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RESUMO 
 

O câncer de mama ocasiona inúmeros quadros clínicos e está relacionado a diversos 

fatores, dentre eles estão as quimiocinas, moléculas mediadoras dos processos inflamatórios. O 

objetivo foi analisar as quimiocinas (CCL2, CCL11, CXCL8, CXCL10 e CXCL11), e 

correlacioná-las com fatores (receptor de estrógeno e progesterona, HER2, estadiamento, 

subtipo molecular e proteína Ki-67) que compõem o quadro clínico dos pacientes com câncer 

de mama. Analisou-se o soro de 60 pacientes utilizando a metodologia LEGENDplex e 

citometria de fluxo, posteriormente desenvolveu-se a análise estatística. Observou-se maior 

produção de CCL11 e CXCL11 em pacientes progesterona negativos do que pacientes 

progesterona positivos, encontrou-se correlação entre o receptor de progesterona e proteína Ki-

67 com as quimiocinas CCL11 e CXCL11. A concentração de CXCL8 está associada ao 

estadiamento, e pacientes do grupamento Low para CXCL8 possuem 2,28 vezes risco de estar 

no grupo de pacientes com estágio avançado do câncer, comparado com os pacientes do grupo 

High.  Concluindo, existe uma nítida relação entre CCL11 e CXCL11 e receptor de 

progesterona, a quimiocina CXCL8 tem potencial de tornar-se biomarcador para estadiamento 

em pacientes com câncer de mama. 

Palavras-Chave: Quimiocina, Câncer de mama e Quadro Clínico. 
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1. INTRODUÇÃO  

Na sociedade atual, o câncer é uma das doenças de maior presença, não só no Brasil 

quanto no mundo. Além disso, é uma doença capaz de ocasionar uma ampla variação de 

quadros, uma vez que, o mesmo pode prejudicar diferentes órgãos e tecidos, tanto em seres 

humanos quanto em animais. Devido a isso e demais fatores a Organização Mundial da Saúde 

lançou em 2020 um relatório chamado “Relatório OMS sobre o câncer: estabelecendo 

prioridades, investindo com sabedoria e prestando assistência a todos.”, no qual inúmeros 

aspectos sobre essa doença são abordados. 

 Segundo o Instituto Nacional do Câncer, o câncer é “um conjunto de mais de 100 

doenças que têm em comum o crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e 

órgãos. ” (INCA, 2019). Tais células tendem a ser muito agressivas e incontroláveis, e são por 

meio delas que ocorre a formação de tumores, os quais por sua vez, podem espalhar-se para 

outras regiões do corpo, evento conhecido como metástase. 

De acordo com os dados da Organização Pan-Americana de Saúde (OPAS) e da 

Organização Mundial da Saúde (OMS), o câncer é uma das principais causas de morte no 

mundo, sendo responsável por cerca de 9,6 milhões de mortes em 2018. Já o câncer de mama é 

o segundo mais presente na população com uma média 2,09 milhões de casos por ano, sendo 

que 627 mil casos foram a óbito. Logo, o câncer de mama é um dos cânceres mais comuns e 

um dos principais tipos de câncer em mulheres que mais ocasiona mortes (OPAS,2018; OMS, 

2018).  

Além disso, o câncer de mama é considerado uma doença clinicamente heterogênea.  

Este conceito de heterogeneidade é explicado pelo Instituto Nacional de Câncer (INCA, 2019) 

como “A heterogeneidade deste câncer pode ser observada pelas variadas manifestações 

clínicas e morfológicas, diferentes assinaturas genéticas e consequentes diferenças nas 

respostas terapêuticas”. O câncer de mama por ser uma doença clinicamente heterogênea, 
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possui várias formas de ser categorizado, porém uma classificação muito utilizada é a 

classificação molecular: a qual é dividida em quatro categorias, de acordo com a presença ou 

ausência de proteínas chamadas receptores hormonais (estrogênio e/ou progesterona) e da 

proteína HER2. (FEMAMA, 2019). 

Com isso o câncer da mama pode ser dividido em: Luminal A, tumores que apresentam 

receptores de estrógeno e progesterona positivos, contudo não apresentam a expressão da 

proteína HER2 e possuem crescimento mais lento das células; Luminal B: também possuem 

receptores de estrogênio e progesterona positivos, não expressam a proteína HER2 e 

apresentam um nível mais acelerado de proliferação celular; HER2: não apresentam expressão 

dos receptores hormonais, mas têm a expressão da proteína HER2; por fim, o triplo negativo: 

em que as células tumorais não possuem nem expressam os receptores hormonais, nem a 

proteína HER2, sendo negativo para estrogênio, progesterona e HER2 (FEMAMA, 2019).  

O diagnóstico de câncer de mama pode ser estabelecido por meio de uma biópsia da 

área suspeita que deve ser analisada por um especialista e laudada como câncer (Instituto 

Oncoguia, 2017). A realização desta biópsia, no entanto, ocorre devido alguma alteração 

suspeita, a qual pode ser observada no exame físico ou na mamografia. Segundo o Instituto 

Oncoguia (2017), quando o paciente ou o médico encontram alterações no exame físico, são 

solicitados exames adicionais como mamografia, ou ultrassom das mamas, onde o ultrassom 

das mamas pode servir como complemento à mamografia, pois ajuda a diferenciar cistos de 

nódulos.  

A ressonância magnética, usada como forma de diagnóstico, é recomendada para o 

rastreamento apenas em populações de alto risco, como pacientes com um histórico familiar 

confirmado ou suspeita, pacientes predispostos geneticamente ao câncer ou pacientes que já 

tiveram um primeiro câncer de mama. (Hospital Sirio-Libanês.,2019). Mamografia, ultrassom 

e ressonância magnética podem ser laudados com referência a uma classificação denominada 
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Bi-RADS, logo quando a mamografia ou ultrassom encontram alterações suspeitas, é 

recomendada uma biópsia. A classificação Bi-RADS é feita de acordo com a Figura 1. 

 

Figura 1: Classificação BI-RADS. Tabela que demonstra as categorias e suas definições da classificação BI-
RADS. Fonte: Nascimento, José H. R.; et all. Acurácia dos achados mamográficos do câncer de mama: correlação 
da classificação BI-RADS e achados histológicos. 2010. 

De acordo com Devita Centro Oncológico, atualmente não basta dizer que se trata de 

câncer de mama, uma vez que se tem uma imensa variedade de tipos e dentro destes, existem 

muitas características tumorais, as quais são utilizadas para determinar de maneira distinta todas 

as fases do tratamento do câncer, desde planejamento da cirurgia, até a quimioterapia e 

radioterapia. 

Uma das coisas que se deve levar em questão para desenvolver o tratamento é a 

categorização do estadiamento do câncer de mama, o qual possui 5 estádios de acordo com o 

Hospital do Câncer de Barretos (2012):  

● Estádio 0: Quando a doença está restrita ao local onde começou;  

● Estádio 1: O câncer está na fase de metástase locoregional, mas possui no 

máximo 2cm de tamanho;  

● Estádio 2: O tumor está na fase de metástase locoregional, mas possui entre 2cm 

e 5cm de tamanho e acometimentos de linfonodos auxiliares pouco 

comprometidas na axila;  
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● Estádio 3: A doença está na fase de metástase locoregional, mas possui tamanho 

maior que 5cm ou acometimentos de linfonodos auxiliares muito 

comprometidas na axila. 

●  Estádio 4: Quando a doença está no processo de metástase em outras partes do 

corpo. 

Porém, no desenvolvimento deste estudo se adotou uma classificação de estadiamento 

diferente, a qual é dividida entre duas categorias: a inicial, que engloba o estádio 0, estádio 1 e 

estádio 2, e a categoria avançada nela se tem o tumor em estádio 3 e estádio 4.  

As modalidades de tratamento do câncer de mama podem ser divididas em duas: a 

primeira modalidade é o tratamento local, que consiste em fazer cirurgia e o tratamento com 

radioterapia, além de reconstrução mamária, a segunda modalidade consiste no tratamento 

sistêmico, o qual envolve a quimioterapia, hormonioterapia e terapia biológica (INCA, 2020). 

Além disso, os tratamentos são ligados ao estádio em que o paciente se encontra, quando o 

estádio é o I ou o II, o procedimento habitual consiste de cirurgia, que pode ser conservadora, 

com retirada apenas do tumor; ou mastectomia, com retirada da mama e reconstrução mamária 

(Moran, 2014). Após a cirurgia, o tratamento complementar com radioterapia pode ser indicado 

em algumas situações e a reconstrução mamária nos casos de mastectomia. 

