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RESUMO

Objetivo: Avaliar se existe associagédo entre a relagdo neutrofilo-linfocito e o numero
de linfocitos com a resposta ao tratamento radio-quimioterapico neo-adjuvante na
neoplasia de reto. Método: Estudo retrospectivo realizado com 35 pacientes
atendidos no Servigo de Oncologia do Hospital Sdo José e Hospital Municipal Sao
José. Hemograma completo, obtidos previamente ao tratamento radio-quimioterapico
e foram analisados o numero total de leucdcitos, linfécitos a relacdo destes
correlacionados com a resposta ao tratamento neo-adjuvante. Resultados: Houve
resposta completa em 11 casos (31,4%). A média de linfécitos nos pacientes que
obtiveram resposta completa foi de 31,2%, enquanto que naqueles com resposta
incompleta foi de 27,6% (p=0,193). A relacédo neutrofilo/linfocito (N/L) foi de 3,79 nas
respostas completas e 3,55 nas incompletas. Conclusées: Nao foi possivel
demonstrar, no presente estudo, relagcdo significativa entre a resposta completa
tumoral a terapia neo-adjuvante nos parametros analisados do perfil leucocitario,
incluindo o numero total prévio de leucdcitos, os numeros absoluto e relativo de

linfocitos e a relagdo neutrofilos divididos por linfocitos.

PALAVRAS-CHAVE: linfécitos, leucocitos, neoplasia de reto, neo-adjuvancia.

ABSTRACT



Objective: To evaluate whether there is an association between the neutrophil-
lymphocyte ratio and the number of lymphocytes with response to neoadjuvant
radio-chemotherapy in cancer of the rectum. Methods: A retrospective study of
35 patients treated at the Oncology department at Hospital Municipal Sao Jose
and Hospital Sao Jose , previously obtained by radio-chemotherapy and the total
number of leukocytes were analyzed, the relationship of these lymphocytes
correlated with the response on neoadjuvant treatment. Results: There was
complete response in 11 cases (31.4%). The average of lymphocytes in patients
who achieved complete response was 31.2%, while those with incomplete
response was 27.6% (p = 0.193). The relationship neutrophil / lymphocyte (N /L)
was 3.79 and 3.55 in complete responses and incomplete, respectively.
Conclusions: It was not possible to demonstrate in the present study, significant
relationship between complete tumor response to neoadjuvant therapy in
parameters analyzed leukocyte profile, including total number of leukocytes, the
absolute and relative numbers of lymphocytes and neutrophils compared divided

by lymphocytes.

KEYWORDS: lymphocytes, leukocytes, rectal cancer, neoadjuvant
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1 INTRODUGAO

A neoplasia do reto € a doenga cuja incidéncia apresenta-se em constante
crescimento na populagdo em geral, representando hoje, no Brasil, a segunda causa
de incidéncia de cancer em mulheres e a terceira entre os homens. Conforme dados
de estimativas do Instituto Nacional do Cancer, estimam-se, para 2014, no Brasil,
15.070 casos novos de cancer do célon e reto em homens e 17.530 em mulheres.
Esses valores correspondem a um risco estimado de 15,44 casos novos a cada 100
mil homens e 17,24 a cada 100 mil mulheres (INCA, 2014).

Estudo prévios comprovaram o beneficio do tratamento radio quimioterapico
neo-adjuvante, realizado antes da cirurgia (Habr-Gama e cols, 2010) quando
comparado ao tratamento adjuvante, este realizado apds a cirurgia. Apesar de todos
os esforgos buscando definir critérios rigidos para a indicagdo de tratamento neo-
adjuvante ou adjuvante, ainda ndo sabemos quais séo os fatores capazes de predizer
0s pacientes que apresentardo boa resposta a neo-adjuvancia, de forma a evitar uma
agressao terapéutica desnecessaria. Para alcancar esta definigdo, diversos estudos
tem sido realizados analisando os diferentes aspectos biologicos relacionados ao
paciente e a doenga tumoral. Dentre esses, destaca-se a resposta imunoldgica, a qual
€ cada vez melhor caracterizada como fator importante e intrinseco na resposta aos
tratamento oncolégicos(SAUER e cols.,2004).

Varios aspectos da imunologia tém sido tema de estudos, sendo considerados
os fatores relacionados ao tumor, ao hospedeiro e a sua interacdo. Dentre esses,
resultados mais consistentes tém sido obtidos na avaliagdo da resposta linfocitaria
local e sistémica, caracterizada pela infiltracdo de linfécitos dentro do tecido tumoral e
pela maior presenca de linfocitos circulantes no sangue periférico. O valor prognéstico
dessa maior expressao sistémica de linfocitos tem sido demonstrado por meio de
estudos que sugerem melhor resposta tumoral a neoadjuvancia em pacientes que
apresentem maior numero de linfécitos proporcionalmente a todos os neutrdfilos,
sendo essa relacéo sintetizada através pela equagéo neutrofilos/linfocitos (YASUDA e
cols.,2011).
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2- OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Correlacionar o perfil leucocitario e linfocitario dos pacientes portadores de cancer do

reto, tratados com qualidade da resposta tumoral obtida pela neo-adjuvancia .

2.2 Objetivos especificos

Correlacionar o numero total prévio de leucécitos com a resposta tumoral a terapia

neo-adjuvante.

Correlacionar o numero absoluto e relativo de linfécitos com a resposta tumoral a

terapia neo-adjuvante.

Correlacionar a relagado neutrofilos divididos pelos linfocitos prévia com a resposta

tumoral a terapia neo-adjuvante.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 — Aspectos histéricos do tratamento cirurgico do cancer do reto

O tratamento cirurgico moderno do céncer retal iniciou-se em 1908, apos os trabalhos
pioneiros de Miles, o qual, pela primeira vez, associou a linfadenectomia mesentérica
inferior a ressecgao retal completa, com realizagdo de colostomia definitiva. Essa
contribuigdo possibilitou a obtencdo de melhores resultados oncoldgicos, que ainda
sdo similares aqueles obtidos nos dias de hoje, mais de um século depois. O
procedimento descrito por Miles permanece como a operagao de escolha para
tumores situados no terco inferior do reto, nos quais ocorra o comprometimento do
anel anorretal(MILES e cols.,1944).

