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RESUMO

COLETTI, L. M. Associacdo do polimorfismo ACVR2B e dos niveis de GDF-15 e
adiponectina com a perda de peso em pacientes com cancer gastrointestinal. 74f. 2024.
Defesa de dissertagdo para obtencdo do titulo de Mestra — Programa de po6s-graduacdo em

Biotecnologia Aplicada a Saude, Universidade de Ribeirdo Preto, Ribeirdo Preto, 2024.

A perda de peso é comum em pacientes oncoldgicos, especialmente aqueles com cancer no trato
gastrointestinal (CGIl), tanto antes do diagndstico quanto apds o inicio do tratamento
qguimioterapico. Essa perda de peso resulta em complicacdes cirlrgicas, taxas de mortalidade
mais elevadas, maior risco de toxicidade relacionada aos quimioterapicos e reducdo na
intensidade e na taxa de resposta ao tratamento anticancer. No entanto, a deteccdo precoce da
perda de peso relacionada ao cancer durante a quimioterapia permanece desafiador. Nesse
contexto, pesquisas atuais buscam identificar potenciais biomarcadores para a deteccao precoce
desta perda de peso. Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar os polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs) no gene FOX03, ACVR2B e SELP, além dos niveis circulantes de
adiponectina (ApN) e do fator de diferenciagéo de crescimento 15 (GDF-15) em pacientes
brasileiros com CGl, considerando pacientes com perda e sem perda significativa de peso, bem
como em individuos controles (auséncia de cancer). Para isso, foram realizadas coletas de
sangue e a aplicacdo de um questionario para a coleta de dados dos individuos selecionados.
Posteriormente, a genotipagem foi realizada por meio da técnida de PCR quantitativo para a
identificacdo dos SNPs nos genes FOXO3 (rs1935949), FOXO03 (rs4946935), ACVR2B
(rs2268757) e SELP (rs6136). A quantificacdo e comparacdo dos niveis plasmaticos de ApN e
GDF-15 foram feitas pelo Ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA). Os resultados
mostram que, entre 0s genes selecionados, apenas 0 SNP rs2268757 no gene ACVR2B esta
associado a perda de peso. Também foi demostrado que os niveis de ApN e GDF-15 estdo
elevados em pacientes com CGI e perda de peso, independente do sexo. No entanto, foi
encontrada uma correlagéo fraca entre os niveis plasmaticos de ApN e a porcentagem de perda
de peso apds o inicio da quimioterapia. Portanto, é possivel concluir que: i) 0 SNP rs2268757
no gene ACVR2B foi associado a perda de peso em pacientes com CGl; ii) niveis de ApN e

GDF-15 estdo elevados em individuos com CGI e perda de peso.



Palavras-chave: Cancer gastrointestinal, caquexia, polimorfismo, adiponectina e

quimioterapia.



ABSTRACT

Weight loss is common in cancer patients, particularly those with gastrointestinal cancer (Gl),
both before diagnosis and after starting chemotherapy. This weight loss leads to surgical
complications, higher mortality rates, increased risk of chemotherapy-related toxicity, and
reduced intensity and response rates to anticancer treatment. However, early detection of
cancer-related weight loss during chemotherapy remains challenging. Current research aims to
identify potential biomarkers for the early detection of this weight loss. Therefore, the objective
of this study was to evaluate single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the FOXOS3,
ACVR2B, and SELP genes, as well as circulating levels of adiponectin (ApN) and growth
differentiation factor 15 (GDF-15) in Brazilian patients with Gl cancer, considering patients
with and without significant weight loss, as well as healthy controls. Blood samples were
collected, and a questionnaire was administered to gather data from the selected individuals.
Subsequently, genotyping was performed using quantitative PCR to identify SNPs in the
FOXO03 (rs1935949), FOXO03 (rs4946935), ACVR2B (rs2268757), and SELP (rs6136) genes.
The quantification and comparison of serum levels of ApN and GDF-15 were done using
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). The results show that among the selected
genes, only the SNP rs2268757 in the ACVR2B gene is associated with weight loss. It was also
demonstrated that ApN and GDF-15 levels are elevated in patients with GI cancer and weight
loss, regardless of gender. However, a weak correlation was found between serum ApN levels
and the percentage of weight loss after the start of chemotherapy. Therefore, it can be concluded
that: 1) the SNP rs2268757 in the ACVR2B gene is associated with weight loss in patients with
Gl cancer; ii) ApN and GDF-15 levels are elevated in individuals with GI cancer and weight

loss.

Keywords: Gastrointestinal cancer, cachexia, polymorphism, adiponectin and chemotherapy.
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1. INTRODUCAO
1.1. Cancer Gastrointestinal (CGI)

O céancer abrange um conjunto de doencas cujas células sofrem mutagdes, evoluem e se
proliferam anormalmente, podendo invadir e colonizar outros tecidos diferentes daquele no
qual o cancer se originou, processo este denominado de metéastase (Alberts et al. 2017). A
incidéncia de novos casos de cancer no Brasil para cada ano do triénio 2023-2025 seré de
704.000 novos casos, sendo que os tumores malignos mais incidentes no pais sao: o de pele ndo
melanoma, mama feminina, prostata, colon e reto, pulmao e estdbmago (INCA, 2022b).

De acordo com a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS, 2020), o cancer é
resultado de combinacBes de fatores genéticos e epigenéticos, como exposi¢cdo a radiacdo
ultravioleta e ionizante, substancias quimicas cancerigenas, envelhecimento e agentes
bioldgicos cancerigenos. Além disso, o consumo de tabaco, alcool e uma dieta pouco saudavel
sdo os principais fatores de risco para o desenvolvimento da doenca, juntamente com algumas
infeccOes cronicas, como a infeccdo pelo Helicobacter pylori, o papilomavirus humano (HPV)
e 0s virus da hepatite B e C (OPAS, 2020). Associados a estes fatores, a obesidade também
representa um importante fator de risco para o desenvolvimento dos canceres associados ao
trato gastrointestinal (TGI) (Islami et al., 2018; Morgan et al., 2022).

O céncer gastrointestinal (CGI) abrange tumores do es6fago, estdmago, intestino
delgado, célon figado, pancreas e reto, sendo no Brasil o cancer de célon e reto o0 segundo mais
incidente em ambos os sexos (Instituto Nacional do Céncer - INCA, 2022a; Vieira; Fortes,
2015). O INCA em 2018 relatou que o Sistema Unico de Saude (SUS) utilizou
aproximadamente R$ 545 milhdes de reais em procedimentos hospitalares e ambulatoriais para
atender pacientes com cancer de intestino. Ainda de acordo com o INCA, destes pacientes,
cerca de 30% desses casos poderiam ter sido evitados com alimentacdo saudavel, pratica de
atividade fisica e reducdo do consumo de bebidas alcoolicas. Tais medidas profilaticas
reduziriam os gastos publicos com o tratamento contra o cancer de intestino em valores que
poderiam chegar a R$ 1 bilhdo de reais até 2030. Portanto, o desenvolvimento e a aplicacdo de
estratégias de prevencédo e a deteccdo precoce (rastreamento) destes tumores podem reduzir a
incidéncia e a mortalidade, bem como aumentar a expectativa de vida dos pacientes com cancer.
Além disso, do ponto de vista financeiro, a aplicagdo destas medidas reduziria drasticamente 0s
custos do sistema publico de saide (INCA, 2023).

Pacientes com CGI apresentam maior prevaléncia de perda de peso quando comparado

com 0s outros tipos de tumores (Caillet et al., 2017). Nos canceres pancreatico e gastrico, 0s
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pacientes apresentam frequéncia de perda de peso acima de 60 a 80%, enquanto nos canceres
de pulmao, colorretal ou prostata a incidéncia é superior a 50% (Argilés et al., 2014; Dewys et
al., 1980). A perda de peso pode ocorrer antes do inicio do tratamento devido a obstrucéo do
TGI pela massa tumoral, provocando inflamacéao sistémica crénica (Schcolnik-Cabrera et al.,
2017). Além de prejudicar a conducéo do alimento pelo TGI, a presenca do tumor também pode
afetar a absorcdo de nutrientes de forma direta ou indireta (Dhanapal, Saraswathi e Govind
Rajkumar, 2011; Schcolnik-Cabrera et al., 2017). Por exemplo, pacientes com tumores
pancreaticos, apresentam obstrucdo do ducto pancreatico e da segunda por¢do do duodeno,
resultando em sintomas como dor, gastroparesia, estenose duodenal e constipacgao, que por sua
vez podem levar a perda de peso. Tumores no es6fago e estbmago frequentemente causam
disfagia, restringindo mecanicamente a capacidade de ingestdo de alimento (Ockenga e
Valentini, 2005; Tan et al., 2014).

1.2. A perda de peso em pacientes oncoldgicos é um processo complexo e multifatorial

O tecido muscular esquelético é o principal alvo de degradacdo para a producdo de
energia em pacientes oncologicos com perda de peso, apresentando ou nédo lipdlise do tecido
adiposo, 0 que pode resultar em desnutricdo ou no desenvolvimento da Sindrome Caquexia
Associada ao Cancer (Oliveira e Gomes-Marcondes, 2016; Rausch et al., 2021). Em alguns
casos, a perda de peso pode ser ocultada pela presenca simultanea de obesidade, na qual a
diminuicdo da massa muscular é compensada pelo acimulo de gordura (Fearon, Glass e
Guttridge, 2012a).

A desnutricdo esta diretamente relacionada ao estado nutricional do individuo e pode
ser revertida pela ingestdo caldrica adequada (Meza-Valderrama et al., 2021). Por outro lado, a
caquexia estd relacionada ndo apenas a composi¢do corporal, mas também as alteracdes
metabolicas e enddcrinas, ativacdo do sistema imunologico e aos efeitos toxicos da
quimioterapia. Em conjunto, esses fatores contribuem para o desbalanco entre 0s processos
anabolicos e catabdlicos, desequilibrio bioquimico, aumento da lipdlise, disfuncdo
mitocondrial, anorexia e alteragfes no tecido adiposo branco (Oliveira e Gomes-Marcondes,
2016; Rausch et al., 2021). Fearon et al. (2011), definiram o diagndstico de caquexia com base
em 3 critérios: (1) perda de peso >5%; ou (2) IMC <20 kg/m? associado a perda de peso >2%;
ou (3) o diagndstico de sarcopenia acompanhado de perda de peso >2%, levando em
consideracdo a reducao da ingestdo alimentar e a inflamag&o sistémica.

O desenvolvimento de caquexia € influenciado pelo tipo de cancer e pelas caracteristicas

individuais do paciente, ndo estando claro ainda os mecanismos moleculares envolvidos (Figura
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1) (Daou, 2019). E agravada pelo catabolismo da massa muscular pré-existente e exacerbada
pela terapia contra o cancer, devido a fatores que aumentam a resposta catabdlica (Fearon;
Arends; Barocos, 2012).
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Figura 1 - Esquema ilustrativo dos tecidos e 6rgaos afetados pela caquexia associada ao tumor primario. Adaptado
de Han et al., (2021).

Apesar da importancia dos quimioterapicos no tratamento anticanceres, existem cada
vez mais evidéncias que sugerem o envolvimento indireto destes farmacos na perda de peso e
no enfraquecimento da musculatura esquelética devido as alteracdes no paladar e olfato,
resultando no comprometimento do apetite e na ingestéo alimentar (Caillet et al., 2017; Martin
e Freyssenet, 2021; Pin et al., 2019). Além disso, os quimioterapicos podem apresentar efeitos
colaterais diretos no TGl como: nauseas, anorexia, constipacado, diarreia e vomito (Da Rocha et
al., 2019).

A medida que a perda de peso progride, a sensibilidade dos pacientes as intervencdes
farmacolodgicas e nutricionais diminui, resultando em complicagfes cirdrgicas, taxas de
mortalidade mais elevadas, maior risco de toxicidade relacionada aos medicamentos
quimioterapicos e reducdes na intensidade e na taxa de resposta ao tratamento anticancer
(Arends et al., 2021; Wheelwright et al., 2013). N&o é possivel prever quem desenvolvera ou

ndo perda de peso apos o inicio da quimioterapia, principalmente no contexto da caquexia,
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devido a alteracfes metabdlicas e inflamatdrias associadas a patologia. Logo, tém se explorado
novos potenciais marcadores genéticos com o objetivo de possibilitar a identificacdo precoce
da perda de peso e, assim, permitir a implementacdo de medidas preventivas (Johns et al.,
2017).

