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Resumo

O cancer gastrico (CG) € a quinta neoplasia maligna mais comum e a segunda causa mais
frequente de mortes relacionadas ao cancer. O desenvolvimento tumoral é relacionado a
mediadores inflamatdrios, incluindo citocinas, e células do sistema imunoldgico. A
interleucina—33 (IL-33), através do receptor ST2, vem sendo estudada no contexto tumoral e
correlaciona com um pior prognostico. No entanto, a presenca e contribui¢do da IL-33, bem
como de células linfoides inatas do tipo 2 (ILC2), induzidas por esta citocina, no
microambiente tumoral é ainda incerto. Além disso, a expressdo desta interleucina em relagdo
com desenvolvimento e progressdo do CG néo foi intensamente explorada. Diante disso, 0
objetivo do presente trabalho foi avaliar a presenca/contribuicdo da citocina IL-33 e sua
relacdo com prognostico do CG e aspectos clinicos. Avaliando a expressdo relativa do RNA
mensageiro (RNAm) da IL-33, tanto no sangue como no tecido tumoral de pacientes com CG,
observamos um aumento da IL-33 de maneira dependente do estadiamento. Observando a
expressao do RNAm para marcadores das ILC2 (ST2 e GATA-3) no tecido tumoral,
encontramos 0s mesmos elevados no maior estadiamento do CG. Interessantemente, em uma
avaliacdo retrospectiva, utilizando amostras parafinadas de pacientes com CG, deparamos
com expressdes aumentadas do RNAm da IL-33 e dos marcadores das ILC2, ROR-a, GATA-
3 e IL-13, nos tecidos tumorais quando comparados aos tecidos adjacentes (controle). Em
conclusdo, os resultados do nosso trabalho sugerem que a presenca da IL-33, assim como as
células ILC2, podem participar do microambiente tumoral no CG. Ainda, o nivel desta
interleucina foi associada com o pior prognostico nesta doenca, 0 que aponta para um possivel
papel de predicdo de gravidade no CG. A continuacao deste trabalho ou mais pesquisas com
esta tematica poderdo demonstrar, de fato, a contribui¢do da I1L-33 no desenvolvimento do
CG.

Palavras-chave: Cancer gastrico, Imunidade Tumoral, IL-33, ILC2
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Abstract

Gastric cancer (GC) is the fifth most common malignant neoplasm and the second most
frequent cause of cancer-related deaths. Tumor development is related to inflammatory
mediators, including cytokines, and immune system cells. Interleukin-33 (IL-33), through the
ST2 receptor, has been studied in the tumor context and correlates with a worse prognosis.
However, the presence and contribution of IL-33 as well as type 2 innate lymphoid cells
(ILC-2) induced by this cytokine in the tumor microenvironment is still uncertain.
Furthermore, the expression of this interleukin in relation to development and progression of
GC was not intensively explored. Therefore, our objective was to evaluate the presence /
contribution of 1L-33 and its relation with GC prognosis and clinical aspects. Evaluating the
relative expression of 1L-33 messenger RNA (mRNA) in blood and tumor tissue of GC
patients, we observed an increase in 1L-33 in stage-dependent manner. Observing the mRNA
expression for ILC2 markers (ST2 and GATA-3) in the tumor tissue, we found elevation of
these markers in satge Il and Il of GC. Interestingly, in a retrospective evaluation using
paraffined samples from GC patients, we found increased expression of IL-33 mRNA and
ILC2 markers, such as ROR-a, GATA-3 and IL-13, in tumor tissues when compared to
Adjacent tissues (control). In conclusion, although the data did not reach statistica
significance, the results of our work suggest that the presence of 1L-33, as well as ILC2 cells,
can participate in the tumor microenvironment in GC. Furthermore, the level of this
interleukin was associated with the worst prognosis in this disease, which points to a possible
role of gravity prediction in GC. The continuation of this work or more researches with this
thematic will be able to demonstrate, in fact, the contribution of the IL-33 in the GC

development.

Keywords: Gastric cancer, Tumoral immunity, I1L-33, ILC2
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1. INTRODUCAO

O cancer, de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), ja é responsavel
por mais mortes do que as doengas cardiovasculares. Apresentou aproximadamente 14
milhdes de novos casos em 2012. Dentre os tumores, 0 cancer gastrico teve quase um milhdo
de novos casos no mesmo ano, tornando-o a quinta neoplasia mais frequente no mundo e o
segundo em mortalidade (FERLAY et al., 2015). No Brasil, a estimativa do INCA para 2016
foram mais de 20.000 novos casos de cancer gastrico (INCA, 2016).

A carcinogénese gastrica € um processo multifatorial e com mudltiplas etapas de
desenvolvimento. O subtipo histologico intestinal esta relacionado com fatores ambientais
como infeccdo por Helicobacter pylori (H.pylori), dieta e estilo de vida; e o subtipo difuso
relaciona-se com anormalidades genéticas (HU et al., 2012).

No modelo atual da oncogénese, o cancer surge a partir de células que sofrem uma
sequéncia de mutagdes ou alteracdes genéticas. Tais alteragdes podem ser resultado de uma
variedade de fatores intrinsecos, como mutacdes genéticas herdadas ou erros aleatérios na
replicacdo do DNA. Em 2011, Hanahan e Weinberg revisaram dez alteracdes fundamentais na
fisiologia celular, propostas inicialmente em 2000, que permitiriam a transformagdo de uma
célula normal em cancerigena: autossuficiéncia em sinais de proliferacdo, insensibilidade a
sinais inibidores de crescimento, evasdo da apoptose, potencial replicativo ilimitado,
angiogénese sustentada, desregulacdo energética celular, evasdo do sistema imune,
instabilidade gendmica e mutagdo, inflamacdo, invasdo tecidual e metastase (HANAHAN &
WEINBERG, 2011; CHAMMAS, 2010). Em 2010, Chammas e colaboradores descreveram
gue os tumores sdo reconhecidos como 6rgaos cuja sua complexidade sé pode ser entendida
através do reconhecimento da relacdo entre células normais do tecido e do sistema imune com
as cancerigenas. Tal relacdo celular cria o que se define como “microambiente tumoral”
(CHAMMAS, 2010).

Muitas citocinas, como as pré-inflamatorias IL-6 e IL-18 estdo super-expressas no
sangue durante o cancer e no tecido tumoral. A elevagdo dessas citocinas, dentre outras, estao
associadas a um pior prognostico (SUN et al., 2011), j& que estudos mostram a relacdo de
processos inflamatdrios cronicos favorecem o processo de carcinogénese (BITOUX &
STAMENKOVIC, 2008). Determinadas citocinas ainda ndo apresentam, até 0 momento, um
papel elucidado no controle do cancer ou no surgimento/manutencdo tumoral. A interleucina-
33 (IL-33) é uma citocina que dependendo do contexto patoldgico pode atuar de forma pro-

inflamatdria ou anti-inflamatoria (MILLER, 2011). Pertence a familia da IL-1 e sua atividade
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bioldgica esté relacionada a ligacdo com seu receptor ST2 presente na superficie celular de
linfocitos T e de demais células do organismo e do sistema imunoldgico (YU et al., 2015).
Embora a funcdo da IL-33 no cancer ndo seja muito clara, dados da literatura demonstram que
0 nivel sérico elevado desta interleucina tem sido evidenciado em muitos tipos de canceres,
incluindo cancer da mama, cancer de pulm&o de células ndo pequenas e cancer gastrico e a
sua super-expressdo estd intimamente associada a progressdo tumoral e a metéstase
(WASMER & KREBS, 2017).

Dados da literatura demonstraram que pacientes com cancer gastrico apresentam um
fendtipo imunoldgico Th2 e, embora ndo totalmente explorado observaram que a presenca de
ILC2 esta aumentada no sangue de pacientes com esta neoplasia (BIE et al., 2014; YANG et
al., 2010). A atividade das ILC2 esta relacionada com a ligacdo de I1L-33 em seus receptores
de superficie ST2, gerando liberacdo de IL-13 e consequente mobilizacdo celular que favorece
um ambiente pro-tumoral (BIE et al., 2014; VAN BEEK, MARTENS, BAKDASH, & DE
VRIES, 2016).

