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RESUMO
Introdugdo: O cancer de mama é uma doenca heterogénea. Os principais fatores progndsticos
sdo o estadiamento e os subtipos tumorais conforme a imuno-histoquimica. Estes
agrupamentos progndsticos permitem um tratamento mais padronizado, porém ainda ndo
ideal. Ha grande variabilidade na resposta terapéutica, como nos tumores Luminais B, que
expressam receptores hormonais, mas apresentam resposta erratica a endocrinoterapia e a
quimioterapia.
O objetivo desse estudo é melhorar a estratificacdo progndstica, além do estadiamento e
immuno-histoquimica, das pacientes com cancer de mama.
Metodologia: Estudo prospectivo com 234 mulheres portadoras de carcinoma ductal infiltrante,
agrupadas pelo estadiamento TNM e pela imuno-histoquimica nos subtipos Luminais A e B,
HER2 e TN, para analise da sobrevida conforme esses agrupamentos, e suas correlacdes com o
valor da razdo de Neutrdfilos/Linfécitos pelo hemograma. Uma selecdo equitativa de 1/3 dessas
pacientes, entre os estadios e subtipos pela imuno-histoquimica, foi analisada para correlacbes
de expressdes séricas de quimiocinas. Foram analisadas 7 quimiocinas CC [CCL2 (MCP1), CCL3
(MIP1a), CCL4 (MIP1B), CCL5 (Rantes), CCL11 (Eotaxina), CCL17 (TARC), CCL20 (MIP3a)], 6
quimiocinas CXC [CXCL1 (GroAlfa), CXCL5 (ENA78), CCXCL8 (IL-8), CXCL9 (MIG), CXCL10 (IP10),
CXCL11 (ITAC)], e 3 citocinas (IL-6, TNF-a, IL-10). Fez-se também a analise de correla¢des do
infiltrado inflamatério no microambiente tumoral conforme a expressao de linfécitos T CD8, T
CD4, T CD4/FOXP3 e do EGFR.
Resultados: A sobrevida global foi significativamente dependente dos estadiamentos e dos
subtipos tumorais pela imuno-histoquimica, com melhor sobrevida para as mulheres com
tumores Luminal A e HER2+, e pior para as Luminal B e TN. Houve correlagdes da idade com as
citocinas IL-6 (r = +0,2392; p = 0,0416) e IL-10 (r = +0,3027; p = 0,0092) e com a quimiocina
IP10/CXCL10 (r = +0,4360; p = 0,0079). Encontrou-se correlagdo inversa do IMC com a
quimiocina Rantes/CCL5 (r = -0,3098; p = 0,0169), e do peso com a Eotaxina/CCL11 (r = -0,2575;
p = 0,0470). As curvas de Kaplan-Meier mostraram que pacientes com cancer de mama Luminal
B apresentaram maior risco de morte com o valor da razdo de Neutroéfilos/Linfécitos >2 (Log-
Rank p = 0,005). Pela andlise do soro as pacientes do subtipo Luminal B que expressaram
menores concentracdes de ENA78/CXCL5 (< 254,83 pg/ml) (Log-Rank p = 0,016) e de MIG/CXCL9
(£109,28 pg/ml) (Log-Rank p = 0,046), e maior expressdo de MIP1B/CCL4 (> 34,84 pg/ml) (Log-
Rank p = 0,014) apresentaram maior risco de ébito. Na andlise do microambiente tumoral as
Luminal B com infiltracdo de Linfécitos T CD4 > 30% (Log-Rank p = 0,027) e Linfocitos TCD4 + T

CD8 > 75% (Log-Rank p = 0,033) também tiveram maior risco de dbito.



Conclusao: As pacientes com tumores de mama Luminal B podem ser melhor estratificadas pela
expressao de Neutrdfilos e Linfécitos no hemograma, ou pela andlise da expressdo de
guimiocinas séricas, ou pela infiltracdo de Linfécitos T no microambiente tumoral, abrindo novas
abordagens terapéuticas alvo-especificas, associadas ou ndo a tradicional quimioterapia e

endocrinoterapia.

Palavras-chave: Neoplasias da mama; Luminal B; Citocinas; Quimiocinas; Linfocitos T CD4-
Positivos;  Linfocitos T  CD8-Positivos; Linfécitos T  FOXP3-positivos; Razdao de

Neutréfilos/Linfdcitos.



ABSTRACT

Introduction: Breast cancer is a heterogeneous disease. The main prognostic factors are staging
and tumor subtypes according to immunohistochemistry. These prognostic groupings allow a
more standardized treatment, but still not ideal. There is great variability in the therapeutic
response, as in Luminal B tumors, which express hormone receptors but show an erratic
response to hormone therapy and chemotherapy.

The aim of this study is to improve prognostic stratification, in addition to staging and
immunohistochemistry, of patients with breast cancer.

Methodology: A prospective study with 234 women with infiltrating ductal carcinoma, grouped
by TNM staging and immunohistochemistry into Luminal A and B, HER2, and TN subtypes, to
analyze survival according to these groups, and their correlation with the value of the
Neutrophil/Lymphocytes by hemogram. An equitable selection of 1/3 of these patients,
between stages and subtypes by immunohistochemistry, was analyzed for correlations of serum
chemokine expressions. We analyzed 7 CC chemokines [CCL2 (MCP1), CCL3 (MIP1a), CCL4
(MIP1B), CCL5 (Rantes), CCL11 (Eotaxin), CCL17 (TARC), CCL20 (MIP3a)], 6 CXC chemokines
[CXCL1 (GroAlpha), CXCL5 (ENA78), CCXCL8 (IL-8), CXCL9 (MIG), CXCL10 (IP10), CXCL11 (ITAC)],
and 3 cytokines (IL-6, TNF-a, IL-10). In these selected patients, the correlations of the
inflammatory infiltrate in the tumor microenvironment were also analyzed according to the
expression of T CD8, T CD4, T CD4/FOXP3 lymphocytes, and EGFR.

Results: Overall survival was significantly dependent on tumor staging and subtypes by
immunohistochemistry, with better survival for women with Luminal A and HER2+ tumors, and
worse for Luminal B and TN. There were age correlations with the cytokines IL-6 (r = +0.2392;
p =0.0416) and IL-10 (r =+0.3027; p = 0.0092) and with the chemokine IP10/CXCL10 (r = +0.4360;
p = 0.0079). An inverse correlation was found between BMI and the chemokine Rantes/CCL5
(r=-0.3098; p = 0.0169), and weight with Eotaxin/CCL11 (r = -0.2575; p = 0.0470). Kaplan-Meier
curves showed that patients with Luminal B breast cancer had a higher risk of death with a
Neutrophil/Lymphocyte ratio value >2 (Log-Rank p = 0.005). By analyzing the serum, patients of
the Luminal B subtype who expressed lower concentrations of ENA78/CXCL5 (< 254.83 pg/ml)
(Log-Rank p = 0.016) and of MIG/CXCL9 (< 109.28 pg/ml) (Log-Rank p = 0.046), and higher
expression of MIP1B/CCL4 (> 34.84 pg/ml) (Log-Rank p = 0.014) showed a higher risk of death.
In the analysis of the tumor microenvironment, Luminal B with infiltration of CD4 T Lymphocytes
> 30% (Log-Rank p = 0.027) and CD4 + T CD8 Lymphocytes > 75% (Log-Rank p = 0.033) also had
a higher risk of death.



Conclusion: Patients with Luminal B breast tumors can be better stratified by the expression of
Neutrophils and Lymphocytes in the blood count, by the analysis of the expression of serum
chemokines, or by the infiltration of T Lymphocytes in the tumor microenvironment, opening
new target-specific therapeutic approaches, associated or not with traditional chemotherapy

and endocrinotherapy.

Keywords: Breast neoplasms; Luminal B; Cytokines; Chemokines; CD4-Positive T-Lymphocytes;

CD8-Positive T-Lymphocytes; FOXP3-Positive T-Lymphocytes; Neutrophil-to-lymphocyte ratio.
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1. INTRODUCAO

O cancer de mama é bastante heterogéneo, refletindo multiplos fatores relacionados a
sua etiologia. Esses fatores podem ser hereditarios ou adquiridos. O cancer de mama familiar
representa 20 a 30% dos casos. As principais mutag¢Ges ocorrem nos genes BRCA1 e BRCA2 e
outras mutacdes dominantes associadas ao alto risco, como nos genes TP53, PTEN e STK11
(YIANNAKOPQOULOU, 2014). Mas a grande maioria dos casos de cancer de mama é devido as
muta¢des adquiridas, dependentes do habito de vida. Quase todos os multiplos fatores
indutores da carcinogénese ampliam a exposicdo estrogénica (CAVALIERI; ROGAN, 2012), como
a precocidade da menopausa, o retardo da menopausa, o uso de contraceptivos orais, a terapia
de reposicdo de estrogénio, a baixa paridade, a reducdo do periodo da amamentacéao, além do
alto indice de gordura corporal e o uso de alcool (BARNARD; BOEKE; TAMIMI, 2015).

O cancer de mama ndo é exclusivo, mas é preponderante, nas mulheres, sendo que 99%
dessa neoplasia incide no sexo feminino (ZEINOMAR; BANDERA; QIN, 2021). A incidéncia dessa
neoplasia em mulheres aumenta com a idade, embora aqueles pacientes com idade mais
precoce apresentam maior mortalidade (McGUIRE et al., 2015; NASRAZADANI et al., 2022). A
idade é um forte preditor de cancer, e outras doengas cronicas, provavelmente pelas
modificagdes epigenéticas do DNA, podendo ser preditor do risco de cancer de mama
(KRESOVICH et al., 2019). A somatodria de todos esses fatores de risco torna o cancer de mama
o mais incidente nas mulheres, responsavel por 30% de todos os casos novos, e um dos mais
mortais (SIEGEL et al., 2022), sendo fundamental o diagndstico precoce para melhorar o
progndstico.

O progndstico do carcinoma de mama é baseado no estadiamento e nos subtipos
tumorais conforme o exame de imuno-histoquimica (IH), gerando diversos subgrupos de risco
(CARDOSO et al., 2019; CARDOSO et al., 2020; PARKER et al., 2009). Estes agrupamentos sdo
necessarios para padronizar o tratamento, embora em cada subgrupo hda diversidade de
pacientes com diferentes tumores, com nuances imperceptiveis, gerando progndsticos
distintos. Inumeros outros marcadores estdo sendo agregados para este detalhamento e
individualizacdo, confirmando que o cancer de mama é tdo heterogéneo quanto os diferentes
perfis bioldgicos de cada mulher (Da LUZ et al., 2022; HU et al., 2021).

A IH e o grau de diferenciacdo das células tumorais agregam valor progndstico ao
estadiamento. Construiu-se os agrupamentos de estadios progndsticos que consideram ndo
apenas as dimensdes tumorais, mas também as expressGes de receptores hormonais (RH),
receptor epidermal humano (HER) e o grau histoldgico (HORTOBAGYI et al., 2017). Mesmo assim

ndo ha uniformidade na evolugdo das pacientes (DeSANTIS et al., 2019). Dentre aquelas com
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tumores que expressam RH o subtipo Luminal A apresenta maior sobrevida em todos os
estadios, mas o Luminal B, que também manifesta RH, tem evolugdo errdtica. Este subtipo
tumoral, com pior progndstico, estd mais préximo, em termo de sobrevida, ao tumor triplo
negativo (TN), embora seja Luminal, com menos expressdo de RH (ADES et al., 2014). Ha caréncia
de biomarcadores preditivos e progndsticos no cancer de mama, e em especial entre os Luminais

(Dos ANJOS PULTZ et al., 2014).

1.1 A origem e a diversidade dos tumores de mama

A diversidade dos tumores da mama é reflexo da diversidade da glandula mamaria. Além
do tecido de sustentacdo, ela possui dois tipos de células epiteliais - basais e/ou mioepiteliais
gue expressam queratinas 5 e 6, e luminais que marcam queratinas 8 e 18. Células-tronco e
células do tecido conjuntivo interagem neste ambiente, interferindo na fisiologia da glandula
(Van KEYMEULEN et al., 2011). No desenvolvimento do epitélio luminal agem e interagem
inimeros genes (PEROU et al., 2000), e centenas de fatores de transcricdo (ASSELIN-LABAT et
al., 2007), gerando “retratos moleculares” replicados ou ndo nos tumores e nas metdstases.
Estes retratos moleculares sdo semelhantes, mas nado idénticos, tornando o tumor “quase Unico”
para cada paciente (PEROU et al., 2000).

Os canceres epiteliais de mama originam-se das células troncos tumorais, diferenciando
em luminais ou basais (NOLAN, et al., 2023). Sabe-se que as células luminais da mama seriam
unipotentes apds o nascimento, mas estas células podem expressar marcadores basais
simultaneos ao receptor de estrogénio a (REa), como na gravidez, ou na estimulagdo com
hormonios ovarianos (SONG et al., 2019), com a participacdo de células-tronco indutoras deste
fendtipo bipotente na glandula de camundongos (BLAAS et al., 2016). Também na perda da
expressao do TP53 as células luminais podem expressar a proteina claudina, com perda da sua
identidade tumoral (TAO et al., 2017). Na ativacdo do oncogene KRAS, as luminais podem induzir
canceres do tipo basal (RADLER et al., 2021), com histogénese indefinida (POMMIER et al.,
2020), podendo haver concomitancia da expressdo de células luminais aberrantes em tumores
basais na perda da expressdo do gene supressor BRCA1 (LIM et al., 2009). Assim, ndo se pode
afirmar com certeza, em alguns casos, qual foi a célula epitelial que gerou aquele tumor.

Vencida a etapa do diagndstico, da definicao histoldgica, e do grau de diferenciagao da
neoplasia maligna da mama, é necessario fazer o estadiamento e exame de IH. O estadiamento
é o agrupamento das pacientes pelo tamanho do tumor, extensdo linfonodal e metastases a
distancia (TNM) (BURSTEIN, 2020; CARDOSO et al., 2019). A IH mensura a expressdo dos

receptores proteicos celulares, formando subgrupos, dentro de cada estadio, de tumores
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Luminais, HER2+ ou TN, melhorando a individualizacdao dos perfis preditivos e progndsticos
(BOSE, 2015) para uma terapia mais precisa (COATES et al., 2015). Ainda ndo se tem os
agrupamentos ideais, com muitas lacunas a serem preenchidas, como nos tumores Luminais B,
definido como RH+ e indice de proliferacdo aumentada (GOLDHIRSCH et al., 2011).

A padronizacdo do Ki67, proteina nuclear associada a proliferacdo celular (GERDES et
al., 1983), melhorou significativamente a classificacdo dos subtipos Luminais A e B, clareando
um pouco o progndstico entre estes tumores (CIRQUEIRA et al., 2015). O melhor ponto de corte
do indice Ki67 para distinguir tumores Luminais B dos Luminais A parece ser em torno de 14%
(CHEANG et al., 2009). Confirma-se os Luminais B com menor positividade de RH e de maior
expressdo do Ki67, e pior sobrevida em comparagdo aos Luminais A (HONDA et al., 2021),
mesmo naquelas pacientes com linfonodo axilar positivo (NITZ et al., 2014). A metodologia de
anadlise do Ki67 na classificacdo entre Luminais A e B ndo é unanime (FINSTERBUSCH et al., 2020),
sendo a quantitativa, ndo apenas do Ki67, mas também do RE, RP (receptor de progesterona) e

do HER2, uma ferramenta importante no refinamento do progndstico (ABUBAKAR et al., 2019).