1.3. Biomarcadores genéticos na caquexia

O fato de a caquexia afetar mdltiplos 6rgdos torna o seu diagndstico e manejo
desafiador. O principal critério de diagnostico da sindrome € a perda de peso, no entanto, as
diferengas nas defini¢cGes usadas pelos pesquisadores e profissionais da salde resultam em
menor prevaléncia da doenca, inconsisténcia entre estudos e populagdes, e dificuldades na
busca por tratamento (Karuppannan, Muthanna e Mohd Fauzi, 2024). Atualmente o0s
biomarcadores para o diagndstico da caquexia devem ser feitos por meio amostras de
plasma/soro e ndo serem influenciados por fatores como infecgdes, comorbidades, terapia ou
idade (Geppert e Rohm, 2024). Estudos anteriores identificaram potenciais biomarcadores nas
citocinas pro-inflamatorias, lipidios, microRNAs e produtos de degradacdo de proteinas
(Argilés, Lopez-Soriano e Busquets, 2019; Cao et al., 2021). No entanto, apesar de promissores,
ndo foram aprovados como testes de diagnostico clinico.

Nesse sentido, as vias catabolicas e os marcadores inflamatérios tém sido alvo de estudo
como biomarcadores, uma vez que o catabolismo da massa muscular esquelética e a inflamacéo
sdo caracteristicas-chave da caquexia(Johns et al., 2017). A degradacdo do musculo esquelético
ocorre devido ao desequilibrio entre as vias de atrofia e hipertrofia, sendo o fator de transcri¢édo
Forkhead Box O3 (FOXO03), além de regular processos de longevidade e autofagia, um indutor
da atrofia do musculo esquelético (Fearon, Glass e Guttridge, 2012b;Rausch et al., 2021).

Pacientes oncoldgicos com perda de peso apresentam niveis elevados de citocinas pro-
inflamatdrias e baixos niveis de IGF-1, resultando na reducao do anabolismo devido a supressao
da via PISK/AKT (Baracos et al., 2018; Clarke et al., 2007). Essa supressao leva a
defosforilacdo e translocacdo de FOXO3 para o nucleo, o que induz a transcri¢do de fatores
catabolicos, como MuRF-1 e MAFBX, que por sua vez direcionam proteinas da maquinaria
contrétil para a degradacdo pelo sistema ubiquitina-proteassoma (SUP), resultando na atrofia
muscular esquelética (Figura 2) (Baracos et al., 2018; Clarke et al., 2007). Adicionalmente, a
presenca de Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs) no gene FOXO3 em pacientes
caquéticos - que consistem em substituicdes de um Unico nucleotideo em locais especificos do
genoma - foram associados ao aumento do catabolismo do tecido muscular esquelético e a perda
de peso (Johns et al., 2017).
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Figura 2 — Via de sinaliza¢éo do gene FOXO3. A diminuigdo dos niveis de IGF-1 e 0 aumento de citocina pro-
inflamatorias resultam na inibig&o da via PI3BK/AKT e supressao via anabélicamTOR e ativacdo da via catabdlica
por defosforilacdo e translocacdo do fator de transcricdo FOXO3 para o nlcleo. No nucleo, FOXO3 ativa a
transcrigdo de MuRF-1 e MAFBX, direcionando proteinas da maquinaria contrétil celular para o SUP. Adaptado
de McKinnell e Rudnicki, (2004)

Além da via de degradacdo proteica mediada por FOXQO3, o receptor de ativina tipo 2B
(ACVR2B) é amplamente estudado no contexto da perda de peso por mediar a sinalizacéo das
proteinas pertencentes a familia do fator de crescimento transformador beta (TGF-f), como a
miostatina (GDF8), ativina A, GDF11 e GDF5 (Benny Klimek et al., 2010; Caestecker, de,
2004). Apos a ligacdo dessas proteinas ao receptor ACVR2B, ocorre a fosforilagdo e ativacao
dos fatores de transcricio SMAD2 e SMAD3, os quais inibem a via Akt/mTOR e regulam
positivamente a expressao de FOXO, resultando em atrofia muscular por meio da transcri¢éo
de MuRF-1 e MAFBX (Figura 3) (Setiawan et al., 2023). Uma das estratégias investigadas em
estudos com roedores para prevenir e reduzir a perda de massa muscular na caquexia € o
bloqueio dos ligantes ao receptor ACVR2B (Nissinen et al., 2016). Semelhante a isso, em
camundongos caquéticos, a superexpressdo de SMAD7 por meio de vetores virais restringiu a
ativacdo de SMAD2 e SMAD3, resultando em aumentos na massa e na funcdo muscular, que
foi associado a reducdo da expressdo de MuRF1 e MAFbx (Winbanks et al., 2016).
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Figura 3 — Sinalizac¢éo intracelular induzida pela ligagdo da miostatina ou ativina ao seu receptor de
ACVR2B. A ligacdo da miostatina ou ativina ao receptor ACVR2B promove a fosforilacdo dos fatores de
transcricdo SMAD2 e SMAD3, que inibem a via Akt/mTOR e regulam positivamente a expressdo de FOXO,
resultando na degradagdo das proteinas musculares via SUP. Adaptada de Hulmi et al. (2021).

No contexto da inflamacdo, a P-selectina, também conhecida como antigeno CD62, é
uma glicoproteina transmembrana do tipo 1 pertencente ao grupo de moléculas de adesdo
celular dependentes de célcio, expressa em plaquetas e células endoteliais (CEs) (Ley, 2003).
Em condicBes normais, plaquetas e CEs expressam baixos niveis de P-selectina. Entretanto,
durante a inflamacdo induzida pela interacdo célula-hospedeiro-tumor, ha aumentos na
liberacdo da molécula de adesdo celular P-selectina, promovendo maior interacdo entre as
plaquetas e CEs com leucdcitos (Faraday et al., 2001; Ling et al., 2023). Apds a exposi¢do do
endotélio a fatores inflamatoérios, ocorre a exocitose do corpo de Weibel-Palade (WPB),
resultando na translocacdo de P-selectina para a membrana plasmaética das CEs e plaguetas. A
P-selectina se liga ao ligante P-selectina glicoproteina ligante-1 (PSGL-1), mediando a captura
e o rolamento dos leucécitos nas CEs, o que promove a migracao dos leucdcitos para o tecido
em processo inflamatorio (Figura 4) (Hellen et al., 2022; Ley et al., 2007).
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Figura 4 — A exposicdo do endotélio a fatores inflamatorios induz a exocitose dos WPB, resultando na
translocacéo da P-selectina para a membrana plasmatica das CEs e plaquetas. A P-selectina liga-se ao PSGL-1,
mediando a captura e o rolamento dos leucdcitos na corrente sanguinea e promovendo sua migragéo para os tecidos
em processo inflamatorio. Ling et al. (2023)

Além do papel na inflamacdo, a expressdo de P-selectina foi associada a reducdo da
massa muscular do gastrocnémio em camundongos, por meio da regulago positiva dos niveis
de MuRF-1, MAFbx e FOXOL1 (Tan et al., 2012b). A interacdo entre a P-selectina e seu ligante
PSGL-1 induz a liberacdo de IL-8 pelos neutrofilos por meio da via ERK1/2. Os altos niveis de
IL-8 aumentam a expressdao de FOXO1, o que resulta na regulacdo positiva de MuRF-1 e

MAFbx, gerando a atrofia muscular na caquexia associada ao cancer (Callaway et al., 2019).

1.3.1. Citocinas como biomarcadores na caquexia

Conforme discutido anteriormente, as principais causas da caquexia do cancer
envolvem alteragcBes metabdlicas que afetam maultiplos 6rgdos, levando a liberagdo de fatores
de caquexia pelos tumores ou células hospedeiras (Figura 2). Esses fatores desempenham papel
crucial na sinalizacdo entre os érgdos, provocando disturbios na comunicacdo intertecidual. Em
resposta, 0s 6rgaos ou tecidos hospedeiros podem secretar diversos fatores de caquexia que
podem tanto inibir quanto promover a progressao tumoral (Wang et al., 2024). Embora o tecido
adiposo ndo seja o primeiro tecido a ser degradado na perda de peso em pacientes oncoldgicos,
ele possui papéis metabolicos (ao armazenar triglicerideos) e enddcrino importantes (ao secretar
fatores sinalizadores - como as adipocinas, incluindo a adiponectina, resistina, leptina, TNF-a.
e IL-6) (Mattu e Randeva, 2013).

A adiponectina (ApN) é secretada principalmente pelos adipdcitos na corrente
sanguinea e, desempenha um papel crucial na sinalizag&o entre o tecido adiposo branco e outros
tecidos (Wang e Scherer, 2016). Os niveis de ApN circulantes sdo influenciados por uma
variedade de fatores, incluindo fatores de transcri¢do, inflamatdrios, ambientais, dietéticos e
hormonais (Hotta et al., 2000). Em relacdo ao dismorfismo sexual, foram observadas
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concentracdes de ApN mais elevadas em fémeas em comparagdo com machos, tanto em
roedores quanto em humanos saudaveis. Isso tem sido atribuido a acdo da testosterona, que atua
como um fator inibidor na producdo ApN de alto peso molecular, que é a forma mais ativa
disponivel no plasma (Nishizawa et al., 2002). Além disso, a expressdo dos receptores de ApN
no tecido muscular esquelético é diferente entre os sexos, sendo mais expressa nos homens, o
que contribui para os niveis circulantes mais baixos da ApN em comparacdo as mulheres
(Storgaard et al., 2007).

Os niveis de ApN séo inversamente proporcionais ao IMC e a adiposidade, podendo ser
encontrados em baixos niveis em algumas condigdes patoldgicas, como a obesidade
(Frankenberg, VVon, Reis e Gerchman, 2017). Isso é atribuido ao estado inflamatoério cronico
induzido pela liberacdo de citocinas pré-inflamatorias pelo tecido adiposo (IL-6, IL-8, TNF-a)
e pela leptina, os quais inibem a transcricdo de ApN, resultando na diminuicdo dos niveis
circulantes na obesidade (Parida, Siddharth e Sharma, 2019). Além disso, a reducdo dos niveis
de ApN diminui a sensibilidade & insulina e a insercdo de GLUT-4 na membrana celular,
aumentando o risco de diabetes tipo 2 (Ceddia et al., 2005; Parida, Siddharth e Sharma, 2019).
Devido a relacdo inversa da ApN com o IMC e a adiposidade, pesquisas tém se concentrado na
investigacdo da associacdo do aumento do seus niveis com a perda de peso e a caquexia
associada ao cancer, principalmente em estagios mais avancados da doenca (Cnop et al., 2003;
Mannelli et al., 2020)

O Sistema Nervoso Central (SNC) também ¢ afeitado pela liberacdo de citocinas na
corrente sanguinea (Tsai et al., 2018). O fator de diferenciacdo de crescimento 15 (GDF-15),
também conhecido como citocina 1 inibitéria de macréfagos (MIC-1), é um membro da
superfamilia TGF-pB, secretado em niveis elevados em resposta ao estresse celular, danos
teciduais e por células tumorais (Tsai et al., 2018). Ap0s a liberacdo no plasma, o0 GDF-15 ira
atuar na area postrema (AP) e no nucleo do trato solitario (NTS) , ligando-se ao neuroreceptor
GFRAL e formando o complexo GDF15/GFRAL com o correceptor RET. Em seguida,
moléculas de sinalizacdo intracelular - como a quinase regulada por sinal extracelular (Erk1/2),
Akt e fosfolipase C-gama (PLC) - séo fosforiladas, resultando na diminuigdo do apetite e da
ingestdo alimentar (Figura 5) (Ahmed et al., 2021; Hsu et al., 2017).
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Figura 5 — Sinalizacdo molecular do GDF-15 na caquexia. Apos ser secretado pelo tumor, 0 GDF-15 ira atuar
na AP e no NTS, se ligando ao neuroreceptor GFRAL e formando o complexo GDF15/GFRAL com o correceptor
RET. Esse complexo ativa e fosforila as vias de sinalizagdo Erk, Akt e PLC, levando a redu¢do do apetite e da
ingestdo alimentar. Adaptada de Siddiqui et al. (2022).

Na caquexia, os estudos sugerem que o GDF-15 influencia indiretamente tanto a
degradacdo da massa muscular esquelética quanto do tecido adiposo, devido ao déficit
energético causado pela reducgdo da ingestao alimentar e do apetite (anorexia) por meio da acao
no SNC (Breit, Brown e Tsai, 2021). Os quimioterapicos a base de platina provocam efeitos
colaterais como émese e anorexia, € pesquisas estdo explorando o papel do GDF-15 como
causador desses sintomas (Breen et al., 2020). Terapias a base de platina aumentam os niveis
de GDF-15 em pacientes com carcinoma pulmonar de células ndo pequenas (NSCLC), cancer
colorretal e cancer de ovério (Breen et al., 2020). A inibicdo de GDF-com um anticorpo
produzido em primatas ndo humanos reduziu a incidéncia de émese ap6s o tratamento com
cisplatina, demostrando a atuacdo da citocina como um dos possiveis causadores da émese
(Breen et al., 2020). Com base nos aspectos exposto acima, pesquisas em modelos animais e
em humanos buscam tratamentos para a caquexia baseados na inibicdo de GDF15/GFRAL
(Kadakia, Hamilton-Reeves e Baracos, 2023; Suriben et al., 2020).
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2. HIPOTESE

Portanto, considerando a dificuldade de prever quem desenvolvera perda de peso apos
0 inicio da quimioterapia, a presente Dissertacdo de Mestrado testou a seguinte hipotese:
pacientes brasileiros com CGI com perda de peso apresentam uma maior frequéncia de alelos
de risco nos SNPs FOXO3 (rs1935949), FOXO03 (rs4946935), ACVR2B (rs2268757) e SELP
(rs6136), bem como niveis elevados de ApN e GDF-15 em comparagdo com 0s grupos controle

e sem perda de peso.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Avaliar os SNPs nos genes FOX03, ACVR2B e SELP e os niveis de ApN e GDF-15
em pacientes brasileiros com cancer no trato gastrointestinal, considerando pacientes com perda

e sem perda significativa de peso, bem como em individuos controles.