Diante disto, o objetivo do trabalho foi avaliar a expressao da I1L-33 e o perfil imune
relacionado a essa citocina em pacientes ocidentais, no nordeste brasileiro, com cancer

gastrico e buscar correlagdo com o estadiamento clinico desta doenca.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 CANCER GASTRICO: EPIDEMIOLOGIA E ETIOLOGIA

O cancer gastrico € a quinta neoplasia mais frequente no mundo, sendo a segunda em
mortalidade por causas neoplasicas. No Brasil, corresponde ao quinto cancer mais frequente
no sexo feminino, correspondendo a 3,7% dos casos e 0 quarto no sexo masculino,
correspondendo a 6,0%. A frequéncia na populacdo é baixa aos 40 anos e aumenta
progressivamente com a idade, até atingir seu valor mais elevado ap6s os 70 anos (FERLAY
etal., 2015; CARVALHO, TEIXEIRA, NETO, & PAULISTA, 2007; INCA, 2016).

As estatisticas mundiais mostram distinta variagdo geografica, sendo 0s paises
asiaticos, os com maior incidéncia, principalmente China e Jap&o. Nos paises ocidentais ha
uma menor incidéncia com tendéncia a declinio dos casos nos paises desenvolvidos. O
prognostico do cancer gastrico avancado € extremamente pobre, com taxas de sobrevivéncia
de 5 anos entre 5% a 15% (CARVALHO et al., 2007). No Brasil, a Regido Norte e Nordeste
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correspondem as regides com maior incidéncia, sendo a segunda neoplasia mais frequente e
na Regido Sul e Sudeste, a quarta (INCA, 2016).

Dentre os fatores de risco, pode-se distinguir os fatores ambientais como: infeccdo
pelo Helicobacter pylori, dieta rica em sal, compostos N-nitrosos (embutidos) e
malconservadas, consumo de &lcool, tabagismo e obesidade; e os fatores genéticos como:
polipose adenomatosa familiar, cancer géastrico difuso hereditario, sindrome de Lynch e
sindrome de Li-Fraumeni (PATEL, ROY, & RAVI, 2017).

Histologicamente, o carcinoma gastrico demonstra grande heterogeneidade citologica.
A classificagdo dos carcinomas tem sido baseada em critérios de Lauren, onde os subtipos
intestinais (54%) e difusos (32%) de adenocarcinoma sdo os mais frequentes (HU et al.,
2012).

2.2 MICROAMBIENTE TUMORAL E CARCINOGENESE GASTRICA

E cada vez mais evidente que o microambiente tumoral desempenha um papel
determinante no desenvolvimento do cancer. As células do tecido hospedeiro, incluindo
fibroblastos e outros componentes do estroma celular ndo sdo passivos no crescimento e
invasdo tumoral, mas sdo participantes ativos na promocdo do desenvolvimento neoplésico.
Na verdade, o crescimento tumoral depende, em grande parte, da relacdo entre células
tumorais e estromais, incluindo, entre outros, macrofagos, mastocitos, adipocitos e
fibroblastos (BITOUX & STAMENKOVIC, 2008). Este microambiente € composto também
por células do sistema imunoldgico, células endoteliais, pericitos, fibroblastos e células
musculares lisas. (WASMER & KREBS, 2017). As interacdes destas células podem gerar
acOes importantes para a manutencdo do tumor. Por outro lado, alteracbes na anatomia
vascular tumoral e dos componentes da matriz extracelular podem dificultar o acesso de
células do sistema imune ao tumor (TURLEY, CREMASCO, & ASTARITA, 2015).

Na classica revisao de Hanahan e Weinberg feita em 2000 e revisada em 2011, foram
descritas alteragfes fundamentais das células neoplésicas para que fosse possivel manter o
crescimento neoplésico a despeito dos mecanismos de defesa do organismo hospedeiro
(HANAHAN & WEINBERG, 2011; TURLEY et al., 2015). Em tal revisdo foram descritas
oito alteragdes fundamentais, como auto-suficiéncia em sinais de proliferacdo, insensibilidade
a sinais inibidores de crescimento, evasdo do apoptose, potencial replicativo ilimitado,
angiogénese sustentada, desregulacdo energetica celular, evasdo da destruicdo pelo sistema

imune, invasdo tecidual e metastase e duas alteragcdes facilitadoras do processo, como
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instabilidade gendmica e mutacéo e inflamacéo tumoral (HANAHAN & WEINBERG, 2011;
CHAMMAS, 2010).

Como todo processo de malignizacdo celular, a carcinogénese gastrica ocorre atraveés
de processos com multiplas etapas, podendo iniciar-se com o0 mais variado estimulo
desencadeante (dieta, tabagismo, mutactes e infeccdo pelo H. pylori). Estas etapas se
manifestam clinicamente e sequencialmente, como gastrite, atrofia gastrica, ulceracoes,
metaplasia intestinal, displasia e neoplasia maligna. Esse processo é o mais frequente no
desenvolvimento do cancer gastrico representado pelo subtipo histologico intestinal de
Lauren. J& o subtipo difuso pode desenvolver-se sem que ocorra algumas etapas deste
processo (CARVALHO et al., 2007).
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Figura 1: Progressdo maligna do adenocarcinoma tipo intestinal e difuso com as alteracdes

genéticas e epigenéticas associada.
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Fonte: (Tahara, 1998 e Yasui et al, 2001)

A infeccdo pelo Helicobacter pylori é reconhecida como uma das principais causas de
cancer gastrico, mesmo sabendo que a simples infecgdo ndo resultara em um processo de
carcinogénese, ja que apenas 1-2% dos infectados desencadeard todo o processo. A producao
de uréase, proteases e fosfolipases pelo H. pylori, promove degradacdo de glicoproteinas
presentes na mucosa gastrica, danificando suas celulas e causando gastrite cronica e
consequente instabilidade genética. O processo de instabilidade génica acaba gerando
alteracfes génicas como a perda da heterozigose do gene de reparo DNA hMSH2 e dos genes

supressores de tumor APC e TP53 assim como a amplificacdo de genes como o cERBB2, c-
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MET, ciclina E e K-SAM; e perda da fungdo da glicoproteina caderina. Tais genes citados
codificam receptores de fatores de crescimento (CERBB2, c-MET e K-SAM), proteinas de
regulacao do ciclo celular (TP53 e APC) e proteinas de adesdo (caderinas) (CARVALHO et
al., 2007). Dias Jacome e colaboradores demonstraram que a infeccdo pelo H.pylori isolada
ndo é suficiente para desencadear todo o processo de carcinogénese, sendo apenas 0 primeiro
passo. O ambiente de inflamacgdo cronica e a acloridria (diminuicdo da producdo de &cido
cloridrico) favorece a acdo de outras bactérias da microbiota gastrica que da continuidade ao
processo até o surgimento da neoplasia maligna (DIAS-JACOME, LIBANIO, BORGES-
CANHA, GALAGHAR, & PIMENTEL-NUNES, 2016). Em 2016, um estudo japonés
mostrou que mesmo apos a erradicacao do H. pylori em pacientes com atrofia gastrica, o risco
de desenvolvimento de céncer gastrico é mantido, sugerindo outros fatores que possam
perpetuar o processo de carcinogénese (TAHARA et al., 2016). Outro estudo, desta vez
experimental com camundongos, evidenciou que uma outra espécie do género Helicobacter, o
Helicobacter felis, quando exposto a nitrosamina N-metil-nitrosourea (MNU), é mais
carcinogénico que o H.pylori, mostrando mais uma possibilidade de surgimento do cancer
gastrico ap0s erradicacdo do H. pylori (LEE, KIM, & LEE, 2016).

2.3 IMUNOLOGIA NO CANCER

Como descrito anteriormente, Hanahan e Weinberg descreveram oito caracteristicas
fundamentais e duas facilitadoras para a malignizacdo de uma célula. Dentre elas estdo, a
capacidade de evasdo do sistema imune e a promocdo de inflamacdo (HANAHAN &
WEINBERG, 2011). A imunidade inata é a responsavel por iniciar a resposta antitumoral
através das células imunes residentes, como 0s macr6fagos, no tecido afetado. Os macrofagos
sdo estimulados a produzir citocinas pré-inflamatdrias que atrairdo células natural killer (NK)
e posteriormente, as células dendriticas que processardo antigenos tumorais para serem
apresentadas as células T “naive” nos linfonodos, resultando na producdo de citocinas,
proliferacdo de linfocitos T citotdxicos e auxiliares que iniciardo uma resposta imune
especifica (VAN BEEK et al., 2016).