A analise pela IH dos tumores de mama é a mais difundida pela facilidade na execucao
e pelo baixo custo, permitindo estratificacdo de riscos, oferecendo tratamentos mais adequados
tanto no cendrio curativo (POLYCHEMATHERAPY ... 1998) quanto no de doenca metastatica ndo
curativo (CARDOSO et al., 2020). A andlise da expressdo de genes, em vez da analise das
proteinas, melhora esta estratificacdo de risco, mas o alto custo ainda é impeditivo para o seu
uso rotineiro. Sdo varios os exames de analises genéticas, com deteccdo de 21 genes (CRONIN
et al., 2007), de 50 genes (LENKHOLM et al., 2018; RAJ-KUMAR et al., 2019), ou 70 genes
(ESSERMAN et al., 2017). Os escores de risco para recorréncia apresentam significancia
estatistica e relevancia clinica, sendo uma ferramenta poderosa para a predicdo de resposta a
endocrinoterapia (DENKERT et al., 2021; DU et al., 2021), define assinaturas genéticas nos
tumores Luminais B de alto risco (GONCALVES et al., 2021), mas, mais uma vez, pelo custo, ndo
é acessivel a todas as mulheres com cancer de mama.

Como percebe-se o cancer de mama é bem heterogéneo. Apds o diagndstico histolégico,
associado ao grau de diferenciacdo, é prioritario agrupar as pacientes nos diversos subgrupos
de estadiamento e subtipos da IH para definir a melhor opcdo de tratamento. Mas dentro de
cada um destes subgrupos e subtipos deve-se ter ferramentas eficazes para diferenciar e tratar
adequadamente cada pessoa com a sua neoplasia, individualmente. Este estudo analisou
mulheres com tumores de mama conforme a IH e estadiamento, mas também mensurou

alterac¢des inflamatdrias sistémicas e peri-tumorais.
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1.2 Aspectos da resposta imunolégica no microambiente tumoral

Agregando mais diversidade a classificacdo, estadiamento e analise de IH aos tumores
de mama, acrescenta-se as multiplas vias dos processos inflamatdrios neste microambiente
tumoral (TME), que pode inibir ou induzir a progressdo sustentada do cancer. Estudo em
modelos animais com cancer de mama evidenciou que infiltracdo de células T CD8+ teria efeito
antitumoral e a de T CD4+ seria pré-tumoral (HUANG et al., 2015). O TME de mulheres com
carcinoma ductal invasor (Cl) de mama, em comparagdo com o tecido mamario daquelas sem
cancer, possui significativamente mais células T CD8+ (RIAZI RAD et al., 2015). Mas ressalta-se
gue o sistema imunolégico humano apresenta variabilidade longitudinal, com caracteristicas
individuais (LAKSHMIKANTH et al., 2020) e a senescéncia imunoldgica, geralmente progressiva
com a idade bioldgica, complica ainda mais estas analises (DERHOVANESSIAN et al., 2008).

Na falha do sistema imunoldgico inato e adaptativo em deletar a tumoracgdo incipiente
persiste a inflamagdo crbénica, com viés nitidamente prd-tumoral. As células neopldsicas
produzem fatores de crescimento indutores de tumores e citocinas facilitadoras da migracao de
células imunossupressoras como MDSC (célula supressora derivada de mieldide), células T
reguladoras (Treg), e macréfagos M2 (TAMs, macréfagos associados a tumor), que por sua vez
produzem mais fatores pré-tumorais, como as interleucinas (IL) IL-4 e IL-10, e outros
imunossupressores. No TME também podem estar expressas células antitumorais como CTLs
(células T citotdxicas), células T auxiliares (Th) Thl, Th17, NK (células natural killer), que
produzirdo citocinas antiproliferativas, como interferons-y (IFN-y), IL-2, IL-12 e as quimiocinas
(PITT et al., 2016).

As respostas das células Th demonstram, precisamente, a dualidade deste
microambiente. As Th1l produzem IFN-y e ativam macréfagos M1 anti-tumorais. As Th2
produzem IL-4 e IgE com inducdo de migracdo de eosindfilos, e outros Leucécitos que podem
ser pro-tumorais. As Thl7, produtoras de IL-17a, IL-17f, IL-22 e IL-21, sdo diferenciadas de
células T naive pela acdo combinada do TGF-B e da IL-6, sendo que aquelas expostas somente
ao TGF-B expressam FOXP3 (forkhead box P3), que é um fator de transcricdo indutor de células
Treg, mas as expostas apenas a IL-6 apresentam potente inibicdo da inducdo de células Treg
FOXP3+ (MIOSSEC; KORN; KUCHROOQ, 2009). Ha diferentes assinaturas genéticas imunoldgicas,
com inducdo forte ou fraca de producdo de interleucinas, interferons, fatores de necrose
tumoral, além dos tipos de infiltrado de células T no tumor, com ampla interferéncia na
sobrevida de cada paciente (GARG; De RUYSSCHER; AGOSTINIS, 2015).

Portanto, o TME é imensamente diverso, e pode refletir os danos genéticos da célula

tumoral. As mutag¢des nos genes supressores BRCA1 e P53, além de induzirem diferenciagées
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alveolar e ductal aberrantes, também induzem alteragdes no compartimento imunoldgico da
mama, facilitadores da progressdo tumoral (BACH et al., 2021). E os locais preferenciais das
metdastases podem ser dependentes do tipo de infiltrado inflamatério no TME. Em andlise de
linhagem de células 4T1, de cancer de mama em camundongos, os infiltrados de Linfocitos T
CD3+, células mieldides e Neutrdfilos exibem o recrutamento mais pronunciado de metastases
para o pulm3o e figado, e menos intensamente para os ossos (TABARIES et al., 2015).

Os macréfagos do TME, ou de areas inflamadas, também interferem nas neoplasias. Eles
podem ser migrantes ou residentes do tecido. Os migrantes podem se apresentar como M1,
ativados por IFN-y, envolvidos na resposta Thl, com funcdo tumoricida. Ou como macréfagos
M2, ou TAMs, expressando baixos niveis de MHC-II, envolvidos na remodelacdo tecidual e
progressdao tumoral (ARAS; ZAIDI, 2017), inibindo as respostas imunes antitumorais, pelo
aumento na expressdo PD-L1/2, IL-10, PGE2 (prostaglandina E2), TGF-B, IDO1/2 (DUHAN;
SMYTH, 2021). Os macroéfagos residentes nos tecidos se renovam localmente, podem apresentar
fendtipo M2, acumulando-se proximo das células tumorais na iniciacdo da carcinogénese, com
promoc¢do da EMT (transicdo epitélio-mesénquima) e potente migracdo de Treg. Os macréfagos
derivados de Mondcitos, de vida curta, também se acumulam nas lesdes inflamadas, mas com
o perfil M1 (CASANOVA-ACEBES et al., 2021).

Em tumores TN, HER2+ e RE+ o maior infiltrado de células T CD8+ tem associa¢do com
menor risco de mortalidade especifica pelo cancer (ALl et al., 2014). Além disso, quantificar o
infiltrado ajuda no entendimento do progndstico dessa paciente. Em tumores TN, com
linfonodos axilares positivos, as mulheres com aumento de 10% do infiltrado intratumoral e
estromal, na neoplasia primaria, apresentaram reducdo significativa no risco de recidiva e de
morte (LOI et al., 2013) e redugdo de metastase a distdncia, em comparagdo com 0s casos sem
este aumento (ADAMS et al., 2014).

A caracterizagdo do fendtipo do infiltrado de células imunes auxilia a compreensao da
diversidade de resposta a terapéutica. Pacientes com cancer de mama PD-1 positivo que sdo
tratadas com inibidores de PD-1, apresentaram células T CD8+ no TME com atividade citotdxica.
As células T CD4+ expressaram mais resposta Thl, dependente de IFN-y apds o uso de
anti-PD-1 (BASSEZ et al., 2021). O TME é de uma diversidade fabulosa, podendo permitir ou ndo
a progressao e disseminacdo da neoplasia, a depender dos seus componentes celulares e da
interacdo entre eles, formando uma intrincada rede de sinaliza¢gdes, com a colaboracgdo de

dezenas de quimiocinas.
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1.3 Quantificagao das quimiocinas CC e CXC

As quimiocinas e os seus receptores constituem uma superfamilia de fatores
sinalizadores inflamatdrios que modulam proliferacdo, apoptose, invasdo, recrutamento de
Leucdcitos e angiogénese. Elas sdo classificadas, independentemente das suas fungdes, pela
posicdo da cisteina na sua estrutura. As duas principais subclasses sdo a CXC (17 membros) e a
CC (28 membros), além de trés moléculas homdlogas (CX3CL1, XCL1 e XCL2). Totalizam 48
qguimiocinas que se ligam a 20 receptores, sendo 10 de quimiocinas da familia CC (CCR), 7 de
qguimiocinas da familia CXC (CXCR) e 3 receptores das homodlogas. Ha quimiocina que se liga a
apenas um, ou a varios receptores, e ha receptores que sao ligados por uma ou varias
quimiocinas (ALI; LAZENNEC, 2007). As multiplas sinalizagdes das quimiocinas sdo dependentes
da presenca, ou ndo, dos receptores de complementos C3aR e C5aR nas células T CD8 (ZHANG
et al., 2016), ou da normalidade das fun¢Ges dos proto-oncogenes das vias JAK (Janus Kinase)
ou STATs (O’SHEA; HOLLAND; STAUDT, 2013), entre inUmeros outros fatores.

Houve progresso na compreensdo das agées das quimiocinas, mas ainda persiste muitas
indefinicdes e contradicGes na quimiotaxia de células imunoldgicas para ambientes inflamados
e tumorais (FRANZEN et al., 2019; LIANG et al., 2018; LIU et al., 2017; LIUBOMIRSKI et al., 2019;
MA et al., 2018; MARQUES et al., 2018; THOMAS et al., 2019). Neste estudo analisou-se 13
quimiocinas simultaneamente, sendo 7 da familia CC e 6 da familia CXC. As principais
caracteristicas de cada uma e a suas relagées, conforme dados da literatura, estdo citados nos

proximos pardgrafos.

A CCL2 (CC Chemokine Ligand 2) / MCP1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1) estd

envolvida em doencgas inflamatdrias e na evolugdo das neoplasias (YOSHIMURA, 2017). A
MCP1/CCL2 é capaz de modular o recrutamento de células Treg (HUANG et al., 2020) e a
migracdo de macréfagos (SAJl et al.,, 2001), podendo ser classificada como proé-tumoral
(VISHNUBALAII et al., 2019). No entanto em modelos animais de cancer de mama detectou que
a MCP1/CCL2 pode ser antitumoral (GRANOT et al., 2011), mas é dependente das suas
flutuagdes periddicas nas concentracdes no TME do cancer de mama, mudando o equilibrio
entre células Thl e Th2 (MANDAL et al., 2018).

Em experimentos in vitro e in vivo com cancer de mama RH+, a exposi¢cdo ao estrogénio
aumenta a secre¢do de MCP1/CCL2 na célula tumoral, facilitando a angiogénese e a proliferacdo
do cancer (HAN et al., 2018). Mas a depender de outras proteinas presentes no TME essa
quimiocina pode sofrer regulacdes distintas, sendo secretada pelas células tumorais, por

regulagdo positiva do TNF-a (fator de necrose tumoral alfa), ou pelas células do estroma tumoral
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por regulacdo do GM-CSF (YOSHIMURA, 2018). A alta expressio de MCP1/CCL2 no
microambiente tumoral aumenta a mobilizacdo de Mondcitos da medula dssea e de células
cancerosas do tumor da mama para os pulmdes, dependente, no entanto, da IL-6 e do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) (BONAPACE et al., 2014).

Estudo in vitro e in vivo demonstrou que o bloqueio da MCP1/CCL2 inibe a migragdo de
precursores de fibroblastos CCR2+, reduzindo o crescimento da neoplasia (ABANGAN Jr. et al.,
2010). E a MCP1/CCL2, usada por via nasal em camundongos, aumenta significativamente a
migracado de células T CD4+, e o crescimento das células tumorais de mama da linhagem 67NR
no pulmao, mas o uso in vitro desta quimiocina potencializou a morte das células tumorais
mediada por Neutrofilos (LAVENDER et al., 2017). Mas em geral, esta quimiocina demonstra
capacidade de intensificar a evolucdo da neoplasia da mama (SORIA; BEN-BARUCH, 2008), e
conjuntamente a outras citocinas, transformar o epitélio da mama em células invasoras
mesenquimais (LEE, S. et al., 2018). A secre¢do da MCP1/CCL2 pelas células endoteliais também

pode estar relacionada a resisténcia a quimioterapia (KEKLIKOGLOU et al., 2019).

A CCL3 (CC Chemokine Ligand 3) / MIP1a (Macrophage Inflammatory alpha-1 Protein)

liga nos receptores CCR1 e CCR5 (Da SILVA et al., 2017) que podem ser ativados por outros
ligantes (LONGDEN; COOKE; HILL, 2008). Esta quimiocina é reguladora da quimiotaxia de
Mondcitos para dreas inflamadas (NTANASIS-STATHOPOULOS; FOTIOU; TERPOS, 2020;
SCHALLER et al., 2017) e de células T CD8+ para linfonodos (STAVERSKY et al., 2018). Em estudos
experimentais a MIP1a/CCL3 se mostrou antitumoral, com reducdo da proliferacdo celular de
cancer de mama, ativando as proteinas reparadoras do gene supressor TP53 (MANES et al.,
2003); e na delegdo dessa quimiocina o TME se torna mais pro-tumoral (VISHNUBALAIJI et al.,
2019), criando um meio imunossupressor, aumentando a populagdo de células T reguladoras
CD25+ FOXP3+ (Treg) e reduzindo a populagdo de células Thl imunoativadas pelo IFN-y (ZUO et
al., 2020).

A MIP1a/CCL3 pode modular, ou ser modulada, por iniUmeras proteinas nas vias de
sinaliza¢do, atuando também como prd-tumoral. A acdo dessa quimiocina, in vivo, foi estudada
por meio de experimentos de xenoenxerto de tumor de mama, e demonstrado o crescimento
de células de cincer de mama, através do recrutamento de MDSCs pela MIP30/CCL3, com
ativacdo da via PI3K-Akt-mTOR, intensificando e promovendo a migracdo e invasdo das células
tumorais (LUO et al., 2020). Com validacdo in vitro e in vivo, utilizando também canceres de
mama, identificou-se a MIP1a/CCL3 como o principal mediador do epitélio neoplasico e dos
tecidos periféricos para a indugdo de outras quimiocinas pré-tumorais como a MCP1/CCL2

(FARMAKI et al., 2017).
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A CCL4 (CC chemokine Ligand 4) / MIP1B (Macrophage Inflammatory beta-1 Protein) é

ligante do receptor CCR5 (MODI et al., 2006). H4 maior expressao, tanto celular como sérico
dessa quimiocina, em individuos mais idosos (CHENG et al., 2015). Os polimorfismos no gene
CCL4 podem induzir diferentes comportamentos nos subtipos Luminais do cancer de mama.
Essas pacientes com o gendtipo AG apresentaram mais metdstases linfonodais, mas naquelas
com genotipos AG + GG ha maior risco de metastases a distancia, com diferentes expressdes de
MIP1B/CCL4 (HU et al., 2018). Na concomitancia da expressdo de outras quimiocinas ha indugdo
de diferentes subtipos de cancer de mama, sendo que na hiperexpressdo de MCP1/CCL2,
MIP1B/CCL4 e IL-13 had maior risco de cancer de mama RE+. Mas a hiperexpressdo de
MIP1B/CCL4 e IL-13 aumenta o risco dos tumores RE negativo (LI, S. et al., 2020), e de
MIP1B/CCL4 e IL-8/CXCL8 aumenta o risco de tumores HER2+ (CHAVEY et al., 2007).

Em modelo murino, o bloqueio de CCR5, impedindo a ligacdo da MIP1B/CCL4, atenua a
proliferacdo e a migracao de células metastaticas do cancer de mama, pela inducao da apoptose
(PERVAIZ et al., 2019). Uma linhagem de células de cancer de mama murino, 4T1.3, com
metastases preferenciais para o 0sso, exibe a expressdo aumentada da MIP1B/CCL4, indutora
de fibroblastos positivos para CCR5, que suporta a proliferacdo sustentada do clone 4T1.3

(SASAKI et al., 2016).