Na década de 30 os estudos de anatomia patoldgica de Dukes foram de fundamental
importancia para a melhor compreensdo da disseminacao linfatica das neoplasias
retais, ao demonstrar a drenagem prioritaria no sentido ascendente, assim como a
menor relevancia da disseminagdo intramural peri-tumoral, a qual restringe-se

usualmente até um centimetro de sua borda inferior(DUKES e cols., 1932).

Esses achados permitiram a realizagdo de técnicas cirurgicas visando a preservagao
esfincteriana por meio de anastomoses colorretais baixas ou coloanais, favorecidas
posteriormente pelo desenvolvimento de sofisticados equipamentos de sutura
mecanica, superando os obstaculos representados pela dificuldade anatémica da
pelve profunda. Progressivamente, a partir da década de 80 a cirurgia com
preservacao esfincteriana tornou-se o procedimento mais realizado no tratamento do
cancer do reto, restringindo hoje a indicagdo da ressecgao abdominoperineal com
colostomia definitiva para cerca de 10 a 20% dos casos(SIMMANG e cols., 1999).

Outra contribuigdo importante para a obtengcdo de menores indices de recidiva pélvica
foi a demonstracdo da necessidade de excisdo completa e integra do mesorreto,
tendo esse procedimento se tornado hoje padrdo em todo o mundo (HEALD,
HUSVAND, RYALL e cols., 1982).



15

3.2 — Aspectos histéricos da radioterapia no céncer de reto

A dificuldade de melhora nos resultados oncolégicos a longo prazo sempre estimulou
os esfor¢os no sentido de associar a radioterapia ao tratamento cirurgico. Entretanto,
os resultados iniciais, utilizando esquemas terapéuticos pré ou pos-operatorios em
doses restritas a cerca de 25 Gy mostraram-se insuficientes para a obtencédo de
resultados satisfatorios (FOLKESSON e cols., 2005).

A utilizagdo de rotina da radioterapia no tratamento do cancer do reto veio a se
consolidar somente na década de 90, apds a demonstragdo de respostas tumorais
consistentes com a utilizagdo de doses acima de 45 Gy e associadas a quimioterapia
concomitante. Além disto, o desenvolvimento de novos equipamentos e técnicas
radioterapicas viabilizou importante reducdo das complicacdes e efeitos colaterais,
além de otimizar os beneficios das doses administradas (HABR-GAMA e cols.,1998 e
2010).

O emprego desses novos conceitos logrou a obtenc&o de resultados mais favoraveis,
com significativa redugao dos indices de recidiva local, porém sem a demonstragao de
beneficios significativos quanto ao impacto na sobrevida global. Além disto,
observamos ao longo deste periodo na literatura a existéncia de importante
controvérsia referente a dois aspectos em relagcdo a radioterapia no cancer de reto,
quais sejam o momento de indicagdo em relagdo ao tratamento cirurgico e o periodo
de administracdo(SEBAG-MONTEFIORE e cols., 2009). Desde o inicio das tentativas
de utilizagdo da radioterapia no tratamento do cancer de reto destacaram-se as
discussbes quanto a sua utilizacdo no pds-operatério, de forma a otimizar os
resultados do tratamento cirurgico ou, ao contrario, realizar uma administragdo prévia
a cirurgia, visando a obtengao da redugédo da massa tumoral(SEBAG-MONTEFIORE e
cols., 2009).

Em relacdo aos pros e contras de cada uma dessas duas abordagens, a
administragdo poés-operatéria tem a seu favor a possibilidade de indicagdo mais
seletiva, baseada nos aspectos anatomopatolégicos do espécime ressecado e
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reduzindo as indicagcdes desnecessarias devido a doenga precoce ou muito avangada.
Por outro lado, apresenta as desvantagens do frequente retardo em consequéncia de
complicagdes cirurgicas, além de estar associada a evidente possibilidade de maior
disseminacao local de células tumorais decorrentes da manipulagao operatéria de um
grande volume tumoral. A atuagdo sobre um campo poOs-operatorio e portanto em
piores condi¢cdes de oxigenagao. Ja a radioterapia pré-operatéria, se por um lado se
torna muito dependente de recursos diagndsticos pré-operatérios, nem sempre
disponiveis, no sentido de obtencdo de estadiamento tumoral capaz de selecionar os
casos mais adequados, por outro apresenta a vantagem de promover redugao
acentuada do volume de células tumorais, contribuindo para menor disseminagéo pela
manipulagédo local. Além disto, sua comprovada capacidade de reduzir o grau de
estadiamento tumoral (downstaging) apresenta o efeito benéfico de facilitar o ato
cirargico, contribuindo para uma operagéo mais radical e adequada (GERARD e cols.,
2006) .

Ap6s um periodo no qual foram comparadas séries utilizando os diferentes esquemas,
podemos dizer que os beneficios da radioterapia pré-operatéria parecem ter obtido
maior consenso quanto a possibilidade de obtencdo de melhores resultados, sendo
hoje o procedimento adotado pela maior parte dos autores em todo o mundo
(BOSSET e cols., 2006).

No que diz respeito ao periodo de administracdo, podemos distinguir dois conceitos
distintos, descritos como de curta ou longa duragao. No primeiro tipo, popularizado em
especial a partir dos trabalhos de curta duragao (hipofracionamento), doses totais de
cerca de 25 Gy sdo administrados em um periodo de cinco dias consecutivos, tendo
como principal vantagem a redugao dos efeitos colaterais e complica¢gdes (BUJIKO e
cols., 2006).