Ainda sobre o tratamento de pacientes no estádio I ou II, o tratamento sistêmico será 

determinado de acordo com o risco de recorrência, o qual é ligado com a idade do paciente, 

comprometimento linfonodal, tamanho tumoral, grau de diferenciação, assim como das 

características tumorais que ditarão a terapia mais apropriada (INCA,2020). Esta última baseia-

se principalmente na mensuração dos receptores hormonais de estrogênio e progesterona. 

(HAMMOND, M. E.et al. 2010). 

Os tratamentos relacionados ao estádio III, são os tratamentos sistêmicos, onde na 

maioria das vezes, a quimioterapia é a modalidade terapêutica inicial. Após resposta adequada, 
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segue-se com o tratamento local, como cirurgia e radioterapia (CORTAZAR, P. et al. 2014). Já 

quando se trata dos tratamentos do estádio IV é fundamental que a decisão terapêutica busque 

o equilíbrio entre a resposta tumoral e o possível prolongamento da sobrevida, levando-se em 

consideração os potenciais efeitos colaterais decorrentes do tratamento (CARDOSO, F. et al. 

2014). A modalidade principal nesse estádio é sistêmica, sendo o tratamento local reservado 

para indicações restritas. 

Após contemplar todo este macro cenário, observa-se agora o microcenário, ou seja, o 

que está ocorrendo no corpo do paciente com câncer de mama. Sendo assim, uma circunstância 

que está muito relacionada com o quadro de câncer é a inflamação da região afetada, logo, a 

resposta inflamatória representa um componente fundamental do microambiente tumoral, 

sendo responsável por mediar a rede de comunicação biológica e o fluxo de sinalização 

molecular, que caracterizam o tecido neoplásico. Com isso, as células influenciadas pela 

inflamação, interagem de forma autócrina e parácrina para “controlar, delinear e remodelar o 

crescimento tumoral, que é impulsionado por um mecanismo dinâmico de produção de 

citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e enzimas remodeladoras da matriz extracelular, 

criando um sistema de influência multidirecional” (FIGUEIREDO, 2019).      

 No meio deste fluxo de sinalização molecular, existem inúmeras agentes 

desempenhando suas funções para conter ou estimular a multiplicação celular, tais fatores 

podem ser denominados de agentes proto-oncogênes e agentes oncogênes, pois quando 

ativados, os proto-oncogenes tornam-se oncogenes, sendo responsáveis por transformar as 

células normais em células cancerosas. (INCA,2019). Neste cenário é importante como forma 

de diagnóstico e prognóstico do paciente ter fatores capazes de serem utilizados como 

medidores desta proliferação, uma vez que, como dito anteriormente é fundamental saber o 

tamanho do tumor para se prescrever o melhor tratamento. Um dos fatores mais utilizados é 

explicado no parágrafo a seguir.   
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Uma forma de se fazer esta marcação de proliferação celular é por meio da quantificação 

da proteína Ki-67, a qual “é uma proteína nuclear que não é expressa nas células em repouso 

(G0), mas pode ser detectada na fase G1 e M do ciclo celular” (BUITRAGO, F.; UEMURA, 

G.; e SENA, M. C. F., 2011). Além disso, estudos já foram feitos relacionando esta proteína 

com o câncer de mama. Pois as classificações imuno-histoquímicas incluem a avaliação de sua 

expressão, que é determinante para a diferenciação entre os subtipos luminal A e luminal B, da 

classificação molecular (Cirqueira MB, et all; 2011). 

Existe uma relação entre inflamação e câncer, se faz necessário outra associação, uma 

vez que, o processo inflamatório gera e recruta inúmeras moléculas, dentre elas um grupo pode 

ser destacado, as chamadas quimiocinas, as quais “formam uma grande família de pequenas 

citocinas, e seus receptores são capazes de controlar a migração e residência de todas as células 

do sistema imune” (PALOMINO, D.C.T. e MARTI, L.C., 2015). 

 As quimiocinas são geralmente categorizadas em dois grupos as pró-inflamatórias e as 

não inflamatórias (homeostáticas). Isso porque os papéis e funções entre estes grupos se 

alteram, pois, as quimiocinas só podem ser categorizadas como pró-inflamatórias se elas 

ocasionarem e intensificarem o processo de inflação (PALOMINO, D.C.T. e MARTI, L.C., 

2015). Já as quimiocinas homeostáticas são aquelas que estão envolvidas no controle da 

migração das células do sistema imune no decorrer do desenvolvimento ou a manutenção dos 

tecidos (PALOMINO, D.C.T. e MARTI, L.C., 2015).  

Desta forma, as quimiocinas CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL7 e 

CXCL8 são classificadas como pró-inflamatórias, enquanto a CXCL12 e a CXCL13 são 

homeostáticas. As quimiocinas CXCL9, CXCL10, CXCL11 e CXCL16 têm dupla função, 

inflamatória e homeostática, ou seja, dependendo do cenário em que elas se encontram elas 

podem agir de forma a incentivar o processo inflamatório ou conter a inflamação, enquanto a 

CXCL4 está relacionada ao plasma ou às plaquetas. Além disso, as quimiocinas CCL2, CCL3, 
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CCL4, CCL5, CCL11 e CCL13 são classificadas como pró-inflamatórias, enquanto as 

quimiocinas CCL18 CCL19, CCL21, CCL25 e CCL27 são homeostáticas. As quimiocinas 

CCL1, CCL17, CCL20 e CCL22 têm dupla função inflamatória e homeostática, enquanto as 

quimiocinas CCL14, CCL15, CCL16 e CCL23 estão relacionadas ao plasma ou às plaquetas 

(PALOMINO, D.C.T. e MARTI, L.C., 2015). 

Estudos apontam diversas relações entre as quimiocinas com o cenário tumoral. Por 

exemplo, o microambiente tumoral é essencial para o crescimento, disseminação e metástase 

do câncer e sabe-se que neste microambiente existe um alto número de macrófagos, estes 

macrófagos intratumorais correlaciona com mau prognóstico e a infiltração de macrófagos no 

câncer de mama se correlaciona com alta expressão do CCL2 de monócitos (Bonapace, L., 

et.all; 2014). Com isso a quimiocina CCL2 foi proposta como alvo para o câncer de mama 

metastático porque a alta expressão do CCL2 se correlaciona com uma diminuição na sobrevida 

de pacientes com câncer de mama (Bonapace, L., et.all; 2014).  

Além deste exemplo, estudos apontam que fibroblastos ativados por células co-

cultivadas de câncer de mama produzem níveis mais altos de algumas quimiocinas como 

CCL11 e CXCL14, acelerando o crescimento de células de câncer de mama e induzindo 

metástase e resistência a medicamentos. (Liu Y., 2017). De acordo com pesquisas, foi 

observado que a quimiocina CXCL8 em câncer de mama está associada a uma baixa sobrevida 

livre de recorrência em pacientes com tumores HER2 (-), ou seja, está ligada a um mau 

prognóstico (Cho Y.A., Sung M.K., Yeon J.Y., Ro J., Kim J., 2013). 

Quando se trata da quimiocina CXCL10, estudos identificaram um papel crítico para a 

sinalização autócrina CXCL10 / CXCR3 na promoção do crescimento, motilidade e metástase 

de células tumorais. Além disso, uma análise demonstrou que a co-expressão de CXCL10 e 

CXCR3 previu um aumento do potencial metastático e foi associada à progressão precoce da 

doença metastática e baixa sobrevida geral (Wightman SC, et all., 2015). 
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Por fim, a quimiocina CXCL11 é altamente expressa em diferentes tumores sólidos e 

controla o crescimento do tumor, metástase e infiltração de linfócitos. Além disso, estudos 

apontam que a CXCL11 promove a progressão do tumor pelo uso tendencioso dos receptores 

de quimiocinas CXCR3 e CXCR7 (Puchert M, Obst J., 2020). Além de todas estas funções 

desenvolvidas no organismo, as quimiocinas de modo geral estão sendo alvo de análise para 

serem utilizadas como biomarcadores para diversas doenças: o câncer de ovário (Paula, S.O.C, 

2015), depressão (FREITAS, T. H, 2017) e até no câncer de mama (Lages, E. L, 2014). 

Neste trabalho analisamos as amostras de pacientes com câncer de mama, em relação a 

expressão das quimiocinas: CCL2, CCL11, CXCL8, CXCL10 e CXCL11 as quais como dito 

anteriormente tem uma relação com o quadro de inflamação e dupla função e estão ligado ao 

cenário tumoral. Além disso, analisamos parâmetros ligados ao quadro clínico dos pacientes 

sendo eles: proteína Ki-67, receptor de estrógeno (ER), receptor de progesterona (PR), receptor 

do fator epidérmico humano tipo 2 (HER2), subtipo molecular (luminal A, luminal B, triplo 

negativo e HER2) e estadiamento (inicial e avançado). 