A CCL5 (CC Chemokine Ligand 5) / Rantes (Requlated Upon Activation, Normal T-cell

Expressed, and Secreted) esta relacionada com os efeitos pré-tumorais (KARNOUB et al., 2007),

desencadeando intensa migragao quimiotatica apds a ligagdo aos seus receptores CCR1 ou CCR5
(SALMI; JALKANEN, 2005). Mas pode haver sintese truncada desta quimiocina, com perda da
sinalizagdo em Monécitos humanos CCR1+ (ORAVECZ et al., 1997). A forma metilada do
Rantes/CCL5 funciona como antagonista para os receptores CCR1 e CCR5, e em modelo murino
reduziu o tamanho do tumor (ROBINSON et al., 2003).

As quimiocinas Rantes/CCL5 e MCP1/CCL2 sdo pouco expressas nas células do ducto
epitelial normal da mama, mas altamente expressas nas células do tumor desta glandula (SORIA;
BEN-BARUCH, 2008). As metastases pulmonares podem ser intensificadas, em camundongos
colonizados com células de cancer de mama 4T1, pela ativagdo de células mesenquimais
induzidas pela Rantes/CCL5 (ZHENG et al., 2020). Essa quimiocina também regula positivamente
a angiogénese in vivo, inibe a resposta das células T, aumentando o crescimento do carcinoma
mamario murino (ADLER et al., 2003). As células-tronco do tecido adiposo humano ativam
também a producdo de Rantes/CCL5, intensificando a invasdo do tumor de mama (PINILLA et

al., 2009).
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A expressdo de Rantes/CCL5 pelas células tumorais de mama intensificam a migragdo
de Mondcitos para o local do tumor, contribuindo com a atividade pré-tumoral dessa quimiocina
e de outras citocinas pré-inflamatdrias que podem facilitar a formacdo de metdstases e a
progressdo da doenga (AZENSHTEIN et al., 2002). Em cadelas com tumores de mama a expressao
de Rantes/CCLS5 foi significativamente maior naquelas com mais metdstases e menor sobrevida
(ARIYARATHNA et al., 2020). E em mulheres com cancer de mama submetidas a quimioterapia
neoadjuvante, com antraciclina, taxano e carboplatina, houve mais remissdo completa
patoldgica (pRC) naquelas com maior expressao de Linfocitos infiltrantes tumorais (TILs), sendo
gue os maiores marcadores preditivos para a pRC foi a maior expressdo de PD-L1 e de

Rantes/CCL5 (DENKERT et al., 2015).

A CCL11 (CC Chemokine Ligand 11) / Eotaxina (Eosinophil Chemotactic Proteins) e outras

duas, a Eotaxina-2/CCL24 e a Eotaxina-3/CCL26, formam um grupo, onde cada uma tem padrdes
distintos, embora sobrepostos. S3o secretadas por células estromais como fibroblastos,
musculares lisas, endoteliais e epiteliais, e modulam a quimiotaxia de eosinéfilos, pela sua
ligacdo ao receptor CCR3, induzindo a secrec¢do de granzima e outras proteinas citotéxicas,
ocasionando a morte de células tumorais (SHAH et al., 2020). Dependendo do contexto, os
eosindfilos participam ativamente do crescimento tumoral em geral. Se ativados pela
Eotaxina-2/CCL22, esses granuldcitos induzem a migracdo de células Treg para o TME, aumento
da expressdo de IDO e do TGF-B1, que inibe a respostas das células T efetoras (GRISARU-TAL et
al., 2020).

A Eotaxina/CCL11 pode influenciar na ocorréncia de metéstases, como demonstrado em
camundongos com alergia experimental induzida pela ovalbumina (OVA) e transplante de
células de tumor de mama. Observou-se que o implante das metdstases pulmonares foi
dependente da expressdo de Eotaxina/CCL11 induzida pelo processo alérgico (BEKAERT et al.,
2021). Outro estudo com células de cancer de mama co-cultivadas com fibroblastos associados
a cancer (CAFs) demonstrou que os fibroblastos produziram mais Eotaxina/CCL11 e CXCL14,
colaborando com o crescimento destas células tumorais, induzindo resisténcia as drogas e

propiciando metastases (LIU et al., 2017).

CCL17 (CC Chemokine Ligand 17) / TARC (Thymus- and Activation-Regulated Chemokine)

é produzida pelo timo, e também é sintetizada pelas células dendriticas, endoteliais,
queratindcitos e fibroblastos. Em queratindcitos humanos a TARC/CCL17 é induzida por TNF-a
e IFN-y, e regulada negativamente pela IL-4 e TGF-B1. Esta quimiocina é uma ligante do receptor

CCR4, que é predominantemente expresso em Linfécitos Th2, basdfilos e células NK (SAEKI;
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TAMAKI, 2006). No cancer de mama, a secrecdo de TARC/CCL17 e MIP3a/CCL20 apresenta
efeito inibitdrio na progressdo das metdstases dsseas em tumores com superexpressao de REa.
Esse efeito tem relagdo com a inibicdo da producdo de TGF-B3 conforme estudo em
camundongos. Sem o efeito inibitério do TGF-B3, Linfocitos T CD8+ se tornam mais citotdxicos,
com areducdo das metdstases. Posteriormente, esses achados foram confirmados em pacientes
com cancer de mama (BOUCHET et al., 2020).

No entanto, estudo em camundongos demonstrou que o desenvolvimento inicial do
tumor de mama pode ter a colaboragdo da TARC/CCL17. A delecdo por hipermetilacdo do gene
supressor de tumor HIC1 em tecido mamdrio de camundongo, induz a secrecdo de CXCL14,
atraindo CAFs, secretores de TARC/CCL17, que atuam na inducdo da EMT (WANG, Y. et al.,
2018). Pode ocorrer também participacdo do receptor de prolactina nas atividades das células
tumorais de mama. O silenciamento do gene desse receptor reduziu significativamente as
metastases com aumento da sobrevida nos grupos experimentais. Este efeito inibitdrio foi pela
redugdo no recrutamento de células Treg para o tumor pela inibigdo da sinalizagdo TARC/CCL17,
gue é quimioatraente dessas celulas reguladoras, mas provavelmente dependente de prolactina

(CHEN, K.-H. et al., 2021).

CCL20 (CC Chemokine Ligand 20) / MIP3a. (Macrophage Inflammatory alfa-3 Protein) é

expresso pelo gene no cromossomo 2g35-g36, composto por quatro éxons e trés introns,
codificando duas isoformas, ambas com atividade bioldgica. Ndo ha producdo espontanea
destas quimiocinas em Linfécitos T, Mondcitos ou Neutrdfilos naive, mas os Linfdcitos T
expostos ao virus da gripe e a IL-2 secretam as duas isoformas, mas se expostos apenas a IL-2
respondem de forma inconsistente (NELSON et al., 2001). A MIP3a/CCL20 se liga e ativa o
receptor CCR6 acoplado a proteina G (GPCR) (WASILKO et al., 2020), recrutando Leucdcitos nas
infecgOes bacterianas (FAHY et al., 2004; KITAGAWA et al., 2013).

Esta quimiocina também tem correlagdes com o cancer de mama. Em cultura de células
isoladas de tumores TN, o fendtipo mais agressivo pode ser modulado pelas vias de sinalizacdo
IL-6/STAT3, Notch e EGFR (receptor do fator de crescimento epidérmico), sendo dependente da
MIP3a,/CCL20 (IBRAHIM et al., 2017). Em pacientes com tumores TN resistentes a quimioterapia
neoadjuvante com taxanos ha superexpressdo MIP3a/CCL20. Esta quimiocina ativa o fator NF-
KB, e esse aumenta a expressao de proteinas de efluxo extracelular do taxano, além de atuar na
renovacdo das células-tronco deste tumor (CHEN et al., 2018), sendo que a alta expressdo desta
qguimiocina, principalmente no subtipo TN, correlacionou-se com a reducdo de sobrevida (LEE et

al., 2017).
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CXCL1 (CXC Chemokine Ligand 1) / GroAlfa (Growth-Requlated Oncogene-Alpha) é

ligante do receptor CXCR2, e recruta e ativa Neutréfilos para combater patdégenos nos tecidos
(SAWANT et al., 2016). E hiperexpressa pelos CAFs (EREZ et al., 2010) e células endoteliais
humanas, influenciando a angiogénese (MIYAKE et al., 2013). Em varios tumores sdlidos em
camundongos observou-se que a maior produgdo de GroAlfa/CXCL1, MCP1/CCL2 e TIMP-1
(inibidor tecidual de metoloproteinase) resulta em mais angiogénese e crescimento tumoral
(WONG et al., 2020).

No tumor de mama TN ha pior progndstico na expressdo de IL-17a, GroAlfa/CXCL1 e
CXCL2, ativadores de células mieldides, com promoc¢ao da sobrevivéncia celular e de metdstase
(CHIU et al., 2020). Outros subtipos de cadncer de mama podem superexpressar GroAlfa/CXCL1
e CXCL2 por ativacao transcricional, sendo que na lise do tumor da mama pela quimioterapia ha
uma reacdo estromal, com producdo de TNF-a, e aumento da expressdo de GroAlfa/CXCL1 e
CXCL2, pela via NF-kB, nas células residuais, induzindo crescimento e quimiorresisténcia
(ACHARYYA et al., 2012).

O estudo do secretoma da cultura de ostedcitos estimulados mecanicamente
demonstrou diversos fatores sollveis presentes que tém a propriedade de estimular a
proliferacdo e migragdo de células tumorais mamarias. A avaliacdo das citocinas ali presentes
comprovou que a GroAlfa/CXCL1 e a CXCL2 sdo as proteinas mais expressas nesse espaco
extracelular (DWIVEDI; KIELY; HOEY, 2021). Em outro estudo também de secretoma, foram
investigados 32 fatores sollveis dentre quimiocinas e citocinas expressos pelos TAMs, sendo
demonstrado que a GroAlfa/CXCL1 foi a mais secretada, com indu¢do da EMT (WANG, N. et al.,
2018).

A GroAlfa/CXCL1 atua concomitantemente a iniUmeras outras quimocinas e citocinas.
Em camundongos, com tumorigénese mamadria espontanea, a ruptura circadiana crénica
aumenta o crescimento e disseminagdo de células cancerosas para o pulmao, com hipo-
regulacdo de IFN-y, CXCL13, TNF-a e GroAlfa/CXCL1 e hiper-regulagdo de CXCL3, CXCL5, IL-10 e
IL-1B (HADADI et al., 2020). Em experimentos in vivo em ratas, as células Th17 também regulam
positivamente a producdo de GroAlfa/CXCL1 e diversas outras citocinas, como IL-17a, IL-17f,
IL-21, IL-22, IFN-y, GM-CSF e TNF-qa, durante a progressdo do cancer de mama (MA et al., 2018).
A adipocitocina (vinfastina), muito expressa nos tecidos peri-tumorais da mama, esta associada
a pior progndstico, promovendo o fendtipo M2 das células monociticas, pela inducdo de
GroAlfa/CXCL1, aumentando a EMT e a migracdo das células neoplasicas (WANG, Y.-Y. et al.,
2020).
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A CXCL5 (CXC Chemokine Ligand 5) / ENA78 (Epithelial-derived Neutrophil-Activating

protein 78) é secretada por células da mama, medula dssea, osteoblastos, células endoteliais,
fibroblastos, Neutréfilos, Mondcitos, macrofagos e Plaquetas, sendo classificada como pro-
tumoral. O seu receptor preferencial € o CXCR2, mas pode se ligar ao receptor atipico ACKR1/
DARC (Duffy Antigen Receptor for Chemokines) que sequestra e degrada o ligante, minimizando
sua acdo (ROMERO-MORENO et al., 2019). O polimorfismo dessa quimiocina (rs352046,
rs425535) a diferencia entre as populagdes europeia e americana (ZINEH; WELDER; LANGAEE,
2006). A ENA78/CXCLS intensifica a angiogénese necessdria para a recuperacgdo das vilosidades
intestinais, regulado pelo EGFR. Em camundongos submetidos a ressecc¢do parcial do intestino
a parte remanescente expressa 9 vezes mais ENA78/CXCL5 apds a introducdo do fator de
crescimento epidermal (McMELLEN et al., 2010).

Outros estudos demonstram o potencial carcinogénico desta proteina no cancer de
mama. Um método de co-cultura ex-vivo de células do cancer de mama em ossos de
camundongos identificou a ENA78/CXCL5 como possivel indutora da colonizacdo metastatica
(ROMERO-MORENO et al., 2019), induzindo invasdo mesenquimal e migracdo desta neoplasia
(HSU et al., 2013). A analise de seromas na mama residual apds a cirurgia do cancer, em
comparacgdo com seromas de lesGes benignas, demonstrou maior expressdo de ENA78/CXCL5
(VALETA-MAGARA et al., 2015). Estudo em animais analisou a formacdo de estruturas
linfonodais, apds a iniciacdo da neoplasia na mama, e mostrou reducdo na expressdo de
ENA78/CXCL5 e de CXCL12, sugerindo que na neogénese linfonodal exista reducdo de ligantes
estimuladores a migragdo celular, na tentativa de minimizar a disseminacdo (GANTSEV et al.,

2013).

A CXCL8 (CXC Chemokine Ligand 8) / 1L-8 (Interleukin-8) é expressa em células de

mamiferos de maneira semelhante, mas com diferencas individuais (GANGELE et al., 2019). O
seu gene estd no cromossomo 4ql13-g21, com polimorfismos, interferindo em intensidade
diferente em diversas doencas, como na diabetes mellitus tipo 2 ou na periodontite (SILVA et
al., 2020). Ela colabora com a maturacdo das células intestinais do lactente, apresentando alta
concentracdo no leite materno (MAHESHWARI; CHRISTENSEN; CALHOUN, 2003).

A IL-8/CXCLS sinaliza pela via PI3K/Akt (fosfatidilinositol 3-quinase/ proteina homdloga
1 do oncogene viral no timoma murino), ou pela ativagdo da MAPK (proteina quinase ativada
por mitdgeno) e EGFR, com sinalizacdo de Ras-GTPase (familia Ras de sinalizagdo) em células
neoplasicas, modulando angiogénese e migracdo (LIU et al., 2016). A IL-8/CXCLS8 é ligante dos
receptores CXCR1 e CXCR2, ativando também o NF-kB, mediador de inflamagao e angiogénese

(GALES et al., 2013). Varias quimiocinas CXC se ligam ao CXCR2, mas apenas a IL-8/CXCL8 e a
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CXCL6 se ligam ao CXCR1 (LIU, K. et al., 2020). A IL-8/CXCL8 e outras quimiocinas, modulam
migracdo e proliferacdo celular em inUmeros canceres, como o de mama, préstata e leucemia
(ALASSAF; MUELLER, 2020).

Em cultura celular a IL-8/CXCLS8 foi regulada pelo EGF nas células tumorais da mama,
com efeito promotor do estrogénio e progesterona (AZENSHTEIN et al., 2005). A expressao de
IL-8/CXCL8 e de GM-CSF, em cultura celular, sdo significativamente aumentados no cancer de
mama HER2+, acelerando a invasdo (KIM et al., 2020), sendo que o receptor HER pode ser
sinalizado por transativacdo de CXCR1 e CXCR2 (SINGH et al., 2013). Esta quimiocina é secretada
por TAMs, induzindo invasdao e EMT no tecido tumoral e nos linfonodos axilares, em animais e
mulheres com cancer de mama (NIE et al., 2021). Genes expressos pelos CAFs, em pacientes
com cancer de mama, com resposta inflamatdria ativada por IFN-y e pela via NF-kB, sinalizam
resisténcia ao tratamento pela hiperexpressdo de IL-8/CXCL8, MIG/CXCL9 e IP10/CXCL10 (XU et
al., 2020). Em pacientes com cancer de mama TN com maior expressdo de CXCR1/2 houve pior
sobrevida, e a pRC apds a neoadjuvancia foi mais alta naquelas com menor expressdao de

IL-8/CXCL8 (WANG, R.-X. et al., 2020).