O outro esquema terapéutico, de maior duragcdo, compreende a administracido de
doses acima de 45 Gy fracionadas ao longo de 30 dias, sendo os primeiros e ultimos
dias concomitantes a quimioterapia. Essa forma de tratamento, adotada pela maioria
dos autores, embora associada a maior morbidade, mostrou-se capaz de produzir

reducdo tumoral mais efetiva, chegando mesmo nos dias de hoje a atingir indices
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consistentes de resposta completa entre 20 a 30%. Estes resultados levaram Habr-
Gama e cols. a sugerir, ao longo da década de 2000, a adogédo seletiva de conduta
conservadora nao-cirurgica, em casos de comprovagédo de resposta completa. Tal
sugestdo, inicialmente refutada, vem logrando obter progressiva aceitagao
internacional, sendo tema de diversos estudos prospectivos (HABR-GAMA, SOUZA,
RIBEIRO e cols., 1998, 2010).

3.3- Principios basicos de imunologia

A imunologia estuda as células, 6rgdos e componentes quimicos do sistema imune,
responsavel pela resposta inata ou adaptativa. A resposta inata ou adquirida que
vem passada de geragbes pelas espécies sendo que a resposta adaptativa e
caracteristica de seres vertebrados, desenvolvida ap6s o contato com os patdégenos.
Esse sistema requer um balango e sua desorganizagéo traz maleficios de ambos os
lados, sendo deficiente ou hiperativo. A principal teoria, a da selecio clonal, consiste
na formacéo da resposta imune pela formacdo de uma reagdo do antigeno com o
anticorpo, sendo selecionado o melhor anticorpo para determinado antigeno, linfocito
B, surgindo entdo uma proliferacdo de clones especificos (PEAKMAN, VERGANI,
2011).

O sistema imunologico humano € composto por linfécitos, linfoblastos, plasmdécitos,
monacitos, macrofagos, células endoteliais, raros eosindfilos e mastécitos. O linfocito
€ o principal componente dessas células e constitui 1% do peso corporal nos seres
humanos, encontrando-se em equilibrio entre os tecidos e o sistema sanguineo,
porém a maior parte encontra se no bago, ganglios linfaticos e placas de Peyer no
ileo. Sua caracteristica morfolégica consiste em uma célula ovéide de 8-12 micron,
dividido em linfécitos T e B, que sdo diferenciados somente pela microscopia
eletrbnica. Sendo o tipo T mais frequente no sangue periférico e o tipo B na medula
ossea (PEAKMAN, VERGANI, 2011).

A resposta imune pode se constituir em dois tipos, apos a penetragado do antigeno no
organismo. A primeira constitui-se em resposta humoral com a liberagdo de anticorpo
circulante no sangue e outros fluidos organicos, favorecendo a fagocitose. A segunda
pela producao de linfécitos sensibilizadores, que ja apresentam os anticorpos na sua
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superficie. (PEAKMAN, VERGANI, 2011).

3.4 - Resposta imunolégica tumoral no cancer colorretal

3.4.1- Infiltragao linfocitaria tumoral

A resposta antiinflamatéria tumoral apresenta importante papel na evolugao
de tumores, entre eles as neoplasias colorretais. Conforme Yasuda e cols. a infiltragao
tumoral por linfécitos T CD8+, quando ativados, apresenta valor progndéstico e boa
correlagdo com o estadiamento da doenga, sugerindo possivel agdo, que induz a
apoptose de células tumorais. Essa ativagao linfocitaria pode ser demonstrada pela
expresséo local de elementos como granzimas B, CD69 + ou CD107+ . Conforme
Koch e cols., o numero de linfocitos CD4T foi observado aumentado na mucosa de
células tumorais em comparagdo com mucosa de tecidos normais, sugerindo resposta
imune aumentada nos tumores colorretais . O valor prognostico também foi
observado por Naito e cols., analisando 131 casos de cancer colorretal e
correlacionado a localizagcdo das células CD8 +, as quais, quando presentes préoximo
ao ninho de células cancerigenas, apresentaram melhor sobrevida (NAITO e cols.,
1998; KOCH e cols., 2006; NOSHO e cols., 2010).

Dados de um estudo belga observaram a infiltragdo tumoral por linfécitos CD3+ e
CD8+ em 215 casos com instabilidade de micro satélites, usualmente associada a
melhor progndéstico, apontando para maior atividade auto-imune antitumoral
(DESCHOOLMEESTER e cols., 2010). Por outro lado, Dahlin e cols. (2011) ao
analisar 484 casos, observou que a concentragcdo peritumoral de linfécitos CD3+
apresentou uma melhor correlagcdo prognostica comparada a instabilidade de

microssatélite.

Mc Cullen e cols. (2010) analisaram a composicdo dos nodulos linféides na
submucosa retal, observando aumento da sobrevida e controle tumoral nos casos

que foi identificada uma maior infiltracdo de células dendriticas e linfocitos T.
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3.4.2- Resposta inflamatéria sistémica

Yasuda e cols. e e cols. tém demonstrado que o numero de linfocitos circulantes, em
especial pela analise da relagdo neutrofilos/linfécitos (N/L), apresenta valor
prognostico no cancer colorretal. Liu e cols. observaram relagao significativa entre o

valor de N/L e a sobrevida de pacientes submetidos ao tratamento de cancer retal.

Hung e cols. (2011) analisaram 1.040 pacientes portadores de céncer de colon
estagio Il, dos quais 785 (75,5%) tiveram relagcdo N/L normal e 255 (24,5%)
apresentavam relagdo N/L elevada. Pacientes com N/L elevada tiveram menores
indices de sobrevida global e intervalo livre de doenga quando comparados a
pacientes com N/L normal.