1.1  Justificativa 

O estudo é relevante, pois como o assunto abordado tem grande impacto na vida de 

muitas pessoas ao redor do mundo e descobertas nesta área de conhecimento serve como auxílio 

a medidas que interferem diretamente nas vidas de pacientes com esta doença. Além disso, 

sabe-se que existe uma relação entre as moléculas citadas (quimiocinas), com os tratamentos 

descritos, o prognóstico dos pacientes e como biomarcador. Por isso, este trabalho procurará 

elucidar mais a relação entre os fatores clínicos e as quimiocinas alvo, com isso conseguir trazer 

resultados possíveis de serem utilizados na prática para o auxílio do prognóstico e tratamento 

direcionado do câncer de mama. 

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1043466619302388#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1043466619302388#!


 
 

9 
 

2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Avaliar a produção de quimiocinas em pacientes com câncer de mama e correlacioná-

las com os fatores que compõem o quadro clínico (ER, PR, HER2, estadiamento, subtipo 

molecular e proteína Ki-67). 

2.2 Objetivos específicos 

1. Analisar as amostras de sangue de pacientes com câncer de mama com alvo nas 

quimiocinas por meio da utilização do kit Legend Plex e da citometria de fluxo. 

2. Caracterizar a população dos pacientes utilizados no estudo, obtendo as informações 

gerais (número de pacientes, sexo dos pacientes, idade, hábito de fumar, índice de massa 

corporal e fase da menopausa) por meio do cálculo da média e desvio padrão.  

3. Identificar e correlacionar as análises de cada quimiocina do painel pré-definido nº 

740003 (BioLegend, San Diego, EUA) com o quadro clínico dos pacientes com câncer 

de mama (ER, PR, HER2, estadiamento, subtipo molecular e proteína Ki-67).  

3. MATERIAIS E MÉTODOS  

3.1 Obtenção das amostras de soro das pacientes 

Este projeto conta com a aprovação e liberação do Comitê de Ética em Pesquisa 

Envolvendo Seres Humanos (38930314.5.0000.5565), sendo este; 1.230.380/2015, o número 

do parecer. Com isso, os pacientes que concordaram em participar da pesquisa, por meio do 

termo que leram e assinaram, o qual se encontra anexado a este estudo (ANEXO 1), foram 

encaminhados para o posto de coleta de sangue do hospital do câncer, sendo coletado 12 mL 

de sangue venoso periférico, em tubo de coleta descartável com anticoagulante EDTA. 

Posteriormente à coleta, os tubos foram acondicionados sob refrigeração adequada para 

posterior manuseio.  
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Além de se obter as amostras de sangue periférico também foi obtido informações dos 

prontuários que os pacientes possuem no Hospital do Câncer de Uberlândia. Informações como 

por exemplo: idade, sexo, se fuma ou não, IMC, se já teve menopausa, qual a classificação do 

subtipo molecular, a quantificação da proteína Ki-67, se o paciente é receptor de estrógeno 

positivo ou negativo, HER2 positivo ou negativo, dentre outros componentes do quadro clínico.  

3.1.1 Preparação das alíquotas de soro das pacientes  

As amostras foram processadas do seguinte modo: primeiramente 100 µL do sangue foi 

lavado com PBS (Tampão fosfato-salino) a 0,3% BSA (albumina de soro bovino) e bloqueado 

com PBS a 5% BSA por 10 minutos. Após este processo as amostras foram armazenadas no 

ultra freezer, na temperatura de -80ºC. Para a preparação das alíquotas as amostras foram 

descongeladas, misturadas e centrifugadas a 1.000 rpm, durante 10 minutos, para separar o 

plasma e algumas partículas, obtendo assim o soro dos pacientes. Com isso foram separadas 

alíquotas de 100μL do soro de cada um dos 60 pacientes escolhidos randomicamente.  

3.2 Legend plex 

Para desenvolver esta etapa, foi utilizado o Kit Human Proinflamayory Chemokine, o 

qual conta com a tecnologia legend plex (BioLegend, San Diego, EUA) sendo usado para 

identificar e quantificar as quimiocinas pró inflamatórias: CCL2, CCL11, CXCL8, CXCL10, 

CXCL11. 

Com as alíquotas das amostras feitas, a primeira parte do processo foi preparar as esferas 

(beads), as quais foram diluídas em 1x na solução tampão que vem no kit, em uma proporção 

de 1:1.  Para isso, agitou-se  as esferas em um sonicador por 1 minuto e depois no vortex durante 

30 segundos, antes de usar.  Depois de ter feito isso, calculou-se o volume final de esferas a ser 

usado. 

Além disso, o tampão de lavagem, foi feito utilizando 25 ml do tampão do kit mais 475 

ml de água deionizada. Este tampão de lavagem foi deixado à temperatura ambiente e misturado 
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de forma eficiente. Em seguida, preparou-se a Matrix a ser usada durante o experimento, a qual 

foi feita adicionando 5 ml da solução tampão teste do kit, no frasco da Matrix, deixado em 

repouso por 15 minutos e depois misturá-los usando o vortex.   

Após executada esta etapa foi preparada a curva padrão. Para isso, fez-se a 

reconstituição do painel padrão de inflamação liofilizado, o qual vem no kit. Para isso, teve-se 

que misturar a este painel 250 μL de tampão e deixado em repouso por 10 minutos. Em seguida, 

foi transferido esta solução para microtubos rotuládos. Com estas pré etapas prontas foi 

desenvolvida a diluição das amostras em 2x com o tampão de ensaio na proporção de 1:1.      

Depois de todas estas etapas, foi desenvolvida a montagem da placa, foi colocado nos 

poços da curva padrão 25μL de Matrix, 25μL de cada padrão e 25μL de esferas (as quais 

anteriormente foram colocadas no vortex por 30 segundos). Já nos poços das amostras adiciono-

se 25μL de tampão de ensaio, 25μL das amostras diluídas e 25μL das esferas que passaram 

previamente pelo vortex por 30 segundos.  

Após a montagem da placa, a mesma foi selada utilizando um plástico específico o qual 

vem com o kit, sem colocar pressão positiva e enrolada em papel alumínio. Com isso, a placa 

foi colocada em um agitador, com uma agitação contínua de 800 rpm durante duas horas. 

Decorrido este tempo a placa passou por uma centrífuga por 5 minutos a 1050 rpm usando um 

rotor de balde giratório com adaptador para microplaca.  

Em seguida, desprezou-se o sobrenadante e secou a placa apenas uma única vez com 

papel, e para drenar o líquido restante dos poços foi utilizado uma pipeta, tomando cuidado com 

o pellet formado. Logo após, foi feita a adição de 25 μL de anticorpos de detecção em cada 

poço, e selou-se novamente a placa sem fazer pressão positiva e enrolou-se a mesma em papel 

alumínio. Colocando-a em um prato no agitador e a prendendo, foi executada a agitação por 

uma hora a 800 rpm.  
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Depois da centrifugação se adicionou 25 μL de estreptavidina ligada ao fluorocromo PE 

(SA-PE), após esta etapa a placa foi selada de novo, e enrolada no papel alumínio, colocada no 

agitador a 800 rpm durante 30 minutos. Em seguida, passou-se novamente pela centrífuga de 

placas em uma rotação de 1050 rpm por um tempo de 5 minutos. O sobrenadante foi 

desprezado, a placa secada uma vez utilizando um papel, o líquido restante drenado permitindo 

que apenas o pellet ficasse na placa. Com isso, foi colocado em cada poço 150 μL de tampão 

de lavagem (1x), e as esferas foram ressuspendidas usando uma pipeta.  

Representação esquemática das etapas descritas nos parágrafos acima (Figura 2):   
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Figura 2: Resumo do Procedimento de ensaio para placa de filtro Legend Plex. Esquema do ensaio Legend 
Plex desenvolvido pela empresa BioLegend, San Diego, EUA. Obtida por meio do manual do Kit Human 
Proinflamayory Chemokine, painel nº 740003. p. 25. 
 
3.3 Citometria de fluxo 

Depois de todo o processo acima, as amostras e a curva padrão, foram passadas para 

tubos os quais foram encaminhados para fazer a leitura no citômetro de fluxo (Cytoflex, 

Beckman Coulter), com o objetivo de determinar a concentração dos analitos alvo. Uma vez 

que, cada um dos dois conjuntos das esferas (beads), está conjugado com um anticorpo 

específico em sua superfície, elas servem como esferas de captura. Além disso, as esferas são 

diferenciadas por tamanho e intensidade de fluorescência interna no citômetro de fluxo, 

populações analito específicas foram segregadas e o sinal fluorescente de PE pode ser 

quantificado pelo uso do citômetro. Com isso, distintas pelo tamanho e fluorescência interna, 

permite-se a detecção das quimiocinas alvo deste estudo.   