A CXCL9 (CXC Chemokine Ligand 9) / MIG (Monokine Induced by Interferon-G) pode inibir

a angiogénese, com efeitos antitumorais (ZHANG et al., 2006). No entanto, a expressao de
quimiocinas depende da localizagdo da célula secretora. As quimiocinas MIG/CXCL9 e
IP10/CXCL10, induzidas pelo IFN-a, sdo secretadas em regides distintas do linfonodo (STOLER-
BARAK; SHULMAN, 2021). Na infecgdo viral a diferenciagdo das células T CD8+ efetoras é na
periferia dos linfonodos, e na auséncia de CXCR3 estas células T ficam no centro do linfonodo,
diferenciando em precursores de células de memoéria (DUCKWORTH et al., 2021). A
diferenciacdo de células Th é otimizada nas regides perifoliculares ou interfoliculares do
linfonodo, dependentes da MIG/CXCL9 estromal e de células dendriticas secretoras de
IP10/CXCL10 e outras citocinas (FOWELL; KIM, 2021).

A MIG/CXCL9 e outras 8 proteinas estdo, significativamente, associadas a mortalidade
por diversas causas, em uma coorte prospectiva de base populacional. Ela é ligante do CXCR3
expresso em Linfécitos T e células NK, atuando desde o recrutamento de células T para placas
aterosclerodticas até na modulacdo do TME (DRAKE et al., 2021). A modulacdo da expressdo da
MIG/CXCL9 é quinase dependente de célcio/calmodulina (CaMKK2), e na dele¢do desta via ha
hiperexpressdo de genes codificadores de MIG/CXCL9 e de IP10/CXCL10, com atracdo de células
Th1, T CD8+ e NK, antitumorais (RACIOPPI et al., 2019). MIG/CXCL9 também é secretada pelos
osteoblastos, contra regulando diretamente a sinalizagao de VEGF, suprimindo a angiogénese e

a osteogénese (HUANG et al., 2016).
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H4 maior e significativa expressdo sérica da MIG/CXCL9 em pacientes com cancer de
mama inicial, RE negativo, comparada as voluntarias saudaveis (RUIZ-GARCIA et al., 2010). Nas
portadoras de tumor de mama TN a expressdo de MIG/CXCL9, e de outras citocinas, foi
associado a mais TlLs e maior pRC (FILHO et al., 2021). Mas ha diferentes expressdes de
guimiocinas no TME a depender da quimioterapia neoadjuvante, sendo que em pacientes com
cancer de mama, inicialmente os TAMs regularam negativamente TARC/CCL17 e CCL18, mas
apos o tratamento, na analise do tumor residual, os TAMs passaram a expressar mais
MIG/CXCL9, IL-6 e TNF-a (LIU et al., 2021). Também a radioterapia é capaz de aumentar a
expressao local de multiplas citocinas, incluindo o IFN-y e suas quimiocinas induziveis, como

MIG/CXCL9, IP10/CXCL10 e ITAC/CXCL11 (HAUTH et al., 2021).

A CXCL10 (CXC Chemokine Ligand 10) / IP10 (Interferon Gamma-Induced Protein 10) é

ligante do CXCR3. A superexpressao do CXCR3 nas células cancerosas da mama contribui para a
disseminacdo da neoplasia, mas a IP10/CXCL10 ex6gena ndo promove metdastase pulmonar nos
modelos animais (ZHAO et al., 2021). O IFN-y induz as células estromais mesenquimais (MSCs) a
sintetizarem MIG/CXCL9, IP10/CXCL10 e ITAC/CXCL11, ligantes de CXCR3, e o TNF-a promove a
sintese de Rantes/CCL5, ligante do CCR5. Mas apenas a combinacdo de IFN-y e TNF-a induz
expressao forte e coordenada destas quatro quimiocinas com fendtipo Thl (JIN et al., 2016). A
ativacdo de eosindfilos também pode ser induzida pela IP10/CXCL10, e outras citocinas. Os
eosindfilos, cultivados com IL-4 e TNF, produzem TARC/CCL17 e CCL22, atraindo células Th2. A
ativacdo de eosindfilos, por IFN-y mais TNF, leva a producdo de MIG/CXCL9, IP10/CXCL10 e
ITAC/CXCL11, e atraem células Thl. Eosindfilos Th1 ativados recrutam células T CD8+ para o
TME, mas ndo os eosindfilos Th2, promotores de ambiente imunossupressor e pro-tumoral
(CARRETERO et al., 2015).

Em pacientes com cidncer de mama a IP10/CXCL10 sérica foi positivamente relacionada
ao tamanho do tumor, ao grau tumoral, ao status do RE e as metdstases em linfonodos axilares,
sendo que a hiperexpressdo desta quimiocina se correlacionou com menor sobrevida. E em
anadlise de proliferacdo de células MCF-7 (linhagem de célula de cancer de mama da Michegan
Cancer Foundation-7), a IP10/CXCL10 induziu a resisténcia ao tamoxifeno pelo estimulo ao
crescimento tanto de células tumorais dependente de estrogénio quanto aquelas sem expressao
deste receptor (WU, X. et al., 2020). A IP10/CXCL10 estimula a migracdo de células tumorais
para os pulmdes. Células metastaticas do cancer de mama CXCR3+ nos pulmdes secretam
IL-1a/B que, por efeito paracrino, induz a producdo de IP10/CXCL10 e MIG/CXCL9 pelos

fibroblastos, intensificando a migragdo pulmonar de células tumorais CXCR3+ (PEIN et al., 2020).
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Estudo in vivo e in vitro demonstrou que o eixo IP10/CXCL10/CXCR3 em células 4T1 de
cancer de mama induz a ativacdo da via NF-kB candnica, que estimula a motilidade celular e
metdstase dssea osteolitica neste tipo de neoplasia (JIN et al., 2017). As células tumorais
circulantes (CTCs) tem forte relagdo com metdstases a distancia. Sendo assim, CTCs de pacientes
com cancer de mama foram isoladas para andlise de suas vias de sinalizacdo. Demonstrou-se
qgue IP10/CXCL10 é importante na progressdo e metastase, ativando as vias de sinalizacdo
relacionadas a survinina, B-catenina, MAPK (Proteina quinase ativada por mitégeno) e MMP1,
independente da presenca do receptor hormonal nestas CTCs (EJAEIDI et al., 2015). Andlise in
vivo ndo confirma alguns achados in vitro sobre esta quimiocina, como na avaliacao por IH, das
amostras de tumores de mama RE+ demonstrando que pacientes com maior expressao de
IP10/CXCL10 e de CXCR3, tém melhor progndstico e maior resposta ao tamoxifeno, comparado

as pacientes com menor expressao dessa quimiocina e seu receptor (HILBORN et al., 2014).

A CXCL11l (CXC Chemokine Ligand 11) / ITAC (Interferon-y-Inducible T-cell

Chemoattractant) é a expressdo de genes no cromossomo 14p22, também indutores das

guimiocinas MIG/CXCL9, IP10/CXCL10, localizados préximos, e semelhante em humanos e
camundongos (MITSUHASHI et al., 2007). A ativacdo de ITAC/CXCL11, dependente de CXCR3 e
de CXCR7, é fundamental para o desenvolvimento de musculos esqueléticos (PUCHERT et al.,
2021). ITAC/CXCL11 é secretado por Leucdcitos, fibroblastos e células endoteliais com estimulo
simultaneo de IFN-y e IL-1 (PROOST et al., 2007). O IFN-y promove a migracao de células imunes
para o TME pela regulagdo transcricional de MIG/CXCL9, IP10/CXCL10 e ITAC/CXCL11, e seu
receptor CXCR3 em células T, NK, dendriticas, Mondcitos e células cancerosas, com inibi¢do da
angiogénese e resposta Thl. Mas se a ITAC/CXCL11 se liga ao CXCR7, promove resposta Th2,
com angiogénese e o crescimento do tumor (GOCHER; WORKMAN; VIGNALI, 2022).

Analise de células MCF-7 de cancer de mama que expressam CXCR4 e CXCR7, mas ndo
0 CXCR3, apos a ligagdo com ITAC/CXCL11 e CXCL12, demonstrou a internalizagdo destes dois
receptores, com reducdo da apoptose e da proliferagdo celular (HATTERMANN et al., 2014). Mas
células cancerosas da mama tratadas com meio condicionado a senescéncia, como a irradiacao,
podem aumentar significativamente a proliferacdo e invasdo, com maior expressdo de
ITAC/CXCL11 (HWANG et al., 2020).

Em outra abordagem metodoldgica, a ativacdo do REa promove a secre¢do ITAC/CXCL11
nas células cancerosas, que irdo ativar o CXCR7, induzindo a EMT (WANG, T. et al., 2021). Em
outras situacdes, a ITAC/CXCL11 é dependente da expressdo de miRNAs (miR-1298-5p e miR-
205-3p), que atenuam o efeito promotor desta quimiocina nas neoplasias (MA et al., 2021;

ZHANG; HU, 2021). No entanto, pacientes com cancer de mama em tratamento neoadjuvante
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gue hiperexpressam genes relacionados ao complexo proteassoma/ubiquitina, e as citocinas
MCP1/CCL2, IP10/CXCL10 e ITAC/CXCL11, apresentaram maior resposta ao tratamento, pela
inducdo expressiva do infiltrado inflamatério no TME (LIU et al., 2018).

Todas quimiocinas analisadas neste estudo também colaboram com a evolugdo de
outros tipos de neoplasias e centenas de outras doengas inflamatdrias, ndo oncoldgicas, como
os processos infecciosos, os disturbios psiquiatricos e até na modula¢do da dor. Para consultar
estas correlagbes acesse as Tabelas Suplementares 1 e 2. Estas quimiocinas também sdo
expressas, significativamente, conforme diversas caracteristicas das pacientes, como a
obesidade, o tabagismo ou uso de alcool, ou mesmo em diferentes concentracdes conforme a
idade do paciente, criando possiveis vieses nas analises de correlagcdes com as neoplasias. Estas
caracteristicas e suas correlagdes com as quimiocinas serdo analisadas na Discussdo desse

estudo.
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2. OBIJETIVOS

Avaliagao das correlagdes de Neutréfilos e Linfécitos circulantes, de quimiocinas e
citocinas séricas e do infiltrado inflamatdrio tumoral nas pacientes com cancer de mama antes
do tratamento oncoldgico, e a interface com os parametros clinicos e laboratoriais, e com a

evolucdo destas pacientes.

2.1. Avaliagdo imunoldgica através da mensurac¢ao de quimiocinas, citocinas séricas e

células sanguineas circulantes periféricas

Mensuracdo da expressdo de CC-quimiocinas séricas CCL2 (MCP1), CCL3 (MIP1a), CCL4
(MIP1B), CCL5 (Rantes), CCL11 (Eotaxin), CCL17 (TARC), CCL20 (MIP3a); de CXC-quimiocinas
séricas CXCL1 (GroAlfa), CXCL5 (ENA78), CXCL8 (IL-8), CXCL9 (MIG), CXCL10 (IP10) e CXCL11
(ITAC); e das citocinas séricas IL-6, IL-10 e TNF-a; mensuracdo da expressdao de Neutrofilos,
Linfécitos e Mondcitos pelo hemograma, em sangue periférico; e as correlacdes entre si e com

os dados clinicos das pacientes.

2.2. Avaliagdao imunoldgica através do infiltrado inflamatdério do microambiente

tumoral no cancer de mama

Quantificagdo dos Linfdcitos T CD4+, Linfécitos T CD8+ e Linfdcitos Treg FOXP3+ e do

EGFR no microambiente tumoral nas pacientes com cancer de mama.

2.3. Avaliagao da evolugao das pacientes de acordo com a relagao de Neutrofilos e
Linfdcitos, a concentragao sérica das quimiocinas e citocinas, e a infiltracao

imunoldgica no tecido tumoral

2.3.1 Acompanhamento da evolugdo clinica das pacientes conforme os padroes
de imuno-histoquimica, de Neutrdfilos e Linfdcitos, das quimiocinas e

citocinas séricas e do perfil imunoldgico do infiltrado de células T no tumor

2.3.2. Identificacdo de grupos de risco, pela interpretacdo dos dados clinicos, do
estadiamento, da imuno-histoquimica, da relacdo de Neutrdfilos e
Linfdcitos, das quimiocinas e citocinas séricas e do perfil imunoldgico do
infiltrado de células T tumorais e as interferéncias na sobrevida global e na

sobrevida livre de doenc¢a dessas pacientes.
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3. JUSTIFICATIVA

Entender mais adequadamente as diversidades do cancer de mama conforme as
caracteristicas da imuno-histoquimica e dos fatores imunomodulatérios no microambiente
tumoral e sistemicamente; buscar a melhoria na mensuracgao dos fatores de riscos para recidivas
ou Obitos, pelas caracteristicas imunoldgicas, com interface com as caracteristicas imuno-

histoquimicas; e minimizar custos na selecdo progndstica nestas pacientes.
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4. METODOLOGIA

4.1 Desenho do estudo

O presente estudo teve inicio apds a aprovacdo pela Comissdo de Etica e Pesquisa do
Centro Universitdrio do Triangulo — UNITRI, conforme parecer de nimero 2.659.765, de 17 de
maio de 2018, com a inclusdo de 239 pacientes, de um total de 720 mulheres abordadas nos
ambulatdrios no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU). A rotina
de captacdo de pacientes durou 2 anos consecutivos. Estas pacientes tinham suposto
diagndstico de neoplasia mamaria, por lesdo suspeita pela mamografia e/ou ultrassonografia
das mamas, sendo submetidas a bidpsia incisional conforme rotina do Setor de Mastologia / HC-
UFU para confirmacdo diagndstica.

Em média apds 14 dias da bidpsia incisional, o laudo histolédgico, processado pelo Servico
de Patologia do HC-UFU, era liberado. Havendo a confirmacdo do diagndstico de carcinoma
invasor (Cl) sem outra especificacdo (SOE) esta paciente era convidada a participar do estudo.
Outras pacientes, ja com resultados dos exames patoldgicos de CI/SOE de outras instituicGes,
também foram abordadas inicialmente no Setor de Oncologia do HC-UFU (SEONC) para
participacdo neste projeto. O SEONC é o centro de referéncia para tratamento de cancer para
68 municipios, inclusive Uberlandia, da regido do Triangulo Norte de Minas Gerais, pelo Sistema
Unico de Saude (SUS).

Ndo houve nenhuma interferéncia no tratamento oncoldgico. A paciente foi submetida
a cirurgia, radioterapia, quimioterapia e/ou endocrinoterapia seguindo o protocolo do SEONC,
com toda a orientagdo dos seus médicos assistentes, apds a coleta de sangue para pesquisa das
guimiocinas/citocinas e para o hemograma. O diagndstico, tratamento e seguimento de todas
as pacientes foram da responsabilidade das equipes de salide da Mastologia e do SEONC do HC-
UFU, que seguem a normatiza¢do do manejo do cancer no Brasil, segundo o CONITEC — Comissdo
Nacional de Incorporacdo de Tecnologia no SUS/Diretrizes Diagndsticos e Terapéuticas do

Carcinoma de Mama (BRASIL, 2019).