3.2. Objetivos Especificos

1- Awvaliar a perda de peso dos pacientes com cancer no trato gastrointestinal ap6s o inicio
do tratamento quimioterapico;

2- Avaliar a relacdo entre os sinais e sintomas apresentados pelos pacientes com cancer no
trato gastrointestinal durante a quimioterapia, por meio do Questionario de Avaliacdo
Global e Alimentar do Paciente Oncoldgico, com a perda de peso;

3- Quantificar os niveis de ApN e GDF-15 no plasma dos pacientes com cancer no trato
gastrointestinal (com perda e sem perda de peso) e individuos controles (auséncia de
cancer);

4- Genotipar 0s SNPs genes FOXO3 (rs1935949), FOXO3 (rs4946935), ACVR2B
(rs2268757) e SELP (rs6136) em pacientes com cancer no trato gastrointestinal (com

perda e sem perda de peso) e comparar com individuos controles.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Aprovacédo do Comité de Etica

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa CEP-CONEP-
Plataforma Brasil (NUmero do Parecer 5.968.150). O consentimento dos pacientes oncologicos
com perda e sem perda e individuos controles em participar desta pesquisa foi obtido apds a
explicagdo e o detalhamento dos objetivos e dos procedimentos metodolégicos. Os individuos
que concordaram em participar assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (apéndices 2 e 3), garantindo o anonimato das informacdes fornecidas e a liberdade de

deixar a pesquisa e a retirada do material biol6gico a qualquer momento.

4.2. Célculo amostral da populacéo de estudo
O calculo amostral foi baseado no trabalho de Barbosa et al. (2012), outro trabalho
populacional do grupo de pesquisa, que estudou polimorfismos presentes no gene que codifica
a enzima cotecol metil transferase em pacientes com fibromialgia.
N = (Zo/2. & E)?
onde: N — tamanho da amostra; Za/2 — valor critico para o grau de confianca desejado,
usualmente: 1,96 (95%); 6 — desvio padrdo populacional da variavel, E — erro padréo,
usualmente: +5% da proporc¢do dos casos (precisdo absoluta), ou +5% da média (1,05xmédia).
Cada grupo deveria consistir em n= 76,8 pacientes. No intuito de avaliar tanto a populagéo
oncolodgica quanto a saudavel, a amostra do presente Projeto de Pesquisa foi dividida em trés
grupos distintos: pacientes oncoldgicos com perda de peso, pacientes oncologicos sem perda

de peso e individuos saudaveis (Figura 6)
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Figura 6 — Exemplificacdo da sele¢do dos individuos da pesquisa. No Instituto RibeirdoPretano de Combate ao
Cancer foram selecionados os pacientes oncoldgicos com CGl, sendo aqueles com perda de peso >5% apos o
inicio do tratamento quimioterapico (QT) agrupados ao Grupo Perda. Os pacientes que ndo apresentaram perda de
peso >5% ou que ganharam peso ap6s o inicio do QT foram incluidos no Grupo Sem Perda. No Laboratério de
Andlises Clinicas (LAC)- UNAERP, foram coletados os individuos saudaveis (auséncia de cancer) e agrupados
no Grupo Controle. Todos os individuos assinaram o Termo de Livre Consentimento Esclarecido (TCLE), e
responderam ao Questionario de Avaliacdo Global e Alimentar do Paciente Oncoldgico. Também foram coletadas
amostras bioldgicas para futuras analises.

4.3. Populagéo de Estudo
4.3.1.Pacientes Oncologicos com perda de peso (Grupo Perda)

Apds a aprovagdo do Comité de Etica, a coleta dos pacientes oncoldgicos foi realizada
sob supervisdo do responsavel Prof. Dr. Adilson Aparecido no Instituto Ribeirdopretano de
Combate ao Céncer — RP (anexo 1).

Participaram desse estudo pacientes que atenderam aos seguintes critérios de inclusao:

diagnostico de CGI (es6fago, estbmago, intestino delgado, célon, figado, pancreas e reto), de
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ambos 0s sexos, adultos (acima de 18 anos) e idosos (até 90 anos), com ou sem alteraces
metabdlicas (doencgas crbnicas ndo transmissiveis), que ja iniciaram o primeiro ciclo do QT,
com ou sem radioterapia, e que apresentaram perda de peso >5% nos seis meses apos o inicio
do tratamento anticancer (Fearon et al. 2011). A selecdo dos participantes do Grupo Perda
ocorreu apo6s a confirmacdo da perda de peso >5% no prontudrio médico dos pacientes
oncoldgicos durante a quimioterapia.

Foram excluidos pacientes com idade inferior a 18 anos e acima de 90 anos, auséncia
de CGl, sem tratamento quimioterapico, perda de peso <5% apds o inicio tratamento anticancer,
auséncia de exames bioquimicos, portadores de HIV e distlrbios autoimunes e auséncia de

historico médico.

4.3.2.Pacientes Oncoldgicos sem perda de peso (Grupo Sem Perda)

Foi incluido individuos com CGI, ambos os sexos, adultos e idosos, com ou sem
alteracdes metabolicas, que ja haviam iniciado o primeiro ciclo do tratamento quimioterapico,
com ou sem radioterapia, auséncia de perda de peso/manutencédo ou presenca de ganho de peso
ao dar inicio a quimioterapia. Foram excluidas pessoas com idade inferior a 18 anos e acima de
90 anos, auséncia de CGI, auséncia de QT, presenca de perda de peso >5% ap0s o inicio do
tratamento quimioterapico, auséncia de exames bioquimicos, portadores de HIV e disturbios
autoimunes e auséncia de histérico médico. A selecdo dos participantes do Grupo Sem Perda
foi realizada ap6s confirmar a auséncia de perda de peso ou 0 ganho de peso no prontuario
médico dos pacientes oncoldgicos durante a quimioterapia.

4.3.3.Individuos com auséncia de cancer (Grupo Controle)

As amostras bioldgicas foram coletadas no laboratorio de andlises clinicas (LAC) -
UNAERP sob autorizacdo da responsavel Carla Denipotte Gallon Pitta (anexo 2). A selecédo
foi realizada baseada no pareamento com os pacientes oncolégicos com perda de peso >5% de
acordo com o sexo e idade. Foram incluidos individuos de ambos os sexos, adultos e idosos, e
excluiu-se individuos com presenca de cancer ou historico médico, portadores de HIV,
disturbios autoimunes, e individuos classificados com obesidade de acordo com o indice de

Massa Corporal.

4.4. Avaliagio dos Parametros Clinicos e Antropometricos
Os dados de identificagdo (nome, idade, sexo, raca, naturalidade e estado civil), historico

oncoldgico (tipo de tumor, estagio, estadiamento, presenca ou ndo de metéastase, agentes
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quimioterapicos, radioterapia e cirurgias) historico patoldgico (medicamentos, doengas
cronicas ndo transmissiveis, tabagismo, etilismo e outras patologias) e histérico familiar de
cancer foram coletados do prontuario médico do Instituto Ribeirdopretano de Combate ao
Cancer- Ribeirdo Preto. Por meio do mesmo, foram coletados a altura e o peso do paciente no
momento do diagndstico e no momento do recrutamento do estudo para o célculo do indice de
Massa Corporal (IMC) e avaliagcdo do estado nutricional para adultos (18 a 60 anos) segundo a
OMS (2000) e idosos (>60 anos) segundo OPAS (2001) (Tabela 1). As medidas
antropomeétricas foram aferidas no momento da triagem médica pela equipe multiprofissional

do proprio hospital a cada inicio do novo ciclo quimioterapico de cada paciente oncoldgico.

Tabela 1 — Classificagdo do estado nutricional em adultos e idosos através do indice de Massa Corporal (IMC).

ADULTOS (OMS, 2000)

IMC (kg/m?) Classificacéo
<18,5 Magreza
18,5a249 Eutrofia
25,0a29,9 Sobrepeso
30,0a34,9 Obesidade grau |
35,0a39,9 Obesidade grau 1l
>40 Obesidade grau Il
IDOSOS (OPAS, 2001)
IMC (kg/m?) Classificacao
<23 Magreza
23a28 Eutrofia
28a 30 Sobrepeso
>30 Obesidade

Os pacientes recrutados foram entrevistados por meio do Questionario de Avaliacao
Global e Alimentar no Paciente Oncoldgico (APENDICE 1) baseado em um compilado de
questdes retiradas dos questionarios: Consenso Brasileiro de Caquexia/Anorexia em Cuidados
Paliativos (ABCP, 2011), Avaliacdo Subjetiva Global Produzida Pelo Paciente (ASG-PPP)
(Gonzalez et al., 2010), instrumento QLQ-C30 (Quality of Life Questionnaire) (Franceschini
etal., 2010) e miniCASCO (Argilés et al., 2017). O questionario abrange perguntas envolvendo

a performance fisica, qualidade de vida e sintomas gastrointestinais.

4.5. Procedimentos
4.5.1. Coleta e Processamento das Amostras

Foram coletados 5 mL de sangue periférico dos pacientes recrutados utilizando tubos
BD Vacutainer (K2 EDTA (K2E) 7.2 mg Plus Blood Collection Tubes) e processadas no
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Laboratorio de Biologia Molecular- UNAERP, autorizado pelo coordenador da Unidade de
Biotecnologia Mozart Marins (anexo 3). As amostras de sangue foram devidamente etiquetadas
e transportadas em caixa térmica contendo gelo pér no maximo 1 hora, conforme os requisitos
da Diretoria Colegiada (RDC) 20/2014 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)
e Portaria Conjunta Ministério da Saude (MS)/Anvisa 370/2014. O sangue coletado foi
centrifugado a 2000 g, por 5 minutos, a 23°C. Em seguida, foi realizado a separagéo do plasma
sanguineo, e as aliquotas de sangue e do plasma foram armazenadas em um freezer a -20C° e
-80C° no Laboratorio de Biologia Molecular - UNAERP para posteriores analises por um prazo

de 1 ano.

4.5.2. Extracdo do DNA Gendmico

A extracdo de DNA foi realizada pelo método de coluna por meio do kit ilustra Blood
Genomic Prep Mini Spin (GE Healthcare, EUA), conforme especificado pelo fabricante. Para
isso, em um tubo de 1,5 mL foram adicionados 200 pL das amostras de sangue e 20 pL de
proteinase K. Adicionou-se 400 uL de Lysis Buffer type e as amostras foram levadas ao vortex
por 15 segundos e incubados em temperatura ambiente por 10 minutos. O conteudo foi
transferido para a coluna com um tubo coletor presente no kit do fabricante, sendo
posteriormente centrifugado a 11.000 RCT (11.000 g) por 2 minutos a 21°C. Descartou-se 0
residuo do tubo coletor e adicionou-se na coluna 500 pL de Lysis Buffer type e novamente foi
centrifugado a 11.000 RCT por 2 minutos a 21°C.

O contetdo do tubo coletor foi descartado e, em seguida, foi adicionado 500 uL de Wash
Buffer type. O tubo foi centrifugado a 11.000 RCT por 3 minutos a 21°C. Novamente foi
realizado o descarte do contetido do tubo coletor e centrifugado a 11.000 RCT por 1 minutos a
21°C. Foi feita a troca do tubo coletor por um novo e adicionados 50 pL de Elution Buffer type
pré-aquecido a 70°C. As amostras foram incubadas em temperatura ambiente por 1 minuto,
centrifugadas a 11.000 RCT (11000g) por 1,5 minutos a 21°C e foi adicionado 20 pL de Elution
Buffer type. Em seguida, o tubo foi centrifugado a 11.000 RCT por 1,5 minutos a 21°C para a

coleta do material genético.

