Branco 50 73,5 51 72,9 0,929

N3o branco 18 26,5 19 27,1

Estado civil

N3do casado 17 24,3 22 31,4 0,346

Casado 53 75,7 48 68,6

Escolaridade

Analfabeto/Analf. Funcional 10 14,3 0 0,0 <0,001

Ensino fundamental/médio 56 80,0 54 77,1

Ensino superior 4 5,7 16 22,9

Onde mora / morou

Somente zona urbana 12 17,1 29 41,4 0,007

Somente zona rural 8 11,4 5 7,1

Ambas 50 71,4 36 51,4

Alcool

Nunca 3 4,3 12 17,1 <0,001

Sim, atualmente (se parou nos ultimos 36 514 49 70.0

12 meses)

Sim, no passado 31 44,3 9 12,9

Alcool

Ndo 3 4,3 12 17,1 0,026

Sim 67 95,7 58 82,9

(Continua na préxima pagina)
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Tabela 5 (continuagao) - Caracterizacdo da populacdo de estudo segundo as variaveis sdcio-
demogréficas e estilo de vida. Hospital de Cancer de Barretos, 2021.

Casos 1 Controles

Varidvel / Categoria P

f Categ ) (%) ") (%)
Tabaco
Nunca 10 14,3 37 52,9 <0,001
Sim, atualmente (se parou nos ultimos 47 67.1 11 15,7
12 meses)
Sim, no passado 13 18,6 22 31,4
Tabaco
N3do 10 14,3 37 52,9 <0,001
Sim 60 85,7 33 47,1
Exposicao a pesticida ou inseticida
N3do 28 40,0 50 73,5 <0,001
Sim 42 60,0 18 26,5
Pratica atividade fisica
Ndo 49 70,0 36 51,4 0,024
Sim 21 30,0 34 48,6

(*) Casos com valores ignorados foram excluidos da andlise.
n: numero; %: porcentagem.

Teste utilizado: Qui-quadrado.

Foi considerado estatisticamente significativo p< 0,05.

Os dados clinico-patolégicos do grupo caso estdo demonstrados na Tabela 6. Os
tumores esofagicos estavam predominantemente localizados no terco médio do dérgao
(57,4%) e o grau histoldgico predominante foi do tipo moderadamente diferenciado (53,8%).
Considerando o Sistema TNM de Classificagdo dos Tumores Malignos, observou-se que
82,5% dos casos foram diagnosticados em T3 — T4, com comprometimento de linfonodo (N
positivo = 65,5%) e sem metdstase (MO = 84,8%). Com o agrupamento das categorias TNM,

constata-se que 71,2% dos pacientes foram admitidos com estadiamento avancado (Il — IV).
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Tabela 6 — Caracterizacdo do grupo caso segundo as varidveis clinica - patoldgicas. Hospital
de Cancer de Barretos, 2021.

Variavel Categoria n (*) (%)
Tergo superior 2 (3,7)
. Terco médio 31 (57,4)
Topografia do tumor Terco inferior 2 (3,4)
SOE 19 (35,2)
Bem diferenciado 9 (13,8)
Grau de diferenciagao Moderadamente diferenciado 35 (53,8)
Pouco diferenciado 21 32,3)
T T1-T2 11 (17,5)
T3-T4 52  (85,5)
N NO 19 (34,5)
N positivo 36 (65,5)
M MO 56 (84,8)
M1 10 (15,2)
Estadiamento TNM =1 17 (28,8)
=1V 42 (71,2)
Total 70  (100)

(*) Casos com valores ignorados foram excluidos da andlise.
Estadiamento TNM: Sistema baseado no tamanho e/ou extensdo do tumor primario (T),
quantidade de linfonodos comprometidos (N) e presenca de metastases (M).

5.1.2 Quantifica¢ao dos niveis plasmaticos das citocinas

As 140 amostras sanguineas, 70 referentes ao grupo caso e 70 do grupo controle,
foram utilizadas na mensurac¢ao do nivel das citocinas IL-12p70, TNF-a, IL-10, IL-6, IL-1B e IL-
8, relacionadas com processo inflamatério. Na Tabela 7, pode-se observar que dentre as seis
citocinas quantificadas, quatro apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre
os grupos, sendo elas: IL-10 (p=0,027), IL-6 (p <0,001), IL-1B (p=0,032) e IL-8 (p <0,001);

todas apresentaram valores maiores de mediana no grupo caso.
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Tabela 7 — Comparacdo dos niveis plasmaticos de citocinas entre os grupos de estudo (caso/
controle). Hospital de Cancer de Barretos, 2021.

Grupos
Citocinas Caso1 Controle
Média (DP) Mediana (min - max) Média (DP) Mediana (min - P
pe/mL pg/ mL pg/ Ml max) pg/ mL

IL-12p70 0,78 (0,99) 0,39 (0,00—4,83) 0,93 (1,61) 0,28 (0,00-11,51) 0,991
TNF-a  0,95(2,24)  0,05(0,00-16,37) 0,86(2,14) 0,05 (0,00 —14,27) 0,772
IL-10 12,98 (97,53) 0,68 (0,00 -816,59) 0,55 (0,78) 0,42 (0,00—5,73) 0,027

1157,20 6,72 (0,21 -
- — <
IL-6 (9614.02) 80446, 68) 2,07 (2,49) 1,62 (0,00-18,18 <0,001
IL-1B 1,21 (3,07) 0,49 (0,00 — 24,60) 0,66 (1,87) 0,00 (0,00-13,76) 0,032
196,31 7,51 (2,40 -
IL-8 (1529,42) 12806,73) 3,52 (3,05) 3,16 (0,64 —25,59) <0,001
Total 70 70

DP: desvio padrdo; pg/mL: picograma por mililitro; IL: interleucina; TNF-a: Fator de necrose
tumoral. Teste utilizado: Teste Mann-Whitney. Foi considerado estatisticamente significativo
p< 0,05.

Com o intuito de se conseguir uma observagao mais abrangente dos resultados,
realizou-se andlise multivariada. Esta abordagem é empregada quando se deseja trabalhar
com indicadores que sintetizam o efeito de cada varidvel estatisticamente significativa,
permitindo analisar conjuntamente os dados obtidos na andlise univariada. Para analise
multivariada, foi adotado nivel de significancia a = 0,20, e por isso, além das varidveis
estatisticamente significativas (p < 0,05), foram incluidas aquelas com valor de p < 0,20.

A analise multivariada foi realizada através da regressdo logistica multipla,
considerando nivel de significancia a = 0,05 para o modelo final e, todas as variaveis
significativas em relagdo aos grupos de estudo (caso/ controle) foram incluidas como:
escolaridade, local onde mora/morou, consumo de alcool, tabagismo, exposi¢cdo a pesticida
ou inseticida, pratica de atividade fisica e as citocinas IL-10, IL-6, IL-13 e IL-8.

Esta analise permitiu estimar a OR, ou seja, a razdo entre as chances daqueles com
fator de risco de desenvolverem a doenca e as chances daqueles sem fator de risco de
desenvolverem a doenca®’. No modelo final, apenas consumo de alcool, tabagismo,
exposicdo a pesticida ou inseticida e IL-8 permaneceram como varidveis estatisticamente
significativas (p < 0,05). Sendo assim, aqueles individuos que beberam no passado (pararam

ha mais de 12 meses) apresentam chance 14,5 vezes [IC (Intervalo de Confianca) 95%: 1,3 —
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163,6)] de desenvolver a doenca em relacdo aqueles que nunca beberam, apresentando
diferenga significativamente estatistica (p=0,030). Em rela¢do ao uso de tabaco, aqueles
individuos que fumam atualmente (p <0,001) apresentam chance de 11,3 vezes (IC 95%: 2,9
— 44,3) de desenvolver CE em compara¢do aqueles que nunca fumaram. Além disso, os
individuos que foram expostos a inseticida ou pesticida (p=0,033) apresentam chance 3,2
vezes (IC 95%: 1,1 — 9,4) de desenvolver a doenga em comparagdo aqueles que ndo foram
expostos. Ainda, o aumento da expressdo de IL-8 (p <0,001) aumenta a chance de

desenvolver o cancer esofagico (OR: 1,6 - IC 95%: 1,3 — 2,0) (Tabela 8).

Tabela 8 - Modelo de regressao logistica multipla das variaveis estatisticamente significativas
entre os grupos (caso/ controle). Hospital de Cancer de Barretos, 2021.

Variavel / Categoria n casos (n eventos) OR (1C95%) P

Alcool

Nunca 15 (3) 1 -

Slm,,at.ualmente (se parou 85 (36) 3.9(0,4-35,9) 0,227

nos ultimos 12 meses)

Sim, no passado 40 (31) 14,5 (1,3 - 163,6) 0,030

Tabaco

Nunca 47 (10) 1 -

Sim, atualmente (se parou 11,3 (2,9 - 44,3) <0,001
e 58 (47)

nos ultimos 12 meses)

Sim, no passado 35(13) 1,5(0,3-6,6) 0,581

Exposicao a pesticida ou

inseticida

N3o 78 (28) 1 -

Sim 60 (42) 3,2(1,1-9,4) 0,033

IL8 140 (70) 1,6 (1,3 - 2,0) <0,001

N: numero; OR: Odds Ratio; IC 95%: intervalo de confianca ao nivel de 95%; IL: interleucina.

Teste utilizado: Teste de Wald. Foi considerado estatisticamente significativo p< 0,05.

5.2 Andlise da sobrevida de pacientes com CEC de esofago
Para verificar a relacao das citocinas com a sobrevida dos pacientes portadores de CE,

foi estabelecido um ponto de corte para seu nivel plasmatico utilizando a curva ROC e o
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valor final (pg/mL) obtido como resultado do ensaio de quantificacdo das citocinas por CBA,
com intuito de discriminar os casos 6bitos dos ndo dbitos. O ponto de corte estabelecido, a
sensibilidade, especificidade e area abaixo da curva das seis citocinas analisadas estao

descritos na Tabela 9.

Tabela 9 - Ponto de corte para citocinas. Hospital de Cancer de Barretos, 2021.

Citocinas Ponto de corte Sensibilidade (%) Espec(lcfy::;ldade AUC (%)
IL-12p70 1,23 75,6 37,5 59,3
TNF-a 0,825 75,6 42,0 57,7
IL-10 1,34 75,6 33,3 49,5
IL-18 1,35 77,8 30,0 55,8
IL-6 4,7 77,8 71,0 76,0
IL-8 6,75 73,3 71,0 76,0

AUC: area abaixo da curva ROC; IL: interleucina; TNF-a: Fator de necrose tumoral.

Deste modo, os individuos foram divididos em dois grupos: baixo e alto nivel
plasmatico de citocinas, e a descricdo desta categorizacdo estd detalhada na Tabela 10.

Além da relacdo das citocinas com a sobrevida, analisamos também a relacdo com as
caracteristicas socio-demograficas, estilo de vida e dados clinico-patolégicos.

O tempo para a sobrevida global foi calculado como o intervalo entre a data de
diagndstico e a data de dbito por cancer ou a data da ultima informacgao. Entretanto, dentre
todas as varidveis analisadas, somente IL-6, IL-8, cirurgia e TNM apresentaram influéncia
significativa na sobrevida através das andlises de Kaplan-Meier e teste de Log-rank.

O célculo de sobrevida global foi reportado para 12, 36 e 60 meses. Na Tabela 11,
observa-se que a estimativa da sobrevida global em 12 meses foi 60,8%, em 36 meses foi

36,0% e em 60 meses foi 21,5%.
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Tabela 10 - Descritiva das citocinas categorizadas. Hospital de Cancer de Barretos, 2021.

Citocinas Categorias (nivel) n (%)
IL-12p70 Baixo (<1,23pg/mL) 49 (70)
Alto (21,23 pg/ml) 21 (30)
TNF-a Baixo (< 0,825 pg/mL) 48 (68,6)
Alto (> 0,825 pg/mL) 22 (31,4)
IL-10 Baixo (< 1,34 pg/mL) 50 (71,4)
Alto (21,34 pg/mL) 20 (28,6)
IL-1B Baixo (< 1,35 pg/mL) 52 (74,3)
Alto (21,35 pg/mL) 18 (25,7)
IL-6 Baixo (< 4,7 pg/mL) 27 (38,6)
Alto (= 4,7 pg/mL) 43 (61,4)
IL-8 Baixo (< 6,75 pg/mL) 29 (41,4)
Alto (= 6,75 pg/mL) 41 (58,6)

n: numero; IL: interleucina; TNF-a: Fator de necrose tumoral; pg/mL: picograma por mililitro.

Tabela 11 - Estimativa de sobrevida global pelo método de Kaplan-Meier considerando as
variaveis sécio-demograficas, estilo de vida, dados clinico-patoldgicos e os niveis plasmaticos
das citocinas. Hospital de Cancer de Barretos, 2021.

% Probabilidade de sobrevivéncia

Variavel / n casos (n 0
Categoria eventos) 12 meses 36 meses 60 meses

Global 70 (52) 60,8 36,0 21,5 -
Sexo

Feminino 11 (7) 60,0 50,0 18,8 0,403
Masculino 59 (45) 60,7 33,2 21,1

Raga

Branco 50 (38) 64,0 35,1 23,6 0,208
Ndo branco 18 (14) 48,1 34,4 0,00

(continua na proxima pagina)



36

Tabela 11 (continuag¢do) - Estimativa de sobrevida global pelo método de Kaplan-Meier
considerando as varidveis socio-demograficas, estilo de vida, dados clinico-patoldgicos e os
niveis plasmaticos das citocinas. Hospital de Cancer de Barretos, 2021.

% Probabilidade de sobrevivéncia

Variavel / n casos (n .
Categoria eventos) 12 meses 36 meses 60 meses
Exposicao a
pesticida ou
inseticida
N3o 28 (21) 64,3 46,4 26,7 0,360
Sim 42 (31) 58,6 28,0 17,4
Onde mora /
morou
Somente zona 12 (8) 66,7 41,7 41,7 0,553
urbana
Somente zona 8(7) 62,5 25,0 12,5
rural
Ambas 50 (37) 59,1 36,5 17,7
Alcool
Nunca bebeu / S6 34 (26) 58,0 36,7 17,8 0,839
no passado
Sim, ainda bebe 36 (26) 63,5 35,1 24,6
Tabaco
Nunca 10 (8) 30,0 20,0 20,0
Sim, atualmente
(se parou nos . o, 60,8 39,1 20,3 0,315
ultimos 12
meses)
Sim, no passado 13 (9) 84,6 38,5 28,8
Grau histolégico
Bem diferenciado 9(7) 55,6 22,2 22,2
Moderadamente 35(26)
diferenciado 26,4 37,6 23,9 0,807
Pouco 21 (16) 66,0 30,5 16,9
diferenciado
IL-12p70
<1,23 49 (39) 51,0 29,8 19,7
0,073
>1,23 27 (13) 84,7 50,8 25,4

(continua na préxima pégina)
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Tabela 11 (continuag¢do) - Estimativa de sobrevida global pelo método de Kaplan-Meier
considerando as varidveis socio-demograficas, estilo de vida, dados clinico-patoldgicos e os
niveis plasmaticos das citocinas. Hospital de Cancer de Barretos, 2021.

% Probabilidade de sobrevivéncia

Variavel / n casos (n .
Categoria eventos) 12 meses 36 meses 60 meses
TNF-a
<0,825 48 (39) 58,3 25,9 18,9 0100
20,825 22 (13) 66,7 61,2 28,5 ’
IL-10
<1,34 50 (38) 59,1 29,6 22,0 0470
21,34 20 (14) 65,0 53,2 19,7 ’
IL-6
<4,7 27 (14) 80,4 64,3 45,1

<0.
24,7 43 (38) 48,8 18,2 6,9 0.001
IL-1B
<1,35 52 (40) 62,6 29,2 19,6 0364
>1,35 18 (12) 55,6 55,6 28,8 ’
IL-8
<6,75 29 (16) 89,1 50,4 41,2 0.001
>6,75 41 (36) 41,5 25,9 9,3 !
Cirurgia
Nao 44 (40) 47,1 16,5 8,2

<
Sim 20 (9) 90,0 80,0 51,3 0,001
Radioterapia
Nao 25 (22) 56,0 28,0 7,0 0117
Sim 43 (29) 61,8 41,2 29,7 ’
Quimioterapia
Nao 24 (20) 41,7 33,3 15,6 0186
Sim 45 (32) 70,3 36,3 24,6 ’
TNM
1/11 17 (8) 87,8 81,6 49,8

< 1
/v 42 (38) 52,4 16,7 9,5 0,00

(continua na préxima pégina)
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Tabela 11 (continuag¢do) - Estimativa de sobrevida global pelo método de Kaplan-Meier
considerando as varidveis socio-demograficas, estilo de vida, dados clinico-patoldgicos e os
niveis plasmaticos das citocinas. Hospital de Cancer de Barretos, 2021.

% Probabilidade de sobrevivéncia

Variavel / n casos (n .
Categoria eventos) 12 meses 36 meses 60 meses

Localizagao do

tumor

Tergo 33(27) 69,7 42,4 20,5
médio/superior 0,447
SOE 19 (14) 51,3 22,8 22,8

n: namero; IL: interleucina; TNF-a: Fator de necrose tumoral; TNM: Sistema baseado no
tamanho e/ou extensdo do tumor primario (T), quantidade de linfonodos comprometidos
(N) e presenca de metdastases (M).

Teste utilizado: Log-rank.
Foi considerado estatisticamente significativo p< 0,05.