Chiang e cols. (2012) avaliaram 3857 pacientes portadores de céncer colorretal
estadio I,Il e Ill e observaram que uma relacdo N/L acima de 3 foi associada a uma
maior sensibilidade e especificidade e menor sobrevida de cinco anos tanto no cancer
de cdlon (66,3% x 78,9%; p<0,001) como no céancer retal (60,5% x 66,2%) quando
comparada a pacientes com relacdo N/L abaixo desse valor. Além disto, pacientes
com N/L acima desse nivel apresentaram ainda a ocorréncia de tumores maiores (5

cm ) e doengas localmente mais avangadas.

Chua e cols. (2011) analisaram 349 pacientes em duas coortes independentes de
pacientes recebendo primeira linha de quimioterapia paliativa e observaram a relacao

N/L como fator prognadstico positivo.

3.4.3- Relagao entre a respostas inflamatéria sistémica e a resposta a terapia
neo-adjuvante no cancer retal

Uma vez detectado o valor prognoéstico da resposta inflamatoria sistémica, alguns

autores tém buscado demonstrar sua possivel influéncia nos resultados da radio-

qumioterapia realizada nos tumor do reto. Kitayama e cols. (2010) ao analisar 73

pacientes operados para o tratamento de cancer do reto apds a radio-qumioterapia
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neo-adjuvante e obtiveram uma resposta tumoral completa em 10 pacientes (14%),
nos quais observaram uma contagem periférica de linfécitos significativamente maior
(p=0,02) e relac&o neutrdfilos/linfocitos com tendéncia a ser menor (p=0,099). A partir
desses achados, sugeriram que a completa erradicagdo das células tumorais seja
dependente de uma reagao imune mediada pelos linfocitos e que a manutengao do
numero de linfocitos circulantes seja importante nessa resposta a neo-adjuvancia.
Kitayama e cols.(2011) em trabalho subsequente, analisaram amostras de sangue
colhidas antes e depois da radioterapia e confirmaram que os pacientes que
obtiveram resposta completa (15/179) apresentavam elevada contagem de linfécitos
periféricos e baixa relagcado neutrofilos/linfocitos.

Yasuda e cols. (2011) analisando a resposta tumoral a radio-qumioterapia por enema
baritado, observaram também associagcéo entre esta e a percentagem de linfocitos em
leucdcitos.  Carruthers e cols. (2012) relacionaram os resultados obtidos no
tratamento do cancer do reto em 115 pacientes submetidos a neo-adjuvancia com
radio-quimioterapia com a relagdo neutroéfilos/linfocitos (RNL) obtidos em seu sangue
periférico e observaram que uma RNL > 5 estava associada a menor sobrevida geral,
menor tempo para recorréncia local, menor intervalo livre de doencga e apresentaram
sobrevida mediana de 18,8 meses quando comparada a sobrevida mediana de 54,4
meses dos pacientes com RNL < 5 (p<0,001).

Em um interessante desdobramento destes achados acima referidos, Ishiara e cols.
(2012) realizaram um estudo no qual buscavam correlacionar a resposta tumoral a
neo-adjuvancia no cancer retal com o indice apoptatico obtido na irradiagéo in vitro de
linfocitos obtidos do sangue periférico dos pacientes. Obtiveram como resultado uma
significativa correlagcdo entre a apoptose dos linfocitos e a regressdo histologica,
concluindo que a radio sensibilidade tumoral pode ser estimada pelo indice apoptético

dos linfécitos in vitro.
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3.4.4- Relagao entre a infiltragao linfocitaria e a resposta a terapia neo-adjuvante
no cancer retal

Yasuda e cols. (2011) analisaram por imunoistoquimica o grau de infiltragdo tumoral
(TIL) por linfocitos CD4(+) e CD8(+) em biopsias de 48 casos de cancer retal
avancado antes da realizagdo de radio-quimioterapia neo-adjuvante e relacionaram
com a redugao tumoral avaliada por enema baritado e biopsia apds a neo-adjuvancia.
Os numeros de ambos CD4 (+) e CD8 (+)- em biopsias pré radio-quimioterapia foram
fortemente correlacionados com a reducdo do tumor avaliado por enema baritado.
Além disso, as densidades de CD4 (+) e CD8 (+) TIL foram significativamente
associadas com o grau histolégico apos a neo-adjuvancia. A densidade de CD8 (+)
TIL foi ainda um fator prognostico independente para alcangar resposta completa.



22

4. MATERIAS E METODOS

4.1 - Pacientes
Serao avaliados através de estudo retrospectivo pacientes portadores de neoplasia de

reto distal submetidos a radioterapia e quimioterapia neo-adjuvantes para o
tratamento do cancer do reto nos Servicos de Radioterapia do Hospital Municipal Sao
José (HMSJ), em Joinville e no Hospital Sdo José (HSJ), em Jaragua do Sul.

Critérios de inclusao e exclusao:

Os critérios de inclusao para participacao do estudo foram:
* Pacientes com diagnostico de neoplasia do reto submetidos a tratamento
neo-adjuvante radioterapico e quimioterapico em aparelho de acelerador
linear (LINAC) e quimioterapia com 5-Fu / Lv ou Capecitabina Oral de uso

continuo .

Os critérios de exclusdo adotados foram:
* Pacientes com dados incompletos nos prontuarios que nao permitam
avaliagao dos desfechos;
* Auséncia de hemograma disponivel para avaliagéo
* Pacientes que nao terminaram o tratamento radio e quimioterapico;

* Pacientes ndo operados que perderam o seguimento oncoldgico .

4.2 — Métodos

Foram revisado prontuarios de pacientes portadores de cancer retal (CID C-20) do
servigcos de Oncologia do HMSJ- Joinville e HSJ — Jaragua do Sul selecionados a
partir de 2009. Dentre esses, foram selecionados os casos submetidos ao tratamento
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neo-adjuvante com radio e quimioterapia.
Foram revisados prontuarios pelo pesquisador principal, seguido de coleta e tabulagéo
dos dados em software (EXCEL v 10.0).