4.5.3. Quantificacdo do DNA Gendmico

Para determinar a qualidade e quantidade de DNA, uma aliquota de cada amostra (1uL)
foi quantificada por meio da leitura de absorbancia utilizando o espectrofotdbmetro NanoDrop
Lite (ThermoFisher Scientific), com o comprimento de onda igual a 260nm. A pureza do DNA
foi verificada pela leitura a 280nm, para detecgé@o de eventuais contaminacGes da amostra por



32

proteinas. O material foi considerado puro quando as relacGes entre as densidades Opticas
(A260/A280) foi maior que 1.7 a 1.9, de acordo com a especificacdo do fabricante [ilustra Blood
Genomic Prep Mini Spin (GE Healthcare)].

4.5.4.Genotipagem dos Polimorfismos

A genotipagem foi realizada por meio do método PCR quantitativo em colaboragéo com
o Dr. Dante Gavio, proprietario da empresa de testes genéticos DGLab®, na Supera Parque.
Para isso, foi utilizado o kit Genotyping Master Mix® e sondas TagMan® (Thermo Fisher
Scientific) FOXO3 (rs1935949), FOXO03 (rs4946935), ACVR2B (rs2268757) e SELP (rs6136)
(Tabela 2) (Johns et al., 2017; Sobieszek et al., 2021). A reacéo foi realizada em um volume
final de 25 pL em tiras de tubo de PCR (PCR tube strips), contendo 12,5 puL de Tagman
Genotyping Master Mix®, 1,25 uL de ensaio Tagman SNP® (20x) e 10,25 pL de agua DNA-
free e 1 puL de DNA, conforme demostrado na Tabela 3. A Regido no genoma humano em que
foram identificados a presenca dos SNPs estudados esta disponivel no Anexo 4.

Tabela 2 — Alelos mutantes e selvagens dos SNPs nos genes FOX03, ACVR2B e SELP e localiza¢éo génica.

Gene Reference SNP Alelo Mutante Alelo Selvagem Localizacdo génica
FOXO03 rs1935949 GG/GA AA intron
rs4946935 AA/AG GG intron
ACVR2B rs2268757 CCICT TT intron
SELP rs6136 GG/GT 1T Exon

Fonte: Adaptado de NCBI.

Tabela 3- Concentragdes de reagentes para a reacdo de PCR quantitativa.

Reagentes Volume
TagMan Genotyping Master Mix 12,5 pL
TagMan SNP Genotyping Assays (20x) 1,25 uL
Agua DNA-free 10,25 pL

O protocolo de ativagdo enzimatica por meio de ciclagem térmica foi: 40 ciclos de
ativacdo enzimética a 95°C por 10 minutos, desnaturacdo a 95°C por 15 segundos e anelamento
a 60°C por 1 minuto, conforme a Tabela 4. Todos os ensaios foram realizados em triplicada por
sistema PCR quantitativo utilizando Mx3300 gPCR System (Stratagene, San Diego, CA, USA).
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Tabela 4- Parametros de ciclagem para a reacéo.

Etapas Temperatura (°C) Tempo Ciclos
Ativacdo enzimatica 95 10 minutos HOLD
Desnaturacéo 95 15 segundos 40
Anelamento/Extenséo 60 1 minuto 40

4.5.5. Quantificacdo da ApN

A quantificacdo foi realizada a partir do plasma, utilizando o método de Ensaio de
imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) por meio do kit Human ADIPOQ / Adiponectin (Sigma
Aldrich, EUA). O kit foi armazenado a -20°C, as amostras foram separadas em duplicata e, para
uso dos reagentes e do plasma, foram descongeladas em temperatura ambiente conforme as
instrucdes do fabricante.

O plasma foi diluido em 5 vezes utilizando o Diluente B (Sigma Aldrich), e em seguida,
foi realizada a dilui¢do do Standard [50 ng/mL] conforme a figura 7.

180pl  200pl  200p  200p  200p 200pl 200 pl

G000 T

cl=l=l==0=

Std1 Std2 Std3 Stdd Std5 Stdé Std7 Zero Standard |
Diluent Iltem C+ ‘

volume 800 pl 320 pl 400 i 400 pl 400 ul 400 pl 400 pi 400 ul 400 wl

e 18000 || 6000 2000 666.7 || 222.2 || 74.07 || 24.69
onc. 50 ng/ml J

pa/mi || paimi || pgrmi || paimi || pgfmi || parmi || paimi 0 pgiml

Figura 7 — Diluigéo do Standard conforme o protocolo do fabricante do kit ELISA Human ADIPOQ / Adiponectin
(Sigma Aldrich). Adaptado de Protocolo kit ELISA Human ADIPOQ / Adiponectin (Sigma Aldrich).

Em uma placa de 96 pocos, foram adicionados 100 pL do Standard e 100 pL do plasma,
e as amostras foram incubadas por 2 horas e 30 minutos em temperatura ambiente. A placa foi
lavada 4 vezes com 200 pL de Wash Buffer e foram adicionados 100 puL do anticorpo de
deteccdo, e mantido em agitacdo por 1 hora em temperatura ambiente. A lavagem foi realizada
novamente com Wash Buffer e foi adicionado 100 puL de HRP- streptavidin e agitado por 45
minutos. Adicionou-se 100 pL do reagente TMB e a placa foi incubada em temperatura
ambiente por 30 minutos. Por fim, foi colocado 50 pL de Stop solution e a leitura da placa foi
realizada em um leitor universal de microplacas (Multiskan FC Thermo scientific) em um

comprimento de onda de 450nm.
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4.5.6. Quantificacdo de GDF-15

A quantificacdo foi feita a partir do plasma das amostras de sangue obtidas dos
individuos selecionados utilizando o0 método de Ensaio de imunoabsorcao enzimatica (ELISA)
por meio do kit ELISA human GDF-15/MIC-1 (Sigma Aldrich). A quantificacdo foi realizada
em duplicata conforme recomendagOes do fabricante. Inicialmente os reagentes e o plasma
foram descongelados em temperatura ambiente e em seguida, foi realizada a diluicdo do plasma
em 5 vezes em diluente e do Standart (padrdo) [50pg/mL] (Figura 8).

8 ul 200l 200pl  200pl 200l 200pl 200l

as a7

===

Std1 Std2 Std3 Std4 Std5 Stdé Std7 Zero Standard

Diluent Item C+

i 4001 492 pl 400 pl 400 pl 400 pl 400 pl 400 pl 400 pl 400 pl

800 266.7 || 88.89 | 29.63 || 9.88 3.29 1.1
pg/ml_|[ pg/ml || pg/ml || pg/ml |[ pg/ml || pg/ml |[ pg/ml

Figura 8 - Diluicdo do Standard conforme o protocolo do fabricante do kit ELISA human GDF-15/MIC-1 (Sigma
Aldrich). Adaptado de Protocolo kit ELISA human GDF-15/MIC-1 (Sigma Aldrich).

Conc. (|50 ng/ml 0 pg/ml

Em uma placa de 96 pogos, foram adicionados 100 pL do Standart e 50 pL do plasma,
incubando por 2 horas e 30 minutos em temperatura ambiente, seguido de lavagem com 200uL
de Wash Buffer. Posteriormente, foram adicionados 100 pL do anticorpo de deteccdo e
incubado por 1 hora com agitacdo, também em temperatura ambiente. Procedeu-se novamente
com a lavagem com Wash Buffer. Em seguida, foram adicionados 100 pL de HRP- streptavidin
e a placa foi incubada em temperatura ambiente por 45 minutos. Ap6s a lavagem, foi adicionado
100 pL do reagente TMB e a placa foi incubada por mais 30 minutos em temperatura ambiente.
Por fim, adicionou-se 50 uL de Stop solution e a leitura da placa foi realizada em um leitor
universal de microplacas (Multiskan FC Thermo scientific) em um comprimento de onda de
450nm.

4.6. Andlises Estatisticas

As analises estatisticas foram feitas utilizando o software GraphPad Prism Versdo 9.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Os dados foram expressos como média + desvio
padrdo, e as variaveis categoricas foram expressas em nimeros e porcentagens. Para a analise
dos dados paramétricos foi realizado o teste t Student, enquanto para comparacfes maltiplas, o

one-way ANOVA seguido do teste post-hoc de Bonferroni.
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Os dados nédo paramétricos foram analisados com o teste Mann-Whitney e para maltiplas
comparacOes o teste Kruskal-Wallis seguido do post hoc Dunn’s. Analise de correlacdo para
determinar a relacdo entre duas variaveis continuas foi realizada por meio do teste de Correlagéo
de Spearman. Diferencas nas frequéncias genotipicas foram avaliadas pelo teste exato de Fisher
e 0 teste qui-quadrado (x?). Valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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5. RESULTADOS
5.1. Caracterizacao da populacéo de estudo

Um total de 3800 pacientes passaram por triagem no centro oncolégico e apenas 125
individuos atenderam os critérios de inclusdo deste estudo, distribuidos da seguinte forma
(Tabela 5): n=49 no Grupo Perda, composto por pacientes com CGl e perda de peso >5%; n=25
no Grupo Sem Perda, composto por pacientes com CGI e auséncia de perda de peso (<5%) ou

com ganho de peso; e n=51 no Grupo Controle, individuos sem cancer.

Tabela 5 - Pacientes e individuos incluidos no estudo.

Critério de inclusdo Local do recrutamento
Grupo Perda  Diagndstico de cancer gastrointestinal Instituto de RibeirdoPretano de
n=49 com perda (>5%) durante o tratamento Combate ao Cancer em
quimioterapico. Ribeirdo Preto/SP
Grupo Sem  Diagndstico de cancer gastrointestinal Instituto de RibeirdoPretano de
Perda auséncia de perda de peso (<5%) ou Combate ao Cancer em
n=25 presenca de ganho de peso durante o Ribeirdo Preto/SP
tratamento quimioterapico.
Grupo Auséncia de cancer. Laboratorio  de  Anélises
Controle Clinicas UNAERP em Ribeirdo
n=51 Preto/SP

No Grupo Perda (n=49), a média de idade foi de 62 + 11 anos, sendo n=27 (55,1%) do
sexo masculino e n=22 (44,89%) feminino (Tabela 6). Todos os pacientes foram diagnosticados
com CGI, com as seguintes localiza¢gdes tumorais: n=19 (38,77%) co6lon, n=17 (34,69%) reto,
n=8 (16,32%) gastrico, n=3 (6,12%) es6fago e n=2 (4,08%) pancreas. Além disso, n=33
(67,34%) apresentaram metastase, sendo n=13 (26,53%) pulmonar, n= 10 (20,40%) hepatica,
n=4 (8,16%) nos ovarios, n=4 (8,16%) linfonodos, n=1 (2,04) 6ssea e n=1 (2,04) tireoide. Do
total de pacientes, n=35 (71,42%) ja haviam passado por alguma intervencao cirdrgica até o
momento do recrutamento. Os dois protocolos quimioterapicos mais utilizados no tratamento
foram n=33 (67,34%) mFLOX e n=8 (16,32%) Mayo Clinic.

O Grupo Sem Perda (n=25), apresentou uma média de idade de 61+ 9 anos e era
composto por n=13 (52%) individuos do sexo masculino e n=12 (48%) do sexo feminino.
Também apresentaram o diagnostico de CGl, sendo n=18 (72%) cblon e n=7 (28%) reto.
Apenas n=9 (36%) tinham cancer metastatico, dos quais eram n=3 (12%) pulmonar, n=4 (16%)
hepatica, n=2 (8%) linfonodos e n=2 (8%) Gssea. Entre os 25 pacientes sem perda, n=20 (80%)
passaram por intervengdo cirdrgica até o momento do recrutamento, sendo o protocolo

quimioterapico mais comum o n=16 (64%) mFLOX.
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Grupo Perda Grupo Sem Perda Controle
Idade (anos) 62+ 12 61+9 50+ 10
Sexo n (%) n (%) n (%)
Feminino 22 (44,89) 12 (48) 27 (53)
Masculino 27 (55,1) 13(52) 23 (45)
Comorbidades
Presenca 24 (48,79) 17 (68) -
Auséncia 25 (51,02) 8 (32) -
Local do tumor
Es6fago 3(6,12) - -
Gastrico 8 (16,32) - -
Pancreas 2 (4,08) - -
Célon 19 (38,77) 18 (72) -
Reto 17 (34,69) 7 (28) -
Metastase 33 (67,34) 9 (36) -
Pulmonar 13 (26,53) 3(12) -
Hepatica 10 (20,40) 4 (16) -
Oviério 4 (8,16) -
Linfonodos 4(8,16) 2 (8) -
Ossea 1(2,04) 2 (8) -
Tireoide 1(2,04) - -
Cirurgia 35(71,42) 20 (80) -
Protocolos quimioterapicos
mFLOX? 33 (67,34) 16 (64) -
Mayo Clinic® 8 (16,32) 6 (24) -
FOLFOX® 3(6,12) 3(12) -
Folfirinox® 1(2,04) - -
Carboplatina + paclitaxel 1(2,04) - -
Carboplatina + taxol 2 (4,08) - -
Gencitabina monodroga 1(2,04) - -

@Oxaplatina, 5-Fluouracil e leucovorin.