Ao analisarmos a expressdo das citocinas em relacdo a sobrevida, obteve-se que os
individuos com nivel elevado da citocina IL-6 apresentaram pior sobrevida (48,8% em 12
meses, 18,2% em 36 meses e 6,9% em 60 meses) comparados com individuos portadores de
baixo nivel plasmatico de IL-6 (80,4% em 12 meses, 64,3% em 36 meses e 45,1% em 60
meses). Ainda, pacientes com nivel plasmatico elevado de IL-8 tiveram pior sobrevida (41,5%
em 12 meses, 25,9% em 36 meses e 9,3% em 60 meses) quando comparado com aqueles
individuos que apresentaram baixo nivel da citocina (89,1% em 12 meses, 50,4% em 36
meses e 41,2% em 60 meses).

Além disso, os pacientes que foram submetidos a cirurgia apresentaram sobrevida
(90,0% em 12 meses, 80,0% em 36 meses e 51,3% em 60 meses) significativamente melhor
(p<0,001) quando comparados aqueles que ndo fizeram cirurgia (47,1% em 12 meses, 16,5%
em 36 meses e 8,2% em 60 meses) e, aqueles com estadiamento inicial (TNM 1/11)
apresentaram melhor sobrevida (87,8% em 12 meses, 81,6% em 36 meses e 49,% em 60
meses) quando comparados com pacientes diagnosticados com estadiamento avancado
(TNM 11I/1V) (52,4% em 12 meses, 16,7% em 36 meses e 9,5% em 60 meses), apresentando

diferenca estatisticamente significativa (p<0,001).
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A sobrevida global de individuos com CEC de es6fago em relacdo aos niveis
plasmaticos (baixo e alto) de IL-6 e IL-8, cirurgia (ndo / sim) e estadiamento TNM (I — II/ Il —

IV) estd representada nas curvas de Kaplan-Meier das Figuras 2 e 3.

Figura 2 — Curva de Kaplan-Meier da sobrevida global dos individuos com cancer de es6fago
(n=70). Hospital de Cancer de Barretos, 2021.
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Figura 3 - Curvas de Kaplan-Meier da sobrevida global correlacionados com varidveis
estatisticamente significativas. Hospital de Cancer de Barretos, 2021.
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Curvas de Kaplan-Meier da sobrevida global correlacionada com a) IL-6 (n=70; 43 com altos
niveis e 27 com baixos niveis), b) IL-8 (n=70; 41 com altos niveis e 29 com baixos niveis), c)
Cirurgia (n=64; 44 que ndo realizaram cirurgia e 20 que realizaram cirurgia) e d)
Estadiamento TNM (n=59; 17 com TNM I/1l e 42 com TNM llI/IV.

As variadveis que apresentaram um valor de p <0,2 foram selecionadas para compor a

analise multivariada utilizando a Regressao de COX. Na tabela 12 estdo apresentadas as

estimativas de razdo de risco [Hazard Ratio (HR)] e seus respectivos intervalos de confianca

(IC) 95% para as variaveis estatisticamente significativa (p<0,005).
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Tabela 12 - Estimativa de Razdo de risco (Hazard Ratio) pelo modelo de Cox para o tempo de
sobrevida global em individuos com CEC de es6fago. Hospital de Cancer de Barretos, 2021.

Variavel / Categoria n casos (n eventos) HR (1C95%) P
IL-12p70

<1,23 40 (33) - -
>1,23 16 (12) 0,33 (0,15-0,73) 0,007
TNF-a

<0,825 41 (36) - -
>0,825 15 (9) 0,23 (0,09 - 0,59) 0,003
IL-8

<6,75 22 (14) - -
>6,75 34 (31) 4,56 (2,21 -9,41) 0,002
Cirurgia

N3o 40 (37) - -
Sim 16 (8) 0,21 (0,08 - 0,55) 0,002

Radioterapia

N3o 25 (22) -

Sim 31 (23) 0,27 (0,14 — 0,54) <0,001
TNM

/1 16 (8) -

/v 40 (37) 3,68 (1,45 — 9,37) 0,006

n: numero; HR: Hazard Ratio; IC 95%: intervalo de confianca de 95%; IL: interleucina; TNF-a:
Fator de necrose tumoral; TNM: Sistema baseado no tamanho e/ou extensdo do tumor
primario (T), quantidade de linfonodos comprometidos (N) e presenca de metdastases (M).

Teste utilizado: Regressao de Cox.
Foi considerado estatisticamente significativo p< 0,05.

Observa-se que, em relagdo as citocinas, aqueles individuos que apresentam nivel
elevado da citocina IL-12p70 possuem um menor risco de evoluir ao o6bito quando
comparados aqueles com menor nivel da citocina [HRaj (Razdo de Risco ajustado): 0,34 —
IC95%: 0,14 — 0,79]. Além disso, os individuos que apresentam nivel elevado da citocina TNF-
o possuem um risco menor de vir a ébito quando comparados aqueles com baixo nivel de

TNF-a (HRaj: 0,23 — 1C95%: 0,09 — 0,59).
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Ao contrdrio de IL-12p70 e TNF-a, em que os niveis elevados sdo considerados
fatores protetores para o desenvolvimento do CE, a citocina IL-8 parece ser um fator de risco
para a doenca, ja que os individuos que apresentaram niveis aumentados da citocina
tiveram maior risco de ir a 6bito quando comparado aos individuos com baixo nivel de IL-8
(HRaj: 4,56 — 1C95%: 2,21 —9,41).

Como esperado, os pacientes que foram submetidos a cirurgia e radioterapia
apresentaram risco menor de ir a 6bito quando comparado aos que ndo passaram por
cirurgia ou ndo realizaram radioterapia [(HRaj: 0,21 — 1C95%: 0,08 — 0,55); (HRaj: 0,27 —
IC95%: 0,14 — 0,54)] respectivamente. Além disso, pacientes com TNM em estagio inicial
(1/11) também apresentaram risco menor de ir a ébito quando comparado aqueles com TNM

avancado (llI/1V) (HRaj: 3,68 — 1C95%: 1,45 —9,37).

5.3 Analise do SNP IL-8 (rs4073) -251A>T
As frequéncias dos gendtipos de IL-8 (rs4073) -251 A>T foram determinadas e estdo
descritas na Tabela 13, sendo: 49,1% para AT, 27,9% para AA e 23,0% para TT.

Tabela 13 - Frequéncias dos gendtipos de IL-8 (rs4073) -251 A>T. Hospital de Cancer de
Barretos, 2021.

Frequéncia

Gendtipos IL8 -251A>T (rs4073)

n (%)
AA 17 27,9
AT 30 49,1
1T 14 23,0
Total 61 100,0

Em seguida, os gendtipos foram avaliados em relacdo aos niveis plasmaticos da
citocina IL-8 e as caracteristicas do tumor. Como demonstrado na Tabela 14, os pacientes
com altos niveis plasmaticos de IL-8 apresentaram uma maior frequéncia do gendtipo AA,
apresentando uma diferenca estatisticamente significativa (p = 0,019). Em relacdo as
variaveis relacionadas com as caracteristicas do tumor (TNM, grau de diferenciacdo e

topografia do tumor) ndo houve diferenca estatistica entre os gendtipos avaliados.
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Tabela 14 - Avaliacdo dos gendtipos de IL-8 (rs4073)-251 A>T em relacdo aos niveis
plasmaticos da citocina IL-8 e as caracteristicas do tumor. Hospital de Cancer de Barretos,
2021.

IL8 -251A>T (rs4073)

» . AA AT 1T
Variavel / Categoria n(*) (%) o) (%) () (%) P

IL-8

<6,75 2 11,8 16 53,3 6 42,9 0,019
26,75 15 88,2 14 46,7 8 57,1

T

T1-T2 1 6,7 5 18,5 2 16,7 0,609**
T3-T4 14 93,3 22 81,5 10 83,3

N

NO 3 333 9 34,6 4 36,4 >0,999**
N positivo 6 66,7 17 65,4 7 63,6

M

MO 13 86,7 24 85,7 10 71,4 0,542%**
M1 2 13,3 4 14,3 4 28,6

TNM

Il 5 41,7 7 25,9 2 15,4 0,381**
-1V 7 58,3 20 74,1 11 84,6

Grau de diferenciagao

Bem diferenciado 2 14,3 3 10,3 4 28,6 0,270**
Moderadamente diferenciado 9 64,3 17 58,6 4 28,6

Pouco diferenciado 3 21,4 9 31,0 6 42,9

Topografia do tumor

Terco superior 0 0,0 1 4,2 1 8,3 0,709%**
Terco médio 7 53,8 15 62,5 5 41,7

Terco inferior 0 0,0 1 4,2 1 8,3

SOE 6 46,2 7 29,2 5 41,7

(*) Casos com valores ignorados foram excluidos da analise.
n: numero; %: porcentagem.

Teste utilizado: Qui-quadrado ou **Exato de Fisher

Foi considerado estatisticamente significativo p< 0,05.
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Diante destes resultados, optou-se por também avaliar a influéncia dos genétipos do
SNP IL-8 (rs4073)-251A>T encontrados nos pacientes com CE e a sobrevida destes pacientes
em 12, 36 e 60 meses (Tabela 15, Figura 4)

Tabela 15 - Estimativa de sobrevida global pelo método de Kaplan-Meier considerando os
genodtipos AA, AT e TT. Hospital de Cancer de Barretos, 2021.

% Probabilidade de sobrevivéncia
Genotipos n casos (n eventos) p

12 meses 36 meses 60 meses

AA 17 (27,9) 52,9 47,1 20,6
AT 30(49,1) 66,7 29,9 18,7 0,325
T 14 (23,0) 56,3 16,1 8,0

Teste utilizado: Log-rank.
Foi considerado estatisticamente significativo p< 0,05.

Figura 4 — Curva de Kaplan-Meier da sobrevida global dos individuos com cancer de es6fago
correlacionada com o polimorfismo IL8-251A>T (rs4073) (n=61). Hospital de Cancer de
Barretos, 2021.
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Como pode ser observado, ndo foi encontrada associacao estatisticamente significativa

entre os SNPs de IL-8 (rs4073)-251 A>T e a sobrevida dos pacientes com CE.
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5.4 Coleta prospectiva de sangue e informagoes sociodemograficas e clinicopatoldgicas de

pacientes com CEC de esofago para avaliagao do perfil plasmatico de citocinas

5.4.1 Caracterizagao da populagao de estudo

Com o intuito de aumentar o tamanho amostral do presente estudo, foram incluidos
prospectivamente 47 pacientes com as mesmas caracteristicas do grupo caso 1 previamente
analisado, sendo que desses, 4 precisaram ser excluidos (3 por auséncia de amostras
sanguinea e 1 por diagndstico de adenocarcinoma). Sendo assim, 43 pacientes
permaneceram nesse grupo possuindo sangue e informagles sdciodemograficas para a
realizacdo das andlises. Fazendo uma breve caracterizacdo dessa populacdo, em sua maioria
foi composta por homens (79,1%), de raca branca (72,1%), ndo casados (62,8%), com nivel
de escolaridade ensino fundamental/médio (79,1%) e que residiram em zona rural e urbana
(78,0%). Além disso, a maioria dos individuos relatou ja ter consumido bebida alcodlica
(92,7%) e ter fumado (90,2%) (Tabela 16).

Em relagdo as caracteristicas clinico-patoldgicas do grupo caso 2, a maioria dos tumores
apresentaram grau histolégico 2 (41,9%) e considerando o Sistema TNM de Classificacdo dos
Tumores Malignos, observou-se que 86,5% dos casos foram diagnosticados em T3 — T4, com
comprometimento de linfonodo (N positivo = 57,5%) e sem metdstase (MO = 84,6%). Com o
agrupamento das categorias TNM, constata-se que 69,0% dos pacientes foram admitidos
com estadiamento avangado (Il — IV). Além disso, 83,7% dos pacientes nao realizaram
cirurgia, sendo que a grande maioria realizou tratamentos de radio (72,1%) e quimioterapia

(93,0%) (Tabela 16).
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Tabela 16 - Caracterizacdo da populacdo de estudo (Grupo Caso 2) segundo as varidveis
socio-demograficas, estilo de vida e clinico-patolégicas. Hospital de Cancer de Barretos,

2021.
Variavel / Categoria Casos

s n(*) (%)
Sexo
Masculino 34 79,1
Feminino 9 20,9
Raga
Branco 31 72,1
N3o branco 12 27,9
Estado civil
N3do casado 27 62,8
Casado 16 37,2
Escolaridade
Analfabeto/Analf. Funcional 9 20,9
Ensino fundamental/médio 34 79,1
Ensino superior 0 0,0
Onde mora / morou
Somente zona urbana 7 17,1
Somente zona rural 2 4,9
Ambas 32 78,0
Alcool
Nao 3 7,3
Sim 38 92,7
Tabaco
Nao 4 9,8
Sim 37 90,2
Grau Histoldgico
Grau l 1 2,3
Grau 2 18 41,9
Grau 3 9 20,9
Indisponivel 15 34,9
T
T1-T2 5 13,5
T3-T4 32 86,5

(continua na proxima pagina)
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Tabela 16 (continuagdo) - Caracteriza¢do da populacdo de estudo (Grupo Caso 2) segundo as
varidveis socio-demograficas, estilo de vida e clinico-patoldgicas. Hospital de Cancer de
Barretos, 2021.

Casos

Variavel / Categoria

i n(*) (%)
N
NO 14 42,4
N positivo 19 57,5
M
MO 33 84,6
M1 6 15,4
Estadiamento TNM
=1l 9 31,0
-1V 20 69,0
Cirurgia
Nao 36 83,7
Sim 7 16,3
Radioterapia
Nao 12 27,9
Sim 31 72,1
Quimioterapia
Ndo 3 7,0
Sim 40 93,0
Total 43 100

(*) Casos com valores ignorados foram excluidos da andlise.

n: nimero; %: porcentagem.

Estadiamento TNM: Sistema baseado no tamanho e/ou extensdo do tumor primario (T),
quantidade de linfonodos comprometidos (N) e presenca de metastases (M).

Como esperado, a caracterizacdo da populacdo do grupo caso 2 foi bem semelhante
a do grupo caso 1, ja que foram incluidos o mesmo perfil de pacientes em ambos os grupos.
Sendo assim, decidimos por unir os 2 grupos casos, aumentando nosso tamanho amostral,
para prosseguir com as analises do perfil plasmatico de citocinas como possivel ferramenta

indicadora de progndstico da doenga.
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Sendo assim, a unido dos 2 grupos casos (1 e 2) resultou no tamanho amostral de 113
individuos no grupo caso e 70 individuos no grupo controle e a caracterizagdo desta
populacdo geral estd demonstrada na Tabela 17.

Tabela 17 - Caracterizagdo da populagao de estudo segundo as variaveis sécio-demograficas
e estilo de vida. Hospital de Cancer de Barretos, 2021.

Variavel / Categoria Casosle2 Gontioles P
8 n*) (%) n(*)_ (%)
Sexo
Masculino 93 82,3 58 82,9 0,923
Feminino 20 17,7 12 17,1
Raga
Branco 81 73,0 51 72,9 0,986
N3o branco 30 27,0 19 27,1
Estado civil
N3o casado 44 38,9 22 31,4 0,304
Casado 69 61,1 48 68,6
Escolaridade
Analfabeto/Analf. Funcional 19 16,8 0 0,0 <0,001
Ensino fundamental/médio 90 79,6 54 77,1
Ensino superior 4 3,5 16 22,9
Onde mora / morou
Somente zona urbana 19 17,1 29 41,4 0,001
Somente zona rural 10 9,0 5 7,1
Ambas 82 73,9 36 51,4
Alcool
N3do 6 5,4 12 17,1 0,010
Sim 105 94,6 58 82,9
Tabaco
Ndo 14 12,6 37 52,9 <0,001
Sim 97 87,4 33 47,1
Exposicao a pesticida ou inseticida
Ndo 47 42,3 50 73,5 <0,001
Sim 64 57,7 18 26,5

(*) Casos com valores ignorados foram excluidos da analise.
n: numero; %: porcentagem.
Teste utilizado: Qui-quadrado. Foi considerado estatisticamente significativo p< 0,05.
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Ap0s, foi feita a caracterizacdo clinico-patoldgicos (grau histologico, estadiamento e
topografia do tumor) dos dois grupos.

A populagao do estudo foi composta, em sua maioria, por homens com idade média
de 57,48 (DP:7,72) anos para o grupo controle e 58,99 (DP: 9,29) anos para o grupo caso.
Como ja esperado, por se tratar de inclusdo de sujeito de pesquisa seguindo os mesmo
critérios, apds o pareamento dos grupos, ndao houve diferenga estatisticamente significativa
entre caso e controle para as varidveis idade (p=0,452) e sexo (p=0,923). Além disso, as
varidveis raca e estado civil também ndo foram estatisticamente diferente entre os grupos.
Em relagdo as variaveis escolaridade (p <0,001), local onde mora/morou (p=0,001), consumo
de dlcool (p <0,010) e de tabaco (p <0,001) e exposicdo a pesticida ou inseticida (p <0,001)
foi encontrada diferenca estatistica entre os grupos caso e controle, sendo o grupo caso
composto por maior frequéncia de individuos analfabetos/analfabetos funcionais (16,8%)
em relagdo aos individuos do grupo controle (0,0%). Em relagdo ao local onde mora/morou,
a maioria dos individuos do grupo caso residiu nas zonas urbana e rural (73,9%), enquanto a
maior parte dos individuos do grupo controle residiu apenas na zona urbana (41,4%), ou
rural e urbana (51,4%). Além disso, a frequéncia de individuos do grupo caso que fizeram
ingestdao de alcool (94,6%) foi maior que a observada para individuos do grupo controle
(82,9%). Em relagdo ao tabagismo, a frequéncia de individuos do grupo caso que relataram
ter fumado (87,4%) foi maior que a observada para individuos do grupo controle (47,1%).
Além disso, tivemos uma maior frequéncia de individuos do grupo caso que fizeram
exposicdo a pesticida ou inseticida (57,7%), em comparacdo aos individuos do grupo
controle (26,5%).