4.1.1 Grupos de estudo — Critérios de inclusdo e de exclusdo

As pacientes com bidpsia incisional da lesdo da mama com confirmagdo do diagndstico

histolégico de CI/SOE foram incluidas neste estudo somente apds terem assinado o termo de

consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Apéndices C e D). Foram incluidas pacientes com
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tumores iniciais (estadios | e Il), localmente avancados (estadio Ill) e pacientes com tumores
metastdticos (estadio 1V), de acordo com o estadiamento da AJCC 82 edicdo (HORTOBAGY!I et
al., 2017), com indicacbes de tratamento adjuvante, neoadjuvante ou paliativo,

respectivamente, conforme orienta¢des do SEONC.

Os critérios de exclusdao foram:

1) Toda paciente que, a qualquer momento, optasse em deixar de participar do estudo.

2) Bidpsia excisional, cirurgia conservadora ou radical, quimioterapia, radioterapia e/ou
endocrinoterapia anterior a coleta de sangue para pesquisa das quimiocinas/citocinas e
hemograma.

3) Outros diagndsticos histolégicos ndo classificados como CI/SOE.

4) Carcinomas in situ e neoplasias benignas da mama.

5) Histdria prévia de doencas inflamatdrias, como de pele, articulares, pulmonares ou

intestinais.

4.1.2 Coleta dos dados dos prontudrios

Apds a confirmacdo histoldgica de CI/SOE da mama a equipe técnica de pesquisa do
Nucleo de Projetos, Prevencdo e Pesquisa do Cancer/Grupo Luta pela Vida (NuPPPeC/GLPV) foi
acionada para abordar a paciente, agendando uma consulta no consultério 2 do SEONC.

Cada paciente foi analisada e para aquelas com o perfil de interesse desta pesquisa foi
feito o convite, com explicagdes e esclarecimentos, para participar do estudo. Apés a leitura do
TCLE, havendo concordancia e compreensao, ele era assinado. Seguiu-se a coleta dos informes
clinicos diretamente com a paciente, acrescidos das informag¢des do prontudrio. Estes dados
foram anotados em uma Ficha Clinica (Apéndice E), e as variaveis foram registradas em
computador usando a versao SPSS 21.0.

Todas as informacdes clinicas e exames laboratoriais do prontudrio de cada paciente, e
a entrevista pessoal, foram colhidas pela equipe técnica do NuPPPeC, formada por enfermeiros,
nutricionista, farmacéutico e psicélogo, sob supervisdo do cancerologista responsavel pela

pesquisa.
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4.1.2.1 ClassificagGo dos subgrupos, conforme a imuno-histoquimica e o

estadiamento das pacientes com tumores de mama

Conforme os dados clinicos e laboratoriais dos prontuarios, avaliaram-se a extensdo do
tumor (estadiamento), além da classificagdo em subgrupos de acordo com o exame de imuno-
histoquimica (IH), seguindo a rotina pré-tratamento do SEONC, de acordo com a literatura
vigente (BOSE, 2015). Os exames de IH realizados logo apds o laudo anatomo-patoldgico de Cl
de mama, por solicitagdo do médico assistente, foram feitos em dois laboratérios de alta
demanda - laboratério de Anatomia Patoldgica do HC-UFU ou no laboratdério de Patologia Bacchi
em Botucatu (SP) - possibilitando a classificacdo destes tumores de mama em Luminal A, Luminal
B, HER2+ e TN.

Teve-se acesso a 234 laudos de IH. Cinco pacientes, embora ja inclusas no estudo e
estadiadas, ndo retornaram com o resultado da IH. Somente apds este exame de classificacdo
dos subtipos tumorais pela IH, para ndo comprometer/atrasar o tratamento das pacientes, era
requisitado o bloco de parafina contendo o espécime tumoral para analisar, como objetivo dessa
pesquisa, também pela IH, mas com outros anticorpos, a presenca do tipo celular do infiltrado
tumoral, além da avaliacdo de outro receptor celular de interesse do estudo, o EGFR.

A classificacdo pela IH prévia, obtida nos dois laboratérios de alta demanda citados
acima, foi realizado conforme o laudo do exame de IH e ndo pela anotacdo do prontuario
médico. Fez-se a revisdo desta classificacdo de todas estas 234 pacientes, seguindo a rotina
detalhada abaixo, de acordo com a literatura (BOSE, 2015).

Os receptores de estrogénio (RE) e de progesterona (RP) foram classificados em:

e Negativos se apresentassem com escore 0 ou 1+ (escore 0: sem coloragdo ou negativo;
escore 1+: menos que 1% de nucleos corados, ou coloragao fraca);

e Positivos se RE e/ou RP apresentassem escores 2+, 3+, 4+ ou 5+ (escore 2+: igual ou

maior de 1% a 10% de nucleos corados ou coloragdo moderada; escore 3+: igual a 11%

a 33% dos nucleos corados ou coloracdo forte; escore 4+: igual a 34% a 66% dos nucleos

corados ou coloragdo forte; e escore 5+: igual a 67% a 100% dos nucleos corados ou

coloragdo forte).

Os receptores HER2 foram classificados como:
e Negativo (HER2-) se apresentassem escore 0 ou 1+ (escore 0: nenhuma coloragdo;

escore 1+: coloragdao muito fraca em menos de 10% das membranas celulares);
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Duvidoso (HER2++) se apresentassem receptores HER2 escore 2+ (escore 2+ ou ++:
coloracdo fraca a moderada em 10% ou mais das membranas celulares, ou bordline).
Em todos os tumores HER2++/duvidoso foi realizado o exame denominado FISH, com
analise na prépria lamina, do gene HER2 pelo método de hidridizacdo in situ, conforme
rotina do SEONC. Na deteccdao de mais de 6 copias do gene HER2 por nucleo ou pela
razdo HER2/centrémetro do cromossomo 17 (CEP17) maior que 2,2 o FISH era
considerado positivo ou amplificado (HER2+++). O FISH ndo amplificado ou negativo era
determinado por menos que 4 cdpias do gene HER2 por nucleo ou pela razdo
HER2/CEP17 menor que 1,8 sendo considerado como HER2 negativo. E naqueles
tumores com presenca de 4 a 6 cépias do gene HER2 por nucleo ou pela razdo
HER2/CEP17 variando de 1,8 a 2,2 o FISH permanecia duvidoso, mas estas pacientes
eram tratadas como se fossem HER2 amplificados ou HER2+++ com o anticorpo
monoclonal trastuzumabe;

Positivo (HER2+++) se apresentassem HER2 escore 3+ (escore 3+ ou +++: na presenca
de coloracdo forte de toda a membrana celular em mais de 10% das células, ou

fortemente positivo).

A mensurac¢do do Ki67, que expressa o indice mitdtico da célula tumoral, foi expresso

em positivo ou negativo; e os positivos foram expressos em percentagem, agrupados em:

Ki67 menor de 14%, indicando tumores de baixo indice mitdtico, e;

Ki67 maior ou igual a 14%, indicando tumores de mais alto indice mitético.

E apds esta revisao dos laudos de IH dos dois laboratérios de patologia de alta demanda,

utilizando o RE, o RP, o HER2 e o Ki67 as pacientes foram classificadas em:

Luminais A: compreenderam aquelas pacientes com alta expressao de RE e RP, ou RE
positivo e RP negativo, HER2 negativo e Ki67 menor que 14%;

Luminais B: compreenderam aquelas pacientes com menor expressao de RE e RP, ou RE
positivo e RP negativo, ou RE negativo e RP positivo, HER2 negativo e Ki67 igual ou maior
que 14%;

HER2 positivo puro: compreenderam aquelas pacientes HER2+++ ou FISH amplificado e
RE e RP negativos (HER+/HR-); ou HER2 positivo hibrido se HER2+++ ou FISH amplificado
para HER2, mas com RE e/ou RP positivo (s) (HER+/RH+). Nas analises deste estudo estes
dois subgrupos foram considerados como um Unico subgrupo HER2 positivo, ou

simplesmente HER2+;
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e Triplo Negativo: compreenderam aquelas pacientes HER2 negativo e RE e RP negativos.

A expressdao do p53 e do EGFR nao estdo incorporadas na rotina da classificagdo dos
subtipos tumorais pela IH. Mas fez-se a inclusdo destes dois biomarcadores para posterior
analise nos diversos subtipos tumorais. A mensuracao do p53, proteina mutante do gene
supressor de tumor TP53 na célula tumoral, foi expressa em positivo ou negativo e foi realizado
de rotina pelos dois laboratdrios de alta demanda que processaram a primeira IH. A andlise da
expressao do EGFR foi realizada posteriormente, de forma concomitante com a IH para
mensuracao das células T CD4, T CD8 e T FOXP3 (célula T Forkhead box P3) no tumor. Tanto o
EGFR quantos os Linfdécitos T foram quantificados como positivo ou negativo, e naqueles
positivos foi mensurada a percentagem de positividade. Esta percentagem de positividade foi
avaliada por duas patologistas, e na discordancia desse percentual havia discussdo do caso até

0 consenso comum.

4.1.3 Coleta de sangue para detec¢éo de quimiocinas/citocinas e hemograma

Apds o TCLE assinado, e anotacdo dos informes clinicos e laboratoriais, foi coletado 4ml
de sangue em veia periférica, por enfermeira habilitada do quadro de funciondrios do NuPPPeC,
antes de qualquer tratamento, utilizando agulha prépria de vendclise. Para a andlise das
guimiocinas o sangue foi coletado em tubos BD Vacutainer contendo o anticoagulante acido
etilenodiaminotetracético (EDTA). Este material foi enviado, em caixas de isopor, ao Laboratorio
de Imunologia da UFU para armazenamento e refrigeracdo para posterior andlise dos
biomarcadores imunoldgicos de interesse deste estudo.

Inicialmente 100 plL do sangue de cada amostra foi lavado com PBS (tampdo Salina-
Fosfato) a 0,3% BSA (albumina de soro bovino) e bloqueado com PBS a 5% BSA por 10 minutos,
identificadas e reservadas em refrigeracdo em ultra-freezer a -802C para posterior analise
conjunta das quimiocinas de 1/3 das pacientes. Selecionou-se, baseado em tabela de
contingéncia 81 pacientes representando, proporcionalmente, as 234 pacientes do estudo, nos
respectivos subgrupos progndsticos, conforme a IH e o estadiamento. Esta selecdo de 1/3 das
pacientes para analise de quimiocinas foi devido a restricdo orcamentdria para execu¢do do
estudo.

Para andlise do hemograma foi realizado coleta de sangue em veia periférica
concomitantemente a coleta para analise das quimiocinas, minimizando o desconforto de duas
picadas. Apds a coleta do sangue esse material foi encaminhado ao laboratério central do HC-

UFU, na rotina do SEONC, seguindo os procedimentos usuais do pré-tratamento das pacientes
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com cancer. Os tdpicos de interesse do hemograma foram os Leucdcitos (Bastonetes,
Segmentados, Neutrofilos, Mondcitos, Linfdcitos).

O sangue para o primeiro hemograma também foi colhido logo apés a confirmagao do
Cl de mama, antes de qualquer procedimento local ou sistémico. Um segundo e terceiro
hemogramas foram realizados aos 6 e 12 meses apds o tratamento local ou sistémico. Naquelas
pacientes em tratamento com endocrinoterapia, usado rotineiramente por um periodo de 5 a
10 anos, as coletas do segundo e terceiro hemograma também foram aos 6 e 12 meses apds o
tratamento local (cirurgia e/ou radioterapia) ou a quimioterapia sistémica, se usada, mas em
uso de antiestrogénico ou inibidor de aromatase. Conseguiu-se coletar os trés hemogramas de
178 pacientes. Nao houve coletas espacadas e consecutivas do hemograma de todas as

pacientes devido aos dbitos, ou por recusa.

4.1.4 Andlise das quimiocinas/citocinas séricas

4.1.4.1 Escores de quantificacdo sérica de quimiocinas e citocinas

(concentragdo pg/ml)

Analisou-se a producdo sorolégica de 7 quimiocinas da familia CC: CCL2 (MCP1), CCL3
(MIP1a), CCL4 (MIP1B), CCL5 (Rantes), CCL11 (Eotaxina), CCL17 (TARC) e a CCL20 (MIP3a) e de
6 quimiocinas da familia CXC: CXCL1 (GroAlfa), CXCL5 (ENA78), CXCL8 (IL-8), CXCL9 (MIG),
CXCL10 (IP10) e a CXCL11 (ITAC) pelo método de imunensaio LegendPlex. Optou-se pelas duas
nomenclaturas destas 13 quimiocinas na tentativa de minimizar confusdes. As demais
quimiocinas, quando citadas, seguem a nomenclatura atualmente mais recomendada (CCL ou
CXCL).

Analisou-se a produgdo soroldgica de 3 citocinas inflamatdrias do tipo IL-6, TNF-a e

IL-10 pelo mesmo método.

4.1.4.1.1 Preparagdo das aliquotas

As amostras armazenadas em -802C foram descongeladas e centrifugadas a 1.000 rpm,

durante 10 minutos, para separar o plasma e algumas particulas, obtendo assim o soro

individual, separadas em aliquotas de 100 pL das 81 pacientes.
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4.1.4.2 Andlise das quimiocinas/citocinas séricas pelo método LegendPlex

4.1.4.2.1 Legendplex BioLegend TM, San Diego - California

O Legendplex é um método multiplex para analise do analito soluvel através de esferas
conjugadas com anticorpos de captura. A detec¢do consiste na emissao do fluoréforo reporter.
Utilizou-se o kit com o painel de quimiocinas pré-inflamatérias humanas ja descritas acima. O
outro kit detectou as citocinas IL-6, TNF-a e IL-10. Com as aliquotas ja preparadas, iniciou-se o
preparo das esferas (beads), que foram diluidas em 1x na solucdo tampao fornecida no kit, em
uma proporgdo de 1:1. As esferas foram agitadas em um sonicador por 1 minuto, seguido do
vortex durante 30 segundos, antes de usar.

Em seguida calculou-se o volume final de esferas a ser usado. Preparou-se o tampao de
lavagem utilizando 25 ml do tampdo do kit mais 475 ml de agua deionizada, deixado a
temperatura ambiente e misturado de forma eficiente. Preparou-se a Matrix usada durante o
experimento adicionando 5 ml a solugdo tampao teste do kit, no frasco da Matrix, esperando 15
minutos, seguido de mistura usando o vdrtex. Reconstituiu-se o padrdao que foi diluido
serialmente em 7 concentra¢Oes diferentes para obtencdo da curva padrdo. Diluiu-se as
amostras 2x com tampao de ensaio antes do teste (exemplo: 50 pL tampado + 50 uL amostra).
Apds todas essas etapas prévias realizadas, iniciou-se as etapas na placa de fundo em forma de
V. Para o padrdo o seguinte mix foi preparado em cada poco: 25 pL de Matrix, 25 uL de cada
padrdo e 25 L de esferas.

J4 nos pogos das amostras previamente delimitados adicionou-se 25 plL de tampao de
ensaio, 25 pL das amostras diluidas e 25 pL das esferas que passaram pelo vértex por 30
segundos. Na sequéncia selou-se a placa protegida da luz, agitando por 2 horas na velocidade
de 800 rpm seguido de centrifuga¢do da placa por 5 minutos a 1.050 rpm em rotor de balde
giratério com adaptador de microplaca. Imediatamente apds a centrifugacao, o sobrenadante
foi descartado e adicionado 200 pL de tampao de lavagem em cada poc¢o, agitando por 1 minuto
a 800 rpm, seguido de centrifugacdo da placa por 5 minutos a 1.050 rpm em rotor de balde
giratério com adaptador de microplaca. Em seguida, descartou-se o sobrenadante adicionado
25 uL de anticorpos de detecgdo em cada poco. A placa foi novamente selada, protegida da luz
e incubada em um agitador por 1 hora a 800 rpm.