®5-Fluouracil e leucovorin.

¢ Oxaplatina, 5-Fluouracil e leucovorin.

d Acido fdlico, Fluorouracila, Irinotecano e Oxaplatina.
- : auséncia de dados.

5.2. Avaliagédo da Perda de Peso

A média do peso e do IMC de ambos os grupos oncolégicos foram calculados no
momento do diagnostico (Before) e apds a quimioterapia (After) e observou-se uma perda de
peso e mudanca no IMC significativa no Grupo Perda {(perda de peso: 74.6 £ 17.42 vs 61.19
+ 15.25 kg; p<0.0001) (IMC: 27.02 + 5.61 vs 21.88 + 4.96 kg/m?; p<0.0001, respectivamente;
Figura 5, painéis A e B)}. Em contraste, no Grupo Sem Perda, foram observados ganhos
significativos de peso e alteragcdes no IMC {(perda de peso: 70.55 + 11.39 vs 74.17 + 11.14 Kkg;



38

p=0.003) (IMC: 26.32 + 3.39 vs 27.85 £ 4.26 kg/m?, respectivamente; p=0.003; Figura 9,
painéis C e D)}.

150 p<0.0001 50 p<0.0001
1 1
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= I £ 30-
g 01 o i :
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Figura 9 - Média do peso (kg) e do IMC (kg/m2) no momento do diagndstico oncoldgico (Before) e no momento
do recrutamento (After) do Grupo Perda (A e B) (n=49) e do Grupo Sem Perda (C e D) (n=25). Teste Wilcoxon

Ao analisar as classifica¢fes do estado nutricional com base no IMC, foi observado que
no momento do diagnéstico (Inicial) a maioria dos pacientes do Grupo Perda foram
classificados como eutréficos n=16 (32,65%), seguidos de sobrepeso n=12 (24,49%) e
obesidade n=12 (24,49%) (Tabela 7). No entanto, ao longo do tratamento (Final), houve
mudanca na classificagdo com maior proporcédo de magreza n=25 (51,02%) e eutrofia n=12
(24,49%). No Grupo Sem Perda, no momento do diagnostico, a maioria dos pacientes foram
classificados com eutrofia n=12 (48%) e com sobrepeso n=6 (24%). Apobs iniciar a
quimioterapia, uma maior propor¢ao com sobrepeso n=11(44%) e eutréficos n=8 (32%) foram
observados.
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Tabela 7 - Classificagio do estado nutricional de acordo com o indice de Massa Corporal (IMC) no momento do
diagnostico (Inicial) e no momento do recrutamento (Final) do Grupo Perda (n=49) e do Grupo Sem Perda (n=25).
Teste y 2.

Classificaces Grupo Perda  Grupo Perda  Valor P Grupo Sem Grupo Sem  Valor P
Inicial Final Perda Inicial  Perda Final
n (%) n (%) n (%) n (%)
Magreza 9 (18,37) 25(51,02)  <0.0001 2 (8,00) 2 (8,00) 0.02
Eutrofia 16 (32,65) 12 (24,49) 12 (48,00) 8 (32,00)
Sobrepeso 12 (24,49) 8 (16,33) 6 (24,00) 11 (44,00)
Obesidade 12 (24,49) 4 (8,16) 4(16,00) 4 (16,00)

5.3. Avaliagéo dos Sinais e Sintomas

Os sinais e sintomas dos individuos foram coletados por meio do Questionario de
Avaliacdo Global e Alimentar do Paciente Oncoldgico apos terem iniciado a quimioterapia
(Tabela 8). Os pacientes com perda de peso apresentaram frequéncia significativa dos seguintes
sintomas e sinais em comparagdo aos pacientes sem alteragdes no peso: cansago, anorexia, dor,
xerostomia, diarreia, disfagia, vomito e odores nauseantes (p<0.0001, p<0.0001, p=0.005,
p=0.01, p=0.04, p<0.0001, p<0.0001 e p<0.0001, respectivamente; Tabela 8).

Tabela 8 - Sinais e sintomas relatados pelo Grupo Perda (n=49) e Grupo Sem Perda (n=25) apds o inicio do
tratamento anticancer. Teste y?>em *p < 0.05.

Sinais e sintomas Grupo Perda  Grupo Sem Perda  Valor P
n (%) n (%)

Cansaco 24 (48,98) 6 (24,00) <0.0001*
Néausea 21(42,86) 8 (32,00) 0.14
Anorexia 20 (40,82) 3(12,00) <0.0001*
Dor 19 (38,78) 5(20,00) 0.005*
Xerostomia 15 (30,61) 4(16,00) 0.01*
Diarreia 14(28,57) 4(16,00) 0.04*
Disfagia 13(26,53) 1(4,00) <0.0001*
Voémito 12(24,49) 1(4,00) <0.0001*
Odores nauseantes 12 (24,49) 1(4,00) <0.0001*
Constipacéo 9 (18,37) 4(16,00) 0.85
Alimentos com gosto estranho na boca 9 (18,37) 5(20,00) 0.85
Fadiga 9 (18,37) 5 (20,00) 0.85
Dificuldade ao andar 7 (14,29) 3(12,00) 0.83
Fraqueza 6 (12,24) 1(4,00) 0.06
Pirose 2 (4,08) 0(0,00) 0.12
Mastite 2 (4,08) 1(4,00) >0,9999
Dispneia 2 (4,08) 0(0,00) 0.12
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5.4. Polimorfismos de Nucleotideo Unico

Para a avaliagdo dos SNPs, foi analisado as frequéncias dos alelos de risco dos SNPs
nos genes FOXO3, SELP e ACVR2B, ndo observando uma associacao dos polimorfismos entre
o0s pacientes com CGI e o Grupo Controle (p=0.09, p=0.28, p=0.07 e p=0.71, respectivamente;
Tabela 9).

Tabela 9 — Genes com variantes significativamente associadas a perda de peso comparando Grupo Controle e
Grupo Cancer (com e sem perda de peso). Teste exato de Fisher.

Gene SNP Risk allele OR (95% CI) p-Value
FOXO03 rs1935949 G 1.86 (0.94-3,69) 0.09
FOXO03 rs4946935 A 1.44 (0.79-2.57) 0.28
ACVR2B rs2268757 C 0.44 (0.20-1.00) 0.07
SELP rs6136 G 1.23 (0.61- 2.55) 0.71

Adicionalmente, foi realizado as analises dos SNPs comparando os Grupos Controle e
Perda (Tabela 10). N&o observando nenhuma associacao significativa entre os SNPs nos genes
FOXO03, ACVR2B e SELP com a perda de peso (p=0.06, p=0.28, p=0.38 e p=0.85,
respectivamente; Tabela 11). No entanto, ao comparar os alelos de risco entre 0 Grupo Sem
Perda e Perda, apenas o SNP rs2268757 no gene ACVR2B foi associado ao fenétipo da perda
de peso em pacientes com CGI (p=0.004; Tabela 11).

Tabela 10 — Genes com variantes significativamente associadas a perda de peso comparando 0s Grupos Controle
e Perda. Teste exato de Fisher.

Gene SNP Risk allele OR (95% CI) p-Value
FOXO03 rs1935949 G 1.99 (1,00-3,84) 0.06
FOXO03 rs4946935 A 1.44 (0.79-2.57) 0.28
ACVR2B rs2268757 C 0.65 (0.27-1.54) 0.38
SELP rs6136 G 1.15 (0.56-2.42) 0.85

Tabela 11 — Genes com variantes significativamente associadas a perda de peso comparando os Grupos Perda e
Grupo Ganho. Teste exato de Fisher em *p < 0.05.

Gene SNP Risk allele OR (95% CI) p-Value
FOXO03 rs1935949 G 0.81 (0.40-1.71) 0.71
FOXO03 rs4946935 A 0.95 (0.52-1.72) >0.99
ACVR2B rs2268757 C 2.75 (1.33-5.70) 0.004*
SELP rs6136 G 0.87 (0.44-1.81) 0.85
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5.5. Quantificagdo da ApN

Apos a quantificacdo, foi observado que os pacientes com CGI apresentam niveis
elevados de ApN em comparacdo com o Grupo Controle (2067 + 1246 vs 2618 + 1355 pg/mL;
p=0.01, Figura 10).

10000 —
- p=0.01
g 1
2 8000 .
L2}
(<} °
2 6000— .
(]
=
8
£ 4000+
<
5
S 2000
8
o
2

0

Control Cancer

Figura 10 — Niveis plasméticos de ApN entre o Grupo Controle (n=51) e os pacientes com CGI (n=73). Teste
Mann-Whitney.

Em seguida, ao comparar os niveis plasmaticos de ApN entre os Grupos Controle, Perda
e Sem Perda, foi observado que o Grupo Perda apresentou concentracdes significativamente
mais elevadas em comparagdo com o Grupo Controle e Sem Perda {(2067 + 1246 vs 2911 +
1418; p=0.004) (2021+ 996 vs 2911 + 1418 pg/mL; p=0.01, respectivamente; Figura 11, painel
A)}. Néo foi encontrada diferenca nos niveis de ApN entre o Grupo Controle e Sem Perda
(2067 £ 1246 vs 2021+ 996 pg/mL; p>0.99; Figura 11, painel A).

Ao comparar com 0 sexo masculino, os homens com perda de peso apresentaram niveis
elevados de ApN em comparagéo aos controles (1660 + 1307 vs 2660 + 1036; p=0.01; Figura
11, painel B). Assim como ao analisar o sexo feminino, niveis elevados de ApN foram
encontrados nos individuos com perda de peso em relacdo ao Grupo Controle e Sem Perda
{(2376 + 1124 vs 3245 + 1779; p=0.04) (1988 + 995 vs 3245 + 1779 pg/mL; p=0.01,
respectivamente; Figura 11, painel B)}.
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Figura 11 — Niveis plasmaticos de ApN entre os Grupo Controle (n=51), Grupo Sem Perda (n=24) e Grupo Perda

(n=49) (A). Niveis plasméaticos de ApN entre os trés grupos em comparagdo com 0 sexo masculino e feminino
(B). Teste Kruskal-Wallis e two-way ANOVA.

Foi realizado a Correlacdo de Spearman para avaliar a associacdo da ApN com a
porcentagem de perda de peso durante o periodo do tratamento, observando uma correlacéo
fraca entre os niveis plasmaticos de ApN e a perda de peso apds inicio do tratamento
quimioterapico (p=0.58, r=0.07; Figura 12).
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Figura 12 — Correlacdo entre os niveis plasmaticos de ApN e a porcentagem de perda de peso ap6s o primeiro
ciclo do tratamento quimioterapico (n=49). Correlagdo de Spearman.
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5.6. Quantificacdo de GDF-15

Primeiro, avaliamos os niveis plasméaticos de GDF-15 comparando os individuos
controles e os pacientes diagnosticados com CGI, observando que os pacientes oncoldgicos
apresentam niveis elevados de GDF-15 (335 £ 176 vs 453 + 190 pg/mL; p<0.0001; Figura 13).
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Figura 13 — Niveis plasmaticos de GDF-15 em individuos controles (n=51) e pacientes diagnosticados com CGI
(n=73). Teste Mann-Whitney.

Posteriormente, os niveis de GDF-15 foram avaliados nos trés grupos estudados,
demonstrando que os pacientes oncoldgicos com perda de peso apresentam niveis elevados de
GDF-15 em comparacdo com o Grupo Controle e o Grupo Sem Perda {(335 + 176 vs 506 +
190; p<0.0001) (350 + 146 vs 506 + 190 pg/mL; p=0.01, respectivamente; Figura 14, painel
A)}.

Ao realizar analises comparativas entre os sexos, foi demostrado que homens do Grupo
Perda apresentaram niveis elevados de GDF-15 em relacdo ao Grupo Controle (375 + 199 vs
555 + 208 pg/mL; p=0.002; Figura 14, painel B). Da mesma forma, as mulheres do Grupo Perda
também apresentaram niveis elevados em comparacdo ao Grupo Controle, bem como em
relacdo aquelas que ndo apresentaram perda de peso durante o tratamento quimioterapico {(274
+ 110 vs 444 £ 145; p=0.007) (264 + 99 vs 444 + 145 pg/mL; p=0.002, respectivamente; Figura
14, painel B)}.
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Figura 14 — Niveis plasmaticos de GDF-15 entre os Grupos Controle (n=51), Sem Perda (n=25) e Perda (n=48)
(A). Niveis plasméticos de GDF-15 entre os trés grupos em comparagdo com o sexo masculino e feminino (B).
Teste Kruskal-Wallis e two-way ANOVA.
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6. DISCUSSAO
Atualmente, a estratégia eficaz de manejo e reversdo da caquexia associada ao cancer é
a reducdo do tumor e o tratamento do cancer subjacente (Weber, Arabaci e Kir, 2022). Ainda
ndo se conhece a prevaléncia e a progressao da perda de peso preé-diagnostico, bem como o
impacto do tratamento quimioterapico e da progressdo do cancer na perda de peso (Gilmore et
al., 2022). A medida que a perda de peso avanca nos pacientes oncoldgicos, menor € a resposta
as intervengdes farmacoldgicas e nutricionais, diminuindo a capacidade de responder contra
infeccdes e de resistir ao tratamento, afetando negativamente o tecido adiposo e muscular, e
reduzindo o bem-estar emocional e social do paciente (Dhanapal, Saraswathi e Govind
Rajkumar, 2011; Sadeghi et al., 2018). Apo6s as analises dos 125 individuos recrutados, foi
observado que pacientes com CGI com perda de peso apresentam maior frequéncia de sinais e
sintomas adversos durante a quimioterapia e niveis elevados de ApN e GDF-15 em relacao aos
grupos Controles e Sem Perda. Além disso, 0 SNP rs2268757 no gene ACVR2B foi associado

ao fenotipo da perda de peso durante a quimioterapia em pacientes com CGI.