A caracterizacdo do grupo caso 1 + 2 em relacdo as variaveis clinico-patoldgicas esta

descrita na Tabela 18.
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Tabela 18 — Caracterizacdo do grupo caso 1 e 2 segundo as variaveis clinico - patoldgicas.
Hospital de Cancer de Barretos, 2021.

Variavel Categoria n (*) (%)

T T1-T2 16 16,0
T3-T4 84 84,0

N NO 33 37,5

N positivo 55 62,5

M MO 89 84,8

M1 16 15,2

Estadiamento TNM =1l 26 29,5
—1v 62 70,5

Cirurgia Nao 80 74,8
Sim 27 25,2

Radioterapia Nao 37 33,3
Sim 74 66,7

Quimioterapia Nao 27 24,1
Sim 85 75,9

(*) Casos com valores ignorados foram excluidos da andlise.

Estadiamento TNM: Sistema baseado no tamanho e/ou extensdo do tumor primario (T),
quantidade de linfonodos comprometidos (N) e presenca de metastases (M).

A maioria dos tumores (84,0) % foi diagnosticada em T3 — T4, com comprometimento
de linfonodo (N positivo = 62,5%) e sem metdstase (MO = 84,8%), e 70,5% dos pacientes
foram admitidos com estadiamento TNM agrupado considerado avancado (lll — IV). Além
disso, 74,8% dos pacientes ndo realizaram cirurgia, e a grande maioria realizaram

tratamentos de radio (66,7%) e quimioterapia (75,9%).

5.4.2 Quantificagdao dos niveis plasmaticos das citocinas

Para avaliar se o perfil de citocinas estaria relacionado com o CCEE, as 113 amostras
sanguineas referentes aos grupos caso (1 e 2) e 70 referentes ao grupo controle, foram
submetidas a mensuracdo do nivel das citocinas envolvidas em processo inflamatério, IL-

12p70, TNF-qa, IL-10, IL-6, IL-1B e IL-8. Na Tabela 19, pode-se observar que dentre as seis
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citocinas quantificadas, apenas duas apresentaram diferenca estatisticamente significativa

entre os grupos, sendo elas: IL-6 (p <0,001) e IL-8 (p <0,001).

Tabela 19 — Comparacdo dos niveis plasmaticos de citocinas entre os grupos de estudo (caso
1 e 2/ Controle). Hospital de Cancer de Barretos, 2021.

Casole?2 Controle
.. n n Média
Citocinas , . Média (DP) Mediana (min- , , . Mediana (min p
(valido) B R | (valido) (DPlzmpg/ B
0,00 (0,00 — 0,93 0,28 (0,00 -
IL-12p70 113 0,58 (1,04) 6,64) 70 (1.61) 11,51) 0,093
) 113 0,20 (0,00 — 70 0,86 0,05 (0,00 -
TNF-a 0,87 (2,12) 16,37) (2,14) 14.27) 0,841
] 113 0,29 (0,00 - 20 0,55 0,42 (0,00 -
IL-10 8,16 (76,80) 816,59) (0.78) 5 73) 0,476
) 113 719,66 4,45 (0,21 - 20 2,07 1,62(0,00-
IL-6 (7567,06) 80446,68) (2,49) 18,18) <0,001
] 113 0,13 (0,00 - 20 0,66 0,00 (0,00 -
IL-1B 0,95 (2,60) 24,60) (1.87) 13,76) 0,236
i 113 124,38 6,74 (1,70 - 70 3,52 3,16 (0,64 —
IL-8 (1203,99) 12806,73) (3,05) 25,59) <0,001
Total 113 70

DP: desvio padrao; pg/mL: picograma por mililitro; IL: interleucina; TNF-a: Fator de necrose
tumoral. Teste utilizado: Teste Mann-Whitney. Foi considerado estatisticamente significativo
p< 0,05.

Do mesmo modo como foi realizado quando considerou-se apenas o grupo caso 1 e,
almejando andlise mais abrangente dos resultados, realizou-se analise multivariada,
adotando um nivel de significancia a = 0,20, e por isso, além das varidveis estatisticamente
significativas (p < 0,05), foram incluidas aguelas com valor de p < 0,20.

A analise multivariada foi realizada através da regressao logistica multipla,
considerando nivel de significancia a = 0,05 para o modelo final e, todas as variaveis
significativas em rela¢do aos grupos de estudo (casos 1 e 2 / controle) foram incluidas como:
local onde mora/morou, consumo de alcool, tabagismo, exposicdo a pesticida ou inseticida,
e as citocinas IL-6, IL-8 e IL-12p70. Esta analise permitiu estimar a Odds Ratio (OR), ou seja, a
probabilidade daqueles individuos com fator de risco para desenvolverem a doenca e as

chances daqueles sem fator de risco de desenvolverem a doenca.
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No modelo final, apenas tabagismo, exposicdo a pesticida ou inseticida, IL.-8 e IL-
12p70 permaneceram como varidveis estatisticamente significativas (p < 0,05). Sendo assim,
aqueles individuos que relataram ja ter fumado (p <0,001) apresentam chance de 7,4 vezes
(IC 95%: 2,6 — 21,2) de desenvolver CE em comparag¢dao aqueles que nunca fumaram. Além
disso, os individuos que foram expostos a inseticida ou pesticida (p=0,011) apresentam
chance 2,9 vezes (IC 95%: 1,3 — 6,9) de desenvolver a doenga em comparagdo aqueles que

nao foram expostos (Tabela 20).

Tabela 20 - Modelo de regressao logistica multipla das varidveis estatisticamente
significativas entre os grupos (casos 1 e 2/ controle). Hospital de Cancer de Barretos, 2021.

Variavel / Categoria n casos (n eventos) OR (1C95%) p
Tabaco

Nao 49 (14) 1 -
Sim 130 (97) 7,4 (2,6 —21,2) <0,001

Exposicao a pesticida ou

inseticida

N3do 97 (47) 1 -
Sim 82 (64) 2,9(1,3-6,9) 0,011
IL-8 179 (111) 1,7 (1,3 -2,1) <0,001
IL-12p70 179 (111) 0,6 (0,4-0,9) 0,022

n: numero; OR: Odds Ratio; IC 95%: intervalo de confianga ao nivel de 95%; IL: interleucina.
Teste utilizado: Teste de Wald. Foi considerado estatisticamente significativo p< 0,05.

Ainda, o aumento da expressao de IL-8 (p <0,001) aumenta a chance de desenvolver
o cancer esofagico (OR: 1,7 - IC 95%: 1,3 — 2,1), enquanto o aumento da expressao de IL-
12p70 (p=0,022) reduz o risco de desenvolver a doenca (OR: 2,9 - IC 95%: 0,4 — 0,9) (Tabela
20).

5.4.3 Andlise da sobrevida de pacientes com CEC de esofago (Grupos Caso 1 e 2)
Sabendo que as citocinas tém grande influencia no desenvolvimento das neoplasias
malignas, na definicdo de microambiente tumoral e ainda podem atuar de modo sistémico,

optou-se por avaliar a relacdo das citocinas com a sobrevida dos pacientes com CE e para
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isto, foi estabelecido um novo ponto de corte para o nivel plasmatico utilizando a curva ROC
e, o valor final (pg/mL) obtido como resultado do ensaio de quantificacdo das citocinas por
CBA, foi utilizado para discriminar ébitos. O ponto de corte estabelecido, a sensibilidade,
especificidade e area abaixo da curva das seis citocinas analisadas estao descritos na Tabela

21.

Tabela 21 - Ponto de corte para citocinas (Grupos caso 1 e 2). Hospital de Cancer de
Barretos, 2021.

Citocinas Ponto de corte Sensibilidade (%) ESpeC(Iz/::;Idade AUC (%)
IL-12p70 5,74 1,30 100,0 43,2
TNF-a 2,20 11,4 94,1 48,0
IL-10 1,87 16,5 100,0 53,7
IL-1B 0,235 46,8 55,9 46,4
IL-6 2,84 81,0 61,8 72,9
IL-8 7,67 48,0 82,4 67,7

AUC: area abaixo da curva ROC; IL: interleucina; TNF-a: Fator de necrose tumoral.

A partir da determinacdo do ponto de corte para cada citocina, dois niveis plasmaticos
foram definidos, baixo e alto, para categorizacdo (Tabela 22).

Assim, para avaliar a influencia das citocinas na sobrevida dos pacientes, fez analise em
relacdo as caracteristicas sécio-demograficas, estilo de vida, dados clinico-patolégicos
(Tabela 23).

Dentre todas as varidveis analisadas, somente IL-6, IL-8, IL-12p70, cirurgia, radioterapia
e TNM apresentaram influéncia significativa na sobrevida de pacientes com CE através das
analises de Kaplan-Meier e teste de Log-rank. Como pode ser observado na Tabela 23, a
estimativa da sobrevida global em 12 meses é 56,7%, em 36 meses é 33,4% e em 60 meses,
19,1%.

Entdo, ao analisar a expressao das citocinas em relacdo a sobrevida, obteve-se que os
individuos com nivel elevado da citocina IL-6 apresentaram pior sobrevida (45,2% em 12
meses, 22,9% em 36 meses e 8,1% em 60 meses) comparados com individuos portadores de
baixo nivel plasmatico de IL-6 (82,3% em 12 meses, 60,3% em 36 meses e 48,8% em 60

meses). Os pacientes com nivel plasmatico elevado de IL-8 tiveram pior sobrevida (34,1% em
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12 meses, 22,9% em 36 meses e 6,5% em 60 meses) quando comparado com aqueles
individuos que apresentaram baixo nivel da citocina (71,6% em 12 meses, 40,0% em 36
meses e 28,7% em 60 meses).

Além disso, os pacientes que foram submetidos a cirurgia (92,6% em 12 meses, 81,3%
em 36 meses e 52,2% em 60 meses) e realizaram radioterapia (61,7% em 12 meses, 39,3%
em 36 meses e 26,6% em 60 meses) apresentaram sobrevida significativamente melhor
quando comparados aqueles que ndo fizeram cirurgia (43,8% em 12 meses, 15,7% em 36
meses e 6,9% em 60 meses) ou nao realizaram radioterapia (44,1% em 12 meses, 22,0% em
36 meses e 5,5% em 60 meses). Além disso, aqueles pacientes com estadiamento inicial
(TNM 1/11) apresentaram melhor sobrevida (92,1% em 12 meses, 79,4% em 36 meses e 44,8%
em 60 meses) quando comparados com pacientes diagnosticados com estadiamento
avancado (TNM 1lI/1V) (44,3% em 12 meses, 15,0% em 36 meses e 8,6% em 60 meses),
apresentando diferenca estatisticamente significativa (p<0,001).

A curva de Kaplan-Meier para a sobrevida global de individuos com CEC de es6fago
esta representada na Figura 5.

Tabela 22 - Descritiva das citocinas categorizadas para caso e controle. Hospital de Cancer
de Barretos, 2021.

Citocinas Categorias (nivel) n (%)
IL-12p70 Baixo (<5,74pg/mL) 181 (98,9)
Alto (25,74 pg/mL) 2(1,1)
TNF-a Baixo (< 2,20 pg/mL) 168 (91,8)
Alto (= 2,20 pg/mL) 15 (8,2)
IL-10 Baixo (< 1,87 pg/mL) 168 (91,8)
Alto (> 1,87 pg/mL) 15 (8,2)
IL-18 Baixo (< 0,235 pg/mL) 103 (56,3)
Alto (= 0,235 pg/mL) 80 (43,7)
IL-6 Baixo (< 2,84 pg/mL) 95 (51,9)
Alto (= 2,84 pg/mL) 88 (48,1)
IL-8 Baixo (< 7,67 pg/mL) 138 (75,4)
Alto (= 7,67 pg/mL) 45 (24,6)

n: nimero; IL: interleucina; TNF-a: Fator de necrose tumoral; pg/mL: picograma por mililitro.
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Tabela 23 - Estimativa de sobrevida global pelo método de Kaplan-Meier considerando as
varidveis socio-demograficas, estilo de vida, dados clinico-patolégicos e os niveis plasmaticos
das citocinas. Hospital de Cancer de Barretos, 2021.

% Probabilidade de sobrevivéncia

Variavel / n casos (n 5
Categoria eventos) 12 meses 36 meses 60 meses
Global 113 (79) 56,7 33,4 19,1 -
Sexo
Feminino 20 (16) 42,9 26,8 10,0 0.500
Masculino 93 (63) 59,6 34,4 20,7 !
Raga
Branco 81 (56) 59,9 34,1 21,7 0120
Ndo branco 30 (23) 45,9 28,2 0,00 !
Exposicao a
pesticida ou
inseticida
N3o 47 (33) 59,2 41,1 22,0

. 0,511
Sim 64 (44) 56,7 28,2 17,5
Onde mora [/
morou
Somente 2oNd 19 (12) 68,4 37,3 37,3
urbana 0.539
Somente zona rural 10 (8) 60,0 25,0 12,5 !
Ambas 82 (57) 54,9 34,5 15,7
Alcool
Ndo 6 (5) 50,0 50,0 0,0 0,912
Sim 105 (72) 58,2 32,8 21,0
Tabaco
Nao 14 (11) 28,6 21,4 21,4 0,204
Sim 97 (66) 62,1 35,6 19,0
IL-12p70
<5,74 112 (78) 57,2 33,7 19,3

<
>5,74 1(1) 0,00 0,00 0,00 0,001
TNF-a
<2,20 102 (70) 57,0 30,8 21,4
0,961

>2,20 11 (9) 54,5 54,5 10,9

(continua na préxima pégina)
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Tabela 23 (continuag¢do) - Estimativa de sobrevida global pelo método de Kaplan-Meier
considerando as varidveis socio-demograficas, estilo de vida, dados clinico-patoldgicos e os
niveis plasmaticos das citocinas. Hospital de Cancer de Barretos, 2021.

% Probabilidade de sobrevivéncia

Variavel / n casos (n 5
Categoria eventos) 12 meses 36 meses 60 meses
IL-10
<1,87 100 (66) 57,1 32,7 24,7 0.428
>1,87 13 (13) 53,8 38,5 0,00 ’
IL-6
<2,84 36 (15) 82,3 60,3 48,8
>2,84 77 (64) 45,2 22,9 8,1 <0,001
IL-18
<0,235 61 (42) 59,7 27,8 21,2 0.921
20,235 52 (37) 53,3 39,2 18,1 ’
IL-8
<7,67 69 (41) 71,6 40,0 28,7 0.001
>7,67 44 (38) 34,1 22,9 6,5 !
Cirurgia
Ndo 80 (66) 43,8 15,7 6,9
Sim 27 (10) 92,6 81,3 52,2 <0,001
Radioterapia
Nao 37 (31) 44,1 22,0 5,5 0024
Sim 74 (47) 61,7 39,3 26,6 !
Quimioterapia
Nao 27 (23) 37,0 29,6 13,9 0141
Sim 85 (56) 62,6 33,5 21,3 ’
TNM
1/11 26 (11) 92,1 79,4 44,8

< 1
/v 62 (53) 44,3 15,0 8,6 0,00

n: numero; IL: interleucina; TNF-a: Fator de necrose tumoral; TNM: Sistema baseado no
tamanho e/ou extensdo do tumor primario (T), quantidade de linfonodos comprometidos
(N) e presenca de metdstases (M).

Teste utilizado: Log-rank.
Foi considerado estatisticamente significativo p< 0,05.
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Figura 5 — Curva de Kaplan-Meier da sobrevida global dos individuos com cancer de es6fago
(n=113). Hospital de Cancer de Barretos, 2021.
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As curvas de Kaplan Meier em relacdo aos niveis plasmaticos (baixo e alto) de IL-6, IL-

8, IL-12p70, cirurgia (ndo / sim), radioterapia (ndo / sim) e estadiamento TNM (I — 1I/ lll = 1V)

estdo demonstradas na Figura 6.

Figura 6 - Curvas de Kaplan-Meier da sobrevida global correlacionados com varidveis
estatisticamente significativas. Hospital de Cancer de Barretos, 2021.
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Figura 6 (continacdo) - Curvas de Kaplan-Meier da sobrevida global correlacionados com
varidveis estatisticamente significativas. Hospital de Cancer de Barretos, 2021.
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Curvas de Kaplan-Meier da sobrevida global correlacionada com a) IL-6 (n=113; 77 com altos
niveis e 36 com baixos niveis), b) IL-8 (n=113; 44 com altos niveis e 69 com baixos niveis), c)
IL-12p70 (n=113; 1 com alto nivel e 112 com baixos niveis) d) Cirurgia (n=107; 80 que nao
realizaram cirurgia e 27 que realizaram cirurgia), e) Radioterapia (n=111; 37 que ndo
realizaram radioterapia e 74 que realizaram radioterapia) e f) Estadiamento TNM (n=88; 26

com TNM I/l e 62 com TNM 1I/IV.

As varidveis que apresentaram um valor de p <0,2 foram selecionadas para compor a

analise multivariada utilizando a Regressdao de COX. Entdo, foram calculadas as estimativas

de razdo de risco [Hazard Ratio (HR)] e seus respectivos intervalos de confianca (IC) 95%

para as variaveis estatisticamente significativa (p<0,005) (Tabela 24).
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Tabela 24 - Estimativa de Razdo de risco (Hazard Ratio) pelo modelo de Cox para o tempo de
sobrevida global em individuos com CEC de es6fago. Hospital de Cancer de Barretos, 2021.

Variavel / Categoria n casos (n eventos) HR (1C95%) P
IL-8

<7,67 50 (30) - -
>7,67 37 (33) 1,92 (1,15 -3,20) 0,012
Cirurgia

N3o 66 (54) - -
Sim 21 (9) 0,32 (0,15-0,69) 0,004

Radioterapia

N3o 33 (28) -

Sim 54 (35) 0,58 (0,35 — 0,98) 0,041
TNM

/1 26 (11) -

/v 61 (52) 3,31 (1,63 — 6,75) 0,001

n: nimero; HR: Hazard Ratio; IC 95%: intervalo de confianga de 95%; IL: interleucina; TNM:
Sistema baseado no tamanho e/ou extensdo do tumor primario (T), quantidade de
linfonodos comprometidos (N) e presenca de metdstases (M).