4.2.1 — Tratamento radioterapico

O tratamento radioterapico foi realizado utilizando a técnica de radioterapia
bidimensional, com simulagdo realizada com radiografias contrastadas do reto e
bexiga ou técnica tridimensional com simulagdo realizada com tomografia
computadorizada e contraste endovenoso, sendo os volumes de tratamento o tumor
primario e suas drenagens linfaticas loco regionais (peri retais, iliacos e obturatérios).
As doses de tratamento foram de 45 Gy a 50,40 Gy, administradas por 25 a 28 dias
de segunda a sexta feira, com reforco de dose quando indicado (doenga residual
inoperavel). Tratamento com quatro campos, paciente em decubito ventral, com
técnica com “belly-board” (para retirada das algas intestinais e redugao na toxicidade).
Os casos com tratamento tridimensional foram avaliados conforme histograma dose
volume(HDV), e os casos de tratamento bidimensional foram avaliado com curvas de

tratamento.

4.2.2 — Tratamento quimioterapico

O tratamento quimioterapico padr&o consistiu em quimioterapia infusional de 5 Fluoro
Uracil (5Fu ) e Leucovorin (Lv) nos primeiros cinco dias do tratamento radioterapico e
nos cinco dias finais ou, alternativamente, com Capecitabina oral continua durante o

tratamento radioterapico.

4.2.3 - Avaliagao da Resposta ao tratamento

A resposta ao tratamento neo-adjuvante foi avaliada por meio de exame clinico e
retossigmoidoscopia com bidpsia, se lesdo residual suspeita no periodo pds
tratamento em 30 dias, 90 dias, 180 dias e semestral.

Nos pacientes submetidos a tratamento cirurgico pds radioterapia e quimioterapia neo
adjuvantes foi avaliado o grau de resposta patologica completa conforme critério do
TROG-Dworak/Rodel, onde grau O se refere aos pacientes que ndo obtiveram
resposta completa na analise da pecga operatéria (DWORAK e cols., 1997; RODEL e
cols., 2005).
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4.2.5- Analise do perfil leucocitario

Foi identificado o numero de total de leucdcitos e a expressao de linfocitos por meio
de revisdo de hemograma completo realizado antes do inicio do tratamento
radioterapico e quimioterapico. A relacao de leucocitos por linfécitos foi obtida com o
calculo da relagdo de numero de leucdcitos totais dividida pelo numero de linfécitos
totais (relagao neutrofilos/linfocitos).

N/L = Numero total de neutréfilos

Numero total de linfocitos

4.3 - Procedimento dos dados e analise estatistica
Os dados foram armazenados em banco de dados criado no programa Excel

da Microsoft Office 2003, e analisados no programa Statistical Package for the Social
Science (SPSS), versao 17.0.

4.4 - Aspectos Eticos
O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade da Regido de

Joinville (UNIVILLE). A pesquisa teve inicio apds a aprovagao do Comité de Etica .

Foram seguidas as recomendagbes das “Diretrizes e Normas
Regulamentadoras de Pesquisas envolvendo Seres Humanos” (Resolugdo 196/96 do
Conselho Nacional de Saude) (BRASIL, 1996).
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5. RESULTADOS:

Conforme as normas do Programa de Po6s Graduagdo em Mestrado em
Saude e Meio Ambiente da UNIVILLE, este capitulo sera apresentado na forma de
artigo cientifico que sera encaminhado para publicagdo em periodico.



26

Analise da relagao neutréfilo-linfécito como elemento progndéstico na
resposta a terapia neo-adjuvante no cancer do reto

Leonardo Vieira Polli 2, Mauro Pinho '*

'Programa de Pés-Graduacdo em Satde e Meio Ambiente, Universidade da Regido de
Joinville — UNIVILLE

2 Servigo de Oncologia/Radioterapia, Hospital Municipal Sdo José, Joinville
3 Departamento de Cirurgia, Hospital Municipal S&o José, Joinville

Palavras chaves: neoplasia de reto , linfécitos ,Radio Quimioterapia

INTRODUCAO: A neo-adjuvancia radioquimioterapica apresenta papel de grande
relevancia no tratamento do cancer de reto, representando hoje no Brasil a segunda
causa de incidéncia por cancer em mulheres e a terceira entre os homens. O
tratamento consiste na preservagao funcional do 6rgéo, este sendo realizado com
terapia radio-quimioterapica prévia a cirurgia. A resposta inflamatéria tem papel
importante nesse tratamento. OBJETIVO: O objetivo desse trabalho foi correlacionar o
numero de linfocitos periféricos com a resposta tumoral a terapia neo-adjuvante,
correlacionar a relagdo neutrofilos/linfécitos em sangue periférico com a resposta
tumoral & terapia neo-adjuvante . METODOS: Revisdo de prontudrios dos pacientes
portadores de cancer retal dos servigos de Oncologia do Hospital Municipal Sdo José
e Hospital Sao José , desde 2009, selecionados os casos submetidos ao tratamento
neo-adjuvante com radio-quimioterapia.RESULTADOS: Dentre um total de 96
pacientes portadores de céncer retal submetidos ao tratamento neo-adjuvante com
radioterapia e quimioterapia foram elegiveis para este estudo 35 pacientes, nos quais
observou-se a resposta completa tumoral em 11 casos (31%), sendo que destes, nove
foram submetidos ao tratamento cirdargico. Na comparagdo dos parédmetros
leucocitarios entre os pacientes com resposta completa (RC) e resposta incompleta
(RI) foram observados os seguintes valores: numero total de leucécitos (média) RC
7390,9 x Rl 7220,4 (p=0,8); linfocitos totais RC 2103 x RI 1960,9 (p=0,4); relagao
neutrofilo/linfécito RC 3,55 x RI 3,79 (p= 0,5). A dose de tratamento radioterapico
meédia foi de 49.1Gy, sendo RC 47,3 x Rl 50,0 (p=0,06).Conclusédo: Nao foi possivel
demonstrar no presente estudo uma relagdo significativa entre a resposta completa
tumoral a terapia neo-adjuvante nos parametros analisados do perfil leucocitario,
incluindo o numero total prévio de leucdcitos, os numero absoluto e relativo de

linfocitos e a relagdo neutrofilos/linfécitos.
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INTRODUCAO

Os bons resultados obtidos com a associagdo da quimioterapia a radioterapia
levaram a adog&o da terapia neo-adjuvante no tratamento do céncer de reto com o
objetivo de promover redugdo do tamanho do tumor, possibilitando melhores
condi¢gdes de ressecabilidade e de preservacgao esfincteriana, levando alguns autores
a sugerir um tratamento ndo operatdrio em casos de resposta completa a terapia neo-

"12)  Nao foi possivel ainda identificar fatores progndsticos capazes de

adjuvante
contribuir para predizer com elevados indices de acerto a ocorréncia de regressao

tumoral em resposta a terapia neo-adjuvante.