A inflamacdo é um processo fisiologico onde células do sistema imunoldgico, e as
citocinas produzidas por elas, sdo direcionadas para combater e controlar um trauma tecidual
causado por bactérias, fungos, virus ou células neoplasicas. Quando o processo de agressado €
controlado, as células imunes voltam ao seu estado normal, cessando o processo inflamatério

e iniciando o de reparo tecidual, porém, em situacdo de doencas inflamatdrias cronicas e
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neoplasias, este processo é perpetuado. Os mastdcitos e macrofagos sdo responsaveis pelo
inicio da atividade inflamatdria através da agdo de interleucina-1(IL-1), TNF-a e IL-6 que
atuardo nas celulas endoteliais e consequente mobilizacdo e ativagdo de mondcitos,
neutrofilos e linfécitos que produzirdo outras citocinas (IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, INF-y, CCL2,
CCL20 e outros) e fatores de crescimento (VEGF, PDGF, TGF-f) (BITOUX &
STAMENKOVIC, 2008). Nas neoplasias, esse contexto inflamatorio gera um efeito
paradoxal, onde a relacdo das células imune e suas citocinas com o estroma tecidual e a célula
neoplasica favorece o crescimento tumoral (HANAHAN & WEINBERG, 2011). Os sinais de
proliferacdo celular sustentado, agdo de fatores de crescimento celular, fatores pro-
angiogénicos e produgdo de enzimas de matriz modificadas, produzidas no processo
inflamatdrio, facilitardo angiogénese, invasao e metastases (BITOUX & STAMENKOVIC,
2008; HANAHAN & WEINBERG, 2011). A importancia da inflamacédo dentro do processo
de carcinogénese é claramente visto em infeccGes por H.pylori, virus da hepatite B e C,
papiloma virus, citomegalovirus e Epsetin-Barr, onde h& uma associagdo com o0
desenvolvimento de cancer gastrico, hepatocarcinoma, cancer de colo de Utero e neoplasias
hematoldgicas respectivamente. Podemos citar também, a colite crénica ulcerativa e hepatite
cronica como causas de cancer colorretal e hepatocarcinoma (CHAMMAS, 2010; TURLEY
etal., 2015; WASMER & KREBS, 2017).
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Figura 2: Representacdo da resposta inflamatéria no crescimento tumoral. Ap6s romper a
membrana basal e invadir o estroma do hospedeiro, a célula cancerigena causa uma reacéo do estroma, gerando
uma resposta celular de macréfagos, mastdcitos e fibroblastos. Estas células produzem inlmeras citocinas,
fatores de crescimento e enzimas que causarao alteragdes na matriz extra-celular (ECM), através do deposito de

proteinas e proteoglicanos, e angiogénese.
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TAM

Em 1970, foi proposto que o sistema imune realiza uma vigilancia imunoldgica
permanente, impedindo que células neoplésicas se desenvolvam (MALE, BRASTOFF,
ROTH, & ROITT, 2013). Essa teoria persistiu por décadas como uma das explicacGes para o
surgimento de neoplasias, ou seja, 0 surgimento de canceres relacionava-se com uma falha do
sistema imune. Isso explicava 0s casos de cancer em organismos imunocomprometidos,
porém ndo deixava claro o surgimento em organismos imunocompetentes. Estudos em

camundongos mostram que o sistema imune € uma barreira importante, e ndo exclusiva, no
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surgimento de neoplasias. Camundongos imunoincompetentes em determinadas linhagens de
células imunolodgicas desenvolvem céncer mais frequentemente e com maior velocidade de
crescimento celular que o0s imunocompetentes. Particularmente, a deficiéncia de
desenvolvimento ou funcdo de linfécitos T citotdxicos CD8+, linfocitos T helper Thl CD4+
ou células NK tornam organismos mais suscetiveis ao surgimento de cancer (DUNN, OLD, &
SCHREIBER, 2004; HANAHAN & WEINBERG, 2011).

Nos organismos imunocompetentes pode ocorrer um evento conhecido como
imunoedic¢do, como descrito por Dunn e Schreiber em 2004, das células cancerigenas. A
imunoedicdo compreende trés fases: eliminacdo, equilibrio e escape. Nesse processo, 0
sistema imune seleciona linhagens menos imunogéncias ao destruir as células mais
imunogénicas. Isso favorece o crescimento de células naturalmente “invisiveis” ao sistema
imune. Essas células promovem uma interacdo como células do estroma, como descrito
anteriormente, potencializando o efeito imunodepressor (DUNN, OLD, & SCHREIBER,
2004). Sdo exemplos dessa interacéo a paralisacdo de infiltragdo de células T e NK através da
secrecdo de TGF-B, o recrutamento de células T regulatorias (Treg) ou células supressoras
miel6ide-derivadas (MDSC) (HANAHAN & WEINBERG, 2011; CHAMMAS, 2010).

As células T sdo as grandes responsaveis por combater tecidos tumorais. As células T
citotoxica CD8+ e as células T helper CD4+ (Th1), juntamente com as células apresentadoras
de antigenos (APC), correspondem as principais armas do sistema imune contra o cancer. O
principal mecanismo de escape das células tumorais € a inativacdo dessas células. A anergia
das células T é promovida pela mobilizacdo de células Treg e consequente producdo de TGF-
B e IL-10; marginalizacdo das APCs no ambiente tumoral, evitando seu contato com
antigenos tumorais e consequente apresentacdo aos linfocitos; através da producdo de oxido
nitrico e espécies reativas de oxigénio pelas MDSC; pela producdo de TGF-B ¢ fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) pelos fibroblastos associados ao cancer e pela acédo
das células endoteliais produzindo prostaglandina E2 (SPEISER, HO, & VERDEIL, 2016).
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Figura 3: Fatores do microambiente tumoral levando a disfungéo de células T. No microambiente tumoral,
as funcdes das células T sdo reguladas pela disponibilidade de nutrientes, pelas células imuno-moduladoras e
pelas citocinas produzidas por elas. Esses fatores interagem uns com os outros para desativar respostas de células
T antitumorais. Os nutrientes imunoestimuladores que atuam na expansdo e ativacdo das células T sdo
consumidos pelas altas taxas de consumo de células tumorais e células imunossupressoras. Além disso, as
células tumorais e imunossupressoras produzem metabdlicos imunossupressores e citocinas, alterando a
transcricdo das células T que promovem sua disfuncdo. APC, célula apresentadora de antigénio; IL, interleucina;
MDSC, célula supressora derivada mieldide; PGE2, prostaglandina E2; TGFp, fator transformador de
crescimento-f3; célula Treg, célula T reguladora; VEGF, fator de crescimento endotelial vascular.
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24  INTERLEUCINA-33 (IL-33)

Como descrito anteriormente, a liberacdo de mediadores inflamatdérios como as
citocinas, fatores de crescimento, proteases e lipideos irdo interagir com o tumor e as células

do estroma modulando o ambiente tumoral para facilitar o processo de adeséo, invasdo e
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motilidade celular (BITOUX & STAMENKOVIC, 2008). A ativacdo de mastdcitos e
macrofagos apo6s dano celular iniciam o processo de inflamagdo com a liberagdo local de
citocinas como IL-1, IL-6 e TNF-a. Essas citocinas facilitardo o acesso de outras células do
sistema imune através da ativacdo de celulas endoteliais com expressdo de moléculas de
adesdo que promoverdo a diapedese leucocitaria. Estes, por sua vez, produzirdo IL-1, IL-2,
IL-4, IL-10, IL-12 e INF-y assim como VEGF, PDGF e TGF-B. A acdo das células T
citotoxica CD8+ e T helper CD4+ (Th1l), que sdo as responsaveis pela destruicdo de células
cancerigenas, logo é atenuada pela acdo das células reguladoras do processo inflamatdrio
agudo. Com a ndo resolucdo do trauma agudo, ha uma mudanca no perfil celular (retorno de
macrofagos e ativacdo de Treg), tornando um processo crénico, 0 que permitird o surgimento
de um ambiente mais favoravel ao crescimento tumoral (BITOUX & STAMENKOVIC,
2008; SPEISER et al., 2016).

A IL-33, também conhecida como IL-1F11 e membro da familia da IL-1 é uma
proteina de funcdo dupla, podendo atuar tanto quanto uma citocina de sinalizagdo ou como
um fator nuclear intracelular e tem sua funcdo bioldgica associada a ligagdo de seu receptor
ST2 (IL-1RL1) que pertence a familia dos receptores de IL-1. Apresenta duas formas de
receptor ST2: uma forma transmembrana (ST2L) uma forma soltvel (sST2) (LOPETUSO,
SCALDAFERRI, & PIZARRO, 2012; YU et al., 2015; MILOVANOVIC et al., 2012). A IL-
33 é originalmente produzida como uma proteina precursora de 30 kDa e depois clivada em
uma forma ativa e segregada de 18 kDa pela caspase-1 (YU et al., 2015).

