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1. Introducio

O cancer colorretal (CCR) ¢ a terceira neoplasia mais incidente e a segunda em
mortalidade globalmente, com aproximadamente 1,9 milhdes de novos casos e 935 mil dbitos
previstos no ano de 2020 !. Sua etiologia multifatorial implica cooperacdo entre predisposicdo
genética, fatores ambientais, inflamagdo cronica e disbiose da microbiota intestinal 2. A
microbiota intestinal, estruturada por mais de 10'* microrganismos, ¢ determinante para
homeostase imunoldgica e metabolica, e alteragdes na sua composi¢do (disbiose) estdo
associadas a carcinogénese colorretal por mecanismos como dano ao DNA, ativa¢do de vias
pro-inflamatérias e supressdo da vigilancia imune * .

No Brasil, o CCR apresenta taxas em tendéncia de alta, com 21.970 casos/ano em
homens e 23.660 em mulheres, sendo a regidio Norte a terceira mais afetada °>. No Amazonas, a
escassez de dados sobre o perfil molecular e microbiologico do CCR limita a
operacionalizacdo de estratégias personalizadas. A par disso, a influéncia de habitos locais,
como consumo elevado de carne processada e exposi¢do a agentes infecciosos endémicos, sobre
a microbiota intestinal e a resposta imune permanece insuficientemente pesquisada °.

Este estudo, visa preencher essas lacunas ao avaliar a microbiota intestinal e o perfil de
mediadores imunologicos soluveis em pacientes com CCR atendidos na Fundagao CECON.

2. Material e Métodos

Este estudo ¢ parte de um projeto maior, intitulado "Andlise do Espectro Molecular e
Clinico do Cancer Colorretal: da Epidemiologia e Qualidade de Vida a Genética e Analises
Omicas - EMCOR", que inicialmente incluiu 194 pacientes com suspeita ou diagndstico
confirmado de adenocarcinoma colorretal, atendidos na Fundacdo CECON (Manaus,
Amazonas). Apds triagem de elegibilidade, que excluiu 19 participantes por critérios como
tratamento prévio ou dados incompletos, 173 pacientes configuraram-se considerados
elegiveis. Destes, 58 individuos (30,5% da coorte inicial) foram incorporados para este
subestudo por possuirem amostras biologicas pareadas (sangue e fezes), essenciais para analises
combinadas de microbiota e mediadores imunologicos.

A abordagem aos participantes ocorreu durante consultas ambulatoriais nos servigos
de Cirurgia Oncologica e/ou Endoscopia da FCECON. Apo6s explicacdo detalhada dos
objetivos, foi obtido o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), em consonancia
com aprovagio do Comité de Ftica em Pesquisa da instituicio (CAAE:
52343821.2.0000.0004). Dados sociodemograficos e clinico-epidemioldgicos foram coletados
via questionarios padronizados, complementados por informagdes de prontuarios eletronicos,
como localizagdo tumoral (CID-10).



Para andlise imunoldgica, 10 mL de sangue periférico foram coletados em tubos com
EDTA depois da aplicagdo do TCLE. O plasma, isolado por centrifugagao (800 % g por 10
minutos), foi armazenado a -80°C, e as concentragdes das citocinas IL-18, IL-6, IL-8, IL-10,
TNF e IL-12p70 foram quantificadas via BD Cytometric Bead Array (CBA) em citdmetro de
fluxo FACSCanto 11, na Fundagdio HEMOAM.

Para avaliagdo da microbiota intestinal, os participantes receberam um kit estéril
(ColOFF®) com swab e solucdo conservante DNA/RNA Shield™. As amostras fecais,
coletadas pelos pacientes, foram entregues ao laboratdrio em uma média de =~14.8 dias e
armazenadas a -80°C. O DNA microbiano foi extraido de 200 mg de fezes com a utiliza¢ao
do kit EXTRACTA® MPTA-PV96-B MDx, com qualidade verificada por quantificagao por
fluorimetria (Qubit™ 4.0) e eletroforese em gel de agarose 0,8%. A regido V3-V4 do gene 16S
rRNA foi amplificada com primers universais (F515/R806) e sequenciada em plataforma Ion
S5 XL na sede da Thermo Fisher em Sao Paulo Capital.