3.4. Análise estatística  

 Por meio dos dados e gráficos obtidos utilizando a citometria de fluxo, foi feita a análise 

estatística de cada amostra em relação a cada quimiocina pró inflamatória pré-definidas pelo 

painel nº 740003 (BioLegend, San Diego, EUA). A análise estatística foi feita utilizando o 

software IBM SPSS Statistics 20, já as figuras foram feitas com o uso do software GraphPad 

Prism 8.  

 O primeiro passo da análise foi para descobrir se os dados obtidos seriam ou não 

paramétricos, em outras palavras se eles seguiam a distribuição da curva gaussiana. Sendo 

assim, foi feita a análise dos histogramas e do gráfico normal Q-Q Plot. Logo depois, os dados 

foram submetidos ao boxplot para se identificar e poder ser retirado os outliers dos dados, 

utilizando um G = 3.  

 Com o intuito de obter informações de caráter básico sobre as amostras, e sobre as 

relações das quimiocinas com as variáveis foram feitos Heat Map, por meio deles é possível 

observar e analisar os níveis das quimiocinas das variáveis, e entre os grupos das mesmas. Além 
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disso, com estes Heat Map também é possível obter a mediana dos níveis quantificados das 

quimiocinas alvo e compará-las entre as variáveis e os subgrupos das mesmas. 

 Desenvolvido todos estes testes os dados estavam prontos para serem analisados por 

testes de cunho não paramétrico. Com isso, o primeiro teste que foi empregado com o objetivo 

de obter resultados foi o teste de coeficiente de correlação de postos de Spearman, ele foi 

executado para saber se as quimiocinas analisadas possuíam algum tipo de correlação com as 

variáveis utilizadas neste estudo.  

Uma vez que os dados não seguem uma distribuição normal, eles são considerados não 

paramétricos, deste modo teve-se que ser utilizado uma correlação para dados não paramétricos. 

O teste de correlação de Spearman pode ser analisado do seguinte modo, o coeficiente, pode ter 

um valor entre +1 e -1 onde: Um valor de +1 significa uma associação de classificação positiva 

perfeita, já um valor de 0 significa que não há associação de classificação, um valor de -1 

significa uma associação negativa perfeita entre os intervalos. Por fim, se o valor se aproxima 

de 0, a associação entre os dois intervalos é mais fraca. 

 Em seguida, foi desenvolvido os testes de Mann-Whitney para aquelas variáveis que 

possuíam dois subgrupos (ER, PR, HER2, estadiamento) e Kruskal-Wallis para a variável que 

possui mais de dois subgrupos (subtipo molecular). O intuito de ter feito estes testes era para 

saber se tem diferença significativa entre a dosagem de cada quimiocina dependendo do 

subgrupo da variável. Para este teste os resultados que ficaram abaixo de um p = 0,05 foram 

considerados significativos.  

 Logo, foi executado o teste do qui-quadrado de Pearson o qual foi desenvolvido com o 

intuito de um teste de independência, ou seja, avalia-se observações não pareadas em duas 

variáveis e as expressa em uma tabela de contingência. Para desenvolver este teste foi feito 

primeiramente uma divisão dentro de cada quimiocina em Low e High, ou seja, com o uso da 

mediana aqueles valores quantificados de quimiocina que estiveram acima da mediana foram 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Tabela_de_conting%C3%AAncia
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colocados no grupo de altos produtores (High), já aqueles valores que ficaram abaixo da 

mediana foram enquadrados no grupo de baixos produtores (Low).  

Além dessa divisão, se manteve a divisão usada nos testes anteriores, sendo assim 

aquelas variáveis que eram divididas em dois grupos foi dividida em quatro e a variável que era 

dividida em quatro grupos foi para oito. E como foi dito, com o uso do teste qui-quadrado foi 

possível obter os valores em porcentagens de cada grupo em relação ao total e ao mesmo tempo 

se estas diferenças entre os grupos são significativas ou não, ou seja, se o p< 0,05. 

Além disso, para a situação em que o teste de qui-quadrado deu um resultado 

significativo, as informações e valores obtidos foram submetidas em um teste de Risco 

Relativo, para saber em que proporção ocorre este risco entre os grupos estudados.   

4. RESULTADOS   

4.1 Informações gerais 

Foram analisadas ao todo 60 amostras de pacientes do sexo feminino. Com um intervalo 

de idade entre 34 e 83 anos, com uma idade média de 56,2 ± 11,9 (Tabela1). Sendo que 13,3% 

das pacientes são fumantes, 65% das pacientes não fumam, e 21,7% eram ex-fumantes (Tabela 

2). Outro ponto analisado foi a menopausa, já que ela interfere em toda questão hormonal das 

mulheres e como já mencionado, algumas variáveis analisadas são ou estão diretamente 

relacionadas aos hormônios. Sendo assim, foi visto que 73,3% das pacientes estavam na 

menopausa, os outros 26,7% ainda não chegaram nesta fase (Tabela 2).  

Outra característica analisada foi o índice de massa corporal (IMC). Pois pacientes com 

câncer geralmente possui variações neste índice quando comparados a maioria da população 

saudável. Valores obtidos foram entre 15 e 263, com um valor médio de 31,7 ± 33,3. (Tabela1) 

Tabela 1: Informações Gerais (Idade e IMC). 
Informações 

Gerais N Mínimo Máximo Média Desvio 
Padrão 

Idade 60 34 83 56,20 11,912 
IMC 52 15 263 31,07 33,298 
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Tabela 2: Informações Gerais (Sexo, Hábito de Fumar e Menopausa). 
Informações Gerais N Porcentagem 

Sexo  Feminino 60 100% 
Masculino 0 0% 

Hábito de fumar 
Sim 8 13,3% 
Não 39 65,0% 

Ex-fumante 13 21,7% 

Menopausa Tiveram 44 73,3% 
Não tiveram 16 26,7% 

 

4.2 Informações descritivas (Mann-Whitney e Kruskal Wallis) 

 Para se ter as informações descritivas das variáveis que foram utilizadas neste estudo, 

foi feito a média dos níveis de quimiocina de cada grupo, e uma comparação estatística entre 

os postos dos valores de cada grupo, para isso foi utilizado o teste Mann-Whitney para comparar 

os dois subgrupos de uma variável, e o Kruskal Wallis na comparação entre mais de dois 

subgrupos.  

A primeira variável analisada foi o receptor de estrógeno (Tabela 3) demonstrando que 

não existe diferença significativa entre as quimiocinas estudadas comparadas entre os grupos 

(p>0,05). 

Tabela 3: Resultado descritivo das quimiocinas para receptor de estrógeno. 
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A próxima variável utilizada foi o receptor de progesterona, o qual é subdividido nos 

grupos de pacientes com receptor de progesterona positivo e pacientes com receptor de 

progesterona negativo. Dentre o grupo das cinco quimiocinas duas possuem diferença 

significativa de produção entre os subgrupos do receptor de progesterona, ou seja, quando 

comparado os níveis de produção destas duas quimiocinas entre aqueles que são positivo e 

negativo possuem uma produção significativamente distinta (p<0,05). As duas quimiocinas que 

possuem esta diferença de produção são CCL11 (p = 0,017) e CXCL11 (p = 0,029). (Tabela 4). 

Tabela 4: Resultado descritivo das quimiocina para receptor de progesterona.  

  
 

As outras variáveis que foram submetidas a este teste foram a proteína HER2 e o 

estadiamento. Para analisar a proteína HER2, as pacientes foram subdivididas em grupo 

HER2+ e grupo HER2-. Já o estadiamento também pode ser categorizado em dois grupos, 

inicial e avançado. Todavia, essas análises não demonstraram resultados estatisticamente 

significantes. A Tabela 5 contém os dados do teste para a proteína HER2 e a Tabela 6 os 

resultados do teste para o estadiamento.    
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Tabela 5: Resultado descritivo das quimiocina para proteína HER2.  

 
 
Tabela 6: Resultado descritivo das quimiocina para estadiamento.  

 

Em relação ao subtipo molecular, os pacientes foram divididos em luminal A, luminal 

B, triplo negativo e HER2. Os grupos foram comparados utilizando-se o teste de Kruskall-

Wallis e os resultados apresentados na Tabela 7. 
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Tabela 7: Resultado descritivo das quimiocina para subtipo molecular.  

 

Além destes dados descritivos apresentados também foi analisado as medianas 

juntamente com os Heat Map das variáveis e de seus subgrupos. Estas medianas e os Heat Map 

estão descritos na seção seguinte.  

