13

ARTIGO ORIGINAL

AVALIACAO DA RESPOSTA INFLAMATORIA SISTEMICA COMO
MARCADOR DE ATIVIDADE TUMORAL EM PACIENTES COM

CANCER COLORRETAL
EVALUATION OF SYSTEMIC INFLAMMATORY RESPONSE AS A MARKER OF TUMOR ACTIVITY IN
PATIENTS WITH COLORECTAL CANCER

José Lucas Pereira Jiinior*

RESUMO

PALAVRAS- CHAVE:

ABSTRACT

KEYWORDS:

Introdugio: Marcadores bioldgicos tém sido estudados com objetivo de identificar fatores que possam predizer a evolugao
dos pacientes com cancer colorretal e ajudar a selecionar os grupos com alto risco de recidiva; porém os estudos existentes
sdo insuficientes para serem recomendados na rotina de atendimento clinico. Desse modo, a realizagio de estudos clinicos
procurando correlacionar a evolugio do paciente com possiveis marcadores de atividade tumoral estdo sendo realizados
com o objetivo de contribuir para a formagao de bases cientificas sélidas, capazes de modificar as ferramentas de avaliagao
clinico-laboratorial. Objetivo: Verificar a correlagio da resposta inflamatéria sistémica com a evolugio clinica do cancer
colorretal em pacientes sob acompanhamento clinico-laboratorial. Métodos: Foi realizado um estudo observacional do tipo
descritivo para avaliagio de marcadores de atividade inflamatdria em pacientes portadores de adenocarcinoma colorretal.
Foram coletadas amostras de sangue no pés-operatério para a dosagem dos niveis séricos de proteina C-reativa (PCR) e
interleucina-10 (IL-10). Os niveis séricos dos pacientes foram analisados de acordo com dois grupos de pacientes: resseccao
curativa e nio curativa. A atividade tumoral foi avaliada pela andlise dos niveis séricos de antigeno carcinoembriondrio
(CEA) em todos os pacientes do estudo. Resultados: Os niveis da PCR e do CEA no grupo de ressecgio curativa foi sig-
nificativamente menor em relacio ao grupo de ressecgio nio curativa (p<0,05). Em relacio aos niveis de IL-10, nio foi
observada uma diferenca significativa entre os grupos (p >0,05). Conclusées: Os resultados sugerem que os niveis séricos
de PCR, marcadores de atividade inflamatéria inespecifica, refletem indiretamente a atividade tumoral. Entretanto, outros
estudos com uma amostra maior de pacientes sdo necessrios para investigarmos esta possivel correlagio dos niveis séricos
de PCR com a evolugio clinica do cAncer colorretal.

Neoplasias intestinais. Proteina C-reativa. Citocinas. Interleucina-10. Imunologia.

Introduction: biological markers have been studied in order to identify factors that would be able to predict evolution of
patients with colorectal cancer that could help to select high risk relapse groups. However, none of them has been recom-
mended for clinical use. Objective: verify the correlation between the systemic inflammatory response and tumor activity in
patients with colorectal carcinoma. Methods: An observational and descriptive study was performed. Blood samples from
28 patients were collected postoperatively for determination of C-reactive protein (CRP) and Interleukin-10 (IL-10). The
analysis was performed comparatively according to curative and non curative resection. The tumoral activity was investiga-
ted using the evaluation of carcinoembryonic antigen (CEA) serum leves in all patients studied. Results: the correlation
levels of CPR and CEA in the curative resection group was lower compared with non curative resection group (p< 0.05).
No difference between the groups was observed in the levels of IL-10.

Conclusions: This study suggests that high levels of CRP, an inespecific inflammatory biomarker, correlated with the evo-
lution of colorectal carcinoma. However, others studies may be perform to investigate this hypothesis.

Colorectal carcinoma. C-reactive protein. Cytokines. Interleukin-10. Immunology.
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aproximadamente 10% de todos os cAnceres incidentes. Segundo dados
publicados pelo Instituto Nacional do Céncer (INCA), a incidéncia
de cancer de cdlon no Brasil em 2008 foi de 12.490 casos novos entre
homens (4° tumor mais frequente) e 14.500 casos novos em mulheres (3°
entre as mulheres). (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2009).