Calcularam-se para as citocinas estatisticas descritivas (média, DP, mediana, quartis) e
avaliaram-se pressupostos de normalidade por citocina com o teste de Shapiro—Wilk.
Empregou-se ANOVA de medidas repetidas com correcio de Greenhouse—Geisser para
violagdo de esfericidade, seguida de comparagdes pareadas por t-teste com ajuste de Bonferroni.
Para dados ndo normais, utilizou-se teste de Friedman e post-hoc de Wilcoxon pareado,
igualmente corrigido por Bonferroni. Todos os testes adotaram a=0,05, e andlises foram
realizadas em R (versdo 4.3.2) com pacotes rstatix, ggplot2 e FactoMineR.

3. Resultados e Discussao

Em 58 pacientes com cancer colorretal recém-diagnosticados e sem terapia prévia, a
idade variou de 30 a 99 anos (média 63,7 + 9,6; mediana 65). Quanto aos fatores de risco, 35 %
eram tabagistas e 44,8 % relataram consumo regular de alcool, perfil que pode influenciar a
resposta inflamatoria. Em termos demograficos, 61,7 % se autodeclararam pardos, 20 %
brancos, 13,3 % negros, 3,3 % amarelos e 1,7 % indigenas, com predominio do sexo feminino
(60 %).

A andlise da microbiota de pacientes com CCR do Amazonas mostrou um conjunto
caracteristico de taxons que compdem a maior parte da comunidade microbiana fecal na coorte
estudada (Figura 1). Observou-se predominio de representantes da familia Bacteroidaceae
(diversas espécies de Bacteroides, incluindo B. dorei, B. fragilis, B. vulgatus), presenga
consistente de Prevotella (incluindo P. copri), destaque para produtores de acidos graxos de
cadeia curta pertencentes a Lachnospiraceae € Ruminococcaceae (p. ex. Faecalibacterium | F.
prausnitzii), € presenga recorrente, embora frequentemente pontual, de taxons associados a
disbiose e potencial patogenicidade (Enterobacteriaceae, Porphyromonas, Odoribacter). Estes
grupos aparecem tanto como constituintes relativamente estaveis do perfil agregado quanto
como picos de enriquecimento em subconjuntos amostrais, configurando um cendrio de
heterogeneidade interindividual com sinais de disbiose compativeis com descri¢cdes publicadas
em coortes de CRC 7%,
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Figura 1: Abundancia relativa das 20 OTUs mais representativas em amostras fecais de pacientes com cancer
colorretal do Amazonas, obtidas por sequenciamento de 16S rRNA. Grafico de barras empilhadas em que cada
barra corresponde a uma amostra ¢ as cores representam as OTUs indicadas na legenda; valores expressos em
proporgao relativa (0—1). OTU = operational taxonomic unit. Elaborado pelos autores.

As concentracdes finais (CF) das dez citocinas investigadas revelaram ampla
variabilidade (tabela 1). IL-8 exibiu a maior média+ DP (29,25 +49,07 pg/mL), seguida por
IL-6 (10,98 = 16,90 pg/mL). As demais citocinas oscilaram em faixas mais baixas (<2 pg/mL),
destacando-se IFN-y (4,27+24,78 pg/mL) e IL-2 (1,22+1,11 pg/mL). Essa dispersao,
especialmente nos marcadores pro-inflamatérios IL-6 e IL-8, sugere subgrupos de pacientes
com resposta inflamatoria mais pronunciada.

Tabela 1 — Analise Descritiva dos Valores de Concentragdo Final (CF), dos pacientes incluidos no estudo, na
FCECON.

Citocina n(58) Média DP
IFN-y 427 24,78
IL-10 0,77 0,63

IL-12p70 0,35 0,94

IL-17A 0,13 0,31
IL-1B 0,35 0,71
IL-2 1,22 1,11
IL-4 0,25 0,78
IL-6 10,98 16,90
IL-8 29,25 49,07
TNF 0,70 0,91

A anélise de variancia de medidas repetidas, com correcao de Greenhouse—Geisser,
confirmou diferengas estatisticamente significativas entre as médias de CF (F1,ss;00,12 = 15,844;
p=28,22x10°% n*g =0,19).