Teste utilizado: Regressao de Cox.
Foi considerado estatisticamente significativo p< 0,05.

Como pode ser notado, os individuos que apresentaram niveis aumentados de IL-8
tiveram maior risco de ir a ébito quando comparado aos individuos com baixo nivel da
citocina (HRaj: 1,92 - 1C95%: 1,15 — 3,20), sugerindo que a citocina IL-8 seja um fator de risco
para o desenvolvimento do CE.

Ainda, como esperado, os pacientes que foram submetidos a cirurgia e radioterapia
apresentaram risco menor de ir a 6bito quando comparado aos que ndo passaram por
cirurgia ou ndo realizaram radioterapia [(HRaj: 0,32 — 1C95%: 0,15 — 0,69); (HRaj: 0,58 -
IC95%: 0,35 — 0,98). Além disso, pacientes com TNM em estagio inicial (I/1l) também
apresentaram risco menor de ir a 6bito quando comparado aqueles com TNM avancado

(I11/IV) (HRaj: 3,31 — 1C95%: 1,63 — 6,75).



5.5 Padronizagao anticorpo anti-TREX1

Inicialmente, foi realizada a padronizagdo das reagbes de IHQ utilizando duas
diluicdes de anticorpo anti-TREX1 (ab52947 — Anti-TREX1 antibody, lote GR126281, Biogen
Comercial e Distribuidora Ltda), com base em estudo prévio46 e informag¢des de contato
pessoal que diziam a marcacao ocorrem em células de cancer de colo uterino, além de duas

plataformas automatizadas diferentes (Ventana e Dako) no Hospital de Cancer de Barretos.

Na tabela 25 esta descrito os detalhes das reacbes de padronizacdo testadas.

Tabela 25 - Padronizacdo do anticorpo anti-TREX1 (ab52947) para IHQ. Hospital de Cancer

de Barretos, 2021.

Plataforma Diluigoes

Amostras

1:150

Ventana

1:250

1:150

Dako

1:250

Ca colo uterino (NIC 3)
Ca colo uterino (NIC 3)

Ca colo uterino (CEC invasor)
Colo de utero normal
CEC eso6fago
CEC eso6fago

Ca colo uterino (NIC 3)
Ca colo uterino (NIC 3)

Ca colo uterino (CEC invasor)
Colo de utero normal
CEC eso6fago
CEC eso6fago

Ca colo uterino (CEC invasor)
Ca colo uterino (CEC invasor)
Colo de utero normal
CEC eso6fago
CEC eso6fago

Ca colo uterino (CEC invasor)
Ca colo uterino (CEC invasor)
Colo de utero normal
CEC eso6fago
CEC eso6fago



61

As reacOes preparadas em ambas as plataformas e em ambas as dilui¢des ndo resultaram
em marcagao nuclear ou citoplasmatica dos tecidos analisados, como era esperado (Figura

7).

Figura 7 — Padronizacao do anticorpo anti-TREX1 (ab52947) em CEC de es6fago e carcinoma

de colo uterino. Hospital de Cancer de Barretos, 2021.
{ \.\:‘

a) - b)

a)CEC de eso6fago, testado com anticorpo ab52947 anti—TREXl, diluicdo 1:150; b) Carcinoma
de colo uterino, testado com anticorpo ab52947 anti-TREX1, diluicdo 1:150; c) CEC de

esofago, testado com anticorpo ab52947 anti-TREX1, diluicdo 1:250; d) Carcinoma de colo
uterino, testado com anticorpo ab52947 anti-TREX1, diluicdo 1:150;

Diante desse resultado, optou-se por estabelecer parceria com o grupo de pesquisa da
Dra Lara Termini, do Laboratério de Inovacdo em Cancer, Centro de Investigacdao
Translacional em Oncologia, Instituto do Cancer do Estado de Sdo Paulo Octavio Frias de
Oliveira — ICESP, uma vez que o grupo tem experiéncia e publicacées abordando IHQ para
TREX1. Para a realizacdo dos testes iniciais, o anticorpo (ab52947), previamente testado no

Hospital de Cancer de Barretos (HA) foi comparado com o anticorpo anti-TREX1 (antibody,
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lote GR57779-A, Biogen Comercial e Distribuidora Ltda) utilizado pelo grupo do ICESP e,
observou-se que o anticorpo anti-TREX1 ICESP resultou forte marcagdao em carcinomas de
colo uterino. Além disso, foram utilizadas laminas dos casos de CEC de es6fago provenientes
do Hospital de Cancer de Barretos e laminas de carcinoma de colo uterino previamente
analisadas pelo grupo de Sdo Paulo e com resultado positivo para marcacdo de TREX1 em
ambas as amostras. Para laminas do mesmo caso, a marcagao para TREX1 foi positiva apenas

quando o anticorpo do grupo de Sao Paulo (GR57779-4) foi utilizado (Figura 8).

Figura 8 — Padronizacao do anticorpo anti-TREX1 comparando os anticorpos ab52947 e
GR57779-4 em laminas de adenocarcinoma de colo uterino. Hospital de Cancer de Barretos,

» .

a)Adenocarcinoma de colo uterino, testado com o anticorpo ab52947 anti-TREX1, diluicdo
1:50 — Auséncia de marcacdo especifica; b) Adenocarcinoma de colo uterino, testado com o
anticorpo GR57779-4 anti-TREX1, diluicdo 1:100 — Immunorreacdo fortemente positiva em
citoplasmas de células malignas

Sendo assim, um novo anticorpo anti-TREX1 foi adquirido (ab83890 Anti-TREX1 antibody,
Nova Analitica Imp. Exp. Ltda) e testado de acordo com o protocolo realizado pelo ICESP €, a

marcacao nao foi obtida (Figura 9).
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Figura 9 — Padronizacdo do anticorpo anti-TREX1 comparando os anticorpos ab83890 e
GR57779-4 em laminas de adenocarcinoma de colo uterino. Hospital de Cancer de Barretos,
2021.

a) Adenocarcmoma de colo uterino, testado com o antlcorpo ab83890 antl-TREX1 d|IU|<;ao
1:50 - Auséncia de marcacdo especifica; b) Adenocarcinoma de colo uterino, testado com o
anticorpo GR57779-4 anti-TREX1, diluicdo 1:100 - Immunorreacdo fortemente positiva em
citoplasmas de células malignas.

O contato com a empresa permitiu o obtencdo de um novo anticorpo anti-TREX1
(ab185228 Anti-TREX1 antibody, lote EPR14985, Nova Analitica Imp. Exp. Ltda), que foi

submetido as mesmas condig¢des utilizadas no ICESP (Figura 10).

Figura 10 — Padronizacdo do anticorpo ab185228 anti-TREX1, apds realizacdo de troca pela
empresa. Hospltal de Cancer de Barretos 2021.

a)Adenocarcmoma de colo uterlno testado com anticorpo ab185228 anti-TREX1, diluicdo
1:100 — Presenca de marcacdo; b) CEC de es6fago, testado com anticorpo ab185228 anti-
TREX1, diluicdo 1:100 — Reacdo positiva focal e em pequenos aglomerados de células
malignas.



64

Desta vez, a marcacdo positiva em laminas de adenocarcinoma de colo uterino foi
obtida, com padrdao semelhante ao encontrado quando o anticorpo do grupo de S3ao Paulo

(GR57779-4) foi utilizado (Figura 10).

5.6 Andlise da expressao de TREX1

Ap0ds padronizagdao das reagdes de imunohistoquimica para detec¢do de TREX1, nesta
analise foram incluidos retrospectivamente amostras de 57 individuos do grupo caso 1 e 29
individuos do grupo controle 2, que possuiam material disponivel (bidpsias parafinadas) para
a realizacdo das imunohistoquimicas. Inicialmente, foi realizada a caracterizacdo da
populacdo de ambos os grupos do estudo (caso e controle) analisados para a expressdo de

TREX1 e as informacdes estdo detalhadas na Tabela 26.

Tabela 26 - Caracterizacdo da populacdo de estudo. Hospital de Cancer de Barretos, 2021.

Casos Controles

Variavel * / Categoria

iavel * / Categori n (%) n (%) 5
Idade — Média (desvio padrdo) 60 (9,6) 57 (8,4) 0,157
Sexo
Masculino 44 77,2 27 93,1 0,066
Feminino 13 22,8 2 6,9
Raga
Branco 36 64,3 19 70,4 0,583
N3o branco 20 35,7 8 29,6
Estado civil
N3o casado 18 31,6 5 17,2 0,156
Casado 39 68,4 24 82,8
Escolaridade
Analfabeto/Analf. Funcional 7 12,3 1 3,4 0,370
Ensino fundamental/médio 43 75,4 23 79,3
Ensino superior 7 12,3 5 17,2
Onde mora / morou
Somente zona urbana 7 12,3 8 27,6 0,036
Somente zona rural 8 14,0 0 0,00
Ambas 42 73,7 21 72,4

(continua na proxima pagina)
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Tabela 26 (continuagdo) - Caracterizacdo da populacdo de estudo. Hospital de Cancer de

Barretos, 2021.

Casos Controles

Varidvel * / Categoria

/ Categ n (%) n (%) .
Alcool
N3do 5 8,8 4 13,8 0,478
Sim 52 92,2 25 86,2
Tabaco
Nao 9 15,8 7 24,1 0,347
Sim 48 84,2 22 75,9
Exposicao a pesticida ou inseticida
Nao 27 48,2 14 50,0 0,877
Sim 29 51,8 14 50,0
Pratica atividade fisica
N3do 45 78,9 18 62,1 0,095
Sim 12 21,1 11 37,9
HPV
Negativo 30 71,4 12 50,0 0,082
Positivo 12 28,6 12 50,0

A populagdo do estudo foi composta, em sua maioria, por homens com idade média de

60 anos para o grupo caso e 57 anos para o grupo controle. Dentre as varidveis analisadas,

foi encontrada diferenca estatistica (p=0,036) para “local onde morou”, com predominio de

individuos do grupo caso que residiram apenas na zona rural, quando comparado aos

individuos do grupo controle.

Em seguida, foi realizada a caracterizacdo do tecido tumoral esofagico, mostrando que o

grau de diferenciacdo frequentemente encontrado foi o moderado, com predominio de

tumores localizados no terco médio do es6fago e estadiamento TNM avancgado (lll e V).

Além disso, a revisao de prontuarios forneceu a informagao de que 86,0% dos pacientes

incluidos no estudo foram a dbito devido a doenca e somente 14,0% permaneceram Vivos

no momento da conferéncia (data) (Tabela 27).
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Tabela 27 - Caracterizacdo do tecido tumoral. Hospital de Cancer de Barretos, 2021.

Variavel Categoria n %
Grau de diferenciagao Bem 6 12,0
Moderado 29 58,0
Pouco 15 30,0
Topografia Tergo superior 2 3,9
Terco médio 28 54,9
Tergo inferior 6 11,8
Mais de uma localizagao 15 29,4
Estadiamento TNM lell 12 23,1
elv 40 76,9
Status do paciente Vivo 8 14,0
Obito 49 86,0

Para a avaliacdo da expressdao de TREX1, foi feita a imunohistoquimica nos tecidos,
tumoral e normal adjacente ao tumor, pertencentes ao grupo caso e tecidos das regides
proximal e distal do es6fago do grupo controle, e o padrdo de marcacdo apresentou-se com
padrdo citoplasmatico, comparando com os controles positivo (tecido de carcinoma de colo
de utero com expressao citoplasmdtica positiva de TREX1) e negativo (tecido de carcinoma

de colo de utero sem expressdo de TREX1) e esta representado na Figura 11.
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Figura 11 — Imunohistoquimica para deteccdo de TREX1 em tecidos esofagicos. Hospital de
Cancer de Barretos, 2021.
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(continua na préxima pagina)
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Figura 11 (continuagdo) — Imunohistoquimica para detec¢do de TREX1 em tecidos
esofagicos. Hospital de Cancer de Barretos, 2021.
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Visualizagdo ao microscépio dptico de marcagao IHC de TREX1 em tecidos esofagicos: (A)
Controle positivo: tecido de carcinoma de colon de Utero com expressdo citoplasmatica
positiva de TREX1 (magnificacdo original = 400 vezes). (B) Controle negativo: tecido de
carcinoma de colo de Utero sem expressao citoplasmatia de TREX1 (magnificagao original =
400 vezes). (C) Tecido de carcinoma de células escamosas de esd6fago com expressdo de
TREX1 (magnificagdo original = 400 vezes). (D) Tecido de carcinoma de células escamosas de
eso6fago sem expressdo de TREX1 (magnificacdo original = 400 vezes). (E) Tecido esofagico
normal adjacente ao tumor com expressdo de TREX1 (magnificacdo original = 400 vezes). (F)
Tecido esofagico normal adjacente ao tumor sem expressao de TREX1 (magnificagdo original
= 400 vezes). (G) Tecido esofagico proximal proveniente de paciente sem cancer de es6fago
com expressdao de TREX1 (magnificagdo original = 400 vezes). (H) Tecido esofagico proximal
proveniente de paciente sem cancer de es6fago sem expressdao de TREX1 (magnificacdo
original = 400 vezes). (I) Tecido esofagico distal proveniente de paciente sem cancer de
es6fago com expressdo de TREX1 (magnificacdo original = 400 vezes). (J) Tecido esofagico
distal proveniente de paciente sem cancer de es6fago sem expressio de TREX1
(magnificagao original = 400 vezes).

Em relacdo as imunorreagdes para o grupo caso, foi observado que 62,5% dos tecidos
tumorais foram considerados positivos para a expressdao de TREX1, enquanto apenas 22,2%
dos tecidos normais adjacentes apresentaram positividade para o marcador. Entretanto,
para os tecidos do grupo controle foi observado um perfil de marcagdo bem semelhante
para ambos tecidos, com 50% de positividade para TREX1 nos tecidos esoféagicos proximais e
48,1% nos tecidos esofagicos distais (Tabela 28). Sendo assim, os tecidos proximal e distal do
grupo controle foram unificados para as andlises posteriores e considerado positivo aquele
individuo que apresentou marcacdo positiva de TREX1 em pelo menos uma das regides

esofdgicas, proximal ou distal, o que representou 65,5% dessas amostras (Tabela 28).
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Tabela 28 - Descricdo da expressdao de TREX1 nos tecidos obtidos de casos e controles.
Hospital de Cancer de Barretos, 2021.

Variavel Categoria n %
Tecido tumoral Negativo 18 37,5
Positivo 30 62,5
Tecido normal adjacente Negativo 42 77,8
Positivo 12 22,2
Es6fago proximal Negativo 11 50
Positivo 11 50
Esofago distal Negativo 14 51,9
Positivo 13 48,1
Controles Negativo 10 34,5
Positivo 19 65,5

Diante desses resultados, a expressao de TREX1 foi comparada entre os grupos caso e
controle e n3o foi constatada diferenga estatisticamente significativa entre os grupos

(Tabela 29).

Tabela 29 - Expressao de TREX1 entre os grupos caso e controle. Hospital de Cancer de
Barretos, 2021.

Grupo
Variavel * / Categoria Caso* Controle**
n (%) n (%) i
TREX1
Negativo 18 37,5 10 34,5 0,790
Positivo 30 62,5 19 65,5

*Para o grupo caso foi considerado apenas o tecido tumoral.

**Para o grupo controle foram considerados os tecidos esofagicos proximal e distal, sendo
positivo aquele individuo com expressdo da proteina em pelo menos uma das regides
anatémicas (proximal ou distal).

p<0,05

Teste utilizado: Qui-quadrado

Posteriormente, foi realizada a caracterizacdo das amostras tumorais em relagdo a

expressdo de TREX1, varidveis sociais, clinicopatoldgicas e presenga de HPV (Tabela 30).



70

Tabela 30 - Caracterizacdo das amostras tumorais em relacdo a expressao de TREX1 e
varidveis sociais, clinicopatoldgicas e presenca de HPV. Hospital de Cancer de Barretos, 2021.

Tumor

Variavel / Categoria TRE)Sl TREX1 positivo

negativo p

n (%) n (%)
Status
Vivo 5 71,4 2 28,6 0,086*
Obito 13 31,7 28 68,3
Sexo
Feminino 4 33,3 8 66,7 1,000*
Masculino 14 38,9 22 61,7
Idade
<60 anos 12 46,2 14 53,8 0,178
>60 anos 6 27,3 16 72,7
Raga
Branco 9 31,0 20 69,0 0,352
N3o branco 8 44,4 10 55,6
Alcool
Nunca 0 0,00 4 100,0 0,080*
Presente 6 28,6 15 71,4
Passado (parou + de 1 ano) 12 52,2 11 47,8
Tabaco
Nunca 2 28,6 5 71,4 0,591*
Presente 9 33,3 18 66,7
Passado (parou + de 1 ano) 7 50,0 7 50,0
Grau de diferenciagdo
Bem 1 25,0 3 75,0 0,209*
Moderado 13 52,0 12 48,0
Pouco 3 23,1 10 76,9
Estadiamento TNM
lell 6 54,5 5 45,5 0,314*
elVv 12 36,4 21 63,6
HPV alto risco (Luminex)
Negativo 12 52,2 11 47,8 0,288
Positivo 4 33,3 8 66,7

p<0,05
Testes ultilizados: Qui-quadrado ou *Fisher
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Como pode ser visto, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os
individuos com expressao positiva e negativa de TREX1 para varidveis analisadas.