O antigeno carcinoembriondrio (CEA) ¢ o marcador de carga
tumoral mais utilizado na avaliagdo de rotina de pacientes com cAncer
colorretal. Seu valor pré-operatério tem sido considerado como um
marcador prognéstico de sobrevida e recorréncia. Contudo, seu valor
no pés-operatdrio ainda é controverso. Intimeras outras varidveis tém
sido estudadas com objetivo de identificar fatores que possam predizer a
evolugio dos pacientes com cancer colorretal e ajudar a selecionar grupos
com alto risco de recidiva. Entretanto, os estudos ainda sao insuficientes
para serem recomendados para emprego clinico (COMPTON et al.,
2000; DIEZ et al., 2001; KAHLENBERG et al., 2003; MIRZA et al.,
2008; VATHER et al., 2009; YUN et al.,2008 ).

O desenvolvimento tumoral nio é causado apenas por alteragdes
intrinsecas, mas um processo de multiplas etapas, que envolve interagoes
complexas entre as células transformadas, a matriz extracelular
circundante e o sistema imunolégico do hospedeiro. Citocinas
inflamatérias podem modular a expressio dos antigenos tumorais,
das moléculas de adesio e da produgio de fatores imunossupressores,
podendo assim, bloquear ou facilitar o crescimento tumoral. Entre uma
variedade de citocinas pesquisadas, a interleucina 10 (IL-10) destaca-
se por apresentar atividade complexa sobre o microambiente tumoral.
Possui efeito imunossupressivo e anti-inflamatério como sua principal
caracteristica, inibindo a produ¢io de células B imunoglobulinas,
células T produtoras de citocinas pré-inflamatérias, reducio da
proliferacio de antigenos das células T e células apresentadoras de
antigeno (APC) das moléculas MHC de classe 2. Por outro lado, seu
efeito pré-tumor também ¢é observado, atuando de forma direta sobre
as células tumorais ou mesmo inibindo o sistema imune adquirido.

Durante o desenvolvimento da resposta imunolégica antitumoral,
a produgio de citocinas modula a resposta inflamatéria no sitio de
desenvolvimento da neoplasia. A interleucina 6 (IL-6) estd intimamente
relacionada com o desenvolvimento do processo inflamatério-imunolégico
em pacientes com cincer, induzindo os hepatécitos a produzirem RNA
mensageiro (RNAm) para produgio de proteinas de fase aguda. A proteina
C-reativa (PCR) se destaca entre as proteinas de fase aguda por apresentar
meia vida plasmdtica curta (aproximadamente 19h) e uma concentragao
plasmdtica exclusivamente relacionada a sintese nesse perfodo. Em certas
circunstancias, a elevagio da PCR pode simplesmente refletir um processo
inflamatério inespecifico secunddrio 4 necrose tumoral ou injuria tecidual.
Por outro lado, o desenvolvimento de resposta da PCR pode refletir um
ambiente favordvel para o crescimento e disseminagio tumoral (DE VITA
etal., 1999; LIN; KARIN, 2007; SANTOS et al., 2003).

O objetivo deste estudo foi verificar a possivel correlagio da

resposta inflamatéria sistémica em pacientes com cancer colorretal,
avaliada pelos niveis séricos de PCR e IL-10, como potenciais

marcadores bioldgicos de atividade e evolugio do cincer colorretal.