Logo depois adicionou-se 25 uL da streptavidina-ficoeritrina (AS-PE) em cada poco para
deteccao da captura do analito. Selou-se a placa protegida da luz e novamente incubada por 30
minutos em um agitador a 800 rpm. Apds esse prazo realizou-se a precipitagao das esferas por

centrifugacdo a 1.050 rpm por 5 minutos em rotor de balde giratério com adaptador de
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microplaca. Descartou-se o sobrenadante e retirou-se o restante do reagente de cada poco por
pipetagem com o cuidado de ndo remover as esferas precipitadas. Por fim, adicionou-se 150 pL
de tampao de lavagem 1x para preparo da resuspensao das esferas para a leitura no citdbmetro

de fluxo.

4.1.4.2.2. Citometria de fluxo

Transferiu-se a curva padrdao e as amostras para tubos eppendorf para a leitura no
citbmetro de fluxo. Cada quimiocina no kit foi determinada pela intensidade do brilho das
esferas. Identificou-se tal intensidade no canal da APC e no canal da PE, através do fluorocromo
de deteccdo da captura do analito pelas esferas. Determinou-se a concentracdo do analito
seguindo os valores de intensidade de fluorescéncia da curva padrdo utilizando o software de

anadlise de dados LegendPlex.

4.1.5. Andlise pela imuno-histoquimica do escore inflamatdrio de células T CD4,

T CD8, Treg FOXP3 e do EGFR no microambiente tumoral

Os blocos de parafina das biépsias foram obtidos dos laboratdrios de patologia que
emitiram o laudo do Cl de mama conforme solicitagdo do cancerologista responsavel pela
pesquisa. A maioria dos blocos vieram do Laboratorio de Patologia do HC-UFU, mas também de
outros laboratérios da cidade de Uberlandia e cidades vizinhas. Aguardou-se a classificagao dos
subtipos tumorais pela IH, de cada paciente, em Luminal A, Luminal B, HER2+ ou TN, e
posteriormente requisitou-se o bloco de parafina para as analises de interesse deste estudo,

sem prejuizo ao tratamento da paciente.

4.1.5.1. Estudo imuno-histoquimico por matrizes de amostras teciduais (TMAs)
para avaliar a infiltragdo de Linfocitos T CD4, T CD8, Treg FOXP3 e de

EGFR nos tumores da mama

Requisitou-se os blocos de parafina contendo os tumores ao longo dos 2 anos da
inclusdo das pacientes. Esses blocos foram armazenados e posteriormente, em um Unico
momento, fez-se a construcdo dos blocos de multiplos espécimes tumorais. A razdo para fazer
esta analise pela IH posterior e simultaneamente foi para economizar o material reagente, com

reducdo de custo. O mesmo bloco de parafina da IH inicial foi utilizado para marcag¢ao dos
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Linfécitos T infiltrantes e do EGFR, no tumor, armazenando-os para posterior construgao final
dos blocos de TMA (BOECKER et al., 2016; ZLOBEC et al., 2013).

As laminas e blocos de parafina de cada paciente inclusa neste estudo foram,
inicialmente, analisados pela patologista revisora para confirmacdo da area tumoral doadora
para a constru¢do do TMA. Quando necessario foram confeccionadas novas laminas em
coloragdo hematoxilina-eosina (H&E) a partir dos blocos de parafina e, entdo, demarcadas as
areas de interesse para exérese e montagem dos blocos de TMA. A escolha dos blocos doadores
para a confeccao do bloco de TMA foi avaliada quanto a quantidade e qualidade de fixacdao do
material através da sua comparacao com a lamina original arquivada, ou pelas novas laminas
confeccionadas.

Apds avaliagdo microscopica dos casos, foram demarcadas as areas de interesse nas
laminas e blocos correspondentes, para amostragem tecidual e composicao do bloco de parafina
representativo do TMA. Para a retirada da area tumoral doadora de cada bloco de parafina
foram usadas agulhas de 1 mm de didametro interno. O equipamento para a confec¢do do TMA
foi da empresa Beecher Instruments Inc. As amostras foram inclusas e mapeadas com
orientacdo espacial organizada em dois eixos (x:y), conforme padronizacdao (ANDRADE et al.,
2007). Os beneficios desta metodologia, além da reducdo de custo, sdo a andlise de um grande
numero de amostras em uma Unica lamina, podendo reduzir o tempo gasto, com possibilidade
de comparagdao entre amostras dinamicamente em mesmo momento e padronizacdo das
reacoes IH utilizadas.

Com essa estratégia, analisou-se dezenas de espécimes em um s6 momento com os
anticorpos para marcagao dos Linfécitos T CD4, T CD8, Treg FOXP3 e do EGFR. Os blocos
tumorais para andlise por TMA foram confeccionados no laboratdrio de patologia do Hospital
Antonio Candido Camargo em Sao Paulo (SP), mas ndo foi possivel a realizagdo das reagdes pela
falta de insumos imposta pela pandemia do Sars-CoV2. As reagdes com os anticorpos anti-
Linfécitos T (CD4, CD8 e FOXP3) e anti-EGFR foram realizadas no laboratério de patologia Bacchi
em Botucatu (SP). E a leitura das expressdes da infiltracdo tumoral por células linfoides, e da
expressdao do EGFR, foi realizada no laboratério de patologia NC Laboratdrio em Uberlandia
(MG), pela mesma patologista revisora que inicialmente selecionou as laminas e os blocos de
parafina.

Foram construidos dois blocos de parafina de TMA, cada qual contendo 62 e 54
amostras. Sendo que em cada bloco poderia ser incluso 8 colunas e 8 linhas, podendo conter
até 63 amostras teciduais neopldsicas para estudo e uma amostra tecidual de outro érgdo para
marcagao da linha 1 coluna 1, para mapeamento dos casos selecionados. Estes foram

submetidos a microtomia e confeccionadas laminas com respectivos cortes que foram corados
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segundo a técnica de H&E bem como encaminhados para as reacGes de IH. Devido ao custo
financeiro reduziu-se a analise dos blocos de parafina para metade das mulheres participantes,
selecionando 116 pacientes, também por tabela de contingéncia, com representacido
proporcional das 234 pacientes do estudo, nos respectivos subgrupos conforme IH e estadios.
Dentre estas 116 pacientes estavam inclusas as 81 pacientes que participaram da analise sérica
das quimiocinas.

Os procedimentos com as laminas com multiplos espécimes tumorais advindos dos
blocos de TMAs seguiram normalmente a rotina da confec¢do de laminas para a andlise de IH:

1. Desparafinizacdo dos cortes de 3 u de espessura, do material incluido em parafina:
incubacdo com xilol a 602C por 15 minutos seguido de outra incubacdo com xilol a temperatura
ambiente por 15 minutos.

2. Hidratacdo dos cortes em concentracdes de etanol a 100% com 3 banhos de 30
segundos cada, etanol a 95%, 80% e 70% por 30 segundos, lavagem em agua corrente e dgua
destilada.

3. Recuperacdo antigénica mediante incubacdo das laminas em solugdo de acido citrico
10 mM pH 6,0 (Merck, E.U.A.) em recipiente a vapor (apds a fervura da agua da panela, inserido
a cuba com as laminas em solucdo de recuperagao), por 40 minutos. Deixado esfriar por 20
minutos a temperatura ambiente. Lavagens em agua corrente e dgua destilada.

4. Bloqueio da peroxidase enddgena com agua oxigenada (H:02) a 6% diluida em
metanol, em trés banhos de 10 minutos cada. Lavagens em d4gua corrente e agua destilada.
Lavagem com solu¢do PBS 10 mM, pH 7,4, por 5 minutos.

5. Bloqueio de proteinas com Cas Block (Zymed) por 10 minutos a 372C, escorrido e
incubado com o anticorpo primario.

6. Incubacdo das laminas com anticorpo primario (especifico para o antigeno) diluido
em BSA (SIGMA, E.U.A.) a 1% e azida sédica NaNjs (Inlab, Sdo Paulo) 0,1% em PBS, em camara
Umida: 30 minutos a 372C e, em seguida, 18 horas (overnight) a 42C. Lavagens em tampao PBS
com 3 trocas de 5 minutos cada.

7. Incubagdo com o bloqueador pds-primario (Post Primary Block, Novolink Max
Polymer Detection System, Newcastle, Reino Unido), por 30 minutos a 372C. Lavagens com
tampao PBS com 3 trocas de 3 a 5 minutos cada.

8. Incubacdo com Novolink (Polymer), do mesmo kit por 30 minutos a 372C.

9. Revelagdo com solucdo de substrato cromogénico contendo diaminobenzidina
(Sigma, E.U.A.) a 0,10%, perdxido de hidrogénio a 0,06%, dimetil sulféxido (Labsynth) a 1% em

PBS, em banho de 5 minutos, a 372C. Lavagens em dgua corrente e dgua destilada.
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10. Contra-coloragdo com Hematoxilina de Harris por 1 minuto, lavagens em agua
corrente e dgua destilada. Imersao rapida em agua amoniacal (solucdo de hidréxido de amoénia
0,5%) seguido de lavagens em agua corrente e agua destilada.

11. Desidratagdo dos cortes em banhos de etanol a 50%, 80%, 95% e etanol absoluto (3
trocas de 1 minuto cada), diafanizagdo em banhos de xilol e montagem em meio permanente
(Entellan Merck) com laminula.

Para a deteccdo de Linfécitos T CD4 foi utilizado o clone 4B12, pH alto, por 20 minutos,
da marca DAKO. Para a deteccdo de Linfécitos T CDS8 foi utilizado o clone C8/144B, pH baixo, por
20 minutos, da marca DAKO. Para a deteccao do Linfécito T FOXP3 foi utilizado o clone EP340,
pH alto, por 20 minutos da marca Epitomics. E a expressao no tumor do EGFR foi mensurado
usando o clone 31G7, pH alto, por 20 minutos da marca Dako. Esses resultados foram expressos
em negativo ou positivo, e estes em percentagem de positividade.

Foi feita uma anadlise pré-analitica das amostras apds a coloracdo histoquimica de H&E,
avaliando a representatividade neoplasica e se estas amostras se enquadravam nos critérios de
inclusdo. Neste momento foram identificadas 31 amostras sem neoplasia, sendo assim,
excluidas da andlise do microambiente tumoral. Com estas exclusdes houve perda da
representatividade neste grupo de andlise do TME das 81 pacientes estudadas quanto a
expressao das quimiocinas e citocinas.

Para a fase analitica do TME ficaram elegiveis 85 amostras, submetidas a reagdo de IH,
com os anticorpos de interesse, para andlise da expressdo de Linfécitos T CD4, T CDS8, Treg FOXP3
e do EGFR. Analisou-se a percentagem de Linfécitos deste infiltrado, especificando a
percentagem da infiltracdo de Linfécitos T CD4, T CD8 e Treg FOXP3 positivos.

Na Figura 1, vé-se o organograma de inclusdo das pacientes.



Aprovagio pelo CEP (05/2018)

Estadiamento no
SEONC-HC-UFU
((EVEL)]

Anédlise por IH no

SEONC-HC-UFU
(n=234)

5 pacientes ndo

retornaram com o

exame de |H

Entrevista com mulheres com lesdo suspeita na

Assinatura de TCLE
Coleta de sangue
periférico

Tratamento no
SEONC-HC-UFU conforme
normas da CONITEC —
Ministério da Saude - SUS

mama (n = 720)

Inclusdo de pacientes com CI
confirmado por bidpsia
incisional ou por agulha

(n=239)

Pacientes incluidas na pesquisa
soroldgica (n = 81)
* Andlise de 13 quimiocinas e
3 citocinas pelo método
LegendPlex
* Preparo de aliquotas
* Método
LegendPlex/Biolegend)

» Citometria de Fluxo

Pacientes incluidas na analise
de hemogramas inicial (n = 239)
* Andlise de Leucdcitos
(Bastonetes, Segmentados,
Neutrdfilos, Mondcitos,
Linfdcitos)
Pacientes incluidas na analise
de trés hemograma
consecutivos (n = 178)

* Andlise de Leucdcitos
(Bastonetes, Segmentados,
Neutrdfilos, Mondcitos,
Linfdcitos)

Andlises estatisticas

Pacientes incluidas para andlise
de linfécitos T CD4, T CD8, Treg
FOXP3 e EGFR tumoral por IH
(n=116)

Andlise microscopica com
selegdo da area de interesse
Confecgdo dos blocos de
TMA: bloco 1 com 62 casos;
bloco 2 com 54 casos
Microtomia

Coloragdo de HE

Andlise pré-analitica

* 31 casos excluidos, 85
casos elegiveis

Coloragdo pela IH de
interesse

Fase analitica com
tabulagdo de resultados
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4.2. Andlises estatisticas

O presente estudo avaliou os dados sociodemograficos de 239 pacientes, com dados
coletados individualmente por questionarios estruturados para captura de informacdes
referentes as medidas de suas caracteristicas clinicas e patoldgicas. As analises de IH foram
obtidas a partir de 234 exames, as medidas de quimiocinas e citocinas foram feitas em 81
pacientes, hemograma inicial em 239 pacientes, hemogramas sequenciais em 178 pacientes e
exames de infiltragdo tumoral de Linfdcitos T e EGFR em 85 casos elegiveis.

A edicdo dos dados e andlise estatistica foi processada por meio de andlise descritiva e
exploratdria, testes de comparacao, busca de correlacdo e a andlise de sobrevivéncia feita pelo
modelo de Kaplan-Meier, seguido pelo teste de hipdtese para comparar curvas de sobrevivéncia
Log-Rank. Os resultados obtidos da andlise descritiva e exploratdria dos dados definiram a
estratégia de andlise estatistica de comparacdo de grupos, que foi paramétrica ou nao-
paramétrica. Para descrever as caracteristicas de base dos individuos foram calculadas as
medidas de tendéncia central e dispersao de acordo com a escala da variavel. Varidveis medidas
em escalas quantitativas (intervalar ou de razdo) foram caracterizadas pela média e desvio-
padrdo quando a normalidade foi atendida ou mediana e desvio interquartilico quando nao era.
Varidveis medidas em escalas qualitativas (nominais ou ordinais) foram caracterizadas pelas
frequéncias absolutas e relativas.

Os grupos cujas varidveis comparadas ndo seguiram a forma de distribuicdo de
probabilidades de Laplace-Gauss (normalidade) foram comparados por meio do teste de
Kruskal-Wallis e pds-teste de Student-Newman-Keuls para a comparagao simultanea de mais de
dois grupos ou por meio do teste de Wilcoxon Rank Sum Test (Mann Whitney) para a
comparagdo de dois grupos. Os grupos cujas varidveis atendiam a normalidade foram
comparados por meio dos testes de Andlise de Varidancia com pds-teste de Bonferroni e Teste
t-Student para mais de dois grupos e dois grupos respectivamente. Varidveis qualitativas
nominais ou ordinais foram comparadas pelos testes Qui-Quadrado e/ou Exato de Fisher
(TRIOLA, 2010).

Utilizou-se o teste de Correlagdo de Spearman para identificar a correlagdo entre duas
variaveis quantitativas ou ordinais. O teste de Correlacdo de Spearman é uma prova ndo-
paramétrica que avalia a correlagdo linear entre duas varidveis e admite ligeiras fugas da
linearidade (TRIOLA, 2010).

As analises foram processadas por meio dos softwares estatisticos IBM SPSS versdo 25,
GraphPad Prism 8 e R-STUDIO (versdo 3.5.0) para a realizacdo das andlises estatisticas dos

diversos testes. Em todos os testes o nivel de significancia considerado foi de a < 0,05.



52

5. RESULTADOS

5.1. Caracterizagao das pacientes e sobrevidas conforme os subgrupos pela IH e pelo

estadiamento

Participaram deste estudo 239 pacientes com Cl de mama, com idade média de 55,3
anos (+ 12,7 anos). O peso médio foi de 68,5 Kg (+ 14,7 Kg), com altura média de 1,57 m
(+ 0,07 m) e indice de massa corporal (IMC) médio de 27,9 Kg/m?(+ 5,7 Kg/m?). A maioria estava
na pods-menopausa (66,7%), e uma minoria era tabagista (21,3%) ou etilista (9,2%). O tempo
mediano de acompanhamento foi de 33,47 meses (2,47 — 69,10 meses).