Na sequéncia, os tecidos normal adjacente e controle foram caracterizados quanto a
expressao de TREX1 em relagdo as varidveis sociais e ao status de HPV (Tabela 31). Como
pode ser observado, dentre as amostras de tecido normal adjacente com expressao positiva
de TREX1, houve predominio (37,5%) estatisticamente significativo (p=0,016) de pacientes
mais velhos (idade >60 anos), enquanto para o grupo de tecido normal adjacente com
expressao negativa de TREX1, houve predominio (90,0%) de pacientes mais jovens (< 60
anos) (Tabela 31).

Em relagao ao grupo controle, ndo houve diferenga significativamente estatistica das
variaveis sociodemograficas analisadas entre as popula¢gdes negativa e positiva para
expressdo de TREX1 (Tabela 31). Quando o status de HPV foi analisado, ndo foi possivel
constatar diferenca estatisticamente significativa em relacdo a expressdao de TREX1 nos
tecidos normal adjacente e controle (Tabela 31). A informacdo sobre a presenca ou nao de
HPV nos individuos estudados foi obtida a partir de resultados de estudo prévio do nosso

grupo.
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Tabela 31 - Caracterizacdo da expressao de TREX1 em tecidos normal adjacente e controle
em relacdo as varidveis sociais e status de HPV. Hospital de Cancer de Barretos, 2021.

Normal adjacente Controle**
. s . TREX1 TREX1 TREX1 TREX1
Variavel / Categoria . o . .t
negativo positivo p negativo positivo p
n (%) n (%) n (%) n (%)
Sexo
Feminino 9 75,0 3 25,0 1,000%* 0 0,00 2 100,0 0,532%*
Masculino 33 7806 9 21,4 10 37,0 17 63,0
Idade
<60 anos 27 90,0 3 10,0 0,016 5 27,8 13 72,2 0,432*
>60 anos 15 62,5 9 37,5 5 45,5 6 54,5
Raga
Branco 25 71,4 10 28,6 0,185* 7 36,8 12 63,2 0,676*
Nao branco 16 88,9 2 11,1 2 25,0 6 750
Alcool
Nunca 4 80,0 1 20,0 0,174* 2 50,0 2 50,0 0,646*
Presente 16 66,7 8 33,3 4 26,7 11 73,3
Passado (parou+de ,, oo 3 459 4 400 6 60,0
1 ano)
Tabaco
Nunca 8 88,9 1 11,1 0,656* 2 28,6 5 71,4 1,000*
Presente 24 72,7 9 27,3 4 40,0 6 60,0
+
Passado (parou+de 4 o35 5 167 4 333 8 667
1 ano)
HPV alto risco
(Luminex)
Negativo 24 80,0 6 20,0 0,651* 4 333 8 66,7 1,000*
Positivo 10 90,9 1 9,1 3 25,0 9 75,0
p<0,05

Testes ultilizados: Teste de Fisher ou *Qui-quadrado

**Para o grupo controle foram considerados os tecidos esofagicos proximal e distal, sendo
positivo aquele individuo com expressdo da proteina em pelo menos uma das regides
anatémicas (proximal e distal).

Finalmente, foi realizada a andlise de sobrevida global, tempo da data do diagnédstico
até o dbito, dos pacientes com CEC de es6fago cujos tecidos foram avaliados em relacdo a

expressao de TREX1. As taxas de sobrevida global em 12, 36 e 60 meses foram 56,1%, 31,6%
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e 14,6% respectivamente para os individuos com CEC de es6fago com amostras analisadas
para a expressao de TREX1l. Em relacdo a expressao de TREX1 e a sobrevida desses
pacientes, observa-se que pacientes com expressdo positiva de TREX1 tiveram uma
sobrevida estatisticamente pior (p=0,029) em 12, 36 e 60 meses em relagdo aqueles

pacientes com expressdo negativa de TREX1 (Tabela 32, Figura 12).

Tabela 32 - Estimativa de sobrevida global pelo método de Kaplan-Meier em relagao a
expressao de TREX1 no grupo caso. Hospital de Cancer de Barretos, 2021.

% Probabilidade de sobrevivéncia

Variavel / n casos (n p
Categoria eventos) 12 meses 36 meses 60 meses

Global 57 (49) 56,1 31,6 14,6

TREX1

Negativo 18 (13) 72,2 50,0 25,4 0.029
Positivo 30 (28) 50,0 23,3 0,80 !

Figura 12 — Curvas de Kaplan-Meier de sobrevida global e correlacionada com expressao de
TREX1 em pacientes com cancer de es6fago. Hospital de Cancer de Barretos, 2021.
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a)Curva de Kaplan-Meier da sobrevida global dos individuos com cancer de esbéfago e b)
Curva de Kaplan-Meier da sobrevida global correlacionada com a expressdao de TREX1 em
tecidos tumorais de pacientes com CEC de es6fago.
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Etapa com modelo animal

Nossos dados com amostras de humanos sugerem que IL-8 é um importante fator de
risco para CCEE. IL-8 (CXCL-8) foi originalmente descrito como um quimioatraente de
leucdcitos polimorfonucleares por atuar em CXCR1/2%, mas dados recentes mostram que
esta quimiocina pode exercer fungdes pro-tumorais, incluindo angiogénese, sinalizacao de
sobrevida para células-tronco de cancer e atragdo de células mieloides imunossupressorasss.
Portanto, para testar a correlacdo da agressividade do cancer de es6fago com IL-8, foi
desenvolvido um modelo animal de CE usando as linhagens celulares de cancer de esbéfago,
Kyse-30 e Kyse-410. Como nenhum homdélogo verdadeiro para IL-8 humano foi identificado
em camundongos, o homdlogo do receptor de IL-8 de camundongo CXCR2 medeia a
quimiotaxia de neutroéfilos em resposta a IL-8 humana e ao CXCL1, CXCL2 e CXC (LIX)

>% %0 como os ortélogos murinos de GRO-a humana

induzido por GCP-2 / lipossacarideo
(CXCL1) e de GRO-B humana (CXCL2) sdo frequentemente estudados em vez de IL-8, a

expressao dessas quimiocinas em camundongos com tumores de CCEE foi determinada.

5.7 Injecao de células tumorais em animais B6

Para este fim, as linhagens esofagicas Kyse-30 e Kyse-410 foram cultivadas em meio
RPMI e injetadas por via subcutanea em 7 camundongos B6 (3 com a Kyse-30 e 4 com a
Kyse-410) e acompanhamos o crescimento do tumor ao longo de um periodo de 20 dias.
Essas duas linhagens celulares de CCEE foram selecionadas porque exibem agressividades
diferentes em camundongos. A linhagem Kyse-410 é considerada menos agressiva do que a
Kyse-30 porque tem maior expressao de miR-644a, previamente demonstrada por inibir o
crescimento, migracdo e invasdo celular de CCEE in vitro e suprimiu o crescimento tumoral e
metastase in vivo®.

No 7° dia apds a infeccdo foi possivel observar crescimento tumoral nos animais
inoculados com a linhagem Kyse-30 e o tamanho destes tumores estao descritos na Tabela
33.

Entretanto, no 11° dia foi observado que os tumores regrediram, ndo sendo possivel a
mensuracdo dos mesmos. Nos animais injetados com a linhagem Kyse-410 nao foi observado

crescimento tumoral (Tabela 33).
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Tabela 33 — Tamanhos dos tumores (cm) desenvolvidos nos animais B6 injetados com a
linhagem Kyse-30. Universidade do Minho, Portugal, 2021.

Dia da inoculagao 7 11
Animal (linhagem)

Kyse-30

1 0,4x0,4 -
2 0,35x0,35 -
3 0,4x0,35 -

5.8 Injegao de células tumorais em animais NOD scid gamma (NSG)

Diante dos resultados encontrados com o experimento anterior, decidiu-se por inocular

as linhagens celulares em animais imunocomprometidos NOD scid gamma (NSG). As

linhagens Kyse 30 e Kyse 410 foram inoculadas em 10 animais (5 com cada linhagem). Ao 10°

dia apds a inoculacdo das células, foi possivel observar crescimento tumoral em todos os

animais injetados com ambas as linhagens. A Tabela 34 mostra a mensuracdo dos tumores e

a Figura 13 representa a curva de crescimento tumoral nos animais.

Tabela 34 — Tamanhos dos tumores (cm) desenvolvidos nos camundongos NSG injetados
com as linhagens Kyse 30 e Kyse 410. Universidade do Minho, Portugal, 2021.

Diada 5 7 8 11 13 15 18 20

injecao

Animal
(linhagem)
Kyse 410
1 - - - 0,5x0,4 0,5x0,5 0,8x0,7 1,0x0,8 1,0x0,9
2 - - - 0,4x0,4 0,4x0,4 0,7x0,7 0,8x0,7 0,8x0,7
3 - - - - 0,5x0,5 0,5x0,5 0,7x0,7 0,8x0,8
4 0,4x0,4 04x0,4 04x04 04x04 0,5x0,5 0,7x0,7 0,9x0,7 1,0x0,8
5 - - - - 0,4x0,4 0,5x0,5 0,7x0,7 0,8x0,7
Kyse 30
1 - - - 0,5x0,5 0,8x0,9 1,0x0,9 1,0x0,9 1,2x1,1
2 - - - - 0,6x0,6 0,8x0,7 0,9x0,7 1,0x0,8
3 - - - 0,4x0,4 0,5x0,5 0,9x0,8 0,9x0,8 1,1x1,0
4 - - - 0,4x0,4 0,7x0,7 0,8x0,8 0,9x0,7 1,1x1,0
5 - 0,4x0,4 0,5x0,5 0,7x0,6 1,0x0,8 1,1x0,8 1,1x0,9 1,2x1,1
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Figura 13 — Curva de crescimento dos tumores nos camundongos NSG inoculados com as
linhagens Kyse 30 e Kyse 410. Universidade do Minho, Portugal, 2021.
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Curva de crescimento dos tumores nos camundongos NSG inoculados com as linhagens
Kyse 30 e Kyse 410. Os dados representam 10 animais (5 por grupo) do mesmo
experimento; Cada ponto representa um animal. Os pontos redondos representam cada
animal inoculado com a linhagem Kyse-30 e os pontos quadrados representam cada animal
inoculado com a linhagem Kyse-410. O eixo y representa o volume tumoral e o eixo x 0s
dias apods inoculagao das células. Analises estatisticas foram calculadas usando o teste
Anova (*p=0,024; **p=0,007; ****p=0,0001).

Como pode ser observado, as linhagens tumorais cresceram a partir do 10° dia em todos
0s animais. Apesar de haver inducdo de tumor pelas duas linhagens, os animais inoculados
com a linhagem Kyse-30 obtiveram uma curva de crescimento superior a dos animais
inoculados com a Kyse-410, especialmente no 13°, 15° e 20° dias apds a inoculagao das

células tumorais.

5.9 Processamento dos materiais bioldgicos coletados dos animais

Apds validar o desenvolvimento de modelo animal de CE com as linhagens Kyse-30 e
Kyse-410, desenhou-se protocolo suficiente para a coleta de amostras bioldgicas que
permitissem a deteccdo de células imunoldgicas nos tumores desenvolvidos nesses animais.

A fase de observacdo e mensuracao do crescimento tumoral nos animais NSG aconteceu
até o 21° dia apds a injecdo das células tumorais nos animais. Apds, os animais foram
sacrificados para a retirada do tumor e coleta das amostras necessdrias para andlise de
infiltrado inflamatdrio. O tumor foi entdo pesado e fragmentado para permitir a realizacdo

dos diversos experimentos (Figura 14).
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Figura 14 — Procedimento de coleta, pesagem e fragmentacdo dos tumores nos animais NSG,
induzidos pelas linhagens Kyse 30 e Kyse 410. Universidade do ino, Portugal, 2021.

' /, i

a)Tumores desenvolvidos nos animais na regido dos flancos; b) Procedimento de retirada
dos tumores; c) Pesagem dos tumores retirados dos animais; d) Fragmentac¢do dos tumores.

Os pesos dos tumores desenvolvidos com a inoculagdao das duas linhagens estdo

descritos na Tabela 35.

Tabela 35 - Pesos dos tumores (g) desenvolvidos nos animais NSG injetados com as
linhagens Kyse 30 e Kyse 410. Universidade do Minho, Portugal, 2021.

Animal (Linhagem) Peso tumoral (g)

Kyse 410

1 0,29
2 0,19
3 0,13
4 0,28
5 0,07
Kyse 30 0,64
1 0,41
2 0,46
3 0,42
4 0,39

5.10 Avaliagdo da expressdo de mRNA por PCR em tempo real

Com o intuito de desvendar o microambiente tumoral responsdvel pela producdo
elevada das citocinas plasmaticas encontrada nos pacientes com CE, fez-se a andlise da
expressao de CXCL-1 e CXCL-2 no tecido tumoral por analise de extracdo de RNA e PCR em
tempo real e encontrou-se que a expressao relativa de CXCL2, um atrator de neutréfilos e
homodlogo da citocina IL-8, foi maior nos tumores induzidos pela linhagem Kyse 30 (Figuras

15a e 16a, Tabela 36).
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Tabela 36 — Expressao relativa de mRNA em tecido tumorais de CE de animais induzidos
pelas linhagens celulares Kyse 30 e Kyse 410. Universidade do Minho, Portugal, 2021.

Gene Tumores Kyse 30 TumoresKyseq10 P
CXCL1 2163 +455,1 (n=9) 4775 + 1380 (n=6) 0,0253
VEGF 62759 + 7422 (n=5) 36033 + 15172 (n=3) 0,3938
CCL2 1631+ 247,1 (n=5) 547,5 + 64,52 (n=3) 0,0794
CXCL2 N3do detectado N3do detectado

A quantificacdo dos niveis de mRNA dos genes por gPCR foram calculados utilizando o
método 2-ACT. ACT foi calculado pela subtracdo do CT (controle: ubiquitina) do CT (gene
alvo).

Figura 15 — Graficos de barras da expressao relativa dos genes de interesse realizados por
PCR em tempo real. Universidade do Minho, Portugal, 2021.
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Graficos representando a expressdo relativa dos genes a) CXCL2; b) CXCL1; c) CCL2; e d)
VEGF nos tumores induzidos pelas linhagens Kyse 30 e Kyse 410.
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Figura 16 - Graficos de expressao relativa dos genes de interesse realizados por PCR em
tempo real. Universidade do Minho, Portugal, 2021.
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Graficos representando a expressao relativa dos genes a) CXCL-2; b) CXCL-1; c) CCL2; e d)
VEGF nos tumores induzidos pelas linhagens celulares Kyse-30 e Kyse-410. “BDL: Abaixo dos
niveis de detec¢do”. Os dados representam 10 animais (5 por grupo) da mesma experiéncia.
Cada ponto representa um animal; os pontos azuis indicam a expressdao relativa dos
diferentes genes de cada animal inoculado com Kyse-30 e os pontos vermelhos de cada
animal inoculado com Kyse-410. Todos os experimentos foram realizados apenas uma vez. A
significancia estatistica foi calculada usando o teste t ndo pareado e os valores de p sdo
mostrados na figura.

s

E importante ressaltar que os niveis de deteccdo do gene CXCL2 ficaram abaixo dos
niveis de detec¢do nos tumores induzidos pela linhagem Kyse-410 e, portanto, ndo foi
possivel calcular o valor de p. Entretanto, e curiosamente, a expressao relativa de CXCL1,
gue também é um atrator de neutrodfilos foi significativamente maior nos tumores induzidos
pela linhagem Kyse-410 (p= 0,02) (Figuras 15b e 16b). Os resultados sugerem que essa
atracdo por neutréfilos pode ser mediada por diversos outros fatores, que nao os tumorais.

Adicionalmente, foi observado que a expressdo relativa de CCL2, um atrator de
mondcitos e macrofagos, embora ndo tenha sido estatisticamente diferente (p= 0,08), foi
maior nos tumores induzidos pela linhagem Kyse-30, quando comparado aos tumores
induzidos pela linhagem Kyse-410, suportando novamente, o predominio de células

imunoldgicas nesses tumores (Figuras 15c e 16c).
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Também foi constatada a expressdo de VEGF, um marcador de angiogénese, nos
tumores induzidos por ambas as linhagens, demonstrando o potencial de crescimento e
metastatizacdo desses tumores. Entretanto, apesar de nao ser estatisticamente significativo
(p=0,39), ha tendéncia de maior expressdao de VEGF nos tumores induzidos pela linhagem

Kyse-30, em comparacdo aqueles induzidos pela Kyse-410 (Figuras 15d e 16d).

5.11 Determinag¢ao das células imunoldgicas predominantes nos tumores induzidos em
animais com o uso de Citometria de fluxo (FACS)

Como CXCL-1 desempenha um papel importante no recrutamento de leucdcitos
polimorfonucleares para locais inflamatérios, foi avaliado o acumulo dessas células em
ambos os tumores por citometria de fluxo e os dados representativos de leucdcitos
polimorfonucleares intratumorais (CD1lb + Ly6G +) em camundongos com tumores

induzidos por Kyse-30 ou Kyse-410 esta fornecido na Figura 17.

Figura 17 - Dados de citometria de fluxo representativos de leucécitos polimorfonucleares
intratumorais (CD11b + Ly6G +) em camundongos com tumor Kyse-30 ou Kyse-410.
Universidade do Minho, Portugal, 2021.
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Como pode ser observado, houve aumento significativo do acimulo intratumoral de
leucdcitos polimorfonucleares, representado pelos marcadores CD11b+Ly6G+, em tumores

Kyse-30 quando comparados aos tumores Kyse-410 (p = 0,0367) (Figura 18).