2 METODOS

Foi realizado um estudo observacional do tipo descritivo a fim de
avaliar a correlagio da PCR e IL-10 em pacientes com cincer colorretal.
Foram recrutados 28 pacientes do Hospital Maria José Baeta Reis, Juiz
de Fora (MG), Brasil, no periodo de agosto de 2007 a fevereiro de
2009. Foram incluidos no estudo pacientes com o diagndstico de cAncer
colorretal, com idade igual ou superior a 18 anos, de ambos os sexos,
classificados no estdgio clinico de I a IV, segundo atual classificagio
TNM, do tipo histolégico adenocarcinoma, conforme a classificagao
da Organizacio Mundial de Satde (OMS), e que assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE). Foram excluidos do estudo
pacientes com doencas inflamatérias cronicas, incluindo infeccoes e
doenga do coldgeno, assim como tumores em outros 6rgaos e pacientes
em uso de anti-inflamatérios e antibidticos por qualquer motivo.
Todos os pacientes foram submetidos 4 avaliacio de triagem e andlise
soroldgica apds cirurgia oncoldgica. A cirurgia curativa foi definida
quando foi possivel a remogao total do tumor primério e a cirurgia nao
curativa foi definida quando nio foi possivel a remogio completa do
tumor primdrio ou quando metédstases estavam presentes.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Universidade Federal de Juiz de Fora (MG), Brasil.

2.1 ANALISE SOROLOGICA

Em todos os pacientes foram realizadas coletas de amostras de
sangue. As amostras foram centrifugadas a 2500 rotagées por minuto
(RPM), durante 10 minutos, a fim de separar o soro (material do
estudo) dos elementos figurados (glébulos vermelhos, brancos e
plaquetas). Uma parte do soro foi imediatamente utilizada a fim de
dosar o nivel de proteina C-reativa, ¢ a outra parte foi armazenada a
-20°C até a andlise de interleucina-10.

A andlise da PCR foi realizada a partir de amostras estdveis a
2°C a 8°C. Amostras lipémicas e hemolizadas foram descartadas.
Valores acima de 10mg/L foram indicativos de presenca de atividade
inflamatéria (CROZIER et al. 2007).

A andlise de IL-10 foi determinada utilizando o kit de ensaio
imunosorbente ligado & enzima (ELISA) da marca PeProtech Inc, New
Jersey. As amostras foram preparadas e testadas em triplicata de acordo
com as instruces do fabricante. O limite de detec¢io da amostra foi de

47pg/ml.
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2.2 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos dados foi descrita de acordo com a média,
desvio padrio, mediana e as variagoes de valores mdximos e minimos. O
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado na avaliagio das
varidveis CEA, PCR e IL-10. O nivel de significAncia foi considerado p <
0,05. Em toda a andlise foi utilizado o software SPSS 14.0.

3 RESULTADOS

Os pacientes foram avaliados no periodo entre 1 e 12 meses
apds a cirurgia (mediana de 5 meses). Na tabela 1 sio apresentadas as
caracteristicas clinico-patoldgicas dos pacientes, separadas de acordo com
o tipo de tratamento cirtirgico: ressec¢do curativa e ressecgdo nio curativa.

O CEA ¢ o marcador de carga tumoral mais utilizado em pacientes
com cincer colorretal. Os niveis séricos dos pacientes, de acordo com cada
grupo de pacientes, ressec¢do curativa e nio curativa, so apresentados no
Grificol. A correlagao dos niveis médios de CEA no grupo de ressecgio
curativa foi significativamente menor (1,2ng/ml) em relagio ao grupo
de ressec¢do ndo curativa (798,5ng/ml) (p<0,05), representando a carga
tumoral presente quando ocorreu a impossibilidade de uma ressecgao
curativa. O Grifico 2 mostra a correlagio dos niveis séricos da PCR em
relagio aos dois grupos. Observa-se uma diferenca significativa (p<0,05)
entre o grupo de resseccdo curativa, apresentando niveis médios de 7,1
mg/L em relacio ao grupo de ressecgio nio curativa com niveis médios
de 17,4 mg/L. Em relacio aos niveis séricos de IL-10 de cada grupo
de pacientes (Gréfico 3), foi observada uma diferenca nio significativa
entre o grupo de ressecgio curativa (valor = 125,4 pg/ml) e o grupo de
ressecgdo ndo curativa (valor = 168 pg/ml) (p <0,05); porém percebe-se
a tendéncia a niveis mais elevados no grupo de pacientes que tiveram a

ressec¢ao nao curativa.