A sobrevida global (SG) em 5 anos foi de 71,2% (1C95%: 63,6 — 79,2). A sobrevida livre de
progressdo (SLP) em 5 anos foi de 57,7% (1C95%: 37 — 77). A SG conforme o estadiamento das
participantes desse estudo, tratadas no SEONC, demonstrou que houve diferenca
estatisticamente significativa conforme a extensdao tumoral. Pacientes nos estadios iniciais
sobreviveram mais que pacientes nos estadios mais avangados conforme mostrado na Tabela 1

e na Figura 2.

Tabela 1. Sobrevida global conforme o estadiamento das pacientes com cancer de mama.

Estadiamento N. N. de eventos | SG (5 anos) 1C95%
| 26 0 100,0% * *
A 48 3 92,2% 83,2% 100,0%
1B 39 5 85,0% 73,0% 97,0%
m 92 25 65,0% 53,0% 77,0%
v 34 20 27,6% 4,0% 51,0%

Teste de Log-Rank p < 0,001; n = 239 pacientes.
Legenda: N.: numero; SG: sobrevida global; IC95%: intervalo de confianga; *: sem eventos.
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Figura 2. Curva de sobrevida global por estadiamento das pacientes do estudo (n = 239; Log-

Rank p < 0,001).

O subtipo tumoral, conforme a IH, também influenciou na SG. Como 5 pacientes nao

retornaram com o exame de IH, a andlise foi realizada em 234 casos. As portadoras de tumores

Luminais A sobreviveram mais do que as demais pacientes (p < 0,001). A segunda melhor SG foi

das pacientes do subgrupo HER2+, ressaltando que todas fizeram uso do anticorpo monoclonal

trastuzumabe. As pacientes com tumores de mama Luminal B sobreviveram menos do que

aquelas HER2+ (p < 0,001). E a menor SG ocorreu nas portadoras de tumores TN, conforme

demonstrado na Tabela 2 e na Figura 3.

Tabela 2. Sobrevida global conforme o subtipo tumoral pela imuno-histoquimica.

Subtipo molecular N. N. de eventos | SG (5 anos) 1C95%

Luminal A 55 1 97,0% 89,0% 100,0%
Luminal B 91 22 63,7% 47,7% 80,0%
HER2 38 6 79,7% 66,0% 94,0%
Triplo Negativo 50 22 48,4% 32,0% 64,0%

Teste de Log-Rank p < 0,001, n= 234 pacientes.

Legenda: N.: numero; SG: sobrevida global; IC95%: intervalo de confianga.
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Figura 3. Curva de sobrevida global por subtipos tumorais pela imuno-histoquimica (n = 234

pacientes; Log-Rank p < 0,001).

5.2 Correlagdes entre as concentragées das quimiocinas (pg/ml)

Analisou-se as correlagdes das quimiocinas e citocinas de 81 pacientes. Ressaltando que,
a depender da quiomiocina/citocina, ndo foram todas as 81 pacientes que apresentaram
deteccdo na concentragdo sérica destas proteinas, resultando em numeros diferentes de
pacientes que expressaram as diversas quimiocinas/citocinas estudadas. Dentre as pacientes
gue expressaram qualquer concentracdo de quimiocina/citocina foi calculado a média, a

mediana, o desvio-padrao (DP) e os valores minimos e maximos.

O estudo dos dados demonstrou correlagao entre as CC-quimiocinas entre si e com as
CXC-quimiocinas entre si. A maioria das quimiocinas destes dois grupos, CC e CXC, também
apresentaram correlacGes significativas entre elas (p < 0,05) (Tabelas 3 e 4). Das 13 quimiocinas
analisadas apenas 3 delas — ENA78/CXCL5, TARC/CCL17 e MIP3a,/CCL20 — apresentaram baixa

ou nenhuma correlagao.



Tabela 3. Comparacao de correlacdes entre as quimiocinas CC.
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MCP1/CCL2 MIP1a/CCL3 MIP1B/CCL4 Rantes/CCL5 Eotaxina/CCL11 TARC/CCL17 MIP3a/CCL20
Quimiocinas
R Valor-p R Valor-p R Valor-p R Valor-p R Valor-p R Valor-p R Valor-p
MCP1/CCL2 1,00 0,47 0,000 0,47 0,000 0,40 0,001 0,76 0,000 0,34 0,007 0,003 0,816
MIP1a/CCL3 0,47 0,000 1,00 0,62 0,000 0,36 0,006 0,52 0,000 0,36 0,005 0,25 0,082
MIP1B/CCL4 0,47 0,000 0,62 0,000 1,00 0,24 0,059 0,45 0,000 0,31 0,016 0,29 0,036
Rantes/CCL5 0,40 0,001 0,36 0,006 0,24 0,059 1,00 0,40 0,002 0,07 0,578 -0,05 0,725
Eotaxina/CCL11 0,76 0,000 0,52 0,000 0,45 0,000 0,40 0,002 1,00 0,24 0,056 0,03 0,844
TARC/CCL17 0,34 0,007 0,36 0,005 0,31 0,016 0,07 0,578 0,24 0,056 1,00 0,12 0,400
MIP3a/CCL20 0,03 0,816 0,25 0,082 0,29 0,036 -0,05 0,725 0,03 0,844 0,12 0,400 1,00
GroAlfa/CXCL1 0,47 0,000 0,74 0,000 0,49 0,000 0,54 0,000 0,39 0,002 0,33 0,011 0,14 0,337
ENA78/CXCL5 -0,12 0,372 0,02 0,867 -0,13 0,343 0,02 0,910 -0,04 0,802 -0,04 0,791 -0,47 0,001
IL-8/CXCL8 0,37 0,005 0,89 0,000 0,53 0,000 0,39 0,003 0,54 0,000 0,20 0,149 0,38 0,007
MIG/CXCL9 0,55 0,000 0,60 0,000 0,46 0,000 0,54 0,000 0,49 0,000 0,11 0,399 0,01 0,956
IP10/CXCL10 0,58 0,000 0,53 0,001 0,60 0,000 0,25 0,159 0,53 0,001 0,13 0,436 0,24 0,222
ITAC/CCL11 0,44 0,001 0,75 0,000 0,34 0,009 0,38 0,004 0,49 0,000 0,28 0,035 0,22 0,117

Legenda: R: correlagéio de Spearman.



Tabela 4. Comparacao de correlagdes entre as quimiocinas CXC.

GroAalfa/CXCL11 ENA78/CXCL5 IL-8/CXCL8 MIG/CXCL9 IP10/CXCL10 ITAC/CXCL11
Quimiocinas
R Valor-p R Valor-p R Valor-p R Valor-p R Valor-p R Valor-p
MCP1/CCL2 0,47 0,000 -0,12 0,372 0,37 0,005 0,55 0,000 0,58 0,000 0,44 0,001
MIP1a/CCL3 0,74 0,000 0,02 0,867 0,89 0,000 0,60 0,000 0,53 0,001 0,75 0,000
MIP1B/CCL4 0,49 0,000 -0,13 0,343 0,53 0,000 0,46 0,000 0,60 0,000 0,34 0,09
Rantes/CCL5 0,54 0,000 0,02 0,910 0,39 0,003 0,54 0,000 0,25 0,159 0,38 0,004
Eotaxina/CCL11 0,39 0,002 -0,04 0,802 0,54 0,000 0,49 0,000 0,53 0,001 0,49 0,000
TARC/CCL17 0,33 0,011 -0,04 0,791 0,20 0,149 0,11 0,399 0,13 0,436 0,28 0,035
MIP3a/CCL20 0,14 0,337 -0,47 0,001 0,38 0,007 0,01 0,956 0,24 0,222 0,22 0,117
GroAlfa/CXCL1 1,00 0,03 0,854 0,66 0,000 0,58 0,000 0,46 0,006 0,58 0,000
ENA78/CXCL5 0,03 0,854 1,00 0,11 0,465 0,10 0,481 -0,34 0,070 0,16 0,279
IL-8/CXCL8 0,66 0,000 0,11 0,465 1,00 0,67 0,000 0,63 0,000 0,83 0,000
MIG/CXCL9 0,58 0,000 0,10 0,481 0,67 0,000 1,00 0,61 0,000 0,66 0,000
IP10/CXCL10 0,46 0,006 -0,34 0,070 0,63 0,000 0,61 0,000 1,00 0,49 0,006
ITAC/CXCL11 0,58 0,000 0,16 0,279 0,83 0,000 0,66 0,000 0,49 0,006 1,00

Legenda: R: correlagéio de Spearman.
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5.3. Correlagdes da expressao das células sanguineas periféricas

Na analise entre as células do sangue periférico em nimero absoluto de Leucdcitos,
Linfocitos, Neutréfilos, Segmentados, Bastonetes e Mondcitos encontrou-se correlagdo
significativa e positiva entre Leucdcitos do primeiro hemograma e a citocina IL-6 (Spearman
+0,2513; p = 0,0435) e correlagdo significativa, mas inversa, com as quimiocinas Rantes/CCL5
(Spearman -0,4019; p = 0,0029) e GroAlfa/CXCL1 (Spearman -0,2783; p = 0,0458). Houve relacdo
significativa, mas inversa entre o numero absoluto de Linfdcitos do primeiro hemograma e a
guimiocina MCP1/CCL2 (Spearman -0,3587; p = 0,0077). Houve correlacdo significativa e positiva
entre o nimero absoluto de Mondcitos do primeiro hemograma e a quimiocina IP10/CXCL10

(Spearman +0,3915; p = 0,0267) (Tabela 5).

Tabela 5.Correlacdes das expressdoes das células sanguineas periféricas com citocinas e

quimiocinas.
Leucdcitos do Mondcitos do Linfécitos do
12 hemograma 12 hemograma 12 hemograma
Spearman +0,2513;
IL-6 NS NS
p =0,0435
Spearman -0,4019;
Rantes/CCL5 NS NS
p =0,0029
Spearman -0,2783;
GroAlfa/CXCL1 NS NS
p =0,0458
Spearman -0,3587;
MCP1/CCL2 NS NS
p =0,0077
Spearman +0,3915;
IP10/CXCL10 NS NS
p =0,0267

Legenda: NS = ndo significativa.

Na andlise de SG com relagdo ao valor da razdo de Neutréfilos/Linfécitos acima de 2, no
primeiro hemograma, nas pacientes com tumores de mama Luminal B houve diferenca
significativa no risco de ébito (Log-Rank p = 0,005), sendo que as pacientes com valores acima
de 2 apresentaram maior risco de morte quando comparadas as pacientes que apresentaram o

valor da razdo abaixo desse valor (Figura 4).
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Figura 4. Risco de 6bito nas pacientes com cancer de mama Luminal B conforme a razdo de

Neutrdfilos/Linfocitos (n = 91 pacientes; Log-Rank p = 0,005).

Na anadlise dos 178 pacientes que colheram hemogramas consecutivamente (o primeiro
colhido antes de qualquer tratamento oncoldgico, o segundo colhido 6 meses apds, e o terceiro
hemograma colhido 12 meses apds esse tratamento), aquelas com valor da razdo
Neutréfilos/Linfécitos >3, no terceiro hemograma apresentaram menor SG (Log-Rank p = 0,000).
Ou seja, quanto maior a razdo Neutrofilos/Linfocitos no ultimo hemograma maior é o risco de

Obito.

5.4 Analises das caracteristicas clinicas e patoldgicas entre si e com as concentracoes

séricas das quimiocinas, citocinas e células sanguineas periféricas

5.4.1 Estadiamento

Nas anadlises da correlagdo entre a concentragdo das quimiocinas e citocinas conforme
a extensdo do tumor primario, usou-se a classificacdo patoldgica do tumor (pT) por ser mais
precisa do que a classificacdo clinica. Fez-se inicialmente para cada quimiocina e citocina as
analises por cada categoria (pT1, pT2, pT3 e pT4), pelo agrupamento dos tumores iniciais (pT1 +
pT2) versus tumores avangados (pT3 + pT4) e pelo agrupamento dos tumores pT1 + pT2 + pT3
versus os tumores mais avangados localmente (pT4). Na anadlise da extensdo patoldgica do

tumor ndo se encontrou correlagao significativa com nenhuma quimiocina.
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Nas analises das médias e medianas das quimicionas e citocinas, com relacdo ao
comprometimento de linfonodos axilares pela neoplasia (pN), encontrou-se que nas pacientes
com algum comprometimento tumoral em linfonodo axilar (categoria pN1 + N2 + N3+) ha maior
expressao de citocina TNF-a (Spearman +0,3273; p = 0,0065) em relagdo as pacientes com
linfonodos axilares negativos (categoria pNO). E ndo se encontrou outras correlacdes entre a
extensdo do tumor para os linfonodos axilares e as demais quimiocinas (p > 0,05).

Na Tabela 6 apresenta-se os valores séricos das quimiocinas e citocinas encontradas
conforme toda a extensdo tumoral da paciente, estratificados pelos estadiamentos (1, A, 11B, IlI
e IV) e por agrupamento (pacientes ndo metastaticos e metastaticos), e encontrou-se poucas
correlagdes com as concentracdes de quimiocinas e citocinas. As duas alteracdes, encontradas
apenas nas pacientes do estadio IV, foram relacionadas aos valores de TNF-a e IL-10. Valores de
TNF-a abaixo da mediana de 2,34 pg/ml propiciaram um maior risco de morte (Log-Rank
p = 0,025), quando comparadas com as pacientes com o TNF-a acima da mediana.

Com relagdo a IL-10 houve uma correlagdo inversa, sendo mensurado menor
concentragdo desta citocina nas pacientes com metastases ao diagndstico (Spearman -0,2330;

p = 0,0473), mas sem interferéncia na SG (p > 0,05).
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Tabela 6. Mensuracdes séricas das quimiocinas/citocinas (concentracdo em pg/ml) conforme os estadiamentos.

Quimiocinas Estadiamento N Média Mediana DP Min Max Valor-p
| 9 5,84 7,02 2,52 2,50 8,42
1A 22 6,89 4,46 6,65 2,50 30,57
L6 1B 6 4,98 3,98 3,14 2,50 10,79 0,450
(73 padientes) i 30 14,56 6,45 19,64 2,50 90,72
pacientes IV 6 5,48 5,70 2,36 2,50 9,39
I+IA+1B+1I 67 10,01 1,83 14,23 2,50 90,72 0.680
\Y% 6 5,48 5,70 2,36 2,50 9,39 '
I 9 1,71 1,49 0,43 1,47 2,68
1A 22 1,69 1,47 0,61 1,47 4,28
110 1B 6 1,83 1,47 0,78 1,47 3,40 0,260
(73 pacientes) I 30 1,89 1,47 0,69 1,47 4,18
pacientes v 6 1,47 1,47 0,00 1,47 1,47
I+IA+IB+I 67 1,80 1,47 0,64 1,47 4,28 0.049
\Y% 6 1,47 1,47 0,00 1,47 1,47 ’
| 9 2,34 2,34 0,00 2,34 2,34
1A 22 2,34 2,34 0,00 2,34 2,34
TNF-a 1B 6 3,43 2,67 1,74 2,34 6,80 0,015
(74 pacientes) i 30 3,07 2,34 2,39 2,34 12,18
pacientes \Y% 7 2,72 2,34 1,00 2034 5,00
I+IA+1B+1I 67 2,77 2,34 1,71 2,34 12,18 0.926
IV 7 2,72 2,34 1,00 2,34 5,00 '
I 7 497,70 275,34 589,90 16,77 1.437,81
1A 19 635,65 388,65 733,29 24,03 2.503,34
1B 5 428,16 289,45 532,31 49,60 1.341,70 0,891
(s'é'sgfi’éﬁ:zs) 1 19 857,95 325,24 1.159,52 14,14 3.910,47
P IV 5 857,44 246,27 1.436,94 25,00 3.398,63
I+IA+1B+1I 50 680,06 327,12 883,98 14,14 3.910,47 0.826
\Y% 5 857,44 246,27 1.436,94 25,00 3.398,63 ’
| 6 60,64 60,11 3,02 57,37 64,71
1A 13 64,79 64,16 4,92 57,33 75,22
1B 5 65,51 64,90 4,28 59,45 70,46 0,075
('_,‘Poloé zhctlg) i 10 60,39 60,29 7,50 43,62 71,96
P % 2 58,43 58,43 0,28 58,23 58,63
I+IA+1B+1I 28 62,87 62,03 5,75 43,62 75,22 0120
\Y% 2 58,43 58,43 0,28 58,23 58,63 ’

Legenda: N= nimero; DP = desvio-padréo; Min: minimo; Mdx = mdximo.