4.3 Resultados dos Heat Map e das medianas 

 Os primeiros Heat Map obtidos foram dos receptores de estrógeno (Figura 3) e 

progesterona (Figura 4), cujos resultados foram similares. Uma destas semelhanças são as 

escalas as quais ficaram idênticas quando considerado o intervalo quantificado. Além disso, as 

quimiocinas CCL2, CCL11, CXCL10 e CXCL11 foram semelhantes nos dois Heat Map, já a 

quimiocina CXCL8 teve um comportamento inverso aos demais. Além disso, em ambos os 

cenários se observam quando comparadas as medianas uma produção maior da quimiocina 

CXCL8 e uma produção menor da CXCL10. 

 Por meio da criação de ambos Heat Map foi possível obter os valores das medianas, e 

com isso construir as tabelas que se encontram ao lado direito da Figura 3 e da Figura 4. 
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Figura 3: Heat Map do receptor de estrógeno. A escala apresentada ao lado do mapa de calor está na unidade 
de medida de picogramas (pg). Nos eixos X é a classificação do receptor de estrógeno. Já no eixo Y se encontram 
as quimiocinas.  

 
Figura 4: Heat Map do receptor progesterona. A escala apresentada ao lado do mapa de calor está na unidade 
de medida de picogramas (pg). Nos eixos X é a classificação do receptor de progesterona. Já no eixo Y se 
encontram as quimiocinas.  
  
 Quando se trata do Heat Map da proteína HER2 (Figura 5) todo o cenário que vimos 

até agora se inverte, pois, a maioria das quimiocinas agora são mais produzidas nos pacientes 

HER2+. Porém, algo que foi observado nas Figura 3 e Figura 4 e que se manteve constante na 

Figura 5 é que a quimiocina com maior mediana foi a CXCL8 e a de menor produção foi a 

CXCL10.  
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Figura 5: Heat Map da proteína HER2.  A escala apresentada ao lado do mapa de calor está na unidade de 
medida de picogramas (pg). No eixo X são a classificação da proteína HER2. Já no eixo Y se encontram as 
quimiocinas. Do lado direito do Heat Map se encontra a tabela com os resultados das medianas obtidas. 

O próximo Heat Map desenvolvido foi o do estadiamento (Figura 6), o qual, ao contrário 

das demais variáveis analisadas até agora não é tão majoritariamente observado uma maior 

produção de quimiocinas em um grupamento específico. Uma vez que, dentre as cinco 

quimiocinas estudadas três (CCL11, CXCL8 e CXCL11) se encontram mais produzidas em 

estágio inicial e as outras duas (CCL2 e CXCL10) se encontram mais produzidas no estágio 

avançado do câncer.  Isso pode ser evidenciado tanto no valor de sua mediana quanto nas cores 

do Heat Map.   
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Figura 6: Heat Map do estadiamento.  A escala apresentada ao lado do mapa de calor está na unidade de medida 
de picogramas (pg). No eixo X são a classificação do estadiamento. Já no eixo Y se encontram as quimiocinas. Do 
lado direito do Heat Map se encontra a tabela com os resultados das medianas obtidas. 

 O último Heat Map feito foi o do subtipo molecular (Figura 7). Como dito nas seções 

anteriores o subtipo molecular possui 4 classificações, sendo elas: luminal A (LA), luminal B 

(LB), triplo-negativo (TN) e HER2 (H). A partir disso, é possível fazer a comparação entre os 

4 grupos e entre as quimiocinas.  

A CCL2 foi menos produzida em pacientes luminais A, uma vez que, a sua mediana foi 

de 167,29 pg, já o luminal B foi o que mais produziu CCL2 possuindo uma mediana de 229,79 

pg. Quando se analisa a quimiocina CCL11, também se observa que os pacientes luminais A 

produziram menos do que os demais, isso pode ser visto pelo valor da mediana ser 165,80 pg. 

Já o grupo que mais produziu a quimiocina CCL11 é o HER2, com uma mediana de 255,30 pg.  

Para a quimiocina CXCL8 o grupo de menor produção foi o HER2 com uma diferença 

bem pouca do triplo-negativo, pois o nível do HER2 foi de 228,79 pg e o do triplo negativo foi 

264,20 pg. Já o que mais produz foi o grupo luminal A, que possui um nível de produção de 

368,47 pg. A quimiocina CXCL10 não apresentou diferença significativa entre os grupos. A 

última quimiocina a ser analisada é a CXCL11 onde o grupo que menos a produz foi o luminal 

A com um nível de 57,46 pg, e o grupo que mais produz CXCL11 foi o triplo-negativo com um 

nível de 292,70 pg. 

Além disso, foi possível saber para qual grupo a quimiocina foi mais e menos produzida. 

No grupo luminal A as quimiocinas CXCL10 e CXCL11 foram as menos produzidas, já a mais 

produzida é o CXCL8. Para o grupo luminal B a quimiocina menos produzida é a CXCL10 e a 

mais produzida foi a CXCL8. Quando se analisa o grupo triplo-negativo a quimiocina menos 

produzida foi a CXCL10 e a mais produzida foi a CXCL11. Por fim, no grupo HER2 a 

quimiocina menos produzida foi a CXCL10 assim como nos demais grupos, e a mais produzida 

foi a CCL11. Tudo o que foi dito nos parágrafos anteriores está na Figura 6 e Tabela 8.  
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Figura 7: Heat Map do subtipo molecular.  A escala apresentada ao lado do mapa de calor está na unidade de 
medida de picogramas (pg). As abreviações no eixo X são: Luminal A (LA), Luminal B (LB), Triplo-Negativo 
(TN) e HER2 (H). Já no eixo Y se encontram as quimiocinas. 
 
Tabela 8: Resultado das medianas para subtipo molecular.  

 

4.4 Resultados do teste de coeficiente de correlação de postos de Spearman 

 Este teste foi desenvolvido para observar a possível existência de uma correlação entre 

as cinco quimiocinas alvo com as seis variáveis escolhidas como panorama do caso clínico dos 

pacientes com câncer de mama. A primeira variável utilizada na correlação com as quimiocinas 

foi o receptor de estrógeno. Todas as correlações foram do tipo fraca, porém a correlação entre 

a quimiocina CCL2 e o receptor de estrógeno, representado pelo gráfico (Figura 8) foi a que 

possuiu a melhor correlação e mostrou uma tendência a ser significante (p = 0,066).  (Tabela 9)  
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Figura 8: Gráfico da correlação entre CCL2 com o receptor de estrógeno. Gráfico que mostra a correlação 
entre a produção da quimiocina CCL2 pelos pacientes receptores de estrógeno positivo e pacientes receptores de 
estrógeno negativo.  

 A segunda variável analisada foi o receptor de progesterona, e como resultado obteve-

se que duas dentre as cinco quimiocinas tiveram resultados significativos (p< 0,05).  As 

quimiocinas que possuem uma correlação significativa com o receptor de progesterona foram 

as quimiocinas CCL11 e CXCL11 com um (p=0,016) e (p=0,027) respectivamente, o gráfico 

que mostra a correlação é representado pela Figura 9. Já as três quimiocinas restantes 

apresentaram uma correlação fraca com esta variável.  (Tabela 9) 

 

Figura 9: Gráficos das correlações entre CCL11 e CXCL11 com o receptor de progesterona. Gráfico da 
esquerda mostra a correlação entre a produção da quimiocina CCL11 entre pacientes PR+ e PR-. Gráfico da direita 
mostra a correlação entre a produção da quimiocina CXCL11 entre pacientes PR+ e PR-. 
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Outra variável observada foi a de subtipo molecular, esta por sua vez, teve um resultado 

similar ao que aconteceu com a correlação do receptor de estrógeno, ou seja, nenhuma das 

quimiocinas apresentaram uma correlação significante. Contudo, a quimiocina CCL11 se 

aproxima de um resultado significante, uma vez que, seu valor foi de 0,053. (Tabela 9) 

A quarta variável analisada foi a proteína Ki-67, na correlação com as quimiocinas foi 

a variável que demonstrou a maior quantidade de resultados significativos ou que tenderam a 

ser significativos. Já que duas dentre as cinco quimiocinas apresentaram uma correlação 

significativa, tendo um p=0,049 para a CCL11, e p=0,020 para a CXCL11. Além disso a CCL2 

quase chegou a dar um resultado significativo tendo um p=0,052. (Tabela 9). Os gráficos que 

representam as correlações entre as quimiocinas CCL2, CCL11 e CXCL11 com a proteína Ki-

67, estão na Figura 10. 