Pesquisas sugerem que a IL-33 é amplamente distribuida pelas varias células de
tecidos do corpo, principalmente nos fibroblastos, adipécitos, células musculares lisas,
endoteliais, brénquicas e epiteliais intestinais, mas também estad presente em células de
origem hematopoiética, como macréfagos e células dendriticas (LOPETUSO,
SCALDAFERRI, & PIZARRO, 2012; MARTIN, 2013).

Ao contrério de outras citocinas da familia das IL-1, a 1L-33 pode induzir resposta
imune do tipo Th2. O receptor ST2 encontra-se seletivamente expresso nas células T do tipo
Th2, Treg e células linféides inatas do tipo 2 (ILC2), mas ndo em células T do tipo Thl (BIE
et al., 2014; MILOVANOVIC et al., 2012). Ela pode ter sua produgéo celular induzidas por
estimulos exogenos via receptores Toll-like (TLR) e endogenos, via citocinas (MARTIN,
2013). Presente constitucionalmente nas células endoteliais, a 1L-33 age como alarmina
quando lancada no meio extracelular apos estresse ou dano celular (WASMER & KREBS,
2017).
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Rank e colaboradores, mostraram que a IL-33 é capaz de ativar células dendriticas de
murinos, polarizando as células T “naive” para o fendétipo Th2, aumentando a secrecdo de
citocinas Th2 como IL-5 e IL-13 (RANK et al., 2009). Sua acdo também se estende para
eosinofilos, basofilos e neutréfilos (MILLER, 2011). Na presenca desta interleucina, o ST2
ativa a sinalizacdo celular e promove a interacéo entre mastdcitos e linfocitos T auxiliares Th2
com o tecido durante os processos inflamatorios agudos e crénicos. (LOPETUSO et al.,
2012). InGmeros artigos evidenciam agfes da IL-33 em respostas imunes em situacdes
patoldgicas como doencas reumatoldgicas, doengas inflamatérias intestinais, asma, cancer e
infeccdes (helmintos, virus e fungos); e em situacdes fisioldgicas (MILLER, 2011; MARTIN,
2013).

A relacdo entre cancer e IL-33 foi descrita em varios estudos e em diferentes tipos
histolégico de cancer. A agdo pro-cancerigena parece clara em alguns tipos de cancer, porem
controversa em outros, sendo inclusive um fator protetor. Neoplasias como 0s carcinomas
escamosos de cabeca e pescogo, 0s de mama, carcinoma de pulmdo ndo-pequenas células,
hepatocarcinomas e gastricos tém uma relagdo direta entre agressividade e atividade da IL-33
(WASMER & KREBS, 2017).

Estudo realizado em 2011 pelo professor Sun e seus colaboradores mostrou que a IL-
33 plasmatica esta aumentada em pacientes com cancer gastrico e diretamente relacionada
com estadiamentos mais avancados. Também foi evidenciado que a via NF-kB, classicamente
uma via de ativagdo carcinogénica, € ativada pela IL-33. A analise conjunta mostrou que o
aumento da citocina associa-se a um pior prognéstico, com lesbes mais profundas, mais
extensas e com maior indice de metastases (SUN et al., 2011).

Um outro grupo de pesquisadores chineses mostrou que a IL-33 induz a ativacdo da
via intracelular ERK 1/2 via receptor ST2 em células de cancer gastrico. Essa via pertence a
familia MAPK que tem um papel crucial no processo de invasédo e metéstase do céncer
gastrico (YU etal., 2015).

Deng e colaboradores em 2016, mostraram que o uso de trsitetrapolin (TTP), uma
proteina de ligacdo degradadora de RNAm, diminui a expressdao de IL-33 e reduziu
proliferacdo, migracdo e invasdo de linhagens de células de cancer gastrico. Foi demonstrado
também, através da avaliacdo de biopsias de pacientes com cancer gastrico, uma relagdo
inversa entre TTP e estadiamentos mais avancados (DENG et al., 2016).

Um estudo alemao, realizado em 2016, avaliou a relagdo prognostica de 1L-33 e sST2

em pacientes com cancer gastrico e com gastrite. Os resultados mostraram que ndo houve
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diferencga estatistica entre a 1L-33 nos dois grupos, porém houve diferenca em relagdo ao
sST2, onde encontrava-se mais elevado em pacientes com cancer gastrico. O estudo sugeriu
que a relacdo IL-33/sST2 seria mais fidedigna para identificar pacientes com céancer, onde
quanto menor o valor da relagdo, maior a chance de neoplasia gastrica (BERGIS, KASSIS, &
RADEKE, 2016).

Apesar de estudos relacionarem o aumento de 1L-33 em paciente com céncer gastrico,
principalmente na populacdo asiatica, o seu papel na fisiopatologia dessa neoplasia ndo é
claro. Nao ha estudos relatando seu aumento na populacgéo brasileira com cancer gastrico, em

especial da regido nordeste.

2.5 CELULAS LINFOIDES INATA DO TIPO 2 (ILC2)

Pesquisas tém identificado varios membros distintos da familia de células linfoides
inatas (ILC). Tais células sdo classificadas em trés grupos com base nos marcadores
especificos de cada tipo, nas citocinas que produzem e na transcri¢do de fatores que regulam o
seu desenvolvimento e funcdo (BIE et al., 2014). Esses grupos sdo divididos em grupo 1,
grupo 2 e grupo 3 de ILC. As células do grupo 1 sdo caracterizadas pela secrecao de INF-y e
TNF-a e respondem as citocinas IL-12, IL-15 e IL-18. Neste grupo estdo incluidas as células
NK e as ILC1. O grupo 2 é formado pelas ILC2 que secretam principalmente IL-5 e IL-13 e
respondem ao estimulo de IL-33, IL-25 que sdo alarminas secretadas por células epiteliais
apos dano tecidual. Finalmente o grupo 3 € formado pelas células indutoras de tecido linféide
(LTi) e as ILC3 que respondem ao estimulo de IL-1B e IL-23 e produzem IL-17 e IL-22
(VAN BEEK et al., 2016).

As ILC2 sdo dependentes da proteina de ligacdo GATA 3 (GATA3) e do 4cido
retingico relacionado ao receptor-o o6rfao (RORa) para o seu desenvolvimento e fungdo (BIE
et al., 2014), demonstradas pelos estudos dos professores Mjosberg e Wong, respectivamente
(MJOSBERG et al., 2012; WONG et al., 2012). O GATA-3 também é fator de transcricéo das
células Th2 (VAN BEEK et al., 2016).

A resposta imune do tipo 1 tem sido relacionada com a vigilancia imunologica contra
0s tumores e a reposta tipo 2, ainda ndo muito bem clara, esta associada a uma condicéo
favoravel ao crescimento tumoral (VAN BEEK et al., 2016). Muitos pesquisadores tém
demonstrado que as ILC2 promovem e induzem o desenvolvimento de imunidade dependente
de células Th2 CD4+ (BIE et al., 2014). A presenca de 1L-33 no ambiente tumoral estimula as

ILC2 a produzirem IL-13 que tem acdo promotora nos MDSCs e na producao do fator anti-
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inflamatorio TGF-B. As ILC2 produzem moléculas que suprimem a acao de células T. Uma
dessas moléculas é a arginase-1(Argl), que se relaciona com a presenca de MDSCs e
macrofagos M2 no leito tumoral. A Argl é uma enzima que metaboliza a L-arginina, uma
molécula essencial para a producéo correta de receptores de células T, portanto o seu aumento
no microambiente tumoral estd associado a uma diminui¢do da efetividade das células T e
consequente evasao imune das células tumorais (VAN BEEK et al., 2016).

Xu e colaboradores demonstraram que o fenotipo Th2 é predominante em paciente
com cancer gastrico e esta relacionado com a polarizacdo de MDSCs e macrdéfagos M2, o que
indica que o ambiente imunossuprimido é mantido por estas células. O desvio da resposta
imune para via Th2 favorece o desenvolvimento tumoral ja que a via classica antitumoral
Th1, realizada por células Thl CD4+ e linfocitos T citotoxico CD8+, torna-se preterida pelo
sistema imune (XU et al.,, 2012). O estudo do professor Bie e colaboradores em 2014,
demonstrou que em pacientes com cancer gastrico ha um aumento da circulagdo de ILC2, o
que provavelmente relaciona-se ao desequilibrio da resposta Th1/Th2, favorecendo a via
imunossupressora no microambiente tumoral (BIE et al., 2014).