Por outro lado, diversos estudos tém sugerido que a resposta imunoldgica
pelo hospedeiro desempenha papel bastante relevante nessa resposta %®°. Varios
aspectos da imunologia tém sido tema de estudos, sendo considerados os fatores
relacionados ao tumor, ao hospedeiro e a sua interagdo. Dentre esses, resultados
mais consistentes tém sido obtidos na avaliacdo da resposta linfocitaria local e
sistémica, caracterizada pela infiltracdo de linfocitos dentro do tecido tumoral e pela
maior presenca de linfocitos circulantes no sangue periférico”® . O valor progndstico
dessa maior expressao sistémica de linfocitos tém sido demonstrado por estudos que
sugerem melhor resposta tumoral a neo-adjuvancia em pacientes que apresentem
maior numero de linfécitos proporcionalmente a todos os neutréfilos, sendo essa
relagdo sintetizada através da equacéo neutrdfilos/linfocitos )

Assim sendo, o objetivo do presente estudo sera analisar o valor prognostico do perfil
leucocitario no sangue periférico com a resposta tumoral a terapia neo-adjuvante,

observada em um grupo de pacientes portadores de cancer retal.
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METODOS

Pacientes

Foram revisados prontuarios de 96 pacientes portadores de cancer retal atendidos
nos Servigos de Radioterapia do Hospital Municipal S&o José (HMSJ), em Joinville e
no Hospital S&do José (HSJ), em Jaragua do Sul, os quais foram submetidos ao
tratamento neo-adjuvante com radioterapia e quimioterapia.

Dentre esses, foram excluidos pacientes com dados incompletos nos prontuarios que
nao permitam avaliagdo dos respectivos desfechos, aqueles sem hemograma
disponivel para avaliagdo, pacientes que nao terminaram o tratamento radio

quimioterapico ou que perderam o seguimento oncoldgico .

Foram entdo avaliados 35 pacientes, sendo 14 do sexo masculino, apresentando
meédia de idade de 55 anos.

A terapia neo-adjuvante foi indicada em pacientes portadores de adenocarcinoma do
reto situados nos tergos médio e inferior, cujo estadiamento sugeriu invasao parietal
com estadiamento T3 ou T4, ou pela presenca de possivel linfadenopatia perirretal.
Todos os pacientes foram submetidos a exame proctolégico, avaliagdo e biopsia
endoscopica por colonoscopia ou retossigmoidoscopia e exame de imagem (
tomografia computadorizada ou ressonancia magnética), além de radiografia do torax

para excluir lesdes metastaticas.

Técnica de neo-adjuvancia

Todos os pacientes foram submetidos a tratamento radioterapico pelas técnicas
bidimensional, com simulagdo realizada com radiografias contrastadas do reto e
bexiga, ou tridimensional, com simulagéo realizada com tomografia computadorizada
e contraste endovenoso. Os volumes de tratamento foram o tumor primario e suas
drenagens linfaticas loco regionais (perirretais, iliacas e obturatorias) sobre os quais
utilizou-se dose de tratamento de 45 Gy a 50.40Gy, administrados em 25 a 28 dias,
de segunda a sexta feira. Foi realizado tratamento com quatro campos, sendo o
paciente colocado em decubito ventral com técnica com “belly-board” para retirada
das algas intestinais e redugao na toxicidade. Os casos com tratamento tridimensional
foram avaliado conforme histograma dose volume, e os casos de tratamento

bidimensional foram avaliado por curvas de tratamento.
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O tratamento quimioterapico consistiu de quimioterapia infusional incluindo o 5-Fluoro-
Uracil (5-FU) e Leucovorin (Lv) nos primeiros e ultimos cinco dias do tratamento
radioterapico ou, alternativamente, pela ingestdo oral de capecitabina, de forma
continua, ao longo de todo o tratamento radioterapico.

A conduta terapéutica quanto a realizagdo ou n&o de tratamento cirurgico foi definida
pelos cirurgides responsaveis por cada caso.

Pacientes submetidos ao tratamento cirurgico tiveram a resposta tumoral definida pela
analise anatomopatolégica do espécime cirurgico, sendo essa classificada como

completa ou incompleta.

Analise do perfil leucocitario

Foi identificado o numero de total de leucdcitos e a expressao de linfocitos por meio
de revisdo do hemograma completo realizado antes do inicio do tratamento
radioterapico e quimioterapico. A relacao entre neutréfilos divididos por linfécitos foi
obtida pelo calculo da relagdo do numero de neutréfilos totais dividida pelo numero de
linfécitos totais (relagdo neutrofilos/linfocitos).

Procedimento dos dados e analise estatistica

Os dados foram armazenados em banco de dados criado no programa Excel da
Microsoft Office 2003, e analisados no programa Statistical Package for the Social
Science (SPSS), versao 17.0.

Aspectos Eticos
O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade da Regido de Joinville

(UNIVILLE). A pesquisa teve inicio ap6s a aprovacdo do Comité de Etica.
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RESULTADOS

Dos 35 pacientes analisados, foram observadas respostas completas clinicas ou
patolégicas em 11 casos (31,4%), Em dois pacientes, optou-se pela observagdo com
revisdes frequentes (resposta clinica), enquanto que em nove casos foi realizado o

tratamento cirurgico (resposta patologica).