 

Figura 10: Gráficos das correlações entre CCL2, CCL11 e CXCL11 com a proteína Ki-67. Gráfico da 
esquerda mostra a correlação entre a quimiocina CCL2 com a proteína Ki-67, o gráfico do meio mostra a correlação 
entre a quimiocina CCL11 com a proteína Ki-67, e o gráfico da direita mostra a correlação entre a quimiocina 
CXCL11 com a proteína Ki-67. 

Para as variáveis proteína HER2 e estadiamento não teve casos de correlações 

significativas e/ou que chegaram próximas a isso, porém, todas as quimiocinas apresentaram 

um quadro de correlação do tipo fraca. (Tabela 9) 

Sendo assim, a Tabela 9 possui a seguinte estrutura, nas colunas se tem as quimiocinas, 

nas linhas se tem, as variáveis clínicas e essas, por sua vez, possuem a seguinte divisão: o 

coeficiente de correlação, o qual mostra o valor utilizado para saber se a associação é positiva, 

negativa, fraca ou não existe. O Sig. que é o nível de significância, ele mostra o valor de “p”, e 
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para ser considerado estatisticamente significativo o valor de p deve ser inferior a 0,05. Por fim 

o N que é o número de pacientes utilizados para fazer a correlação.  

Tabela 9: Resultado do teste de correlação de Spearman.   

 

4.5 Resultado do teste qui-quadrado de Pearson 

 Ao se aplicar o teste do qui-quadrado na variável receptor de estrógeno depois de 

subdividi-lo em quatro grupos se teve a Tabela 10. Com relação a todas quimiocinas tanto no 

grupo Low quanto no grupo High a maior porcentagem de pacientes se encontra no grupo de 

receptores de estrógeno positivo. Em muitos dos casos esta diferença de porcentagem chega a 

ser até três vezes a maior. Porém em nenhum dos casos se tem uma diferença significativa, o 

resultado que mais se aproxima a ser significativo é o da quimiocina CCL11 (p=0,053).  
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Tabela 10: Resultado do teste de qui-quadrado para o receptor de estrógeno.  

 
 

Já ao se aplicar o teste para o receptor de progesterona observou-se resultados 

semelhantes ao receptor de estrógeno (Tabela 10).  Para todas as quimiocinas não importando 

se o grupo é Low ou High, as amostras de receptores de progesterona positivo possuiram maior 

porcentagem do que o grupo de pacientes receptores de progesterona negativo. Porém, desta 

vez não foi apenas uma quimiocina que teve seu resultado próximo ao significativo e sim duas, 

sendo elas: CXCL10 com p = 0,055 e CCL11 com p = 0,051 (Tabela 11).  

Tabela 11:  Resultado do teste de qui-quadrado para o receptor de progesterona.  

 

A próxima variável foi o estadiamento, e independente do grupo Low ou High para a 

maioria das Quimiocinas, o estágio inicial apresenta maiores porcentagens do que o estágio 

avançado, a única exceção foi na quimiocina CXCL8 no grupo Low onde a porcentagem entre 

os grupos inicial e avançado foram iguais, ou seja, 50% cada.  Diferente dos resultados obtidos, 
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a CXCL8 apresentou um resultado significativo (p=0,028) quando se comparado os grupos Low 

e High nas condições dos dois grupos do estadiamento (Tabela 12).  

Tabela 12: Resultado do teste de qui-quadrado para estadiamento.  

 

Sendo que o teste de qui-quadrado para a CXCL8 mostrou que a variável estadiamento 

está associada com a concentração da quimocina, foi avaliado o risco relativo, sendo que 

pacientes que se encontram dentro do grupamento Low para CXCL8 possuem 2,28 vezes o 

risco de estar no grupo de pacientes com estágio avançado do câncer de mama, comparado com 

os pacientes que estão no grupo High.  

A última tabela obtida utilizando o teste do qui-quadrado foi a Tabela 13, a qual contém 

os resultados do subtipo molecular. Nesta tabela não se tem um padrão de qual grupo possui 

maior porcentagem do que outro, contudo, o grupo que se tem menor porcentagem é possível 

se observar, tal grupo independente de ser Low ou High e para todas as quimiocinas é o subtipo 

molecular HER2. Porém, no geral não se teve um resultado significativo ou que tenha ficado 

próximo a isso.  
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Tabela 13: Resultado do teste de qui-quadrado para o subtipo molecular. 

 
 A variável proteína HER2 não foi submetida ao teste de qui-quadrado pois o N dos 

grupos foi inferior a 5 pacientes.  

5. DISCUSSÃO 

5.1 Discussão das informações gerais  

 As informações gerais obtidas foram para caracterizar o grupo de pacientes utilizados 

no desenvolvimento da pesquisa. Com isso, soube-se que nosso estudo é composto unicamente 

por pacientes do sexo feminino, o que é muito compreensivo em estudos como este, pois sabe-

se que o câncer de mama nos homens representa apenas 1% do total de casos da doença (INCA, 

2020). E segundo a  American Cancer Society (2020), “O câncer de mama é cerca de 100 vezes 

menos comum entre homens brancos do que entre mulheres brancas. Cerca de 70 vezes menos 

comum entre homens negros do que entre mulheres negras. ”.  

Segundo Andrade W.P. em 2016, por volta de 80% dos casos de câncer de mama são 

diagnosticados quando a mulher está na faixa de 50 anos. O que explica a média de idade da 

população do presente estudo. Uma vez que, mesmo tendo um intervalo grande entre a menor 

com a maior idade, vimos que a média do grupo de pacientes está por volta de 56 anos.  

De acordo com o Centers for Disease Control and Prevention, o tabagismo é um fator 

predisponente para câncer, alguns tipos são: o câncer de pulmão, de esôfago, pâncreas, fígado, 

https://www.cancer.org/cancer/breast-cancer-in-men/about/key-statistics.html
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orofaringe, dentre outros (CDC, 2020). Além disso, no caso do câncer de mama segundo a 

Breastcancer.org em 2020, “Fumar causa uma série de doenças e está associado a um risco 

maior de câncer de mama em mulheres na pré-menopausa”. Por isso, foi visto a porcentagem 

de pacientes fumantes, não fumantes e ex-fumantes, obtendo como resultado 13,3% das 

pacientes são fumantes, 65% das pacientes não fumam, e 21,7% eram ex-fumantes 

A fundação Susan G. Komen For the Cure, por meio da série de publicações Facts for 

Life (2009/2010), afirma que “a exposição a hormônios, especificamente o estrogênio, aumenta 

o risco de uma mulher desenvolver câncer de mama”. As mulheres durante a sua vida são 

expostas aos hormônios, desde a primeira menstruação até o início da menopausa. Além disso, 

de acordo com fundação Susan G. Komen For the Cure (2009/2010), “Estudos recentes 

mostraram que os hormônios pós menopausa, especialmente estrogênio e progesterona 

combinados, pode aumentar o risco para câncer de mama”. Com isso, a fase da menopausa foi 

um outro fator observado no grupo de pacientes, observando que 73,3% das pacientes já tinham 

chegado na menopausa, os outros 26,7% ainda não chegaram nesta fase.    

O último fator observado sobre as características gerais da população de estudo foi o 

índice de massa corporal (IMC), uma vez que, de acordo com o Instituto Nacional do Câncer, 

sobrepeso, obesidade e o ganho de peso na fase adulta estão associados a cânceres no esôfago, 

estômago, pâncreas, vesícula biliar, fígado, intestino, rins, mama (mulheres na pós-menopausa), 

ovário, endométrio, mama (homens) e linfoma difuso de grandes células B. (INCA, 2019). 

Porém, uma pesquisa feita em 2018, pelo The Premenopausal Breast Cancer 

Collaborative Group, utilizando voluntárias entre 18 e 24 anos com maior valor de IMC tiveram 

4,2 vezes menos risco de desenvolver câncer de mama prematuramente do que mulheres do 

mesmo grupo que estavam abaixo do peso ideal, de acordo com a classificação oficial (IMC ≥ 

35,0 vs < 17,0), o que mostra uma certa disparidade com os resultados de IMC obtidos neste 

https://www.inca.gov.br/tipos-de-cancer/cancer-de-esofago
https://www.inca.gov.br/tipos-de-cancer/cancer-de-estomago
https://www.inca.gov.br/tipos-de-cancer/cancer-de-figado
https://www.inca.gov.br/tipos-de-cancer/cancer-de-intestino
https://www.inca.gov.br/tipos-de-cancer/cancer-de-mama
https://www.inca.gov.br/tipos-de-cancer/cancer-de-ovario
https://www.inca.gov.br/tipos-de-cancer/cancer-do-corpo-do-utero
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estudo, pois todas as pacientes do nosso estudo possuiam IMC entre 15 e 263, com um valor 

médio de 31,7 ± 33,3.  