Nos testes post-hoc pareados ajustados por Bonferroni, 27 de 45 comparagdes t
revelaram diferengas importantes: 1L-6 ¢ IL-8 diferiram de quase todas as demais citocinas



(p.adj <0,001), destacando-se como marcadores de maior expressividade; IL-2 também se
mostrou significativamente superior a IL-4, IL-6 e IL-8; IFN-y, IL-10 e IL-12p70 compuseram
o grupo de menores concentragdes, com diferencas pontuais, principalmente em relagdo a IL-6
e IL-8. Por sua vez, o teste de Wilcoxon pareado corroborou esses achados, identificando 33
comparagdes significativas (p.adj <0,05), reforcando a distingdo entre os subgrupos de alta
(IL-6, IL-8, IL-2) e baixa expressividade (IFN-y, IL-10, IL-12p70, IL-17A).

Em pacientes recém-diagnosticados de cancer colorretal, sem qualquer terapia prévia,
observamos concentragdes substancialmente elevadas de IL-6 (10,98 £16,90 pg/mL) e IL-8
(29,25 +£49,07 pg/mL), diferenciando-se de todas as demais citocinas (p.adj <0,001). Esses
achados estdo em concordancia com Li ef al., que mostraram que macrdofagos liberam IL-6 e
promovem sinaliza¢do autécrina em células HT-29 de cancer de c6lon °, e com Nagasaki et al.,
que descreveram o papel critico do IL-6 derivado de fibroblastos do estroma tumoral na
angiogénese de tumores colorretais . A revisdo sistematica de Bazzichetto et al. reforga o
potencial prognostico de IL-8 em CRC, correlacionando niveis elevados de IL-8 circulante com
menor sobrevida global e progressdo mais rapida .

IL-2, com média intermedidria (1,22 + 1,11 pg/mL), distinguiu-se de 1L-4, IL-6 e IL-8
(p.adj<0,01), sugerindo ativagdo precoce de respostas T-mediadas, conforme o perfil
antitumoral descrito para membros da familia IL-2 °. Em contraste, IFN-y (4,27 + 24,78 pg/mL)
exibiu variabilidade limitada; estudos em células DLD-1 demonstram que IL-22 sinergiza com
IFN-y para indu¢do de iNOS via STAT3, mas sem impacto clinico preponderante em pacientes
sem tratamento prévio °.

IL-10 apresentou baixos niveis (0,77 = 0,63 pg/mL) e seu papel permanece controverso:
Rossowska et al. silenciaram IL-10 em modelo murino, observando inibi¢do de crescimento
tumoral e aumento da eficicia de imunoterapia baseada em CD 2, enquanto Del Carmen et al.
demonstraram efeito antitumoral de IL-10 produzido por lactobacilos geneticamente
modificados .

IL-17A (0,13+0,31 pg/mL) nao diferiu de IL-4 ou IFN-y, mas estudos apontam que
IL-17A promove crescimento e metastase de CRC via indugdo de IL-6 pela via STAT3, e altera
o microambiente tumoral por modulagdo de quimiocinas mieloides '.

4. Conclusoes

O perfil da microbiota e do painel citocinico revela que pacientes com céncer colorretal
no Amazonas apresentam disbiose caracterizada pelo enriquecimento de Bacteroides e
Fusobacterium e pela reducdo de produtores de butirato como Faecalibacterium e Roseburia.
Esse perfil microbiano associa-se a um ambiente pro-inflamatdrio sustentado, refletido pela
elevacao de IL-6 e IL-8 como marcadores de inflamacdo tumoral precoce e pela ativagdao imune
inicial indicada por IL-2, enquanto IFN-y, IL-10, IL-12p70 e IL-17A mantiveram-se estaveis.
O conjunto de evidéncias sugere que a interagdo entre disbiose e inflamacao contribui para a
formagdo de um microambiente tumoral favoravel a progressao da doenca, reforcando o papel
combinado da microbiota e das citocinas na estratificagdo bioldgica do cancer colorretal.
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