Em outro estudo de 2014, conduzido por Li e colaboradores descreveu o poder
mitogéncio da IL-33 em colangindcitos ao atuar nas ILC2 e promovendo a liberacéo de IL-13.
A relevancia do circuito IL-33/ILC2/1L-13 em tecido com doencas biliares foi demonstrada
com o surgimento de colangiocarcinoma em murinos geneticamente suscetiveis, ao receberem
infusdo de IL-33 (LI et al., 2014). No entanto, estes autores ndo observaram a presenca destas

células no ambiente tumoral.

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL
Avaliar a expressdo da IL-33 e sua relagdo com o progndstico do cancer gastrico

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
. Avaliar a expressdo de RNA mensageiro (RNAm) para 1L-33 no sangue de pacientes

com cancer gastrico;
. Avaliar a presenca do RNAm da IL-33 e de ILC2 (através do GATA-3, ROR-a, IL-

13) em tecidos parafinados de pacientes com CG;
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. Analisar se a expressdo do RNAm pode ser detectada tanto em tecido fresco como em
amostras parafinadas;

. Correlacionar os dados obtidos com os dados clinicos dos pacientes.

4. METODOLOGIA

4.1 AMOSTRAS CLINICAS
As amostras foram coletadas no Hospital de Céncer de Pernambuco e Hospital das

Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE) e analisadas no Laboratorio de
Imunopatologia Keizo Asami (LIKA). Foram obtidos do Hospital de Cancer de Pernambuco:
12 amostras sanguineas de pacientes com cancer gastrico e destes mesmos foram retiradas 12
biopsias de tecidos tumorais frescos durante excisdo cirdrgica e, em seguida, as amostras
foram mantidas em solucgédo de preservacdo de RNA (RNAlater, Qiagen). Do HC-UFPE foram
obtidas 27 amostras parafinadas de tecidos tumorais e 19 de tecidos adjacentes (controles) de
areas sem neoplasia. O presente trabalho foi desenvolvido segundo a aprovagdo no comité de
ética humano sob o numero do comprovante 042181/2014. Os dados clinicos dos pacientes

foram obtidos a partir de analise de prontuario dos pacientes.

4.2 CRITERIOS DE INCLUSAO
Todo paciente portador de cancer gastrico atendido e submetido a intervencao

cirtrgica, tendo ou nao, realizado quimioterapia neoadjuvante.

4.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO
Pacientes que ndo apresentarem confirmacao histoldgica de cancer gastrico.

4.4 EXTRACAO DE RNA DO SANGUE E AMOSTRAS FRESCAS
RNA total do sangue foi obtido através do QlAamp RNA Blood Mini Kit (Qiagen).

Os tecidos frescos, mantidos em RNAlater (Qiagen) foram homogeneizados com o auxilio do
triturador (Homomix D-130, Biosystems, PR, Brasil) para posterior extracdo do RNA total
usando o RNeasy Mini Kit (Qiagen) de acordo com as instrucdes do fabricante. O RNA foi
guantificado pelo Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) e transcrido através do kit Reverse

Transcription (Qiagen).
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4.5 EXTRACAO DE RNA DE BLOCOS DE PARAFINA
O RNA total foi extraido de tecidos parafinizados usando o kit ReliaPrep FFPE Total

RNA Miniprep System (Promega) de acordo com as instrucoes do fabricante. O RNA foi
quantificado pelo Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) e transcrido através do kit Reverse

Transcription (Qiagen).

4.6 PCR QUANTITATIVO EM TEMPO REAL (Q-PCR)
Para a transcricao reversa, 0 RNA extraido foi sintetizado em DNA complementar

(cDNA) utilizando o kit QuantiTect Reverse Transcription Kit® (Qiagen, USA), de acordo
com as instrugoes do fabricante. Todas as amostras de cDNA foram quantificadas usando o
aparelho de espectrofotometro NanoDrop® — 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific,
Wilmington, DE) antes de serem usadas para as analises da q°PCR. A PCR em tempo real foi
realizada seguindo condicGes de ciclagem: desnaturagao inicial 950C por 10 min, seguida por
40 ciclos de 950C por 15 s, 600C por50 s e 720C por 30 s. Para a reacgao utilizou-se o
fluoroforo SyBr® Green Master Mix (Applied Biosystems, CA, USA) e o gene da B-actina,
como controle endogeno da reagao (gene de referencia). As sequéncias dos oligonucleotideos
primers utilizados foram sintetizados pela Exxtend e encontram-se na Tabela 1 . As leituras da
fluorescéncia foram realizadas pelo equipamento 7500 Real-Time PCR (Applied Biosystems,
CA, USA) a cada ciclo de amplificacdo e, posteriormente, analisados com o auxilio dos
softwares ABI PRISM 7500 SDS (versdo 2.0.6). Os resultados foram representados

graficamente como expressao relativa.

Tabela 1 - Sequéncia dos oligonucleotideos primers utilizados nas reacfes de gPCR. (fw=

forward, rev=reverse).

Gene (Homo sapiens) Sequéncia dos primers
IL-33 fw ATCAGGTGACGGTGTTGATG
IL-33_rev CTGGCAGTGGTTTTTCACAC

ST2 fw TTGCGTGGGATAGCACATAC
ST2_rev TGTAACTGATGCCTCGTTGG
GATA-3 fw CTGGCCACAGTTGTTTGATG
GATA-3 rev TGCCCAGAACTGGTATTTCC
ROR-alpha_fw GAGGTTGCGGCATTACTTTG
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ROR-alpha_rev GCTATGGACCCTTTTCATGC
IL-13_fw ATTGCTCTCACTTGCCTTGG
IL-13_rev TCTGGTTCTGGGTGATGTTG

B-actina_fw CCTGGCACCCAGCACAAT
B-actina_rev GCCGATCCACACGGAGTACT

4.7 ANALISE DOS DADOS E ESTATISTICA
Os dados obtidos foram analisados pelo software GraphPadPrism® versdao 6.0. A

estatistica descritiva foi realizada através da médiatdesvio padrdo. O valor de p foi obtido
através do teste t pareado para os dados paramétricos e teste de Wilcoxon para os dados ndo
paramétricos na comparacao entre dois grupos. Para a comparacgdo entre os diferentes grupos,
foi empregada a andlise de variancia (ANOVA) para os dados paramétricos e o teste de
Kruskal-Wallis para os dados ndo paramétricos. A significancia estatistica foi considerada,

admitindo-se um nivel critico de 5%, em todos 0s casos.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho observou que hd um aumento de IL-33 em ambiente tumoral e no
sangue de pacientes com cancer gastrico e que a intensidade da expressdo dessa interleucina
parece relacionar diretamente com estadiamentos mais avancados. Dados sugerem que esta
citocina contribui para o desenvolvimento do cancer por induzir a presenca das ILC2 no
ambiente tumoral. (BIE et al., 2014; VAN BEEK et al., 2016)

O microambiente tumoral exerce um papel fundamental no processo de malignizacéo
celular. A interacdo das células do estroma com as células do sistema imune e suas citocinas
produzidas sdo determinantes para a manutencdo processo de carcinogénese, permitindo a
sobrevivéncia da célula neoplasica. A medida que células malignas sobrevivem, adquirem
novas mutacbes que permitem um aumento da capacidade de invasdo e metastase
(HANAHAN & WEINBERG, 2011; SOAVE et al., 2016; CHAMMAS, 2010).

A IL- 33 é uma citocina da familia das IL-1 e caracteriza-se por ter sua atividade
associada a ligacdo com seu receptor transmembrana ST2. Esse receptor esta presente em
ceélulas do sistema imune como linfocitos, 1LC2, mastocitos e macrofagos. A atividade da IL-
33 desencadeia uma cascata de eventos que terminam por ativar preferencialmente a via Th2

da resposta imune, ativando células como linfocitos Treg, mastécitos e macr6fagos que agirdo
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através de suas citocinas para uma supressao da resposta anti-tumoral do hospedeiro. Estudos
ja associaram a IL-33 com neoplasias como cancer de mama, cancer de pulmao ndo-pequenas
células, carcinoma epidermdide de cabeca e pescoco e cancer gastrico, sendo esse Ultimo
objeto de estudos em populacdes asiaticas.(BIE et al., 2014; MILLER, 2011,
MILOVANOVIC et al., 2012; WASMER & KREBS, 2017)

Primeiramente, o presente estudo avaliou a expressdo de RNAm de 1L-33 no sangue
de pacientes, do nordeste brasileiro, portadores de cancer gastrico. Foram avaliados um total
de 12 pacientes separados em grupos de acordo com o estadiamento da American Joint
Committee on Cancer (AJCC-TNM) como mostrado na figura 4. Os resultados sugerem que
ha um aumento, embora ndo significativamente estatistico, da IL-33 no sangue de pacientes
com estadiamentos mais avancados (Il e 111). Assim como nesse estudo, um estudo asiatico
mostrou aumento de IL-33 (Sun et al., 2011). No entanto, sua andlise foi através da dosagem
de niveis proteicos de IL-33 no plasma e o presente estudo avaliou a expressdao de RNAmM
para IL-33. Nosso resultado mostra que, assim como em populacdo asiatica, a populacdo
ocidental, em especial a brasileira parece apresentar a mesma relacdo entre aumento de 1L-33

plasmatico e estadiamento avancado.
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Figura 4: Expressao relativa de mRNA da IL-33 no sangue de pacientes com cancer gastrico. As
expressoes relativas do RNAm da IL-33 foram avaliadas no sangue total de 12 pacientes com CG, divididos pelo
estadiamento (1, Il e 111) segundo o AJCC.