Pacientes com resposta completa ndao operados

Os dois pacientes n&do submetidos ao tratamento cirurgico devido a observacdo de
uma resposta tumoral completa pela da avaliagdo por meio do toque retal e
retossigmoidoscopia foram seguidos por um periodo mediano de 24 meses.

A média de idade nesse grupo foi de 82,5 anos e um pacientes era do sexo
masculino.

Nao houve sinais de recidiva tumoral em qualquer um destes pacientes no periodo

observado.

Pacientes operados

Dos 32 pacientes submetidos a ressecgao cirurgica apos a neoadjuvancia, observou-
se resposta completa patolégica em nove (28%). A média de idade desse grupo foi
de 51,9 anos, sendo de 48,8 anos entre aqueles que tiveram resposta completa e 55

em caso de persisténcia tumoral.

Pacientes nao operados
Um paciente apresentou doencga e nao pbéde ser operado por condigdes clinicas. Esse
paciente foi considerado como nao respondedor e dados incluidos na analise .

Analise do perfil leucocitario
Considerando-se o numero total de pacientes que apresentaram respostas completa
ou incompleta a neo-adjuvancia, observamos os perfis leucocitarios respectivos a

cada grupo da seguinte forma:
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Numero total de leucécitos
Conforme demonstrado no quadro 1, ndo foi observada diferenga estatistica em
relagdo ao numero total de leucocitos no hemograma prévio a neo-adjuvancia entre os

pacientes com ou sem resposta completa.

Resposta

completa N Média DP p
Ausente 24 7220 1999,2 0,838
Presente 11 7390 2788,5

Quadro 1. Numero total de leucécitos

Expressao de linfécitos
Conforme demonstrado no quadro 2, ndo foi observada diferenga estatistica em
relagdo ao numero absoluto ou relativo de linfécitos no hemograma prévio a neo-

adjuvancia entre os pacientes com ou sem resposta completa.

Resposta
Completa N Média DP p
Linfécitos
totais
Ausente 24 1960 608,3 0,474
Presente 11 2103 338,9
% Linfécitos
Ausente 24 27 6,0 0,193
Presente 11 31 9,8

Quadro 2. Expressao de linfécitos

Relagao neutrdfilo/linfécito (N/L)
Conforme demonstrado no quadro 3, n&o foi observada diferenga estatistica na
relacdo a relagdo neutrofilos/linfécitos no hemograma prévio a neo-adjuvancia entre

0s pacientes com ou sem resposta completa.
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Resposta

completa N Média DP p
Relagao N/L

Ausente 24 3,7 0,88 0,502

Presente 11 3,5 1,21

Quadro 3. Relagao neutrdéfilo/linfécitos

Dose de tratamento

Embora a dose de tratamento radioterapico administrado ndo estivesse entre as
variaveis inicialmente definidas para analise neste estudo, a diferenga de médias
observada retrospectivamente entre os grupos de resposta completa e incompleta (50
x 47 Gy) nos levou a avaliar seu possivel valor prognéstico. Como demonstrado no

quadro 4, foi observada uma diferenca limitrofe para a significancia (p=0.06).

Resposta

completa N Média DP p
Ausente 24 50 4.4 0,065
Presente 11 47 2,6

Quadro 4. Dose de radioterapia

Paciente excluidos
Apos selecionados 96 pacientes, 35 destes do centro de Joinville e 61 destes do
centro de Jaragua do Sul, foram excluidos 61 casos que né&o preencheram os

critérios para selegéao.
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DISCUSSAO

A resposta antiinflamatoéria tumoral apresenta importante papel na resposta na
evolucdo de tumores, entre eles as neoplasias colorretais. Varios trabalhos relatam
que a infiltragdo tumoral por linfécitos T CD8+, quando ativados, apresenta valor
prognostico e boa correlagdo com o estadiamento da doenga, sugerindo uma possivel
acao que induza apoptose de células tumorais. Essa ativacao linfocitaria pode ser
demonstrada pela expressao local de elementos como granzimas B, CD69 + ou
CD107+. Conforme Koch et. al, o numero de linfécitos CD4T foi observado aumentado
na mucosa de células tumorais em comparagao com a mucosa de tecidos normais,
sugerindo resposta imune aumentada nos tumores colorretais. O valor prognéstico
também foi observado por Naito e cols., analisando 131 casos de céncer colorretal e
correlacionando a localizagédo das células CD8 +, as quais quando presentes proximo

ao ninho de células cancerigenas, apresentaram melhor sobrevida. 3%,

Além da resposta tumoral, existe forte evidéncia da relagdo entre a resposta sistémica
e o prognostico. Diversos autores tém demonstrado que o numero de linfécitos
circulantes, em especial pela analise da relagao neutroéfilos/linfocitos (N/L), apresenta
valor progndstico no cancer colorretal.Liu et al. observaram uma relagao significativa
entre o valor de N/L e a sobrevida de pacientes submetidos ao tratamento de cancer
retal. Hung et at. analisaram 1.040 pacientes portadores de cancer de célon estagio I,
dos quais 785 (75,5%) tiveram uma relagdo N/L normal e 255 (24,5%) apresentavam
uma relagdo N/L elevada. Pacientes com N/L elevada tiveram menores indices de
sobrevida global e intervalo livre de doenga quando comparados a pacientes com N/L

normal.®®

Chiang et al. (2012) avaliaram 3857 pacientes portadores de cancer colorretal estadio
LI e lll e observaram que a relacdo N/L acima de 3 foi associada a maior
sensibilidade e especificidade e menor sobrevida em cinco anos, tanto no cancer do
célon (66,3% x 78,9%; p<0,001) como no cancer retal (60,5% x 66,2%), quando
comparada a pacientes com relacdo N/L abaixo deste valor. Além disto, pacientes
com N/L acima desse nivel apresentaram ainda tumores maiores (5 cm ) e doengas

localmente mais avancadas'”.
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Chua et al analisaram 349 pacientes em duas coortes independentes de pacientes
recebendo primeira linha de quimioterapia paliativa e observaram a relacdo N/L como
fator prognéstico positivo ®.