6.1. Os agentes quimioterapicos na etiologia da perda de peso

Ao iniciar a quimioterapia, observou-se que os individuos do Grupo Perda apresentaram
reducdo significativa de peso e mudanca do estado nutricional para eutrofia e magreza. Por
outro lado, os individuos do Grupo Sem Perda apresentaram ganho de peso significativo e
mudanca no estado nutricional para sobrepeso e eutrofia. Porém, o indice de Massa Corporal
pode ndo representar com precisdo as mudancas corporais especificas do tecido adiposo e
muscular dos individuos quando comparado a métodos mais precisos, tais como analise de
bioimpedancia, absorciometria de raios X de dupla energia , tomografia computadorizada,
ressondncia magnética, ressonancia magnética quantitativa, imagem de tomografia
computadorizada quantitativa e ultrassom (Prado e Heymsfield, 2014). E importante ressaltar,
entretanto, que 0 acesso a esses métodos de medicao da composicdo corporal no Sistema Unico
de Saude no Brasil é limitado para individuos oncologicos, dificultando a distin¢éo entre perda
de tecido muscular e adiposo, bem como o diagnéstico de sindromes, como a caquexia
associada ao cancer.

Além do desafio do diagnostico da perda de peso, os profissionais da satde enfrentam
hoje um novo problema: o excesso de peso corporal esta cada vez mais presente nos pacientes
oncoldgicos, ndo excluindo a presenca de caquexia ou sarcopenia, podendo dificultar o seu
diagnostico (Prado et al., 2008; Prado e Heymsfield, 2014) .
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Adicionalmente, os dados obtidos pela avaliacdo do questionario demostraram que o
Grupo Perda teve uma maior prevaléncia de cansaco, anorexia, dor, xerostomia, diarreia,
disfagia, vomito e odores nauseantes em comparacdo ao Grupo Sem Perda. Essa maior
prevaléncia pode ser um dos fatores contribuintes para a perda de peso durante o tratamento.

As drogas quimioterapicas podem prejudicar o estado nutricional por meio dos efeitos
adversos, tais como alteragdes no paladar e olfato, aversdes alimentares, saciedade precoce,
anorexia, mucosite e prisdo de ventre, contribuindo para o desenvolvimento da caquexia
associada ao cancer (Caillet et al., 2017). Em um estudo prospectivo realizado por Rocha, et
al. (2019), pacientes com CGI apresentaram maior prevaléncia de sintomas como diarreia,
nausea e anorexia, corroborando com os achados do presente estudo.

Em um estudo com roedores, foram administrado dois conjuntos de quimioterapicos em
dois grupos distintos: o primeiro grupo foi tratado com o protocolo FOLFOX (5-fluorouracil,
leucovorin, oxaliplatina) e o segundo com o protocolo FOLFIRI (5-fluorouracil, leucovorin,
CPT-11), quimioterédpicos utilizados no tratamento de tumores do TGI. Os resultados
demostraram que os camundongos tratados com ambos os protocolos apresentaram perda de

massa muscular e fraqueza muscular (Barreto et al., 2016).

6.2. Associagio dos Polimorfismos de Nucleotideos Unicos com a perda de peso
O processo catabdlico nos pacientes oncoldgicos aumenta o gasto energético em

repouso, gerando atrofia e perda de massa muscular (Roy e Kumar, 2019). As vias catabdlicas
pelos quais fatores de transcricdo como FOXO3, SMAD2 e SMAD3 e ativacdo de receptores
como ACVR2B levam a atrofia muscular ja esta bem elucidada. Todavia, ndo se sabe se SNPs
nos genes dessas proteinas e receptores contribuem para a perda de peso em pacientes
oncologicos (Johns et al., 2017)

Por meio da técnica de PCR quantitativo foi analisado os SNPs nos genes FOX03
(rs1935949 e rs4946935), SELP (rs6136) e ACVR2B (rs2268757), e observou-se que apenas o
SNP no gene ACVR2B foi associado a perda de peso em pacientes com CGI quando comparado
ao Grupo Sem perda e Perda. Demostrando que 0os SNPs nos genes FOXO03 e SELP nao estdo
associados ao fenotipo de perda de peso.

Um estudo prévio em pacientes europeus caquéticos analisou SNPs candidatos para a
perda de peso e massa muscular e demostrou que SNPs avaliados no presente estudo estéo
associados a perda de peso (Johns et al. 2017). Estudos clinicos anteriores demostraram que as
formas totais e fosforiladas de FOXO1 e FOXO3 estdo diminuidas no musculo esquelético de

individuos caquéticos, sugerindo translocagéo para o nucleo destes fatores de transcri¢ao (Puig-
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Vilanova et al., 2015; Schmitt et al., 2007). A delecdo dos membros da familia FOXO em
camundongos preveniu a atrofia e o enfraquecimento muscular, devido & inibi¢do dos sistemas
autofagico e ubiquitina-proteassoma (Milan et al., 2015). Em um estudo recente com um
modelo de cancer de colon C26, camundongos knockout para mTORL1 especificamente na
musculatura esquelética ndo apresentaram aumento adicional na perda de massa muscular. No
entanto, apds a ativacdo de Akt-mTORCL1 pela administracdo de tamoxifeno foi observada a
reversdo completa da perda de massa muscular e for¢a nos animais caquéticos (Geremia et al.,
2021). Embora algumas evidéncias pré-clinicas apontem para expressdo inalterada no masculo
esquelético de MuRF1 e MAFbx, outros marcadores devem ser considerados para avaliar a
atividade do sistema ubiquitina-proteassoma, como as ligases E3 (MUSA1/Fbxo30 e
SMART/Fbxo21) (Martin, Gallot e Freyssenet, 2023).

Apesar do nosso estudo ndo ter demostrado uma associacdo dos SNPs no gene FOX03
com a perda de peso, um estudo feito anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa revelou que
no rs1935949 do gene FOXO3 esta associado ao fendtipo da perda de peso no cancer de mama,
indicando uma possivel associa¢do desse SNP com o tipo de cancer (Segura et al., em revisao.
Portanto, estudos com uma maior populacdo e em diferentes tipos de tumores sdo necessarios
para investigar a associacao desse SNP com o fenétipo da perda de peso, principalmente com
a populagéo brasileira.

Também foi demostrado que pacientes com CGI e perda de peso apresentam o SNP no
gene ACVR2B. Esse achado sugere uma maior ativacao do receptor ACVR2B pelas proteinas
pertencentes a familia TGF-B, resultando em maior fosforilacdo e ativacdo dos fatores de
transcricdo SMAD2 e SMAD3. No entanto, mais estudos sdo necessarios para compreender 0
efeito funcional de um SNP individual. Em camundongos portadores de adenocarcinoma
pancreaticos o bloqueio da ligacdo da ativina usando o receptor solivel ACVR2B/Fc atenuou
a perda de peso e perda do musculo esquelético por meio da reducdo da expressdo de Murf-1 e
Atrogin-1, inibindo a caquexia (Zhong et al., 2019). O bloqueio dos ligantes de ACVR2B em
modelos de caquexia do cancer C26 resultou na melhora da sobrevivéncia decorrente da
manutencdo da massa muscular, demostrando o papel do receptor na caquexia (Nissinen et al.,
2018b). Além disso, Zhong et al. (2022) observaram que 0 sexo tem impacto significativo na
perda de massa muscular na caquexia. No estudo, 0s autores mostraram que a caquexia foi mais
prevalente em camundongos machos com adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC), e que a
administracdo de ACVR2B/Fc atenuou a caquexia apenas em camundongos machos. Uma
possivel explicagdo para isso é que homens com PDAC apresentam reducdo na expressao da

familia de proteinas folistatina, que séo inibidores enddgenos da ativina. Essa reducdo causa o
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aumento da atividade da ativina e da sua ligagdo ao receptor ACVR2B, resultando em maior
perda de peso (Zhong et al., 2022). Apesar disso, ainda ndo esta claro se a caquexia associada
ao cancer é sexualmente dimorfica.

Ainda que o presente estudo ndo tenha demonstrado uma associacdo do SNP no gene
SELP com a perda de peso, pesquisas anteriores em pacientes caquéticos identificaram o SNP
rs6136 como um fator de risco preditivo para o desenvolvimento de caquexia (Avan et al.,
2014; Tan et al., 2012a). Além disso, o alelo C desse polimorfismo foi associado a um risco
reduzido de desenvolvimento de caquexia associada ao cancer (Tan et al.,, 2012a). A
discrepancia observada na literatura em relacdo aos resultados apresentados pode ser atribuida
ao fato de que a maioria dos estudos foi realizado em popula¢des europeias, as quais apresentam
diferentes perfis genéticos por conta de fatores migratorios, deriva genética e mutacoes
(Shastry, 2009). Também é importante destacar que a analise dos SNPs nao abrangeu todo o
genoma humano, excluindo outras variantes que poderiam ter relevancia funcional.

Em conjunto, esses dados indicam que, entre os SNPs selecionados nos genes FOXO3
(rs1935949 e rs4946935), SELP (rs6136) e ACVR2B (rs2268757), apenas o SNP no gene

ACVR2B foi associado a perda de peso em pacientes com CGI.

6.3. Niveis elevados de ApN e GDF-15 na perda de peso em pacientes com CGl
As citocinas liberadas pelo tumor e pelos tecidos desempenham um papel crucial no

desenvolvimento da perda de peso e da caquexia associada ao cancer, devido ao seu
envolvimento nas alteracdes metabdlicas e na anorexia (Argilés et al., 2009). Utilizando o
método de ensaio de imunoabsorcdo enzimatica, foi demostrado que os pacientes do Grupo
Perda apresentaram niveis mais elevados de ApN em comparagdo com o Grupo Controle e Sem
Perda. Em relacdo ao dimorfismo sexual, embora tenha sido demonstrado que tanto homens
quanto mulheres do Grupo Perda apresentaram niveis elevados de ApN, é importante destacar
que ndo houve diferenca significativa entre eles. Esse resultado demonstra que 0s niveis
elevados de ApN na perda de peso sao independentes do sexo.

Um estudo realizado com pacientes diagnosticados com CGI também relatou altos
niveis de ApN em pacientes caqueticos quando comparados com ndo caquéticos (Batista et al.,
2013). Da mesma forma, um estudo caso-controle encontrou niveis elevados em individuos
com caquexia cardiaca cujo IMC era compativel com os ndo caquéticos. Com esses dados, 0s
autores sugeriram que os niveis de ApN nédo sdo apenas uma resposta a variagdo do IMC, mas
sim ao processo de perda de peso (Paulo Araujo et al., 2009). Esses resultados contradizem

trabalhos anteriores que ndo observaram uma relagéo causal entre os niveis de ApN e a perda
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de peso (Bye et al., 2016; Diakowska et al., 2014; Kim et al., 2012; Paval et al., 2022; Wolf et
al., 2006). Adicionalmente, no presente estudo foi encontrada uma correlacdo fraca entre os
niveis plasmaticos de ApN e a porcentagem de perda de peso ap6s o inicio do tratamento
quimioterapico. Infelizmente, os trabalhos disponiveis sobre a ApN apresentam discrepancias
devido a variacdo das metodologias utilizadas na avaliacdo da perda de peso. A falta de
uniformidade nos desenhos experimentais pode influenciar seus niveis, uma vez que a ApN
apresenta relacdo inversa com a adiposidade (Paval et al., 2022). Além disso, 0s niveis de ApN
também parecem ser afetados pelo tipo de tumor e o estadiamento tumoral (Nakajima et al.,
2010; Ntikoudi et al., 2014).