4 DISCUSSAO

A progressio tumoral ¢ um complexo processo que depende nio
somente das propriedades intrinsecas do tumor, mas de um processo
de multiplas etapas, que envolve interagoes complexas entre as células
transformadas, a matriz extracelular circundante e o sistema imunoldgico
do hospedeiro (ALLAVENA et al., 2008; KUNDU; SURTH, 2008).

A clevagio da PCR pode simplesmente refletir um processo
inflamatério inespecifico secunddrio & necrose tumoral ou injuria tecidual,
mas, por outro lado, também pode refletir um ambiente favordvel para
o crescimento e disseminagio tumoral. Estudo realizado por KOIKE
(2008) avaliou a PCR como um marcador independente de progndstico
em pacientes portadores de cAncer colorretal em estdgios iniciais. Verificou
em seus resultados que tanto na andlise uni-variada quanto multivariada a

PCR foi preditora de pior sobrevida. Estudos recentes tém demonstrado
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que nivel sérico da PCR acima de 10mg/L, nos pacientes com cAncer
colorretal, pode ser considerado como um fator independente de pior
progndstico e preditivo de doenca. No presente estudo, observou-se
que os niveis da PCR estavam elevados, média de 17,4mg/L, no grupo
de pacientes que tiveram a ressec¢io nio curativa, sugerindo presenca
da atividade inflamatéria associada ao tumor. Jé no grupo de resseccio
curativa os niveis da PCR mantiveram-se em valores inferiores 10mg/L.
CROZIER (2009), em seu estudo, avaliou 180 pacientes portadores
de cancer colorretal segundo os niveis da PCR no pré-operatério e no
pés-operatério imediato, e correlacionou com a sobrevida dos pacientes
submetidos 2 cirurgia curativa. Seus resultados mostraram uma maior
sobrevida associada a niveis elevados da PCR no pré-operatério mas nao
no pés-operatério. Porém, os niveis da PCR foram analisados até o quarto
dia do pés-cirtrgico, podendo ser influenciados pela cirurgia devido ao
curto intervalo. Segundo KAMI (2009), a influéncia da cirurgia sobre os
niveis séricos da PCR e das citocinas pré-inflamatérias em pacientes com
cancer colorretal ocorre até 42 dias do pés-operatdrio. No presente estudo,
os niveis da PCR foram avaliados num periodo mediano de 5 meses da
cirurgia, semelhante ao estudo de MACMILLAN, CANNA e McARDLE
(2003), que avaliou 174 pacientes com cincer colorretal submetidos a
resseccdo curativa. Em todos os pacientes foram avaliadas as concentragoes
da PCR no pré-operatdrio e no pds-operatério, com 5 meses apds cirurgia.
Concluiu-se que os niveis elevados da PCR no pré-operatdrio e no pds-
operatério predizem uma pior evolugio dos pacientes (CROZIER et al.,
2007; CROZIER et al., 2009; KAMI et al., 2009; KOIKE et al., 2008;
ROXBURGH et al., 2009; WONG et al., 2007).

Os mecanismos que estdo presentes na resposta inflamatdria sistémica
e que podem influenciar no desenvolvimento do cincer ainda nio estao
claros. Entretanto, sabe-se que parte da resposta inflamatéria sistémica
reflete 0 aumento de citocinas pré-inflamatérias que podem promover o
crescimento tumoral e influenciar na sobrevida. RAMSEY (2006), em seu
estudo, verificou a correlagio entre os niveis séricos da PCR, da IL-6 e
da IL-10. Concluiu que a PCR pode ser auto-regulada por citocinas pré-
inflamatérias e refletir uma reagio imune sob o tumor. De Vita (ano 1999)
avaliou o significado progndstico dos niveis de IL-10 em 58 pacientes
portadores de cAncer gastrointestinal avangado, dos quais 28 apresentavam
o diagndstico de cancer colorretal. Concluiu que os niveis de IL-10 no
pré-tratamento pode ser um fator progndstico independente em pacientes
com cncer gastrointestinal avancado. Por outro lado, GALIZIA et al.
(2002) avaliou o significado prognéstico dos niveis séricos de IL-10 ¢ IL-6,
no pré-operatdrio e no pds-operatério, em pacientes portadores de cAncer
colorretal submetidos a ressecgdo curativa. Seus resultados mostraram
um significativo valor progndstico de IL-10 tanto no pré-operatério
quanto no pds-operatério. Além disso, observou que, dos pacientes
que mantiveram seus niveis de IL-10 elevados no pés-operatério, todos
apresentaram recorréncia em um determinado momento. Contudo a IL-6