Relagéo entre a respostas inflamatoria sistémica e a resposta a terapia neo-adjuvante
no cancer retal

Uma vez detectado o valor prognoéstico da resposta inflamatoria sistémica, alguns
autores tém buscado demonstrar sua possivel influéncia nos resultados da radio-
quimioterapia realizada nos tumores do reto. Num estudo que analisou 73 pacientes
operados para o tratamento de cancer do reto apds radio-quimioterapia neo-
adjuvante, obteve se resposta tumoral completa em 10 pacientes (14%), nos quais
observou se contagem periférica de linfocitos significativamente maior (p=0,02) e
relagdo neutroéfilos/linfocitos com tendéncia a ser menor (p=0,099). A partir desses
achados, os autores sugeriram que a completa erradicagdo das células tumorais seja
dependente de reagado imune mediada pelos linfocitos e que a manutencdo do numero
de linfécitos circulantes seja importante nessa resposta a neo-adjuvancia. Os mesmos
autores, em trabalho subsequente, analisaram amostras de sangue colhidas antes e
depois da radioterapia e confirmaram que os pacientes que obtiveram resposta
completa com desaparecimento das células tumorais (15/179) apresentavam elevada
contagem de linfécitos periféricos e baixa relacéo neutréfilos/linfécitos®).

Yasuda e cols analisaram a resposta tumoral a radio-quimioterapia por meio de
enema baritado, observaram também associagdo entre esta e a percentagem de
linfécitos em leucdcitos.  Caruthers e cols. relacionaram os resultados obtidos no
tratamento do cancer de reto em 115 pacientes submetidos a neo-adjuvancia com
radio-quimioterapia com a relagdo neutroéfilos/linfocitos (RNL) obtidos em seu sangue
periférico e observaram que a RNL > 5 estava associada a menor sobrevida geral,
menor tempo para recorréncia local, menor intervalo livre de doencga e apresentaram
sobrevida mediana de 18,8 meses quando comparada a sobrevida mediana de 54,4

meses dos pacientes com RNL < 5 (p<0,001)."'?

Em um interessante desdobramento dos achados, o estudo no qual buscou

correlacionar a resposta tumoral a neo-adjuvancia no céncer retal com o indice
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apoptotico obtido na irradiagéo in vitro de linfocitos obtidos do sangue periférico dos
pacientes. Obtiveram como resultado uma significativa correlagdo entre a apoptose
dos linfécitos e a regressao histolégica, concluindo que a radio sensibilidade tumoral
pode ser estimada pelo indice apoptético dos linfécitos in vitro™?.

Relagéo entre a infiltragédo linfocitaria e a resposta a terapia neo-adjuvante no céncer
retal

Yasuda et al (2011) analisaram por meio de imunoistoquimica o grau de infiltracdo
tumoral (TIL) por linfécitos CD4(+) e CD8(+) em biopsias de 48 casos de céncer retal
avancado antes da realizagado de radio-quimioterapia neo-adjuvante e relacionaram
com a redugao tumoral avaliada por enema baritado e biopsia apds a neo-adjuvancia.
Os numeros de ambos CD4 (+) e CD8 (+)- em amostras de pré-CRT de biopsia foram
fortemente correlacionados com relacdo de redugdo do tumor avaliado por enema
baritado. Além disso, as densidades de CD4 (+) e CD8 (+) TIL foram
significativamente associadas com o grau histolégico apdés a neo-adjuvancia. A
densidade de CD8 (+) TIL foi ainda um fator progndstico independente para alcangar
resposta completa.!

No presente estudo, foi observado ocorréncia de resposta completa tumoral apos a
terapia neo-adjuvante para o tratamento do céncer de reto em 31,4% dos casos,
compativel com aqueles observados na literatura. Entretanto, ndo foi possivel
observar relagdo entre essa e os elementos analisados no perfil leucocitario incluindo
o numero totais de leucdcitos, linfécitos e a relacdo neutrofilo/linfocito. Acreditamos
que o reduzido numero de casos incluidos no estudo possam ter contribuido para

esse achado, em decorréncia de fatores inerentes ao estudo retrospectivo.

Por outro lado, uma tendéncia a correlagdo significativa entre a resposta e a dose
radioterapica administrada nos chamou a atencdo para a necessidade de maior
controle de técnicas no sentido de reduzir a variabilidade entre os tratamentos,
estabelecendo protocolos mais rigidos para a otimizagdo dos resultados na neo-
adjuvancia.Esperava se um relagdo neutrofilo linfécito no pacientes respondedores
acima de 3 e com diferenga estatisticamente significativa em relacdo aos pacientes
nao respondedores .
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CONCLUSOES

N&o foi possivel demonstrar, no presente estudo, relagéo significativa entre a resposta
completa tumoral a terapia neo-adjuvante nos paréametros analisados do perfil
leucocitario, incluindo o numero total prévio de leucécitos, os numero absoluto e

relativo de linfécitos e a relagcédo neutrofilos/linfocitos.
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7 ANEXOS

ANEXO - Tabela de Graduagao a Resposta Patologica

Dwoark et. aL.

Rodel et. al.

0. Sem Regressao

1. Predominancia de tumor

Com fibrose e/ou vasculopatia

2.Predominancia de fibrose com tumores

esparsos (reconhecidos histologicamente)

3 .Células tumorais esparsas em meio a

fibrose com ou sem mucina

4 .Sem células tumorais detectaveis

0.Sem regressao

1.Regressdo menor que 25%

2.Regressao de 25-50% da leséo

3.Regressao maior que 50% da

4 .Regressao completa