5.2 Discussão das informações descritivas (Mann-Whitney e Kruskal Wallis) 

O estrógeno já possui uma relação definida com a quimiocina CCL2 no cenário do 

câncer de mama. Isso é evidenciado por diversos autores, um deles é Han R (2018), o qual 

mostrou que a “exposição ao estrogênio facilitou a proliferação, invasão e metástase do câncer 

de mama dependente de hormônio e promoveu a angiogênese por meio do aumento da secreção 

de CCL2 in vitro e in vivo. ” Contudo, quando analisados os resultados do Mann-Whitney do 

receptor de estrógeno, não foi possível obter resultados com nível de significância aceitáveis, 

entretanto, resultado próximos ao aceitável (p=0,066) foi obtido para a quimiocina CCL2. 

Estudos que trazem uma relação entre a progesterona ou o receptor de progesterona e 

as quimiocinas CCL11 e CXL11 são amplamente estudados quando o assunto é câncer de 

ovário, (Paula, S.O.C, 2015) (Freitas, G.F., 2010). Porém, pouco se vê artigos relacionando a 

progesterona ou o receptor de progesterona e as quimiocinas CCL11 e CXL11 quando o assunto 

é câncer de mama.  

Contudo, sabe-se que o câncer de ovário exibe uma enorme heterogeneidade molecular, 

(Benhadjeba S, Edjekouane L, Sauvé K., Carmona L., Tremblay A., 2018) assim como o câncer 

de mama. Sendo assim, acredita-se que a relação tão bem desenvolvida no câncer de ovário 

entre o receptor de progesterona e as quimiocinas  CCL11 e CXL11, pode ser obtida também 

com o câncer de mama, uma vez que, quando analisados os resultados do Mann-Whitney do 

receptor progesterona foi possível obter resultados com nível de significância aceitáveis 

(p<0,05), com relação as quimiocinas CXCL11 e CCL11, significando que as dosagens dessas 

quimiocinas se diferenciam significativamente entre pacientes progesterona negativo e 

pacientes progesterona positivo.  

https://febs.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Benhadjeba%2C+Samira
https://febs.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Edjekouane%2C+Lydia
https://febs.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Sauv%C3%A9%2C+Karine
https://febs.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Carmona%2C+Euridice
https://febs.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Tremblay%2C+Andr%C3%A9
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Já os resultados de Mann-Whitney para o HER2 e estadiamento não foram 

significativos, o que causou surpresa uma vez que estudos mostram várias relações das 

quimiocinas utilizadas com tais variáveis. Um exemplo seria o estudo que indica que as 

quimiocinas estão em constante relação com a progressão de tumores, uma característica ligada 

ao estadiamento (Figueiredo, C.R., 2019). 

Estudos que quantificaram determinadas quimiocinas em pacientes idosas com câncer 

de mama encontraram diferenças significativas na expressão de algumas quimiocinas entre os 

subtipos moleculares e mostraram um aumento nas concentrações séricas de IP10 (CXCL10) 

com maior significância nas pacientes com câncer de mama triplo negativo (Santoianni MS, 

Lima JTO, Melo VLBV, Batista LJB, et all., 2018). “Nosso estudo mostra elevadas 

concentrações de MCP1 (CCL2) nos subtipos LA, LB e HER2 quando comparado ao triplo 

negativo” (Santoianni MS, Lima JTO, Melo VLBV, Batista LJB, et all., 2018). Contrariando o 

estudo de Santoianni MS, 2018, os resultados do Kruskal Wallis dos subtipos moleculares não 

apresentaram diferença significativa para nenhuma quimiocina. 

5.3 Discussão dos Heat Map e das medianas 

 Já se mostrou que o fator de crescimento epidérmico (EGF) e o estrogênio regulam 

positivamente de forma aditiva a transcrição e a secreção da quimiocina angiogênica CXCL8 

em células tumorais de mama. (Haim K, Weitzenfeld P, Meshel T, Ben-Baruch A, 2011). Isso 

explica o caso dos Heat Map e das medianas de produção de quimiocinas para a variável 

receptor de estrógeno, onde no geral as quimiocinas são mais produzidas no grupo de receptores 

negativo, com exceção da CXCL8, que no receptor de estrógeno é mais produzida pelos 

pacientes ER+. Além disso, se for comparar também as medianas das quimiocinas do receptor 

de estrógeno se observa que a menos produzida é a CXCL10 e mais produzida é a CXCL8.  

 Estudo feito por Ghoneim HM (2009) com objetivo avaliar o significado da interleucina 

8 (CXCL-8), para o prognóstico, em extratos de carcinomas de mama por meio da relação entre 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1476558611800710#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1476558611800710#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1476558611800710#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1476558611800710#!
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ghoneim+HM&cauthor_id=22059352
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receptor de estrogênio (ER) e receptor de progesterona (PR), obteve como resultado a expressão 

de CXCL-8 sendo significativamente influenciada pelo fenótipo ER. Em contraste, não foi 

afetado pelo fenótipo PR, o que de certa forma corrobora com o Heat Map e mediana do 

receptor de estrógeno, porém não faz o mesmo com o Heat Map e mediana do receptor de 

progesterona onde ele apresenta as mesmas características do outro receptor, ou seja, pacientes 

PR- produzindo mais quimiocina, e a quimiocina CXCL8 sendo mais produzida do que as 

demais.  

 No estudo de Vazquez-martin A, Colomer R ,Menendez J.A., (2007) níveis circulantes 

de IL-8 foram significativamente maiores em pacientes com câncer de mama HER2(+) em 

comparação com pacientes HER2(-). Isso corrobora com os resultados obtidos para a variável 

proteína HER2 quando analisado o Heat Map e as medianas obtidas, onde se observa que os 

pacientes do grupamento HER2+ produzem mais quimiocinas pró-inflamatórias do que o outro 

grupo. Também é possível ver que assim como as outras variáveis a quimiocina mais produzida 

é a CXCL8 e a menos produzida é a CXCL10.  

 Uma visão abrangente da progressão do câncer de mama sugere que o processo é 

influenciado por propriedades intrínsecas das células tumorais, bem como por fatores 

microambientais, como por exemplo as citocinas e as quimiocinas (Ben-Baruch A., 2002). Este 

processo de progressão está intimamente relacionado com o estadiamento da doença. Sendo 

assim, se tratando do Heat Map e das medianas da variável estadiamento, observou-se que as 

quimiocinas CCL11, CXCL8 e CXCL11 foram mais produzidas por pacientes em estágio 

inicial do câncer, já as quimiocinas CCL2 e CXCL10 foram mais produzidas em estágio mais 

avançado do câncer de mama. 

 Se tratando das medianas e do Heat Map do subtipo molecular observa-se que não é 

possível predizer que um subtipo molecular produz mais quimiocinas do que o outro, o que é 

também comprovado por Santoianni MS, Lima JTO, Melo VLBV, Batista LJB, et all., 2018, 

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0959804907001244#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0959804907001244#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0959804907001244#!
javascript:;
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onde eles ao avaliar os níveis séricos de CXCL10, MIG, RANTES, CXCL8 e CCL2 em idosas 

com câncer de mama, não encontraram diferença significativa entre os grupos luminal A, 

luminal B e HER2+.  

5.4 Discussão do teste de coeficiente de correlação de postos de Spearman 

 Este teste buscou correlações entre as variáveis analisadas com as cinco quimiocinas 

quantificadas. Quando se fez a correlação das variáveis, receptor de estrógeno e quimiocinas, 

foi observando que um dos resultados deu próximo a ser significante, este resultado era da 

quimiocina CCL2 (p=0,066). Sendo assim, foi procurado na literatura uma possível relação 

entre estes fatores (CCL2 e receptor de estrógeno). Com isso, de acordo com Soria, G. e Ben-

Baruch, A. (2008) investigações mostram que a expressão de CCL2 em carcinomas de mama 

foi correlacionada com a falta de receptores de estrógeno e expressão de receptores de 

progesterona, o que é indicativo de mau prognóstico.   

Outro resultado próximo a ser significante foi a quimiocina CCL11 com o subtipo 

molecular (p=0,053), esta relação é vista pela ligação entre CCL11 e o subtipo HER2. Segundo 

Dehqanzada, Z., et.all. (2007), análise de soros pós-vacinação de pacientes com câncer de 

mama que receberam uma vacina de peptídeo HER2/neu E75 mostrou que as quimiocinas pró-

inflamatórias CCL11 e CCL2 aumentaram em resposta à vacinação. 

 Já a correlação feita entre o receptor de progesterona com as quimiocinas deram 

resultados significativos, por mais que a correlação seja do tipo fraca, existe uma relação 

significativa entre as quimiocinas CCL11 e CXCL11 com o receptor de progesterona, isso se 

torna interessante, pois no teste de Mann-Whitney para o receptor de progesterona foram as 

mesmas quimiocinas que possuíram resultados significantes. 