Figura 18 — Avaliacdo do infiltrado intratumoral de células imunes nos tumores induzidos
pelas linhagens Kyse 30 e Kyse 410, por citometria de fluxo. Universidade do Minho,
Portugal, 2021.
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Os dados representam 10 animais (5 por grupo) do mesmo experimento. Cada ponto
representa um animal; os pontos azuis indicam expressao de CD11b + Ly6G + de cada animal

Na sequéncia, foi realizada uma estratégia de bloqueio de citometria de fluxo usada para
a analise de leucécitos polimorfonucleares intratumorais (CD11b + Ly6G +) em camundongos

com tumores Kyse-30 ou Kyse-410 (Figura 19).

Figura 19 - Estratégia usada para a andlise de leucécitos polimorfonucleares intratumorais
(CD11b + Ly6G +) em camundongos com tumor Kyse-30 ou Kyse-410. Universidade do
Minho, Portugal, 2021.
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Em conjunto, estes dados sugerem que o aumento do crescimento de linhagens

celulares de CCEE em modelo de camundongo estd associado com recrutamento / acimulo
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de leucdcitos polimorfonucleares intratumorais. Os tumores induzidos pela linhagem Kyse-
30 apresentaram quantidade significativamente maior (p= 0,04) de células neutrofilicas,
representadas pelos marcadores CD11b+Ly6G+, quando comparados aos tumores induzidos

pela linhagem Kyse-410 (Figura 18).

5.12 Andlise do infiltrado tumoral em laminas histolégicas

Apds deteccdo, por citometria de fluxo, de que o crescimento tumoral estava associado
com a presenca de neutréfilos, optou-se por analisar o perfil dos neutréfilos em histologia
dos tumores.

Como pode ser observado na Figura 20, ha um maior infiltrado de neutréfilos nos tecidos
tumorais derivados da linhagem Kyse-30, quando comparado aos tumores induzidos pela

Kyse 410.
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Figura 20 — Laminas histoldgicas de cortes de 5um dos tumores induzidos pelas linhagens

Avaliacdo do infiltrado imune intra-tumoral em tumores induzidos pelas linhagens celulares
Kyse-30 e Kyse-410. a) Hematoxilina e eosina (HE) representativos de cortes histoldgicos de
tumores induzidos por Kyse-30 (magnificacdo original 20x); b) Hematoxilina e eosina (HE)
representativos de cortes histolégicos de tumores induzidos por Kyse-30 (magnificacdo
original 40x); c) Hematoxilina e eosina (HE) representativos de cortes histoldgicos de
tumores induzidos por Kyse-410 (magnificagdo original 20x); d) Hematoxilina e eosina (HE)
representativos de cortes histolégicos de tumores induzidos por Kyse-410 (magnificacdo
original 40x).
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6 DISCUSSAO

Os resultados obtidos demonstram, globalmente, que a expressdo das citocinas
representam uma promissora ferramenta para estudos de potencial terapéutico no cancer,
pois, muitas delas, apresentam significativos aumentos na vigéncia do desenvolvimento
neopldsico, o que traduz, de alguma forma, a participacao das citocinas na carcinogénese,
seja como protagonistas ou elementos associados a progressdo dos carcinomas®®. Nos
ultimos anos, diversas proteinas incluindo citocinas e quimiocinas tem sido pospostas como
marcadores para diagndstico de cancer de esOfago. Entretanto, o papel da rede de
citocinas/quimiocinas no contexto de cancer é complexo, o que exige que sua interpretagdo
seja cuidadosa. Embora essas pequenas moléculas desempenhem papéis cruciais na
orquestracdo da resposta imune antitumoral, evidéncias emergentes sugerem que a rede de
citocinas e quimiocinas pode ser cooptada para promover o crescimento e a agressividade
tumoral. As elevadas taxas de mortalidade causadas pelo CE sdo associadas com sua rdpida
progressao e diagndsticos em estdgio tardio'®. Mais da metade dos casos de CE reportados
no mundo sdo localmente avancados, ja que a falta de sintomas especificos dessa doenca
retarda a realizagdo de procedimentos que atualmente sdo padrdao para a detec¢do da
doenca, que s3o ultrassonografia endoscopica ou tomografia computadorizada®. Assim, isso
contribui para a presenca de metastases regional ou a distancia e consequentemente com
um pior progndstico. Como previsto, a identificacdo de novos biomarcadores que podem
ajudar no diagndstico de estagio iniciais da doenca é crucial para conter a mortalidade por
este cancer®.

No presente trabalho, um painel de citocinas e quimiocinas, em pacientes com CCEE
e modelo animal, foi analisado a fim de verificar sua potencial utilidade como biomarcador
para diagndstico e progressdao dessa doenca. Os dados encontrados destacam evidéncias
importantes relacionadas a resposta imunolégica e ao controle do desenvolvimento do CEC
de es6fago. Por exemplo, vale destacar que os niveis elevados de IL-8 foram positivamente
correlacionados ao desenvolvimento do carcinoma de eséfago, e claramente associado ao
maior risco de morte quando comparado aqueles com menores niveis das citocinas
avaliadas; e, mais significativamente, a expressao elevada de IL-8 pode ser assumida, pelo

nosso entendimento, como um fator de risco para cancer de es6fago. Estes dados estdo em
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concordancia com o ja descrito para cancer urotelial e, neste caso, o cancer ndo é responsivo
a imunoterapia.

Também foi demonstrado que, em modelo animal, apesar das duas linhagens
celulares testadas induzirem CEC de es6fago, os animais implantados com a linhagem celular
Kyse-30 apresentaram tumores maiores quando comparados aos animais implantados com a
linhagem Kyse-410, sugerindo, por um lado, que Kyse-30 apresenta um comportamento
mais agressivo como deduzido pela andlise de citometria de fluxo; enquanto que na analise
histoldgica, observou-se maior concentragdo de neutréfilos infiltrando os tumores Kyse- 30,
o que é reconhecidamente relacionado a agressividade do cancer®. Curiosamente, guando
se testou a hipdtese de que o aumento dos neutréfilos estava associado a expressao de IL-8,
obteve-se que a expressdo dessa quimiocina em ambas as linhagens de CEC de eso6fago foi
semelhante a concentracdo encontrada no sangue humano. Além disso, a expressdo de
CXCL2 foi maior nos tumores Kyse-30 quando comparados aos tumores Kyse-410.

Incialmente, quando apenas o grupo caso 1 (amostras retrospectivas) foi
considerado, teve-se que os niveis de IL-10, IL-6, IL-1B e IL-8 estavam significativamente
aumentados no plasma de pacientes com CEC de eso6fago. Entretanto, quando o tamanho
amostral incluiu as amostras coletadas de modo prospectivo, unindo os grupos caso 1 e 2,
apenas as citocinas IL-6 e IL-8 se mantiveram significativamente aumentadas no plasma dos
pacientes portadores de CCEE, o que de alguma forma ja era esperado, pois dados recentes
demonstraram que citocinas proé-inflamatérias podem contribuir de maneira importante

para a progressio tumoral, estimulando a angiogénese, invasio e metastase®®®. E

m
diversos tipos de carcinomas, incluindo os canceres colorretal, gastrico, pulmao, prostatico e
mamario, a expressao elevada de citocinas inflamatdrias no tecido tumoral e na circulagao
sistémica foi correlacionada com a progressao da doenga e mau progndstico; sendo assim,
altos niveis séricos dessas citocinas podem representar inflamacdo sistémica e potencial
malignidade das células®®.

Outra citocina detectada com altos niveis plasmaticos em pacientes com CE foi a IL-6,
uma citocina inflamatdria pleiotrépica que influencia a resposta imune especifica ao
antigeno, hematopoiese e rea¢des inflamatédrias. Dado que o estado inflamatdrio persistente
é um fator importante no desenvolvimento e progressdo das neoplasias malignas em

resposta a estimulagdo por citocinas, a IL-6 representa ndo apenas uma citocina pro-

inflamatdria, mas também um dos principais moduladores do crescimento autdcrino®. Ela
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pode iniciar a resposta imune inata, induzindo a fase aguda da inflamaco® e parece estar
envolvida na transformagdo maligna, progressao tumoral e caquexia associada a diversos
tumores malignos’®. Assim, muitos estudos indicaram uma correlagdo significativa entre a
superexpressao de IL-6 e o desenvolvimento de varios tipos de cancer, incluindo CE,
sugerindo o possivel uso de IL-6 como marcador tumoral para o diagnéstico de cancer,

89, 7L, 72 Niveis elevados de IL-6 no momento pré-

corroborando parte de nossos achados
operatdrio de pacientes com CEC de es6fago também foram significativamente associados a
menor sobrevida livre de recidiva e sobrevida global apds a esofagectomia, além de
apresentarem uma fraca resposta a quimioterapia ou quimiorradioterapia, sugerindo sua
utilizacdo como possivel marcador progndstico independente para esses pacientes’>.

A citocina anti-inflamatéria IL-10 também estava aumentada no sangue dos pacientes
com CE e isto pode estar correlacionado com a agressividade de muitos de muitos casos
porque ela exerce atividade imunossupressora e promove a inibicdo de uma variedade de
citocinas pré-inflamatdrias e baixa regulacdo da resposta imune’®. Recentemente, foi
demonstrado que o aumento da concentrac¢do de IL-10 e dos polimorfismos genéticos de IL-
10 podem ter efeito no desenvolvimento e progressdo de alguns tipos de cancer, incluindo
CE’*"®. Os resultados de Li e colaboradores sustentam gue os polimorfismos genéticos da IL-
10 podem desempenhar um papel essencial na identificacdo do CE em estagio inicial”®.
Complementado esses achados, Yang e Fa, 2015 concluiram que polimorfismos na IL-10
(variacdo genética de IL-10-1082G/A rs1800896) podem ser empregados como
biomarcadores candidatos para a previsao de suscetibilidade ao desenvolvimento do cancer
de esdfago’’. Sun et al., 2013 também demonstraram que o polimorfismo da IL-10 estava
associado a um risco aumentado de CEC de es6fago, indicando suscetibilidade’®. Também, Li
e Zuo reportaram que a concentracdo de IL-10 no microambiente tumoral aumentava com o
avanco do estagio do tumor em pacientes com CE”>.

A interleucina IL-1 também foi encontrada no soro de nossos pacientes com CE. No
entanto, poucos estudos até o momento analisaram a relagdo entre essa citocina e o
carcinoma de esofago. E sabido que os polimorfismos do gene da citocina IL-1 aumentam o
risco de cancer gastrico e seus precursores, e que a citocina IL-1 é vital para o controle local
do crescimento tumoral, particularmente na regulacdo de atividades "pro- tumorigénicas"
no microambiente tumoral, e contribui para angiogénese, proliferacdo tumoral e invasao

tumoral’®. A analise funcional da IL-1p mostrou que essa citocina foi capaz de promover a
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migracdo e invasdo de células de CEC de es6fago, melhorando a transicdo epitelial-
mesenquimal e ativando a via NF-kB”°. Consequentemente, a alta expressao de IL-1 no CEC
de esofago é uma peca importante e intrigante de um quebra-cabeca que faz sentido no
contexto do conhecimento atual do papel da interleucina no desenvolvimento do cancer.
Apds analise multivariada, tanto considerando apenas o grupo caso 1 ou unindo os
grupos caso 1 e 2, identificou-se que a IL-8 foi a Unica interleucina cuja expressdo representa
uma robusta evidéncia causal, sugerindo que sua expressdo pode estar associada
significativamente associada com o desenvolvimento e progressdao do CEC de eso6fago,

80-85

corroborando com estudos anteriores™ . Entretanto, o mecanismo acionado pela IL-8 em

CE ainda ndo esta bem estabelecido, apesar de evidéncias indicarem que IL-8 pode estar

1285, uma vez que é pré-inflamatéria, pré-

envolvida em muitas etapas da progressao tumora
angiogénica, favorece a invasio e metdstase’®, e é produzida por vérias células para
coordenar o recrutamento de células inflamatdrias, especificamente neutréfilos e células
supressoras mieldides, para locais de infeccdo ou lesd0>®. De acordo com esses dados, nosso
modelo de camundongo de CEC de es6fago revelou que a agressividade do tumor esofagico
também estava associada a expressdo de CXCL2 e ao aumento do acumulo de células
mieldides granulociticas. Como ndo foi detectada a expressdao alterada de VEGF nesse
cenario, os dados indicam que o acimulo de granulécitos no microambiente tumoral é o
provavel mecanismo pelo qual a IL-8 promove o crescimento excessivo de tumores. Esse
resultado esta de acordo com os parametros imunoldgicos que postulam que os neutroéfilos
se infiltram nos tecidos, respondendo a quimiocinas especificas como CXCL1 e CXCL2 e sdo
recrutados ativamente para o microambiente tumoral ao longo de um gradiente
quimiotatico envolvendo varios fatores secretados pelo tumor®®. IL-8 tem sido descrita como

86, 87
e

0 quimioatrator de neutréfilo mais potente para tumores em canceres humanos
aparentemente, multiplos mecanismos estdo envolvidos na acdo de IL-8, incluindo efeitos
diretos na proliferacdo, angiogénese e migracdao de células tumorais e efeitos indiretos
através da atracdo de células de infiltracdo no hospedeiro, como neutréfilos e macrofagos,
que por sua vez podem produzir numerosos fatores que promovem angiogénese e

18 Recentemente, niveis séricos elevados de IL-8 foram correlacionados

crescimento tumora
com metastase linfonodal e a distdncia, particularmente em estagios avancados de

carcinoma de esbfago, e também a uma menor sobrevida livre de recorréncia’.
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Foi também revelada a associacdo entre os niveis de IL-6 e IL-8 com a sobrevida
global de pacientes com CCEE, tanto considerando apenas o grupo caso 1 ou unindo os
grupos caso 1 e 2. Pacientes com CCEE que possuiam altos niveis plasmaticos de IL-6 ou IL-8
também exibiram sobrevida reduzida quando comparado com pacientes com baixos niveis
dessas citocinas. Essa sobrevida reduzida também foi observada para pacientes
diagnosticados com TNM Il e IV e pacientes que ndo foram submetidos a cirurgia ou nao
realizaram radioterapia. Esses resultados podem ser explicados pelas funcdes que essas
citocinas desempenham no microambiente tumoral, regulando inflama¢do e respostas
imunes e contribuindo importantemente para a progressao tumoral por estimular

8183 |6 esta intimamente associada a tumores, sendo

angiogénese, invasao e metdstase
capaz de induzir a fase aguda da inflamagdo por iniciar a resposta imune inata®®, além do
aparente envolvimento na transformacdo maligna, progressdao tumoral e associacdo com
caquexia em diversos tipos tumorais’. IL-6 pode ainda afetar diretamente a expressao de
fatores angiogénicos, tais como VEGF, e promover recrutamento de metaloproteinases
(MMPs), que desempenham papel fundamental na invasdao tumoral e diferenciacdo de
matriz extracelular’!. Resultados similares relatados previamente, demonstraram que niveis
elevados de IL-6 s3ao associados com progressao tumoral, pior progndstico e menor

sobrevida global quando comparado com pacientes IL-6 negativos’" %,

IL-8, como ja
referido, € uma quimiocina pré-inflamatéria que coordena um numero de funcgoes,
recrutando neutréfilos e células supressoras derivadas de mieldcitos, incluindo angiogénese,
promovendo transicdo epitélio-mesenquimal, inibindo apoptose e promovendo crescimento

de células tumorais’Y 8.

IL-8 circulante esteve aumentada em pacientes com CCEE e
positivamente correlacionado com presenca de metastase linfonodal, bem como com status
inflamatdrio de pacientes com cancer®, indicando a IL-8 como um biomarcador para CCEE®”
8 Apesar da significante diferenca nos niveis de diversas citocinas identificadas em
pacientes com CCEE, a sensibilidade e especificidade dessas moléculas (incluindo IL-8) foi
relativamente baixa.

Ainda no sentido de encontrar moléculas que pudessem servir como prognodstico de
CE, a expressdo IHQ de Three Prime Repair Exonuclease 1 (TREX1) foi avaliada e demonstrou
um importante potencial progndstico, ao se associar mais significativamente aos casos de CE

de pior progndstico, com uma sobrevida global bastante reduzida para os pacientes com

casos positivos. Entretanto, ndo foi encontrado nenhuma correlacdo da expressao do TREX-1
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em relacdo ao estadiamento ou as andlises de diferenciacdo tumoral. Recentemente, Bruni e
colaboradores identificaram, em carcinomas de células escamosas do colo uterino,
regulacdo positiva de TREX1 como um importante parametro para o crescimento das células
malignas podendo contribuir com o estabelecimento e progressao do tumor; entretanto,
ndo foi encontrada nenhuma associacdo entre a presenca ou auséncia do TREX1 e a
presenca de HPV*®. De forma semelhante, Feng et al avaliaram a potencial utilidade da
analise da expressdo de TREX1 na progressao de osteosarcomas, indicando seu uso para esse
fim*°. Curiosamente, esse mesmo grupo sugeriu que TREX1 pode estar implicado como um
regulador negativo da formacdo de células estaminais cancerosos do osteosarcoma
enfatizando que vale a pena outros estudos para entender mais adequadamente o papel do
TREX1 como potencial protagonista no desenvolvimento de novos tratamentos em terapias
para osteosarcomas’’.