Uma vez que foi observado um aumento da IL-33 no sangue total de pacientes com

CG, de maneira estadiamento dependente, objetivou-se analisar a expressao desta interleucina
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e de seu receptor nos tecidos tumorais dos pacientes com CG. A expressdao de RNAm de IL-
33 e ST2 foi avaliada em amostras de tecidos a fresco das lesdes tumorais dos pacientes com
CG. Embora nédo tenha havido significancia estatistica foi observado um aumento expressivo
de IL-33 e do ST2 nos tecidos. Essa elevacdo, assim como encontrada no sangue, foi também
associada diretamente com o estadiamento, estando em altas concentragdes no estadios mais
avancados (Il e Ill) como mostrado na figura 5 e figura 6. De fato, a presenca do ST2 é
descrita como fundamental para a atividade da IL-33.Tal receptor esta presente em células
como mastocitos, macrdfagos, células T Th2 e Treg (LOPETUSO et al., 2012). O eixo IL-
33/ST2 tem papel importante na ativacdo de macr6fagos M2, que produzem IL-10 e
consequente supressdo da resposta anti-tumoral inata e adaptativa (MILOVANOVIC et al.,
2012), assim como nas ILC2, onde havera producéo de IL-13 e IL-5, potencializando a via de
reposta Th2 (BIE et al., 2014). Estes dados sugerem que a presenca da IL-33 e de seu receptor
ST2, no tecido tumoral podem apresentar um papel importante na manutencéo do CG.

A relagdo da IL-33 com a imunossupressdo do microambiente tumoral foi relatada
positivamente na revisdo do professor Miller, onde foi descrito que a acdo desta interleucina
em promover uma resposta imune Th2 e mobilizacdo de células Treg. A producdo de IL-5 e
IL-13 produzida por essa resposta imune gera um processo inflamatério crénico que mantem
0 contexto imunossupressor do ambiente tumoral, juntamente com a atividade das células
Treg (MILLER, 2011). Além disso, a pesquisa do professor Yu mostrou que através da
exposicdo de cultura de células de cancer gastrico a IL-33 ha uma promocdo de invasdo e
migracdo celular através da ativacdo da via ST2-ERK1-2 (YU et al., 2015). Com isso, 0s
resultados positivos para a presenca de IL-33 e de ST2 no tecido tumoral, sugerem que a
imunossupressdo descrita por Miller e a invasibilidade relatada por Yu da IL-33 se encaixa no
contexto de nossos resultados, j& que uma maior concentracdo de IL-33 esta mais intensa em

estadios mais avancados.
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Figura 5: Expressao relativa do RNAm da I1L-33 nos tecidos tumorais de pacientes com cancer gastrico.
As expressoes relativas do RNAm da 1L-33 foram avaliadas nas amostras a fresco (coletadas em RNAlater) de
11 pacientes com CG, divididos pelo estadiamento (1,11 e 111) segundo o AJCC.
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Figura 6: Expressao relativa do RNAm do ST2 nos tecidos tumorais de pacientes com cancer gastrico.
As expressoes relativas do RNAm do ST2 foram avaliadas nas amostras a fresco (coletadas em RNAlater) de 11
pacientes com CG, divididos pelo estadiamento (1, 11 e I11) segundo AJCC.

Tendo em vista que a IL-33 e ST2 foram encontrados no tecido tumoral decidiu-se

analisar a presencga de ILC2. Essa célula expressa o receptor ST2 e ja teve sua relacdo com
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cancer gastrico relatada em outro estudo (BIE et al., 2014). A avaliagdo da expressdo de ILC2
foi feita através da analise da expressdo do fator transcricional, GATA-3. Mesmo ndo sendo
um fator exclusivo das ILC2, ele esta fortemente expresso nestas células (MJOSBERG et al.,
2012). De modo geral, a expressdo relativa do GATA-3 nos tecidos tumorais foi elevada nos
estadiamentos mais avancados (I11) como mostra a figura 7, sugerindo a presenca de ILC2 e
sua provavel participacdo na progressdo da neoplasia. Mais uma vez, o nimero de amostras
pequeno ndo permitiu um resultado estatisticamente significativo entre os estadios mais

precoces e mais avangados.
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Figura 7: Expressdo relativa do RNAm do GATA-3 nos tecidos tumorais de pacientes com cancer
gastrico. As expressoes relativas do RNAm do GATA-3 foram avaliadas nas amostras a fresco (coletadas em
RNAlIater) de 11 pacientes com CG, divididos pelo estadiamento (I, Il e 111) segundo AJCC

O presente trabalho objetivou inicialmente buscar amostras frescas para as analises
propostas, no entanto, tendo em vista a dificuldade de obtencdo de amostras buscou uma
analise retrospectiva com tecidos parafinados de pacientes com cancer gastrico. Foram
utilizados 27 amostras parafinadas de paciente com CG e 19 amostras controle, sendo de
tecidos gastricos adjacentes (regido gastrica ndo acometida pela neoplasia). Em um primeiro
momento foi comparado a expressao de RNAm de IL-33 em ambos os tecidos (controle e
tumoral). De maneira semelhante aos dados prévios, os resultados mostraram que a expressao
foi mais elevada na regido acometida pelo cancer, como mostra a figura 8A. Depois foram
separados 0s pacientes de acordo com o estadiamento e analisado em conjunto com a

amostras controle como mostra a figura 8B. O aumento da expresséo de 1L-33 manteve o
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padrdo visto nas amostras com tecidos fresco, sendo mais intenso nos estadios mais
avancados (I1 e 111) e menos no estadio inicial (1). O grupo controle segue com expressédo bem
menos intensa do que o grupo do estadio I. Os resultados observados em amostras parafinadas
demonstram que este tipo de andlise é possivel de ser realizada. Além disso, estes resultados
foram semelhantes aos encontrados com amostras frescas. Os dados do grupo controle nos
apontam que o processo de carcinogénese gastrica inicia-se em local pontual, avancando a
medida que a interacdo entre as células do estroma e as do sistema imune relacionam-se para
tornar aquele ambiente mais favoravel ao crescimento neoplasico. A presenca da IL-33 sugere
que esta tem papel na carcinogénese gastrica e depende da interagdo com outros componentes

do microambiente tumoral.
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Figura 8: A. Expressao relativa do RNAm da 1L-33 em pacientes com cancer gastrico. As expressdes
relativas da IL-33 foram obtidas de amostras parafinadas de 27 pacientes e comparada com 19 controles. B.
Expressdo relativa do RNAm da 1L-33 avaliadas e divididas em grupo controle e por estadiamento (1, 11 e 111)
segundo AJCC.

Como descrito anteriormente, foi avaliado a expressédo de GATA-3 em tecidos frescos
de CG, o que sugeriu a presenga de ILC2 no microambiente tumoral e sua provavel relacéo
com progressdo da neoplasia. A expressdo de GATA-3 foi mais intensa em estadio mais
avancado (I11). Prosseguiu-se as avaliagdes tentando identificar a expressdo de RNAm para 0s

fatores de transcricdo GATA-3 e ROR-a nos tecidos parafinados. Tendo em vista que o
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GATA-3 ndo é um fator de transcri¢do exclusivo das ILC2, podendo estar presente também
em células NK (MJOSBERG et al., 2012), foi avaliada a expressdo de ROR-a em amostras
parafinadas. O fator de transcricdo ROR-a ¢ fundamental para 0 desenvolvimento e atividade
das ILC2 e parece ser mais especifico para essa linhagem celular (WONG et al., 2012).