 Estudo recente demonstra que a CXCL11 e CCL11 está envolvida na progressão de 

vários cânceres. (Gao YJ , Liu L, Li S, Yuan GF, et all, 2018). Sendo assim, quando foi feita a 

correlação da proteína Ki-67 com as quimiocinas, além de apresentar um resultado próximo ao 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gao%20YJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30425523
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30425523
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30425523
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yuan%20GF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30425523
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significativo com a quimiocina CCL2, se obteve dois outros resultados com nível de 

significância aceitável, sendo a correlação com a quimiocina CCL11 e CXCL11.  

5.5 Discussão dos testes de qui-quadrado de Pearson 

Estudos apontam uma associação entre CCL11 e as características clínico-patológicas 

do câncer de mama e sugeriu que a expressão de CCL11 estava associada ao grau histológico, 

estágio do tumor e status do receptor de estrogênio (ER). (Wang R., Huang K., 2020). Com 

isso, em relação aos resultados obtidos com o teste de qui-quadrado de Pearson para os 

receptores de estrógeno notaram que a quimiocina CCL11 obteve um resultado próximo ao 

significativo (p=0,053).  

Quando se tratando de câncer de mama, pesquisas sugerem que CXCL10 pode atuar 

afetando o microambiente tumoral, agindo sobre as próprias células tumorais e desempenhando 

um papel na invasão e progressão do tumor. (Mulligan A. M., Raitman I., 2013). Com isso, os 

resultados para o receptor de progesterona mostram que as quimiocinas CXCL10 (p=0,055) e 

CCL11 (p=0,051) chegaram próximo a serem significativos. Além de demonstrarem uma 

diferença considerável na produção destas quimiocinas quando comprado os pacientes do 

grupamento Low para o grupamento High. 

O processo de angiogênese está ligado ao estadiamento, pois ele é o processo de 

formação de vasos sanguíneos a partir de vasos preexistentes, (Damico F.M, 2007) os quais 

irão levar nutrientes ao tumor e desencadear estágios mais agressivos. De acordo com 

(Azenshtein E, Meshe T, Shina S., 2005) a secreção de CXCL8 faz parte dos fatores pró-

malignidade que podem controlar a expressão de mediadores angiogênicos em locais de tumor 

de mama. Sendo assim, com relação ao teste de qui-quadrado do estadiamento, notou-se que 

existe uma maior porcentagem de pacientes no grupo inicial e esta porcentagem é maior 

independentemente do grupo ser Low ou High, porém se teve uma exceção que foi com a 

quimiocina CXCL8 e justamente ela deu um resultado significativo (p=0,28).  

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S030438350400463X#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S030438350400463X#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S030438350400463X#!
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Com este resultado foi avaliado o risco relativo, mostrando que pacientes dentro do 

grupamento Low para CXCL8 possuem 2,28 vezes o risco de estar no grupo de pacientes com 

estágio avançado do câncer de mama, comparado com os pacientes que estão no grupo High. 

Este resultado é corroborado por (Marjon P.L., Bobrovnikova-Marjon E.K., Abcouwer S.F., 

2004) onde é dito que a expressão de citocinas pró-angiogênicas, como fator de crescimento 

endotelial vascular e CXCL8, desempenha um papel importante no crescimento tumoral e no 

processo de metástase.   

6. CONCLUSÃO 

 A relação entre câncer e sistema imune, mais precisamente o câncer de mama e as 

quimiocinas foi amplamente abordado ao longo de todo este estudo. Além disso, a utilização 

de uma técnica como o LEGENDplex possibilitou uma otimização de análise simultânea de 

quimiocinas. Com isso, e por intermédio de testes estatísticos concluímos que, pacientes PR- 

produzem significativamente mais quimiocina CCL11 e CXCL11 do que pacientes PR+, além 

disso, existe uma correlação significativa entre o próprio receptor de progesterona e da proteína 

Ki-67 com estas duas quimiocinas (CCL11 e CXCL11). Já em relação aos subtipos moleculares 

nenhuma relação direta com as quimiocinas foi encontrada. 

Em resumo, a concentração da quimiocinas CXCL8 está associada a variável 

estadiamento, e quando avaliado o risco relativo, observa-se que, pacientes que se encontram 

dentro do grupamento Low para CXCL8 possuem 2,28 vezes o risco de estar no grupo de 

pacientes com estágio avançado do câncer de mama, comparado com os pacientes que estão no 

grupo High.  Conclui-se que a relação entre as quimiocinas (CCL11 e CXCL11) e o receptor 

de progesterona deve ser mais analisada, uma vez que, existe uma nítida interação entre eles. E 

que a quimiocina CXCL8 tem um grande potencial de se tornar um biomarcador utilizado para 

saber o estágio que o paciente se encontra no câncer de mama. 
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ANEXOS 

 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DO PARTICIPANTE DA 

PESQUISA 
 

Você está sendo convidada a participar da pesquisa intitulada “Avaliação da 
imunocompetência local e sistêmica no prognóstico de pacientes com neoplasia de mama e 
estratégia de detecção precoce entre familiares de primeiro grau”, sob a responsabilidade dos 

pesquisadores Rogério Agenor Araújo, Camila Piqui Nascimento, Eduarda da Costa Marinho, Etelvina 
Rocha Tolentino Mosca, Felipe Andrés Cordero da Luz, Thais Rezende Mendes, Patrícia Ferreira 
Ribeiro, Rafael Mathias Antoniolli e Marcelo José Barbosa Silva.  

Nesta pesquisa temos o objetivo de aprimorar a prevenção do câncer de mama através do uso 
dos indicadores de risco e protocolo de diagnóstico clínico com realização de mamografia digital e/ou 
ultrassonografia das mamas em familiares de primeiro grau de pacientes com essa neoplasia. Ademais, 
pretende-se avaliar as características da resposta imunológica das pacientes com câncer de mama antes 
e após o tratamento oncológico e a interface com os marcadores de imunohistoquímica do tumor e da 
axila, além de associar a evolução das pacientes frente ao tratamento sistêmico com a resposta 
imunológica. 

Você irá responder individualmente a um questionário semiestruturado, sobre fatores de risco 
para câncer de mama, elaborado pelos pesquisadores. Posteriormente, você indicará familiares de 
primeiro grau do sexo feminino que tenham interesse em participar da pesquisa e responder ao mesmo 
questionário.  Caso seja identificado risco aumentado para seu familiar desenvolver o câncer de mama, 
ele será convidado a comparecer ao ambulatório de alto risco para investigação diagnóstica e 
acompanhamento. Para análise de marcadores sorológicos e avaliação de imunocompetência, serão 
coletados 12mL de sangue periférico antes, ao término e após 3 meses do seu tratamento. Para análise 
da imunocompetência local, após sua permissão, você assinará um Termo de Responsabilidade de 
Retirada de Amostra Biológica do Laboratório de Patologia em que o estudo anatomopatológico da sua 
biópsia foi realizado. Após conclusão das análises do bloco de parafina, o mesmo será arquivado no 
laboratório de origem. Em nenhum momento você será identificado. Os resultados da pesquisa serão 
publicados e ainda assim a sua identidade será preservada. Você não terá nenhum gasto ou ganho 
financeiro por participar da pesquisa.  

O estudo apresenta como prováveis riscos a perda de identidade, nervosismo, receio e 
desconforto durante aplicação do questionário e realização do exame. Pretende-se, no entanto, 
minimizar ao máximo tais riscos, explicando detalhadamente os objetivos da pesquisa, o modo de 
realização do exame e possibilitando aos indivíduos a livre opção de participar. Para minimizar o risco 
de perda de identidade, os pesquisadores se comprometem a manter sigilo absoluto, segundo a 
Resolução 466/12, e a utilizar código numérico para identificação da amostra e do questionário. Pode 
haver leve hematoma ou desconforto no local da punção, portanto a coleta de sangue de pacientes será 
realizada em conjunto com os exames bioquímicos de rotina para minimizar esses riscos. O 
procedimento será realizado por profissional habilitado e capacitado. Os benefícios da pesquisa incluem 
auxílio na detecção precoce de câncer de mama em indivíduos com história familiar positiva. Você é 
livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem nenhum prejuízo ou necessidade de 
se justificar. Em caso de dúvidas a respeito da realização da pesquisa, você poderá entrar em contato 
com: Rogério Agenor Araújo – 3291.6166 ou Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos: 
Av. Nicomedes Alves dos Santos, 4545. Gávea - Uberlândia/MG. CEP: 38411-106. Fone: 4009-9039. 
Email: cep@unitri.edu.br.  
 
 
Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, após ter sido devidamente esclarecido 
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