A perspectiva de se usar o TREX-1 como ferramenta terapéutica tem sido elaborada
cada vez mais firmemente. Em algumas propostas, ao invés de se direcionar as terapias
diretamente as células tumorais, os elementos celulares do microambiente tumoral tem sido
postulados para sensibilizar os tumores aos efeitos terapéuticos. Um mecanismo proposto
por Wilson et al’!, investigou o papel do microRNA-103 em estimular células endoteliais
associadas ao tumor para aumentar a capacidade de induzir a morte de células malignas.
Usando abordagens de ganho e perda de fun¢do, foi demonstrado que o miR-103 exacerba o
dano ao DNA e inibe a angiogénese in vitro e in vivo. Globalmente, a distribuicdo local,
sisttmica ou com alvo vascular de miR-103 em camundongos com tumor diminuiu a
angiogénese e o crescimento do tumor. Mecanisticamente, a regulacao miR-103 de seu gene
alvo TREX1 em células endoteliais induz a secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias no
microambiente tumoral o que sugere que este meio inflamatério pode potencializar a morte
de células tumorais, apoiando a ativacdo imunoldgica e induzindo a expressdo tumoral de
receptores Fas e TRAIL®. Semelhante potencial como alvo terapéutico foi recentemente
encontrado por Krushkal e colaboradores®® que encontraram varias correlaces significativas
entre metilacdo do DNA e quimiossensibilidade, com especial destaque para a associacdo
com TREX1. De acordo com esses autores, a metilagdo aumentada e a baixa expressdo de
TREX1 foram associadas com a sensibilidade para inibidores da cinase Aurora que é um

quinase pertence a familia serina / treonina quinase que controla a divisdo celular. A inibicdo



90

terapéutica da quinase Aurora tem se mostrado muito promissora como provavel regime
terapéutico anticancer devido ao seu importante papel durante a divisao celular®.

Apesar de sua natureza exploratéria e imparcial, nosso estudo apresenta limitacdes.
Especificamente, enquanto nossos dados reforcam o envolvimento de IL-8 no
desenvolvimento / progressdo do CCEE, eles sdo incapazes de determinar o papel dos niveis
de citocinas na progressao tumoral. Além disso, a abordagem ndo permite determinar o
papel temporal da IL-8 no desenvolvimento / progressdo do CCEE. Uma outra limita¢do do
estudo é o pequeno numero de amostras. Estudos futuros com um maior tamanho amostras
podem ajudar a esclarecer o real papel das citocinas, especialmente IL-8, no
desenvolvimento do cancer de es6fago, o comportamento das citocinas em outros tipos de
tumores esofagicos também ndo foram avaliados. Adicionalmente, o papel do TREX-1 como
elemento progndstico e alvo terapéutico também poderd enriquecer nosso entendimento
sobre a progressdo neoplasico do carcinoma esofagico, e minimizar os efeitos perniciosos da

sua progressao.
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7 CONCLUSAO
A IL-8 plasmatica é um fator progndstico valioso e potencial biomarcador para CCEE.
Porém, falta avaliar em humanos, o mecanismo responsavel pelos altos niveis de IL-8 nos

pacientes com CCEE. TREX1 é um potencial marcador de sobrevida para CCEE.
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ANEXOS
Anexo A - Carta de aprovacdo do estudo pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de

Cancer de Barretos

HOSPITAL DO CANCER DE
BARRETOS / FUNDACAO PIO W o
XII

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Caracterizagdo do perfil imunolégico de portadores do carcinoma de células
escamosas do esoéfago e relagdo com Papilomavirus Humano

Pesquisador: Vania Sammartino Mariano
Area Tematica:

Versao: 8

CAAE: 51741415.5.0000.5437

Instituigao Proponente: Fundagéo Pio XII
Patrocinador Principal: Fundacgéao Pio XII

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.747.961

Apresentacao do Projeto:

O cancer esofagico (CE), oitavo tipo de cancer mais incidente e sexto mais letal no mundo, é geraimente
diagnosticado em estagio avancado, apresenta progressao rapida e prognéstico extremamente ruim, com
sobrevida global em 5 anos abaixo de 20%. No Brasil, o CE esta entre os dez tipos de canceres com maior
incidéncia, ocupando a sexta posigdo entre os homens e a décima quarta entre as mulheres, com destaque
para as regides sul e sudeste. Dentre os principais fatores de risco para essa doenga, destacam-se o
consumo de alcool e cigarro, principalmente quando usados concomitantemente e, ha mais de 30 anos, foi
sugerido que o Papilomavirus humano (HPV) seria possivel fator de risco para o desenvolvimento do CE.
Recentemente, nosso grupo identificou DNA de HPV em amostras de tumor esofagico, mas o virus ndo
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correlacionou com a doenga e marcadores indiretos de infecgdo. Por ser uma doenca de diagnéstico tardio,
mais da metade dos casos de CE relatados no mundo encontram-se localmente avangados e apenas um
quarto dos individuos com a doenga sao candidatos a um tratamento curativo, que geralmente sao cirurgia,
quimio e radioterapia (CRT) em concomitancia de forma definitiva ou neoadjuvancia. Entretanto, aqueles
pacientes refratarios ao tratamento CRT apresentam reducéo da qualidade de vida, recorréncia da doenca e
prognéstico desfavoravel, levando a uma intensa busca por marcadores confiaveis que indiquem a melhor
modalidade de tratamento e a resposta do paciente. Um amplo espectro de biomarcadores relacionados
com alteragdes genémicas do DNA, expressdo de RNA mensageiro (mMRNA), micro-RNA (miRNA) e
expressdo de proteinas tém sido identificados e analisados com objetivo de utilizagéo para predizer resposta
a terapia, sendo em sua maioria, analisados a partir de bidpsias. Entretanto, métodos menos invasivos para
obtencdo de amostras biolégicas para pesquisa de marcadores moleculares podem ser mais aplicaveis e
uteis na pratica clinica. Além disso, atualmente, os componentes imunolégicos como as citocinas, tém
ganhado notoriedade na area oncolégica porque sdo produzidas inicialmente, atuam modulando a atividade
de tipos celulares frequentemente encontrados no microambiente tumoral e ainda podem ser detectadas
sistemicamente. Além disso, proteinas que tém expressao diferencial durante carcinogénese e relacionada
com inflamagé&o sao alvos de pesquisas que visam o desenvolvimento de terapia alvo. Assim, atencao deve
ser dada também a exonuclease TREX1, associada a inflamagéo e resposta contra HIV, potencialmente
elevada em neoplasias malignas e MTA1, uma proteina associada a metastase, ambas pouco avaliadas em

esofago.

Objetivo da Pesquisa:

Geral

Avaliar o perfil imunolégico, a expressdo de TREX1 e MTA1, elaborar o perfil de mutagdes somaticas
envolvidas com a carcinogénese esofagica, associadas ou ndo com infecgdo por HPV, em pacientes com
carcinoma de células escamosas de eséfago além de associar com os dados clinicopatoldgicos.
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Especificos

- Avaliar a expressdo de mRNA E6/E7 de HPV e possiveis mutagdes que possam estar relacionadas com a
infecgdo viral em amostras casos e controles.

- Avaliar o perfil plasmatico de citocinas, antes e apés o tratamento em pacientes com CEC de eséfago e
comparar com controles.

- Avaliar a relagao do perfil de citocinas com o CEC de es6fago.

- Avaliar a expressado de TREX1 e MTA1 em tecidos parafinados de casos e controles por
imunohistoquimica (IHQ).

- Investigar o perfil mutacional das amostras esofagicas tumorais congeladas, disponiveis no biobanco.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Trata-se de um estudo misto, com coleta retrospectiva e prospectiva. Quanto a coleta retrospectiva,
apresenta risco minimo aos participantes, por contemplar a coleta de dados de prontuarios médicos e uso
de amostras biolégicas previamente coletadas e estocadas nos setores de Patologia e Biobanco da
instituicdo. Com relagéo a coleta prospectiva, sera realizada somente coleta de sangue periférico,
procedimento que envolve risco minimo a saude e somente um possivel desconforto. O principal risco
envolvido no projeto como um todo esta relacionado a possibilidade de quebra de sigilo acidental, mas os
pesquisadores citam no projeto que irdo tomar medidas para evitar a quebra de sigilo ocorra.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Os pesquisadores submetem a emenda com o objetivo de incluir, prospectivamente, um novo grupo de
individuos no estudo, que consiste de pacientes com cancer de eséfago recém admitidos no Hospital de
Cancer de Barretos que serdo acompanhados desde o diagnodstico até a alta clinica, para coleta de
amostras sanguineas em cada consulta clinica para acompanhamento, a fim de comparar o seu perfil
imunolégico ao longo do tratamento. No projeto anteriormente aprovado (CAAE: 51741415.5.0000.5437 /
Numero do Parecer: 1.615.581) ndo havia esse grupo de pacientes. As amostras sanguineas seriam
coletadas apenas daqueles pacientes incluidos em
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estudo prévio realizado por nosso grupo de estudo. Entretanto, devido ao reduzido nUmero de pacientes
vivos elegiveis para esta andlise e aos diferentes esquemas de tratamento que foram realizados, decidimos
comecar a coleta prospectiva de pacientes para viabilidade das analises estatisticas.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Todos os documentos obrigatérios foram apresentados.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

De acordo com os pesquisadores, o nimero de pacientes vivos com CEC de eséfago incluidos em estudo
prévio e que seriam avaliados neste projeto, através de uma nova coleta de sangue periférico, € abaixo do
esperado. Dessa forma, solicitam a inclusdo de uma coleta prospectiva de 87 pacientes recém admitidos no
Hospital de Cancer de Barretos, os quais coletariam amostras de sangue periférico no momento de suas

consultas de acompanhamento e retorno, ja previstas no tratamento.

O TCLE foi adequadamente ajustado para essa nova inclusdo. Os riscos e beneficios permanecem os
mesmos do estudo original e estdo devidamente descritos no TCLE. Dessa forma, considera-se a emenda
aprovada.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
O Comité de Etica em Pesquisa da Fundacédo Pio XII - Hospital de Cancer de Barretos analisou o(s)
seguinte(s) documento(s) do projeto 1057/2015, e:

- Aprovou a emenda ao estudo, submetido em 05/09/2016;

Apos analise do(s) documento(s) supracitado(s), o Comité faz a seguinte recomendacao:
(x ) O Estudo deve Continuar;

() O Estudo dever ser Interrompido;

() O Estudo esta Finalizado;
() Solicita-se Esclarecimento;

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_780756| 05/09/2016 Aceito
do Projeto E3.pdf 10:46:30
Outros Formulario_para_apresentacao_de_Em | 05/09/2016 [Paula Roberta Aguiar| Aceito

enda_EMENDA_COLETA_PROSPECTI 10:36:03 |Pastrez
VA.docx
Qutros Formulario_para_apresentacao_de_eme| 05/09/2016 |Paula Roberta Aguiar| Aceito
nda_COLETA_ PROSPECTIVA.pdf 10:34:50 | Pastrez
Qutros Cadastro_Projeto_de_Pesquisa.pdf 05/09/2016 |Paula Roberta Aguiar| Aceito
10:33:24 | Pastrez
Qutros MABIM.pdf 05/09/2016 |Paula Roberta Aguiar| Aceito
10:32:09 [Pastrez
TCLE / Termos de | TCLE_ProjetoDoutorado_Paula_Adendo| 05/09/2016 |Paula Roberta Aguiar| Aceito
Assentimento / ColetaProspectiva.pdf 10:31:31 Pastrez
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / |Projeto_Doutorado_PaulaRAPastrez_A | 05/09/2016 |Paula Roberta Aguiar| Aceito
Brochura DENDO_ColetaProspectiva.pdf 10:29:48 |Pastrez
Investigador
Folha de Rosto Folha_rosto.pdf 02/09/2016 |Paula Roberta Aguiar| Aceito
11:00:40 [Pastrez
Outros Carta_de_Resposta_Pendencias_Adend| 23/05/2016 |Paula Roberta Aguiar| Aceito
o.docx 16:50:08 | Pastrez
Outros CartadeRespostaPendencias.pdf 23/05/2016 |Paula Roberta Aguiar| Aceito
16:46:30 [Pastrez
Declaragéo de relatorio_disponibilidade_amostras.pdf 27/01/2016 |Paula Roberta Aguiar| Aceito
Manuseio Material 08:52:55 |Pastrez
Biolégico /
Biorepositério /
Biobanco
QOutros Declaracao_de_ciencia_e_autorizacao_| 08/12/2015 |Paula Roberta Aguiar| Aceito
de estudo.pdf 09:28:59 |Pastrez
Qutros Declaracao_de_fonte_de_financiamento| 08/12/2015 |Paula Roberta Aguiar| Aceito
pdf 09:28:26 | Pastrez
Declaragéo de Declaracao_de_responsabilidade_do_pel 08/12/2015 [Paula Roberta Aguiar| Aceito
Pesquisadores squisador.pdf 09:27:44 |Pastrez

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao
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BARRETOS, 27 de Setembro de 2016

Assinado por:
Thiago Buosi Silva

(Coordenador)
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Anexo B - Carta de aprovacdo do estudo pela Subcomissdo de Etica para as Ciéncias da Vida

e da Saude da Universidade do Minho, Braga, Portugal

I'\

Universidade do Minho

SECVS

Subcomisséo de Etica para as Ciéncias da Vida e da Satide

Identificacdo do documento: SECVS 074/2016
Titulo do Projeto: Regulacdo da resposta inflamatoria pulmonar: implicacéo para o desenvolvimento de novas
imunoterapias

Investigador Principal: Egidio Torrado

Investigador responsavel pela experimentacéo animal: Egidio Torrado

Subunidade organica: Instituto de Investigacao em Ciéncias da Vida e da Saude (ICVS)

PARECER
A Subcomissao de Etica para as Ciéncias da Vida e da Saude (SECVS) analisou o processo relativo ao seu projeto de
investigagdo com recurso a modelos animais intitulado Regulagcdo da resposta inflamatoria pulmonar: implicacdo para o

desenvolvimento de novas imunoterapias.

Os documentos apresentados revelam que o projeto obedece aos requisitos exigidos para as boas praticas na
experimentagéo com recurso a utilizagdo de modelos animais, considerando a aplicagéo dos 3 Rs de Russel e Burch e a

aplicagao de limites criticos de sofrimento - Aumane endpoints.

Face ao exposto, a SECVS néo tem nada a opor a realizagéo do projeto, emitindo o seu parecer favoravel, salientando no
entanto que:
- a autorizacao legal de projetos de investigacao/ experimentagao animal é feita pela DGAV a quem devera submeter o

respetivo formulario do projeto (através da sua Subunidade Orgénica da UMinho).

Braga, 05 de janeiro de 2017.
A Presidente

Assinado de forma digital

MARIA CECILIA  por MARIA CECILIA DE
DE LEMOS PINTO [£f0° PINTO ESTRELA

ESTRELA LEAQ  Dados: 2017.01.05
14:23047

(Maria Cecilia de Lemos Pinto Estrela Leao)



Anexo C - Instrumento de coleta de dados (Grupos Caso 1 e Controle 1)

Identificagdo

1
2 Nome
3 |Registro hospitalar
4 Grupo
1- Caso; 2- Controle
INFORMAGOES GERAIS
5 Data de nascimento
DD-MM-AAAA|
6 Sexo
1- Feminino; 2- Masculino|
7 Qual a sua raga (cor da pele)?
1- Branco; 2- Negro; 3- Pardo ou Mulato; 4- Amarelo (Asidtico); 5-Indigena
3 Estado civil
1- Solteiro; 2- Casado / Amasiado; 3- Separado / Divorciado; 4-Vilvo
Escolaridade
0- Analfabeto; 1- Sabe ler e escrever;
9 2- Ensino fundamental incompleto; 3- Ensino fundamental completo;
4- Ensino médio incompleto; 5- Ensino médio completo;
6- Ensino superior incompleto; 7- Ensino superior completo
10 Ocupag3o / Profissdo exercida por mais tempo
ESPECIFICAR
1 Ocupacdo / Profissdo - Tempo
ANOS
12 Morou/Mora em zona rural
0- N3o; 1- Sim; 99-Ignorado|
13 Se sim, por quanto tempo?
ANOS
14 Exposigdo a pesticidas e inseticidas
0- N3o; 1- Sim; 99-Ignorado|
15 Morou/Mora em zona urbana
0- N3o; 1- Sim; 99-Ignorado
16 Se sim, por quanto tempo?
ANOS
ESTILO DE VIDA
17 Alcool
0- Nunca; 1- Sim, ainda bebe (se parou nos ultimos 12 meses); 3- S6 no passado|
18 Cerveja
0- N3o; 1- Sim; 99-Ignorado|
19 Idade de inicio
ANOS
20 Idade que parou
ANOS
Unidade
21 1- Copo pequeno — 50 ml; 2- Copo médio — 100 ml;
3- Copo grande — 250 ml% ou garrafa pequena — 330 ml; 4- Garrafa — 700-750 ml; 5- Garrafa—1 L
22 |Quantas unidades consome
23 Por
1- Dia; 2- Semana; 3-Més; 4-Ano
24 Vinho i .
0- N3o; 1- Sim; 99-Ignorado|
25 Idade de inicio
ANOS
2 Idade que parou
ANOS
Unidade
27 1- Copo pequeno — 50 ml; 2- Copo médio — 100 ml;
3- Copo grande — 250 ml% ou garrafa pequena — 330 ml; 4- Garrafa — 700-750 ml; 5- Garrafa—1 L
28 |Quantas unidades consome
29 Por

1- Dia; 2- Semana; 3-Més; 4-Ano
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30 Cachaca
0- N3o; 1- Sim; 99-Ignorado|
31 Idade de inicio
ANOS
32 Idade que parou
ANOS
Unidade
33 1- Copo pequeno — 50 ml; 2- Copo médio — 100 ml;
3- Copo grande — 250 ml% ou garrafa pequena — 330 ml;4- Garrafa — 700-750 ml; 5- Garrafa — 1 L|
34 Quantas unidades consome
35 Por
1- Dia; 2- Semana; 3-Més; 4-Ano
36 Tabaco
0- Ndo; 1- Sim, atualmente, 2- Sim, passado|
37 Cigarro de filtro
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
38 Numero por dia
NUMERO
39 Idade de inicio
ANOS
40 Idade que parou
ANOS
a1 Cigarro de palha
0- N3o; 1- Sim; 99-Ignorado|
2 Numero por dia
NUMERO
a3 Idade de inicio
ANOS
aa Idade que parou
ANOS
45 Cachimbo
0- N3o; 1- Sim; 99-Ignorado|
a6 Numero por dia
NUMERO
a7 Idade de inicio
ANOS
a8 Idade que parou
ANOS
49 Charuto
0- N3o; 1- Sim; 99-Ignorado|
50 Numero por dia
NUMERO
51 Idade de inicio
ANOS
52 Idade que parou
ANOS
EXPOSICAO PASSIVA A FUMAGA DE CIGARRO
53 Vocé esteve casado (ou vivendo junto) com um fumante?
0- N3o; 1- Sim; 2- Ndo lembra; 99-Ignorado
54 Idade quando cOnjuge iniciou
55 Idade quando o conjuge parou
56 Numero de horas que estava exposto durante a semana
57 Numero de horas que estava exposto aos fins de semanas
58 Vocé trabalhou em um lugar fechado onde as pessoas fumassem?
0- N3o; 1- Sim; 2- Ndo lembra; 99-Ignorado,
59 Idade quando iniciou o trabalho com fumantes
60 Idade quando parou de trabalhar com fumantes
61 NUmero de horas/dia que estava exposto
62 [Numero de horas que fumava em sua presenca
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Quando crianga, seu pai ou sua mae fumavam?