Também foi observado no presente estudo que pacientes com perda de peso
apresentaram niveis plasmaticos elevados de GDF-15 em comparacdo ao demais grupos
estudados. Da mesma forma que a ApN, os niveis de GDF-15 foram elevados no Grupo Perda,
tanto em mulheres quanto em homens, sem diferenca significativa entre eles, indicando que 0s
niveis dessa citocina também sdo independentes do sexo. Assim como esses achados, a
literatura também demostra que pacientes com cancer de pulméo, gastrointestinal e hepatico
apresentam niveis significativamente elevados de GDF-15 (Molfino et al., 2020; Suzuki et al.,
2021). Esses niveis elevados foram associados a sintomas de anorexia, aumento de inflamacéo
e baixo score de desempenho, caracteristicas comuns observadas na caquexia (Suzuki et al.,
2021). Outros estudos mostraram que pacientes oncoldgicos com maiores concentracoes
plasmaticas GDF-15 foram associados a uma sobrevida global reduzida e aumento da perda de
peso (Lerner et al., 2016; Li et al., 2015).

Em camundongos caquéticos portadores de tumor de ovario (TOV21G), a neutralizacdo
de GDF-15 por meio da utilizacdo de um anticorpo anti-GDF-15 foi capaz de reverter a perda
de peso, melhorar a funcdo muscular e o desempenho fisico (Kim-Muller et al., 2023).
Atualmente, o Ponsegromab, um inibidor seletivo do GDF-15, € considerado um alvo promissor
para o tratamento da caquexia. Um ensaio clinico de fase IB em pacientes caquéticos em
tratamento quimioterdpico diagnosticados para cancer de pancreas, colorretal metastatico e
cancer de pulméo de células ndo pequenas, administrou Ponsegromab por via subcutanea
durante 12 semanas, resultando em ganho de peso de 6,6% em relagdo ao valor basal, melhora
no apetite e na capacidade fisica (Crawford et al., 2024). No entanto, a auséncia de controle
com placebo e cegamento neste estudo representa uma limitacdo significativa que deve ser
considerada.

Assim, esses achados sugerem que tanto ApN, como GDF-15 estdo elevados em

pacientes com CGl e perda de peso, independente do sexo. Permanece ainda a questao se apenas
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a diminuicdo do tecido adiposo é responsavel pelo aumento dos niveis de ApN ou se existe

outro mecanismo molecular subjacente desencadeando essa perda.
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7.CONCLUSOES
E de extrema importancia a busca por marcadores genéticos e bioquimicos que detectem
precocemente a perda de peso em pacientes oncoldgicos, tornando menos suscetivel a
toxicidade ao tratamento, menor mortalidade e risco de complicacdes cirurgicas e maior
qualidade de vida. Com base nos resultados obtidos, chegou-se as seguintes conclusdes:
1. Pacientes oncologicos com perda de peso apresentaram maior frequéncia de sinais e
sintomas durante a quimioterapia, podendo contribuir para o agravamento da perda de peso;
2. Osniveis de ApN estdo elevados em pacientes oncoldgicos com perda de peso independente
do sexo, em comparagdo com o Grupo Controle e o Grupo Sem Perda. No entanto, ndo foli
encontrada correlacao entre os niveis de ApN e a perda de peso nos seis meses apds o inicio
da quimioterapia;
3. Pacientes oncoldgicos com perda de peso apresentam niveis plasmaticos elevados de GDF-
15, independente do sexo, em comparagdo aos demais grupos estudados;
4. Entre os quatros SNPs estudados (FOXO3 rs1935949 e rs4946935, ACVR2B rs2268757 e
SELP rs6136), apenas 0 ACVR2B rs2268757 mostrou associacdo com o fendtipo da perda

de peso durante a quimioterapia em pacientes com CGl.
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APENDICES

APENDICE 1 - Questionario de avaliagio global e alimentar do paciente oncoldgico.

Protocolo de Avaliacdo Nutricional do Paciente Oncolégico

Data da avaliacao: / / Local:

1 DADOS DE IDENTIFICACAO

Nome:
N° Protocolo: Naturalidade:
Data de nascimento: / / Idade: Género: ( )F ()M

Raca/cor: ( ) Branca ( ) Preta ( ) Parda ( ) Amarela ( ) Indigena

2 DADOS SOBRE O CANCER (CRF)

Data do diagnéstico histoldgico: / /

Localizacao:

Estagio: Estadiamento tumoral:
Metéstase: ( ) sim ( ) nédo local:

Tratamentos prévios para o cancer:

Cirurgia Data: / / Tipo de
cirurgia

Quimioterapias Prévias: () Paliativa () Adjuvante ( ) Curativa
Droga Data De Data Do N° De Dose Resposta

Inicio Término Ciclos

Radioterapias Prévias: ( ) Esta realizando ( ) QT + radioterapia ( ) Ja realizou
Local Irradiado Finalidade Data De Data Do Total Cgy

Inicio Término




2 HISTORTICO PATOLOGICO DO PACIENTE

( ) Diabetes ( )Hipercolesterolemia ( )Hipertensdo  ( )Doencas Cardiovasculares
( ) Etilista  ( )Tabagista ( )Outras:

4 HISTORICO FAMILIAR - Algum familiar até o segundo grau possui:

() Céncer — especifique

( ) diabetes ( ) hipercolesterolemia ( ) hipertensdo () doencas cardiovasculares
( ) anemia falciforme ( )outras:

5 EXAMES BIOQUIMICOS - Data I

Exames Valores Exames Valores

Hemoglobina

Ureia

Creatinina

TGO

TGP

5 ANTROPOMETRIA

Medidas Antropométricas Data / /

Peso (kg)

Altura (m)

Imc (kg/m?)

5.1 HISTORICO PERDA DE PESO (ASG)

Peso reportado antes da doenga (kg):

Data (dia/més/ano): peso (kg)

/ / Kg / / : Kg
/ / X Kg / / X Kg
/ / X Kg / / : Kg
/ / X Kg / / X Kg
/ / X Kg / / X Kg

/ / X Kg / / X Kg




Total de kg perdido:
% de perda de peso:

6 AVALIACAO DA PERFORMANCE FISICA

. () sem disfuncéo (capacidade completa)

. ( )Paciente totalmente acamado

. Fadiga: ( ) sim () ndo

. Esforcgo ao subir escadas: ( ) nenhum () um pouco ( ) bastante ( ) muito

Cansago ao caminhar meio quilémetro: () nenhum () um pouco ( ) bastante ( ) muito

o Qo

® a0

7 AVALIACAO DA QUALIDADE DE VIDA — Perguntas sobre a semana passada

Né&o Pouco | Bastante | Muito
Precisa ficar na cama ou em uma cadeira durante o dia? () () () ()
Estava limitado em fazer seu trabalho ou outras atividades () () () ()
diarias?
Estava limitado em perseguir seus hobbies ou outras atividades () () () ()
de lazer?
Teve dor? () () () ()
Precisa descansar? () () () ()
Né&o Pouco | Bastante | Muito
Tem se sentido fraco? () () () ()
Dor interferiu nas suas atividades diarias? () () () ()
Dificuldade em se concentrar como ler um jornal ou assistir () () () ()
televisdo?
A sua condigdo fisica ou tratamento médico interferiu na sua () () () ()
vida familiar?
Excelente Bom Ruim Muito
Ruim
Como vocé avalia sua saide geral durante a Gltima semana? () () () ()
Como voce avalia a sua qualidade de vida geral durante a Gltima () () () ()
semana?

Sintomas gastrointestinais (que persistam por > 2 semanas)

( ) nenhum () nausea ( ) vbmitos ( ) diarreia ( ) anorexia ( ) constipacdo ( ) mastite
( ) boca seca () problemas para engolir ( ) cheiros me enjoam

( ) alimentos tem gosto estranho na boca

- Apetite: () muito pouco ( ) pouco ( ) médio ( ) bom () muito bom
- Saciedade: () Me sinto cheio depois de comer apenas um pouco

( ) Me sinto cheio depois de comer cerca de 1/3 da refeicéo
( ) Me sinto cheio depois de comer mais de ¥ refeicao
(
(

) Me sinto cheio depois de comer a maior parte da refeicdo
) Eu quase nunca me sinto cheio.



APENDICE 2 - Termo de consentimento livre e esclarecido (TLCE - pacientes
oncolégicos)

1. NOME DA PESQUISA: “Determinacio de fatores de risco associados a perda de peso
em pacientes oncologicos”

2. PESQUISADOR RESPONSAVEL: Profé, Dr2. Ana Lucia Fachin
2.1 MEDICO RESPONSAVEL.: Prof. Dr. Adilson Aparecido Faccio
2.2 MESTRANDA: Laura de Martin Coletti

3. PATROCINADOR QUE APOIA FINANCEIRAMENTE A PESQUISA: Unidade de
Biotecnologia (UNAERP)

4. DESCRICAO DAS INFORMACOES QUE DEVERAO SER, OBRIGATORIAMENTE,
PRESTADAS AOS PACIENTES (SUJEITOS DA PESQUISA)

1. Ajustificativa e o objetivo da pesquisa.

2. Os procedimentos que serdo utilizados e o seu propdsito, bem como a identificagdo dos
procedimentos que sdo experimentais.

3. Os desconfortos e riscos existentes para 0 paciente (sujeito da pesquisa).

4. Os beneficios esperados da pesquisa.

5. Em havendo despesas para o paciente, decorrente de sua participacdo na pesquisa,
informar a ele a forma de como se daré a cobertura dessa despesa, bem como O NOME
DA EMPRESA QUE SE RESPONSABILIZOU PELO RESSARCIMENTO. (UNAERP)

6. A forma de acompanhamento e da assisténcia que sera dada ao paciente, bem como aos
Seus responsaveis, se necessario, no caso de menores ou incapazes.

7. A forma de indenizacdo ao paciente, diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa,
BEM COMO O NOME DA EMPRESA QUE SE RESPONSABILIZOU POR ESSA
INDENIZACAO. (UNAERP)

5. AS INFORMACOES PERTINENTES AS QUESTOES ANTERIORMENTE
RELACIONADAS DEVERAO SER REDIGIDAS, NO CAMPO ABAIXO,
RESERVADO PARA ESTE FIM, EM TERMOS SIMPLES E CONHECIDOS PELOS
SUJEITOS DA PESQUISA, DE FORMA A LHES PERMITIR ENTENDER, COM
CLAREZA E EXATIDAO, AS RAZOES DA PESQUISA, SEUS RISCOS E
BENEFICIOS, E DECIDIR, LIVREMENTE, QUANTO A SUA ANUENCIA OU NAO
EM PARTICIPAR DO PROJETO.

Prezado Doador, meu nome é Laura de Martin Coletti, sou aluna de Mestrado em Biotecnologia
Aplicada a saude da Universidade de Ribeirdo Preto (UNAERP), orientada pela Prof.2. Dr2. Ana
Lacia Fachin responsavel pela pesquisa. Estou convidando-o para participar do projeto de
pesquisa que estou desenvolvendo na Unidade de Biotecnologia da UNAERP. Este trabalho de
pesquisa tem a finalidade de estudar o sangue colhido de pacientes atendidos no Instituto
Ribeirdopretano de Combate ao Céancer, localizado no Hospital Beneficéncia Portuguesa de
Ribeirdo Preto/SP, no intuito de utilizar este sangue para estudar genes e substancias bioldgicas
relacionadas a pacientes oncolégicos com perda de peso durante o tratamento quimioterapico.
Para participar desta pesquisa precisarei do seu consentimento para aplicacdo de um
questionario para avaliar a condicdo nutricional do paciente e precisarei da sua autorizagao para



a doacdo de 5 mL de sangue venoso que sera coletado pelos funcionarios do Instituto
Ribeiraopretano de Combate ao Cancer. A coleta de sangue ndo causara risco a sua saude, sendo
que os participantes podem, eventualmente, sentir um desconforto fisico (possivelmente o
aparecimento de uma mancha roxa no local da picada) ou algum desconforto psicoldgico devido
a “picada”, de modo que, nesse caso, deverdo receber assisténcia conforme as instru¢des da
resolucdo No 466/2012. O participante da pesquisa tem a liberdade de retirar o seu
consentimento e o material genético e deixar de participar do estudo, a qualquer momento, sem
que isso traga prejuizo a continuidade do seu tratamento. Deste modo pretende-se neste
trabalho, coletar o sangue de pacientes oncoldgicos e aplicar métodos e aparelhos modernos
para analisar as variantes bioldgicos que podem estar associados com a doenga e ao tratamento.