ndo apresentou resultados significativos. No atual estudo, apesar dos niveis
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de IL-10 serem maiores no grupo de pacientes que foram submetidos
a ressecgdo nao curativa, esses resultados nio atingiram um nivel de
significAncia em relagio ao grupo de pacientes com ressecgio curativa (DE
VITA et al., 1999; GALIZIA et al., 2002; RAMSEY et al., 2006)

Frente a esses resultados, verifica-se que a possibilidade de um tumor
progredir ou recidivar é uma realidade que ainda nio é compreendida.
A PCR pode refletir um microambiente rico em fatores que induz a esse
comportamento, que necessita ser melhor esclarecido. Os resultados do
presente estudo sugerem que os niveis séricos de PCR podem refletir
indiretamente a atividade tumoral quando esta proteina encontra-se com
niveis no soro acima de 10mg/L. Na amostra do estudo nio houve uma
correlagio dos niveis de IL-10 com atividade tumoral, portanto, a IL-10
nio pode ser considerada como parimetro de atividade tumoral, embora

seja a citocina que regula a resposta inflamatdria.

Tabela 1. Caracteristicas clinicopatolégicas dos pacientes do estudo.

Tod Ressecgao Ressecgao
( ci;;s) Curativa Nio Curativa
- (n=18) (n=10)
IDADE (mediana) 55 54 61
SEXO (M / F) 16/ 12 10/8 6/4
LOCAL TUMOR
Célon 19 12 7
Reto 9 6 3
ESTADIO CLINICO
I 0 0 0
11 9 9 0
111 9 9 0
v 10 0 10
GRAU HISTOLOGICO
1 — Bem diferenciado 3 0 3
2 — Moderadamente 23 17 ¢
diferenciado
3 — Pobremente diferenciado 1 1 0
4 — Indiferenciado 0 0 0
DIAMETRO TUMORAL
. 5 4,75 5,5
(mediana)
INVASAO
ANGIOLINFATICA sim/nio 917 676 371
PERFURACAO
INTESTINAL sim / nio 1727 117 0/10
BST AO INTESTINAL
O,SI?UCON STIN 3/25 2/16 1/19
sim / nio
LINFONODOS 2 2 18
RESSECADOS (mediana)
T4 sim / nio 4722 4/14 0/8
COLOSTOMIA sim / nio 15/13 11/7 4/6
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Grifico 1: Niveis séricos de CEA de acordo com os grupos de pacientes
com ressecgdo curativa e nao curativa. Resultados expressos em média +
desvio padriao. Os niveis séricos de CEA se encontraram mais elevados
no grupo de pacientes com ressec¢io nio curativa em relagio ao grupo de
pacientes com ressecgio curativa (p<0,05 pelo teste de Mann-Whitney).
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Grifico 2: Niveis séricos da PCR de acordo com os grupos de pacientes
com ressecgdo curativa e nao curativa. Resultados expressos em média +
desvio padrdo. Os niveis séricos da PCR se encontraram mais elevados no
grupo de pacientes com ressec¢do nao curativa em relagio ao grupo de

pacientes com ressecgio curativa (p<0,05 pelo teste de Mann-Whitney).
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Griéfico 3: Diagrama de barra. Niveis séricos da IL-10 de acordo com os
grupos de pacientes com ressecgdo curativa e nio curativa. Resultados expressos
em média + desvio padrio. Os niveis séricos da IL-10 se encontraram mais
elevados no grupo de pacientes com ressec¢io nio curativa em relagio ao grupo

de pacientes com ressecgdo curativa (p>0,05 pelo teste de Mann-Whitney).
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