63 0- N3o; 1- Sim; 2- N3do lembra; 99-Ignorado
6a |Porquanto tempo foi exposto?
ANOS|
5 Pratica atividade fisica?
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
66 o€ sim, qual a frequéncia por semana?
1-7
67 Quanto tempo por dia?
0- Menos de 30'; 1- pelo menos 30'; 2- pelo menos 60'; 3- ndo lembra; 99-Ignorado|
68 Faz exposicdo ao sol entre 10 da manha e 16 h?
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
69 Se sim, usa roupa apropriada e protetor solar?
0- N&do; 1- Sim; 99-Ignorado
HABITOS ALIMENTARES E MEDIDAS ANTROPOMETRICAS
De maneira geral, com qual frequéncia vocé ingere...
Legumes e verduras?
70 0- Nunca; 1- Menos que uma vez por més; 3- 1-3 vezes por més; 4- Uma ou duas vezes por semana;
5- Na maioria dos dias, mas n3o todos os dias; 6- Todos os dias
Folhas e vegetais?
71 0- Nunca; 1- Menos que uma vez por més; 3- 1-3 vezes por més; 4- Uma ou duas vezes por semana;
5- Na maioria dos dias, mas n3o todos os dias; 6- Todos os dias
Frutas frescas?
72 0- Nunca; 1- Menos que uma vez por més; 3- 1-3 vezes por més; 4- Uma ou duas vezes por semana;
5- Na maioria dos dias, mas ndo todos os dias; 6- Todos os dias
Carne vermelha, ovo e leite
73 0- Nunca; 1- Menos que uma vez por més; 3- 1-3 vezes por més; 4- Uma ou duas vezes por semana;
5- Na maioria dos dias, mas ndo todos os dias; 6- Todos os dias
Enlatados?
74 0- Nunca; 1- Menos que uma vez por més; 3- 1-3 vezes por més; 4- Uma ou duas vezes por semana;
5- Na maioria dos dias, mas n3o todos os dias; 6- Todos os dias
Congelados?
75 0- Nunca; 1- Menos que uma vez por més; 3- 1-3 vezes por més; 4- Uma ou duas vezes por semana;
5- Na maioria dos dias, mas ndo todos os dias; 6- Todos os dias
Graos? (ex. milho)
76 0- Nunca; 1- Menos que uma vez por més; 3- 1-3 vezes por més; 4- Uma ou duas vezes por semana;
5- Na maioria dos dias, mas ndo todos os dias; 6- Todos os dias
77 Bebidas quentes (Ex. Chimarrdo, Café, Cha)
0- Nunca; 1- Sim, atualmente; 2- Sim, passado
78 Peso
KILOS
79 Altura
METROS
HISTORICO DE HABITOS SEXUAIS
Vocé ja teve alguma doenga sexualmente transmissivel, diagnosticada por um médico ou
80 |profissional de saude?
0- N3o; 1- Sim; 2- Ndo sabe; 3- Ndo quer responder; 99-Ignorado
81 Verrugas genitais?
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
82 Herpes genital?
0- N3do; 1- Sim; 99-Ignorado,
83 Hepatite B?
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
84 Hepatite C?
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
85 HIV? i .
0- N3do; 1- Sim; 99-Ignorado|
6 HPV? ) 4
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
87 Em toda a sua vida, vocé ja teve relagdo sexual (vaginal, ou oral, ou anal) com alguém?
0- N3do; 1- Sim; 99-Ignorado,
a8 Qual a idade da sua primeira relagdo sexual?
ANOS
89 Em toda a sua vida, com quantas pessoas vocé teve relagdo sexual?

1- 2-5; 2- 6-10; 3- 11-20; 4- 21-50; 5- 51-100; 6- Mais de 100; 99-Ignorado|
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Vocé ja fez sexo colocando sua boca nos genitais do(a) parceiro(a) (sexo oral ativo)?

9 0- N&o; 1- Sim; 99-Ignorado
91 Quantos anos vocé tinha quando fez sexo oral em alguém pela primeira vez?
ANOS
92 Com que frequéncia vocé faz ou fazia sexo oral no(a) parceiro(a)?
0- Nunca; 1- Raramente; 2- Frequentemente; 3- Sempre; 99-Ignorado
93 Qual era o sexo das pessoas em quem vocé fez sexo oral?
1- Mulheres; 2- Homens; 3- Homens e Mulheres; 88- N3o se aplica; 99-Ignorado
o4 Vocé ja fez sexo colocando sua boca no anus do parceiro?
0- N&o; 1- Sim; 99-Ignorado
95 Vocé ja fez sexo colocando seus genitais na boca do parceiro (sexo oral passivo)?
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
HISTORICO DE CANCER NA FAMILIA
%6 Histdria de cancer de es6fago em familiares de 12 Grau (Pais, Irmaos e Filhos)
0- N&o; 1- Sim; 99-Ignorado|
97 Historia de cancer cabeca e pescogo na familia
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
08 Histdria de cancer de es6fago na familia
0- N3o; 1- Sim; 99-Ignorado
99 Histéria de cancer de colo de Utero na familia
0- N3o; 1- Sim; 99-Ignorado
100 Histdria de cancer de vulva na familia
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
101 Historia de cancer de pénis na familia
0- N3o; 1- Sim; 99-Ignorado
102 Histéria de cancer anal na familia
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
COMORBIDADES
103 Chagas i .
0- N3o; 1- Sim; 99-Ignorado
104 Se sim, megaesofago chagasico
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
105 Refluxo gastresofagico
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
106 Es6fago de Barret

0- N3o; 1- Sim; 99-Ignorado,
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Anexo D - Instrumento de coleta de dados clinicos (Grupo Caso 1)

DADOS CLINICOS

Data do diagndstico
DD-MM-AAAA

Grau histolégico
1- Bem diferenciado; 2- Moderadamente diferenciado; 3- Pouco diferenciado; 99- Ignorado

Estadiamento T
0- TO; 1- T1; 2-T2; 3-T3; 4- T4; 99- TX

Estadiamento N
0- NO; 1- N1; 99- Nx

Estadiamento M
0- MO; 1- M1; 2- M1a; 3- M1b; 99- Mx

Estadiamento TNM agrupado

0-0; 1- |; 2- lIA; 3- 1IB; 4- 11; 5- IV; 6- IVA; 7- IVB; 99-Ignorado
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Anexo E — TCLE Grupo Caso 2
HOSPITAL

BARRETOS

@

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
PARA PARTICIPAGAO EM PESQUISA

TITULO DO ESTUDO: Caracterizag¢do do perfil imunolégico de portadores do carcinoma de células
escamosas do es6fago e relagdo com Papilomavirus Humano.

PESQUISADORES:

Vania Sammartino Mariano, Paula Roberta Aguiar Pastrez, Estela Maria Silva, Denise Peixoto
Guimaraes, Allini Mafra da Costa, Adhemar Longatto Filho

O QUE E ESTE DOCUMENTO?

Vocé esta sendo convidado(a) a participar deste estudo que sera realizado no Hospital de Cancer de
Barretos - Fundagdao Pio Xll. Este documento é chamado de “Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido” e explica este estudo e qual serd a sua participagdo, caso vocé aceite o convite. Este
documento também fala os possiveis riscos e beneficios se vocé quiser participar, além de dizer os
seus direitos como participante de pesquisa. Apds analisar as informagdes deste Termo de
Consentimento e esclarecer todas as suas duvidas, vocé terd o conhecimento necessario para tomar
uma decisdo sobre sua participacdo ou ndo neste estudo. Ndo tenha pressa para decidir. Se for
preciso, leve para a casa e leia este documento com os seus familiares ou outras pessoas que sao de
sua confianca.

POR QUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO FEITO?

O cancer de es6fago (CE) é um tipo de cancer que atinge muitas pessoas no mundo e o consumo de
alcool e cigarro, principalmente quando utilizados em associacdo sdo as principais causas do
surgimento dessa doenca. Além disso, ha mais de 30 anos, foi sugerido que o Papilomavirus humano
(HPV) seria possivel fator de risco para o desenvolvimento do CE, porém esse papel ainda ndo esta
bem esclarecido. Apesar do avango nos tratamentos dos casos de CE, pouca alteragao foi observada
na sobrevida dos pacientes, o que leva a necessidade de pesquisas de marcadores moleculares que
ajudem no diagndstico antecipado, menos agressivo e controle de acompanhamento dos portadores
deste tumor. Além disso, a grande ocorréncia de cancer em individuos com sistema imunolégico
comprometido demonstra a importancia da resposta contra o tumor e justifica seu estudo. A
possibilidade de se fazer tratamento personalizado exige a realizagdo de testes moleculares que sao
feitos a partir de pequenas partes da lesdo colhidos durante a bidpsia (procedimento cirdrgico no
qual se colhe células ou uma pequena parte de tecido organico para serem posteriormente
submetidos a estudo em laboratério, visando determinar a natureza e o grau da lesdo estudada) que
exige espaco adequado e profissionais capacitados. Além da coleta de material bioldgico, é
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importante obter informacBes de questdo social e referentes a doenca e dados clinicos dos
participantes da pesquisa para relacionar com os achados biolégicos. Para o desenvolvimento do
estudo com estes objetivos, serd necessario coletar sangue de individuos com cancer de es6fago, ao
longo do tratamento, em cada consulta de acompanhamento e, assim, serdo comparadas as
informacgdes do mesmo paciente antes e pds realizacdo do tratamento.

O QUE ESTE ESTUDO QUER SABER?

O objetivo deste estudo é avaliar o perfil imunoldgico e a expressdao de marcadores moleculares em
pacientes com carcinoma de células escamosas de es6fago, ao longo do tratamento, e associa-los
com os dados informados pelo médico além de verificar a contribuicio de HPV para o
desenvolvimento da doenga.

O QUE ACONTECERA COMIGO DURANTE O ESTUDO?

O (A) Senhor (a) serd submetido a coletas de sangue nos seguintes momentos: antes do inicio da
realizacdo do tratamento até a alta clinica, em toda consulta, a qual ndo trara riscos fisicos extras a
sua saude além daqueles ja existentes quando hd doacdo de sangue. Apds esclarecimento e
explicacdo dos objetivos do estudo, uma agulha sera usada para coletar uma pequena quantidade de
sangue de uma veia do seu braco (volume de 5 mL) em tubo de coleta de sangue (BD Vacutainer, BD
Biosciences, EUA) por profissional treinado e habilitado e armazenado a -80°C até momento de sua
utilizacdo. O objetivo é avaliar a quantidade e o tipo de substancia produzida pelo sistema de defesa
do organismo apds tratamento e comparar com os niveis no momento do diagndstico da doenca, ou
seja, antes da realizacdo do tratamento. As amostras serdo identificadas com nimeros para que sua
identidade seja mantida em sigilo pelos pesquisadores.

HAVERA ALGUM RISCO OU DESCONFORTO SE EU PARTICIPAR DO ESTUDO?

As informagdes que puderem identificar os participantes de pesquisa serdao mantidas em sigilo e
codificadas para garantir a confidencialidade dos dados e a privacidade dos mesmos. Entretanto, ha
risco de quebra de sigilo das informacgdes, ja que as pessoas diretamente relacionadas ao estudo
terdo acesso direto ao banco de dados. Além disso, pode haver possivel desconforto durante a coleta
de sangue.

HAVERA ALGUM BENEFICIO PARA MIM SE EU PARTICIPAR DO ESTUDO?

E possivel que este estudo n3o traga beneficios diretos a vocé nesse instante, mas ao final do estudo,
as informacgdes obtidas de todos os casos estudados poderao contribuir para a prevencgao e até para
o tratamento mais eficiente de outros pacientes com cancer de eséfago.

QUAIS SAO AS OUTRAS OPCOES SE EU NAO PARTICIPAR DO ESTUDO?

A outra opgdo é ndo participar do estudo.

QUAIS SAO OS MEUS DIREITOS SE EU QUISER PARTICIPAR DO ESTUDO?
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Vocé tem direito a:

1. Receber as informacgdes do estudo de forma clara;

2. Ter oportunidade de esclarecer todas as suas duvidas;

3. Ter o tempo que for necessario para decidir se quer ou ndo participar do estudo;

4. Ter liberdade para recusar a participacao no estudo, e isto ndo trara qualquer de problema
para vocé;

5. Ter liberdade para desistir e se retirar do estudo a qualquer momento;

6. Ter assisténcia a tudo o que for necessario se ocorrer algum dano por causa do estudo, de
forma gratuita, pelo tempo que for preciso;

7. Ter direito a reclamar indenizagdo se ocorrer algum dano por causa do estudo;

8. Ser ressarcido pelos gastos que vocé e seu acompanhante tiverem por causa da participa¢do
na pesquisa, como por exemplo, transporte e alimentagao;

9. Ter acesso aos resultados dos exames realizados durante o estudo;

10.Ter respeitado o seu anonimato (confidencialidade);

11.Ter respeitada a sua vida privada (privacidade);

12.Receber uma via deste documento, assinada e rubricada em todas as paginas por vocé e pelo
pesquisador;

13.Ter liberdade para ndo responder perguntas que incomodem vocé;

14.Ter liberdade para retirar o consentimento para que usem ou guardem o guarda material
bioldgico que foi removido de vocé.

O QUE ACONTECERA COM O MATERIAL QUE FOR COLETADO DE MIM?

Todo o material biolégico coletado durante este estudo (sangue periférico) e os dados gerados nao
serdo utilizados para outros fins além daqueles explicados neste Termo de Consentimento. Esses
materiais ndo terdo os seus dados pessoais, apenas cddigos de identificacdo, para manter o seu
sigilo. Depois de todas as andlises terem sido realizadas, o material biolégico que restar serd
adequadamente armazenado no Hospital de Cancer de Barretos. Se houver necessidade de fazer
novas analises com seu material e/ou outras pesquisas, o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de
Cancer de Barretos (CEP-HCB) avaliard esse novo uso. Sem a autorizagdo deste comité, novas
pesquisas com o seu material ndo poderdo ser realizadas. Apesar deste material bioldgico ficar
guardado no Hospital de Cancer de Barretos, ele pertence a vocé. A qualquer momento, durante ou
apos este estudo, vocé poderad retirar este material do hospital ou pedir que seja destruido. Isto ndo
tirard nenhum direito do seu tratamento neste hospital. No final do estudo, se sobrar algum
material, ele serd armazenado no Biobanco do Hospital de Cancer de Barretos, conforme Termo de
Consentimento especifico. Se tiver duvidas sobre este Biobanco, pergunte ao pesquisador do estudo
ou, entdo, entre em contato com o setor: (tel: (17) 3321-6600 - ramal 6963)

SE EU TIVER DUVIDAS SOBRE OS MEUS DIREITOS OU QUISER FAZER UMA RECLAMAGAO, COM
QUEM EU FALO?

Fale diretamente com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Cancer de Barretos. Este comité
é formado por pessoas que analisam a parte ética dos estudos e autorizam ele acontecer ou nao.
Vocé pode entrar em contato com este Comité por telefone (tel: (17) 3321-0347 ou (17) 3321-6600 -
ramal 6647), email (cep@hcancerbarretos.com.br) carta (Rua Antenor Duarte Vilela, 1331, Instituto
de Ensino e Pesquisa, 14784-057) ou pessoalmente. O hordrio de atendimento é de 22 a 52 feira, das
8h00 as 17h00, e 62 feira, da 8h00 as 16h00. O horario de almogo é de 12h00 as 13h00.
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SE EU TIVER DUVIDAS SOBRE O ESTUDO, COM QUEM EU FALO?
Fale diretamente com o pesquisador responsavel. As formas de contato estdo abaixo:
Nome do pesquisador: Vania Sammartino Mariano

Formas de contato: Telefone: (17) 3321-6600, ramal 7093/7094; email: vaniasmariano@gmail.com

DECLARAGAO DE CONSENTIMENTO

Eu entendi o estudo. Tive a oportunidade de ler o Termo de Consentimento ou alguém leu para mim.
Tive o tempo necessario para pensar, fazer perguntas e falar a respeito do estudo com outras
pessoas. Autorizo a minha participacdo na pesquisa. Ao assinar este Termo de Consentimento, ndo
abro mao de nenhum dos meus direitos. Este documento serd assinado por mim e pelo pesquisador,
sendo todas as paginas rubricadas por nés dois. Uma via ficard comigo, e outra com o pesquisador.

CAMPO DE ASSINATURAS

Nome por extenso do participante de pesquisa ou do representante legal

Data Assinatura

Nome por extenso do pesquisador

Data Assinatura

Nome por extenso da testemunha imparcial (para casos de analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de
deficiéncia visual)

Data Assinatura