Eu ,
abaixo assinado, tendo sido devidamente esclarecido sobre todas as condi¢des que constam do
documento “ ESCLARECIMENTOS AO SUJEITO DA PESQUISA”, de que trata o Projeto
de Pesquisa intitulado “DETERMINAC}AO DE FATORES DE RISCO ASSOCIADO A
PERDA DE PESO EM PACIENTES ONCOLOGICOS?” a ser realizado na Universidade de
Ribeirdo Preto, que tem como pesquisador responsavel o (a) Profa. Dra. Ana Lucia Fachin
Saltoratto, portador do RG: 22236849-4, residente Av Costabile Romano, 280 apto 801, Tel
(16) 982381510, especialmente no que diz respeito ao objetivo de pesquisa aos procedimentos
que serei submetido, aos riscos e aos beneficios, a forma de ressarcimento no caso de eventuais
despesas, bem como a forma de indenizacdo por danos decorrentes da pesquisa, declaro que
tenho pleno conhecimento dos direitos e das condi¢cdes que me foram assegurados, a seguir
relacionados:

1) A garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento de qualquer davida
a respeito dos procedimentos, riscos, beneficios e de outras situagdes relacionadas com a
pesquisa e o tratamento a que serei submetido;

2) A liberdade de retirar o meu consentimento e deixar de participar do estudo, a qualquer
momento, sem que isso traga prejuizo a continuidade do meu tratamento;

3) A seguranca de que ndo serei identificado e que serd mantido o carater confidencial da
informagdo relacionada a minha privacidade;

4) O compromisso de que me sera prestada informacéo atualizada durante o estudo, ainda que
possa afetar a minha vontade de continuar nele participando;

5) O compromisso de que serei devidamente acompanhado e assistido durante todo o periodo
de minha participagdo no projeto, bem como de que sera garantida a continuidade do meu
tratamento, apds a conclusdo dos trabalhos da pesquisa;

6) O ressarcimento de eventuais despesas decorrentes da minha participacdo no projeto, a ser
promovido pela UNAERP;

7) Que o ressarcimento de eventuais despesas, bem como indenizacdo, a titulo de cobertura
material, para reparacdo de danos imediatos ou tardios, decorrentes de minha participacédo
na pesquisa, serdo feitos pela UNAERP.

Declaro, ainda, que concordo inteiramente com as condi¢des que me foram apresentadas e que,
livremente, manifesto a minha vontade em participar do referido projeto.

Ribeirdo Preto, de de

Assinatura do Voluntario

Assinatura da responsavel da pesquisa



Profa. Dra. Ana Lucia Fachin Saltoratto

Endereco Av Costabile Romano, 280 apto 801- Ribeirdo Preto/SP - CEP:14960-030
CPF:17861266800 - RG: 22236849-4

Email: afachin@unaerp.br

Assinatura da Mestranda

Laura de Martin Coletti

Rua José Pierre, 95 apto 1009 — Ribeirdo Preto/SP - CEP 14096-630
CPF: 48516468879 - RG: 52761083-5

Email: laura_coletti@hotmail.com



APENDICE 3 - Termo de consentimento livre e esclarecido (CONTROLE-LAC)

1. NOME DA PESQUISA: “Determinacao de fatores de risco associados a perda de peso
em pacientes oncolégicos”

2. PESQUISADOR RESPONSAVEL: Profe, Dr2. Ana Lucia Fachin
2.1 MEDICO RESPONSAVEL.: Prof. Dr. Adilson Aparecido Faccio
2. 2 MESTRANDA: Laura de Martin Coletti

3. PATROCINADOR QUE APOIA FINANCEIRAMENTE A PESQUISA: Unidade de
Biotecnologia (UNAERP)

4. DESCRICAO DAS INFORMACOES QUE DEVERAO SER, OBRIGATORIAMENTE,
PRESTADAS AOS PACIENTES (SUJEITOS DA PESQUISA)

1. Ajustificativa e o objetivo da pesquisa.

2. Os procedimentos que serdo utilizados e o seu propdsito, bem como a identificacdo dos
procedimentos que sdo experimentais.

3. Os desconfortos e riscos existentes para o paciente (sujeito da pesquisa).

4. Os beneficios esperados da pesquisa.

5. Em havendo despesas para o paciente, decorrente de sua participacdo na pesquisa,
informar a ele a forma de como se dara a cobertura dessa despesa, bem como O NOME
DA EMPRESA QUE SE RESPONSABILIZOU PELO RESSARCIMENTO.
(UNAERP)

6. A forma de acompanhamento e da assisténcia que serd dada ao paciente, bem como aos
Seus resposaveis, se necessario, no caso de menores ou incapazes.

7. A forma de indenizacdo ao paciente, diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa,
BEM COMO O NOME DA EMPRESA QUE SE RESPONSABILIZOU POR ESSA
INDENIZACAO. (UNAERP)

5. AS INFORMACOES PERTINENTES AS QUESTOES ANTERIORMENTE
RELACIONADAS, DEVERAO SER REDIGIDAS, NO CAMPO ABAIXO,
RESERVADO PARA ESTE FIM, EM TERMOS SIMPLES E CONHECIDOS PELOS
SUJEITOS DA PESQUISA, DE FORMA A LHES PERMITIR ENTENDER, COM
CLAREZA E EXATIDAO, AS RAZOES DA PESQUISA, SEUS RISCOS E
BENEFICIOS, E DECIDIR, LIVREMENTE, QUANTO A SUA ANUENCIA OU NAO
EM PARTICIPAR DO PROJETO.

Prezado Doador, meu nome é Laura de Martin Coletti, sou aluna de Mestrado em Biotecnologia
Aplicada & saude da Universidade de Ribeirdo Preto (UNAERP), orientada pela Profé. Dr2. Ana
Lacia Fachin responsavel pela pesquisa. Estou convidando-o para participar do projeto de
pesquisa que estou desenvolvendo na Unidade de Biotecnologia da UNAERP. Este trabalho
tem a finalidade de estudar o sangue colhido de pessoas saudaveis doadoras de sangue do
Laboratdrio de Analises Clinicas (LAC) da UNAERP, no intuito de utiliza-lo como controle
no nosso projeto que estuda polimorfismos e citocinas ligados a pacientes oncoldgicos com
perda de peso durante o tratamento quimioterapico.

Para participar desta pesquisa precisarei do seu consentimento para a doacgdo de 5 mL de sangue
a mais, no momento da coleta de sangue para seu exame usual que serd coletado pelos



funcionarios do LAC. A coleta de sangue ndo causara risco a sua saude, sendo que 0s
participantes podem, eventualmente, sentir um desconforto fisico (possivelmente o
aparecimento de uma mancha roxa no local da picada) ou algum desconforto psicolégico devido
a “picada”, de modo que, nesse caso, deverdo receber assisténcia conforme as instrugdes da
resolugdo No 466/2012. O participante da pesquisa tem a liberdade de retirar o seu
consentimento e o material genético e deixar de participar do estudo, a qualquer momento, sem
que isso traga prejuizo a continuidade do seu tratamento.

Deste modo pretende-se neste trabalho, coletar o sangue de individuos saudaveis e aplicar
métodos e aparelhos modernos com o objetivo de comparar esta amostra de sangue com os de
pacientes oncologicos para analisar as variantes biologicos que podem estar associados com a
doenga e ao tratamento.

Eu ,
abaixo assinado, tendo sido devidamente esclarecido sobre todas as condi¢fes que constam do
documento “ ESCLARECIMENTOS AO SUJEITO DA PESQUISA”, de que trata o Projeto
de Pesquisa intitulado “DETERMINACAO DE FATORES DE RISCO ASSOCIADO A
PERDA DE PESO EM PACIENTES ONCOLOGICOS” a ser realizado na Universidade de
Ribeirdo Preto, que tem como pesquisador responsavel o (a) Profa. Dra. Ana Lucia Fachin
Saltoratto, portador do RG: 22236849-4, residente Av Costabile Romano, 280 apto 801, Tel
(16) 982381510, especialmente no que diz respeito ao objetivo de pesquisa aos procedimentos
que serei submetido, aos riscos e aos beneficios, a forma de ressarcimento no caso de eventuais
despesas, bem como a forma de indenizacdo por danos decorrentes da pesquisa, declaro que
tenho pleno conhecimento dos direitos e das condi¢cdes que me foram assegurados, a seguir
relacionados:

1) A garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento de qualquer davida
a respeito dos procedimentos, riscos, beneficios e de outras situacdes relacionadas com a
pesquisa e o tratamento a que serei submetido;

2) A liberdade de retirar o meu consentimento e deixar de participar do estudo, a qualquer
momento, sem que isso traga prejuizo a continuidade do meu tratamento;

3) A seguranca de que ndo serei identificado e que serd mantido o carater confidencial da
informagdo relacionada a minha privacidade;

4) O compromisso de que me sera prestada informacéo atualizada durante o estudo, ainda que
possa afetar a minha vontade de continuar nele participando;

5) O compromisso de que serei devidamente acompanhado e assistido durante todo o periodo
de minha participagdo no projeto, bem como de que sera garantida a continuidade do meu
tratamento, apds a conclusdo dos trabalhos da pesquisa;

6) O ressarcimento de eventuais despesas decorrentes da minha participacdo no projeto, a ser
promovido pela UNAERP;

7) Que o ressarcimento de eventuais despesas, bem como indenizacdo, a titulo de cobertura
material, para reparacdo de danos imediatos ou tardios, decorrentes de minha participacédo
na pesquisa, serdo feitos pela UNAERP.

Declaro, ainda, que concordo inteiramente com as condi¢es que me foram apresentadas e
que, livremente, manifesto a minha vontade em participar do referido projeto.

Ribeirdo Preto, de de

Assinatura do Voluntario



Assinatura da responsavel da pesquisa

Profa. Dra. Ana Lucia Fachin Saltoratto

Endereco Av Costabile Romano, 280 apto 801- Ribeirdo Preto/SP - CEP:14960-030
CPF:17861266800 - RG: 22236849-4

Email: afachin@unaerp.br

Assinatura da Mestranda

Laura de Martin Coletti

Rua José Pierre, 95 apto 1009 — Ribeirdo Preto/SP - CEP 14096-630
CPF: 48516468879 - RG: 52761083-5

Email: laura_coletti@hotmail.com



ANEXOS

ANEXO 1 - Autorizacéo do Prof. Dr. Adilson Aparecido Faccio para coleta de dados e de
material bioldgico dos pacientes no Instituto Ribeirdopretano de Combate ao Cancer.

Ribeido Preto 5P

Y =
UNAERP i

www.unserp.br

Ribeiriio Preto, 28 de setembro de 2022

AUTORIZACAO

Venho por meio desta autorizar o uso do Instituto Ribeirfopretano de Combate ao
Céncer, localizado no Hospital Beneficéncia Portuguesa de Ribeirfio Preto/SP para
aplicagiio de questiondrios, andlise de dados de exames e coleta de amostras de sangue
de pacientes com cdncer que apresentam caquexia, do projeto intitulado: “Determinagdo
de fatores de risco associados a perda de peso em pacientes oncoldgicos” sob
responsabilidade da Prof* Ana Licia Fachin Saltoratto.

SN,

-J
Prof. Dr. Adilson %pamcido Faccio
Direto do Instituto Ribeirfopretano de Combate ao Céncer, localizado no Hospital
beneficéncia Portuguesa de Ribeirdo Preto/SP




ANEXO 2 - Autorizagdo da Carla Denipotte Gallon Pitta no laboratorio de anélises
clinicas (LAC) do Curso de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Ribeiréo Preto.

Ribeirio Preto SP
A Costétile Romano, 2201
(16) 3603-7000
CEP 14095.900

A D, Podro 1, 3300 3

{13) 3388-1000

CEP 11440.002 »
Universidsde de Rideiréo Preto

Ribeirdo Preto, 28 de setembro de 2022

AUTORIZACAO

Venho por meio desta autorizar a coleta de 5 ml de sangue de 50 individuos saudéveis
atendidos no LAC durante o prazo de um ano. O sangue coletado serd utilizado no
projeto intitulado: “Determinagdo de fatores de risco associados a perda de peso em
pacientes oncolégicos™ sob responsabilidade da Prof.* Ana Lucia Fachin Saltoratto que
estd sendo realizado na Unidade de Biotecnologia UNAERP, sendo que todo material

para a coleta serd fomecido pelo pesquisador.

\ Carla Denipotte Gallon Pitta

Responsével pelo Laboratério de Andlises Clinicas (LAC) do Curso de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Ribeirdo Preto




ANEXO 3 — Autorizacéo do coordenador da Unidade de Biotecnologia Prof. Dr. Mozart
Marins.

Ribeirdo Preto SP
Ax Costible Rormano, 2201
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www.unaerp.br

Ribeirdio Preto, 28 de setembro de 2022
AUTORIZACAO

Venho por meio desta autorizar o uso do laboratério de Biociéncias da Unidade de
Biotecnologia para o processamento das amostras de sangue de pacientes oncolégicos ¢
amostras controle do projeto intitulado “Determinagio de fatores de risco associados a
perda de peso em pacientes oncologicos” sob responsabilidade da Prof* Ana Licia

Fachin Saltoratto.

Coordenador da Unidade dgdily




ANEXO 4 - Regido no genoma humano em que foram identificados a presenga dos SNPs
nos genes FOXO3 (rs1935949), FOXO3 (rs4946935), ACVRB2V (rs2268757) e SELP
(rs6136), respectivamente.
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