A expressdo de RNAm para o GATA-3 e ROR-o comparando as amostras controle e
com cancer. Os resultados mostraram aumento a expresséo de ambos os fatores de transcricdo
nas amostras com cancer em relacédo ao controle (figura 9A e 10A). Depois, foram separadas
as amostras com cancer por estadiamento e comparadas entre si e com o grupo controle
(figura 9B e 10B). N&o houve relacdo direta entre estadiamento mais avangado e expresséo de
GATA-3 e ROR-a, porem manteve-se 0 aumento em relacdo ao grupo controle.
Provavelmente o nimero pequeno de amostras ndo fui suficiente para tornar a relacdo direta

entre estadiamento avancgado e expressdo dos fatores de transcricdo mais clara.
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Figura 9: A. Expressdo relativa do fator de transcricdo GATA-3 em pacientes com cancer gastrico.

Comparacéo entre amostras parafinadas de tecido saudavel e com céncer. B. Expressdo do fator de transcri¢do
GATA-3 presentes nas ILC2. Separacdo das amostras com cancer por estadiamento e comparacdo entre elas e

amostras com tecido saudavel.
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Figura 10: A. Expressdo relativa do fator de transcricdo ROR-a presente em pacientes com cancer
gastrico. As amostras foram obtidas de 27 tecidos parafinados com cancer e 19 controles. B. Expresséao relativa
do fator de transcricdo ROR-o presentes nas ILC2. Amostras avaliadas e divididas em grupo controle e por

estadiamento (I, 11 e 111) segundo AJCC.

Finalmente, para sugerir a presenca das ILC2 no ambiente tumoral, foi determinado a
presenca de IL-13, uma citocina liberada por estas células, nas amostras parafinadas (JONES,
2015). A IL-13 é uma citocina que age nas MDSC e células Treg, promovendo o crescimento
tumoral através da geracdo de um ambiente imunossupressor. A producdo de TGF-B pelas
MDSC e a polarizacdo de macrofagos para o fenotipo M2 sdo exemplos dessa atividade
imunossupressora (TURLEY et al., 2015; VAN BEEK et al., 2016). Foi avaliado a expressdo
de RNAm da IL-13 nas amostras com cancer gastrico e comparamos com 0 grupo controle.
Os resultados mostraram aumento de 1L-13 no grupo com cancer (figura 11A). Seguiu-se as
analises, separando 0 grupo com cancer gastrico em grupos por estadiamento e analisados
com o grupo controle (figura 11B). Nao houve relacdo direta entre 0 aumento da expressao de
IL-13 e o estadiamento mais avangado nos pacientes com céncer. Aqui, mais uma vez, o
numero reduzido de amostras pode ter afetado a relagdo entre expressdo da citocina com o

estadiamento.
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Figura 11: A. Expresséo relativa do RNAm da IL-13 em pacientes com cancer gastrico. As amostras
foram obtidas de 27 tecidos parafinados e comparados com 19 controles. B. Expressao relativa de RNAm da IL-
13 em pacientes com céncer gastrico divididos em grupo controle e por estadiamento (1, 11, 111) de acordo com a
AJCC.

6. CONCLUSAO

Diante do exposto, concluimos que pacientes de origem ocidental com cancer gastrico,
apresentam aumento do RNAm para IL-33no sangue e no tecido tumoral. Sua expressdo é
crescente e associa-se diretamente com estadiamentos mais avancados do CG. E possivel
sugerir que ha uma relacéo de eventos I1L-33/ILC2/1L-13 presente no microambiente do cancer
gastrico e consequentemente pré-tumoral. E importante destacar que o uso de amostras de
tecidos parafinados foi capaz de gerar resultados semelhantes ao observado com amostras
frescas. 1sso sugere que o uso de tecidos parafinados podem auxiliar em investigagcdes para

estudos retrospectivos.
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ANEXOS

ANEXO |
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

IMPACTO DA INTERLEUCINA — 33 COMO FATOR PROGNOSTICO NO CANCER
GASTRICO

Vocé estd sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa porque foi atendido (a) ou esta
sendo atendido (a) nesta instituicdo e teve diagnostico ou suspeita de um tipo de cancer
chamado céncer gastrico. Para que vocé possa decidir se quer participar ou ndo, precisa
conhecer os beneficios, 0s riscos e as consequéncias pela sua participacao.

Este documento é chamado de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e tem esse nome
porque vocé sO deve aceitar participar desta pesquisa depois de ter lido e entendido este
documento. Leia as informacBGes com atencdo e converse com o pesquisador responsavel e
com a equipe da pesquisa sobre quaisquer duvidas que vocé tenha. Caso haja alguma palavra
ou frase que vocé ndo entenda, converse com a pessoa responsavel por obter este
consentimento, para maiores esclarecimentos. Converse com os seus familiares, amigos e com
a equipe médica antes de tomar uma decisdo. Se vocé tiver davidas depois de ler estas
informacdes, entre em contato com o pesquisador responsavel.

Apbs receber todas as informacGes, e todas as duvidas forem esclarecidas, vocé podera
fornecer seu consentimento por escrito, caso queira participar.

PROPOSITO DA PESQUISA

Esta pesquisa tem o propoésito de analisar com mais detalhes um fator que possa indicar uma
maior agressividade do tumor. Este fator € chamado de interleucina — 33 e pode ser detectado
no sangue e no tumor de paciente com cancer gastrico. As pesquisas mais recentes indicam
que varios tipos de tumores apresentam esse fator presente no sangue, porém ainda néo
existem dados sobre sua presenca no cancer gastrico. Os estudos poderdo levar a um futuro
desenvolvimento de medicag0es.

PROCEDIMENTOS DA PESQUISA

Para realizar o diagndstico de cancer é necessario que uma parte de seu tumor ou de seu
sangue sejam coletados para exames laboratoriais. Estes procedimentos sdo necessarios para
um diagnostico correto e para a escolha de um tratamento adequado. Os materiais néao
utilizados, ou aqueles que sobram dos exames, sdo descartados conforme a Legislacdo
Sanitaria. Na ocasido desses procedimentos, e s ap0s a sua autoriza¢do, uma pequena
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amostra excedente de seu tumor ou de seu sangue (aquela que estd sobrando e que iria ser
descartada), podera ser utilizada para esta pesquisa. Este procedimento ndo comprometera o
diagndstico uma vez que a parte principal destes materiais sera encaminhada a Divisdo de
Patologia e a outros laboratorios da Universidade Federal de Pernambuco responsaveis pelos
exames laboratoriais de rotina para o diagndstico.

Todas as amostras biologicas coletadas durante esta pesquisa, conforme descrito acima, serao
utilizadas apenas para os propoésitos descritos neste Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. Ao final da pesquisa, se vocé autorizar, suas amostras poderdo ser armazenadas
por até 10 anos para ser utilizado em pesquisas futuras. No futuro, qualquer pesquisa que
contemple o uso das suas amostras armazenadas devera ser aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Pernambuco e vocé receberd um novo Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido para autorizar esses testes antecipadamente. E importante
ressaltar que vocé podera participar desta pesquisa mesmo que nao autorize a armazenar o
material que restou. Se vocé decidir mais tarde que ndo deseja ter este material armazenado
para uso futuro, vocé podera entrar em contato a qualquer momento com a equipe da pesquisa
para que suas amostras sejam destruidas, sem ter que explicar as suas razdes para fazé-lo.

BENEFICIOS

Vocé ndo sera remunerado por sua participacdo e esta pesquisa podera ndo poderd oferecer
beneficios diretos a vocé. Se vocé concordar com o uso de suas informacGes e/ou do material
do modo descrito acima, é necessario esclarecer que vocé ndo tera quaisquer beneficios ou
direitos financeiros sobre eventuais resultados decorrentes desta pesquisa.

O beneficio principal da sua participacdo é possibilitar que no futuro, com os resultados
alcancados com esta pesquisa, 0 diagnoéstico e o tratamento para esse tipo de cancer
beneficiem outros pacientes.

RISCOS

N&o existem riscos fisicos adicionais a vocé pela sua participacdo nesta pesquisa. Os materiais
utilizados nessa pesquisa serdo somente aqueles considerados excedentes dos coletados para
exames laboratoriais de rotina para o diagnostico do seu tumor. Os riscos fisicos e
inconvenientes ndo serdo diferentes daqueles previstos durante os procedimentos normais
para a obtencdo de amostras bioldgicas para o diagndstico da sua doenga.

O seu médico ira informa-la em detalhes sobre os riscos associados aos procedimentos
adicionais de bidpsia e da coleta de sangue, uma vez que o nivel do risco dependera de onde
o(s) tumor(es) esta(do) localizado(s) no seu corpo. De maneira geral, fazer uma bidpsia causa
dor, inchago, sangramento e/ou infec¢do no local onde a agulha da bidpsia penetra na sua
pele; se seu médico decidir usar anestesia, pode ocorrer reacao alérgica.

Os provaveis riscos e efeitos adversos (efeitos danosos) de se realizar uma bidpsia incluem:
sangramento e dor no local onde a agulha foi inserida, um inchago debaixo da pele que
contém sangue (hematoma), sonoléncia, se vocé optar por receber um analgésico e/ou
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medicamento que faga vocé relaxar. De maneira menos provavel, porém de riscos sérios, 0s
efeitos colaterais em se submeter a uma bidpsia incluem: infeccdo, falta de ar, baixa
frequéncia cardiaca e baixa pressdo arterial, se vocé optar por receber um analgésico e/ou
medicamento que faca vocé relaxar. Os riscos da coleta de sangue podem incluir desmaio, dor
e/ou hematoma (mancha roxa na pele). Raramente pode haver um pequeno coagulo sanguineo
ou infeccdo no local da picada da agulha.

CUSTOS

Se vocé concordar com 0 uso da parte de seu tumor e/ou sangue armazenados e/ou das
informagdes do seu prontuario como descrito acima, vocé ndo tera quaisquer custos ou
despesas (gastos) pela sua participacdo nessa pesquisa. Vocé ndo pagard por qualquer
procedimento, medicacdo em estudo ou teste exigido como parte desta pesquisa.

CONFIDENCIALIDADE

Se vocé optar por participar desta pesquisa, as informagfes sobre a sua saude e seus dados
pessoais serdo mantidas de maneira confidencial e sigilosa. Seus dados somente seréo
utilizados depois de anonimizados (ou seja, sem sua identificacdo). Apenas os pesquisadores
autorizados terdo acesso aos dados individuais, resultados de exames e testes bem como as
informac@es do seu registro médico. Mesmo que estes dados sejam utilizados para propositos
de divulgacéo e/ou publicacdo cientifica, sua identidade permanecera em segredo.

TRATAMENTO MEDICO EM CASO DE DANOS

Todo e qualquer dano decorrente do desenvolvimento desta pesquisa, e que necessite de
atendimento médico, ficara a cargo da instituicdo. Seu tratamento e acompanhamento médico
independem de sua participacdo nesta pesquisa.

BASES DA PARTICIPACAO

A sua participacdo é voluntéria e a recusa em autorizar a sua participagdo ndo acarretard
quaisquer penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé tem direito, ou mudanca no seu
tratamento e acompanhamento médico nesta instituicdo. \Vocé poderd retirar seu
consentimento a qualquer momento sem qualquer prejuizo. Em caso de vocé decidir
interromper sua participagdo na pesquisa, a equipe de pesquisadores deve ser comunicada e a
coleta de amostras e 0 seu uso para 0s exames relativos a pesquisa serd imediatamente
interrompida.

ACESSO AO RESULTADOS DE EXAMES

Vocé pode ter acesso a qualquer resultado relacionado a esta pesquisa. Estes resultados serdo
enviados ao seu médico e ele os discutird com vocé. Se vocé tiver interesse, vocé podera
receber uma cépia dos mesmos.
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GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

A pessoa responsavel pela obtencdo deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido lhe
explicou claramente o contetdo destas informaces e se colocou a disposicéo para responder
as suas perguntas sempre que tiver novas duvidas. Vocé terd garantia de acesso, em qualquer
etapa da pesquisa, sobre qualquer esclarecimento de eventuais ddvidas e inclusive para tomar
conhecimento dos resultados desta pesquisa. Neste caso, por favor, ligue para Ilan Andrade
Pedrosa no telefone (081) 99615-5594 de 09:00 — 18:00 h. Esta pesquisa foi aprovada pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Pernambuco — Centro de Ciéncias
de Saude, que esta formado por profissionais de diferentes areas, que revisam o0s projetos de
pesquisa que envolvem seres humanos, para garantir os direitos, a seguranca e o bem-estar de
todos as pessoas que se voluntariam a participar destes.

Este termo esta sendo elaborado em duas vias, sendo que uma via ficard com vocé e outra sera
arquivada com os pesquisadores responsaveis.

CONSENTIMENTO

Li as informacdes acima e entendi o propoésito da solicitagdo de permissdo para o uso das
informacBes contidas no meu registro médico e de parte de meu tumor e/ou meu sangue
obtidos durante o atendimento nesse hospital. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas
foram respondidas

Ficaram claros para mim quais sdo procedimentos a serem realizados, riscos e a garantia de
esclarecimentos permanentes.

Ficou claro também que a minha participacdo € isenta de despesas e que tenho garantia do
acesso aos dados e de esclarecer minhas dividas a qualquer tempo.

Entendo que meu nome ndo serd publicado e toda tentativa sera feita para assegurar 0 meu
anonimato.

Concordo voluntariamente em participar desta pesquisa e poderei retirar 0 meu consentimento
a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidade ou prejuizo ou perda de
qualquer beneficio que eu possa ter adquirido.

() Eu concordo em participar desta pesquisa e CONCORDO em ter minhas amostras
armazenadas e utilizadas para uso em pesquisas futuras aprovadas pelo Comité de Etica em
Pesquisa do INCA e para isto deverei assinar no futuro, um novo Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, se eu concordar.

ou

( ) Eu concordo em participar desta pesquisa, mas NAO CONCORDO em ter minhas
amostras armazenadas para uso em pesquisas futuras.
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Eu, por intermédio deste, dou livremente meu consentimento para participar nesta pesquisa.

Nome e Assinatura do participante

Data: [/ [/

Nome e Assinatura do Responsavel Legal/Testemunha Imparcial
Data:. / /

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes desta pesquisa ao
paciente indicado acima e/ou pessoa autorizada para consentir pelo mesmo. Declaro que
obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente
para a participacao desta pesquisa.

Nome e Assinatura do Responsavel pela obtencdo do Termo

Data: [ [/
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ANEXO I

FICHA DE DADOS DOS PACIENTES

1) DADOS DO PACIENTE

1. NOME:
PRONTUARIO:

2. DATA DE NASCIMENTO: / / IDADE: anos

3. SEXO:O M O F
4. ETNIA: BRANCO O PRETO O AMARELO I PARDO O INDIGENA O

5. ESCOLARIDADE:
1 SEM ESCOLARIDADE OU CURSO FUNDAMENTAL INCOMPLETO
0 ENSINO FUNDAMENTAL COMPLETO E MEDIO INCOMPLETO
[0 ENSINO MEDIO COMPLETO E SUPERIOR INCOMPLETO
1 ENSINO SUPERIOR COMPLETO

6. HISTORIA FAMILIARDECANCER? S O N O
SE SIM, QUAL?

Il.) COMORBIDADES
7. DM: SO NO HAS: SO NUO

OUTRAS:

8. MEDICAMENTOS EM USO:

9. TABAGISMO: S [ N TEMPO DE USO: CARGA
TABAGICA:
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QUAL? (PALHA, CACHIMBO, CIGARRO COMUM...):

10. ETILISMO: SO N O TEMPO DE USO: DRINKS/SEMANA:
I11) DADOS DO EXAME FISICO AO DIAGNOSTICO

11. PERFORMANCE STATUS (PS):
0o O10 200 304 O

12. PESO: ALTURA: IMC:
IVV.) DADOS DO TRATAMENTO REALIZADO

13. DATA DO PROCEDIMENTO: [/ [/ (DD/MM/AA)
QUAL PROCEDIMENTO REALIZADO?
NUMERO DO BLOCO:

14. QUIMIOTERAPIA:
INICIO: [/ [/ (DD/MM/AA)
TERMINO: /| | (DD/MM/AA)

ESQUEMA/PROTOCOLO:
15. ESTADIAMENTO CLINICO: ESTADIAMENTO CIRURGICO:
16. TIPO HISTOLOGICO: GRAU HISTOLOGICO:

V.) DADOS LABORATORIAIS AO DIAGNOSTICO

- HEMOGLOBINA:____ g/dL

- NEUTROFILOS: mm3

- PLAQUETAS: mm3

- CREATININA: mg/dL

- BILIRRUBINA TOTAL: mg/dl
- AST: ul/L

-ALT; ul/L

- ALBUMINA: g/dL

- COLESTEROL TOTAL: mg/dL
- LDL: mg/dL

- TRIGLICERIDEOS: mg/dL
-250H VITAMINAD:._ UI/L
-DHL:_____ UIlL

- FOSFATASE ALCALINA:___ UI/L

- CEA: Ul/mL
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