(Continua)
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(Continuagdo)
Quimiocinas Estadiamento N Média Mediana DP Min Max Valor-p
| 7 355,92 283,33 440,16 81,31 1,321,66
1A 21 273,43 198,95 251,19 71,05 1.028,34
Eotaxina/CCL11 11B 6 262,58 252,99 99,02 118,92 420,57 0,839
(62 pacientes) 1] 23 226,01 185,86 143,89 20,42 612,79
\% 5 189,20 134,23 80,42 125,80 291,72
1+1A+1B+I111 57 263,29 203,51 232,34 20,42 1.321,66 0.535
\% 5 189,20 134,23 80,42 125,80 291,72 !
| 7 111,59 58,26 136,15 16,53 410,11
1A 21 52,52 39,03 34,43 6,36 133,19
11B 7 141,65 72,86 167,54 14,29 474,21 0,432
(;?/;“:)gﬁﬁef:—t];) ] 23 95,14 82,63 86,11 1,27 340,49
vV 5 125,33 83,75 113,13 20,79 313,53
[+[IA+IB+II 58 87,31 51,91 95,34 1,27 474,21 0315
\% 5 125,33 83,75 113,13 20,79 313,53 !
| 7 250,81 163,67 266,11 67,38 826,24
1A 21 225,00 167,29 129,43 55,08 503,54
11B 7 270,00 227,30 252,36 22,93 799,43 0,754
(g‘;';ti/:nctfs) 1 23 243,69 235,63 128,88 1,55 604,19
\% 5 170,31 128,88 89,23 84,68 274,44
1+11A+11B+I111 58 240,96 221,22 163,27 1,55 826,24 0.409
IV 5 170,31 128,88 89,23 84,68 274,44 !
| 7 250,81 163,67 266,11 67,38 826,24
1A 21 225,00 167,29 129,43 55,08 503,54
11B 7 270,00 227,30 252,36 22,93 799,43 0,754
Rantes/CCL5 ] 23 243,69 235,63 128,88 1,55 604,19
(63 pacientes) \Y 5 170,31 128,38 89,23 84,68 274,44
1+1A+11B+I111 58 240,96 221,22 163,27 1,55 826,24
\% 5 170,31 128,88 89,23 84,68 274,44 0,409
\% 5 3.157,30 2.747,07 1.598,00 1.062,52 5.125,89

Legenda: N= niimero; DP = desvio-padrdo; Min: minimo; Max = mdximo.

(Continua)
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(Continuagdo)
Quimiocinas Estadiamento N Média Mediana DP Min Max Valor-p
i 7 130,51 145,49 64,54 60,42 21,94
A 21 179,58 137,56 106,67 70,83 467,75
I8 6 184,85 173,23 104,48 76,58 331,80 0,854
((';"1";232 cniz) 1 22 167,14 131,58 126,77 50,71 633,93
IV 5 176,57 136,38 107,03 80,71 328,13
+IAHIBAII 56 169,12 139,81 109,45 50,71 633,93 0048
v 5 176,57 136,38 107,03 80,71 328,13 s
i 7 78,88 74,91 41,17 36,79 127,36
A 21 121,60 107,51 41,87 69,39 198,75
B 6 120,51 123,27 49,55 54,44 172,30 0,366
(Gn:ll.ufa/cci:rftlfs) 1 22 136,58 112,27 76,91 32,86 338,58
IV 5 122,88 143,48 58,09 49,79 187,05
FIAIBAII 56 122,03 108,39 60,22 32,86 338,58 0864
IV 5 122,88 143,48 58,09 49,79 187,05 2
i 7 451,36 352,04 503,77 8,08 1.253,33
A 18 855,13 419,94 1.089,72 4,27 3.430,64
8 7 291,95 96,56 384,07 4,52 922,23 0,401
(EsuA;ai/i;::feLss) 1 18 763,23 527,79 763,00 3,49 2.699,68
IV 4 45,91 26,91 55,52 2,49 127,35
+IAHIBAII 50 686,67 372,36 840,15 3,49 3.430,64 010
v 4 45,91 26,91 55,52 2,49 127,35 :
| 5 1.767,76 141,61 2352,22 10,60 4.861,70
A 18 1.998,35 184,35 3.822,23 16,55 15.617,72
B 6 948,59 68,33 1.918,66 24,78 4.833,39 0,897
(";';P:;/I;f::s‘; 1 19 1.090,90 75,45 1.733,39 22,56 4.719,93
IV 5 883,36 53,67 1.402,70 28,52 3.276,67
IAIBHII 48 1.483,91 95,39 2.739,79 10,60 15.617,72 0,553
v 5 883,36 53,67 1.402,70 28,52 3.276,67 s
i 7 43.286,32 432,52 113.336,95 157,47 300.377,85
A 20 713,46 547,87 579,15 138,38 2.336,74
B 7 1.334.77 572,27 1.879.52 211,92 5.418,06 0,966
‘(ség’;':ié Crﬁgt)l 1 21 1.827,94 515,25 4.494,54 42,48 20.936,72
IV 5 982,95 515,25 4.494,54 42,48 20.936,72
+IAIBAII 55 6.636,49 518,76 40.444,45 42,48 300.377,85 0510
v 5 982,95 761,53 956,56 153,32 2.471,56 s

Legenda: N= numero; DP = desvio-padrdo; Min: minimo; Mdax = maximo.

(Continua)
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(Continuagdo)
Quimiocinas Estadiamento N Média Mediana DP Min Max Valor-p
i 6 148,80 104,34 151,44 6,48 341,29
A 19 1.329,80 155,30 3.382,05 10,10 13.402,80
I8 6 145,46 50,04 198,62 17,29 535,00 0,501
('ST:’SE/! Séﬁt::) 1 20 1.285,24 286,93 3.198.61 4.25 14.288.88
IV 5 3.110,65 255,74 6.645,02 11,21 14.995,65
HIAIB+HII 51 1.034,05 161,32 2.873,87 4,25 14.288,38 005
IV 5 3.110,65 255,74 6.645,02 11,21 14.995 65 s
| 7 27,75 29,89 27,14 0,81 79,76
A 21 44,69 32,56 39,32 15,73 196,99
I8 6 55,09 53,23 32,05 19,56 100,86 0,507
(f';’l";ifi/e Cnct'i) 1 22 44,75 39,70 34,75 6,33 162,31
IV 5 38,20 44,45 23,81 11,40 64,88
HIA+IB+HII 56 43,71 34,53 35,27 0,81 196,99 086
IV 5 38,20 44,45 23,81 11,40 64,88 s

Legenda: N= numero; DP = desvio-padrdo; Min: minimo,; Mdax = mdximo.
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5.4.2 Idade

Houve correlagdo inversa entre a idade com a expressao do Ki67 (Spearman -0,14291;
p = 0,0278) e correlacdo direta com as citocinas IL-6 (Spearman +0,2392; p = 0,0416) e IL-10
(Spearman +0,3027; p = 0,0092). A quimiocina IP10/CXCL10 (Spearman +0,4360; p = 0,0079)
apresentou correlagdo direta com a idade. Estratificando as pacientes em grupos de menor ou
maior de 70 anos permaneceu a correlacdo com a quimiocina IP10/CXCL10 (Spearman +03914;
p = 0,0183) e detectou-se correlacdo com a TARC/CCL17 (Spearman +0,2648; p = 0,0360) com

maior expressdo dessa quimiocina no grupo de maior idade (Tabela 7).

54.3 IMC

Para a analise do indice de massa corporal (IMC) foi considerado sobrepeso se IMC entre
25,0 e 29,9 Kg/m?; obesidade grau | se IMC entre 30,0 e 34,9 Kg/m?; obesidade grau Il se IMC
entre 35,0 e 39,9 Kg/m?; e obesidade grau Ill se IMC maior do que 40,0 Kg/m?. Aquelas com
maior IMC (obesidade graus |, Il e lll) apresentaram correlagdo direta com maior nimero de
Leucdcitos totais no primeiro hemograma (Spearman +0,3055; p=0,0029). Houve correlagcdo
inversa (quanto maior o IMC menor a expressdo da quimiocina) com a Rantes/CCL5 (Spearman
-0,3098; p = 0,0169). E encontrou-se também correlacdo inversa e significativa da
Eotaxina/CCL11 com o peso da paciente (Spearman -0,2575; p = 0,0470), mas ndo com o IMC
(Spearman - 0,16388; p = 0,21087) (Tabela 7).

5.4.4 Alcool e Tabaco

Na comparacdo das médias e medianas das quimiocinas entre as usudrias de alcool ndo
se encontrou nenhuma correlagdo. Mas estas pacientes etilistas, independente da dose,
apresentaram uma correlagdo positiva do etilismo com maior volume tumoral da mama (pT)
detectado na pega cirurgica (Spearman +0,1650; p = 0,0252). Ndo foi encontrado tal correlacdo
nas ndo etilistas. As fumantes apresentaram um maior nimero de Leucdcitos no primeiro
hemograma (Spearman +0,2296; p = 0,0229), além de maior infiltracdo de células inflamatdrias
no TME (Spearman +0,7223; p = 0,0280) e maior concentracdo de MIP3a/CCL20 (Spearman
+0,3344; p = 0,0267) (Tabela 7). Ndo foram encontradas correlagGes significativas com as nado

usuarias do tabaco.
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Tabela 7. Andlises das caracteristicas clinicas das pacientes e suas correlagdes com citocinas,
guimiocinas, Leucdcitos e caracteristicas patoldgicas do tumor.
Idade IMC Peso (Kg) Etilismo Tabagismo
Spearman
IL-6 +0,2392; NS NS NS NS
p =0,0416
Spearman
IL-10 +0,3027; NS NS NS NS
p = 0,0092
Spearman
IP10/CXCL10 +0,4360; NS NS NS NS
p = 0,0079
Spearman
.(rf/?fé CaCnl;ls7) +0,2648; NS NS NS NS
p = 0,0360
Spearman
Eotaxina/CCL11 NS NS -0,2575; NS NS
p = 0,0470
Spearman
Rantes/CCL5 NS -0,3098; NS NS NS
p =0,0169
Spearman
MIP3a/CCL20 NS NS NS NS +0,3344;
p =0,0267
Leucdcitos totais Spearman Spearman
no 12 NS +0,3055; NS NS +0,2296;
hemograma p =0,0029 p =0,0229
Spearman
Maior pT NS NS NS +0,1650; NS
p = 0,0252
Maior Spearman
inflamagao no NS NS NS NS +0,2296;
TME p =0,0229
Spearman
Ki67 -0,14291; NS NS NS NS
p =0,02783

Legenda: IMC = indice de massa corporal; Kg = quilograma; NS = ndo significativa; pT = tumor detectado
na pega cirurgica; TME = microambiente tumoral.

5.4.5 Caracteristicas patoldgicas entre si

Algumas caracteristicas patoldgicas da neoplasia influenciaram a sua extensao tumoral.
Houve correlagdo do estadiamento mais avancado como o maior grau histoldgico tumoral
(Spearman +0,20664; p = 0,0014), com os tumores HER2+ (Spearman +0,15809; p=0,0157), com
a maior positividade do Ki67 (Spearman +0,21509; p = 0,0009). Encontrou-se maior positividade
axilar pela neoplasia nos pacientes Luminais, havendo correlacdo positiva entre o RE (Spearman
+0,1710; p = 0,0148) e o RP (Spearman +0,1469; p = 0,0360) com a maior extensdo de doenca
presente na axila (Tabela 8).

Analisou-se também a correlagao entre o EGFR, mensurado pela IH no tumor, e os

demais receptores celulares. Houve correlagdo inversa entre o EGFR e o RE (Spearman -0,7648;
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p = 0,000). A correlagdo inversa também foi encontrada entre EGFR e RP (Spearman -0,5818;
p = 0,000). Também existiu correlacdo significativa e direta entre a positividade do EGFR e o
maior valor de Ki67, naquelas mulheres que expressaram o tumor com mais 14,0% do valor de
Ki67 (Spearman +0,4737; p = 0,0000). Detectou-se uma relacdo estatisticamente significativa
entre o EGFR e o p53 (Spearman +0,3535; p = 0,0031).

Encontrou-se correlagdo entre o EGFR e o subtipo dos tumores indentificados pela IH
(Spearman +0,6722; p = 0,0000). Nas pacientes com tumores Luminal A apenas uma (3,6%)
paciente apresentou EGFR positivo. Dentre aquelas com tumores Luminais B quatro (14,3%)
pacientes apresentaram o EGFR positivo. Naquelas HER2+ cinco (17,9%) pacientes
apresentaram o EGFR positivo. E naquelas com tumores TN o EGFR foi positivo em 18 (64,3%)
pacientes.

Na presenca da expressdao da proteina p53 mutante houve correlacdo com outros
fatores, como o maior grau de diferenciacdo das células tumorais (Spearman +0,2482;

p =0,013), com o Ki67 hiperexpresso (Spearman +0,4414; p = 0,0000), e uma correlacdo inversa

com a expressdo de RE (Spearman -0,1958; p = 0,0107) (Tabela 8).

Tabela 8. Anélise das caracteristicas patoldgicas do tumor entre si e suas correlagdes.

Maior positividade
Maior estadiamento Expressdo de EGFR Expressdo do p53
axilar pN1+2+3 vs pNO
RE+ NS Spearman +0,1710; Spearman -0,7648; Spearman -0,1958;
p =0,0148 p = 0,0000 p =0,0107
Spearman +0,1469; Spearman -0,5818;
RP+ NS NS
p =0,0360 p = 0,0000
Spearman +0,15809;
HER2+ NS NS NS
p =0,0157
. Spearman +0,21509; Spearman +0,4737; Spearman +0,4414;
> Ki67+ NS
p = 0,0009 p = 0,0000 p =0,0000
Spearman +0,3535;
p53+ NS NS NS
p =0,0031
> Grau de
. L. Spearman +0,20664; Spearman +0,2482;
diferenciagao NS NS
p= 0,0014 p=0,013
tumoral

Legenda: EGFR = receptor do fator de crescimento epidérmico; NS = ndo significativo; RE= receptor de
estrogénio; RP= receptor de progesterona; HER2 = receptor epidermal humano 2.

5.4.6 Caracteristicas patoldgicas com as quimiocinas e citocinas

Encontrou-se que as pacientes com maior infiltrado peritumoral expressaram maior
concentracdo das quimiocinas MCP1/CCL2 (Spearman +0,4726; p = 0,0197) e GroAlfa/CXCL1

(Spearman +0,4478; p = 0,0321), sendo que o infiltrado peritumoral presente se correlacionou
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com maior progressao da neoplasia (Spearman +0,7000; p = 0,0358). Nao houve nenhuma
correlagdo do infiltrado inflamatério tumoral com as demais quimiocinas/citocinas (p > 0,05).

Analisou-se também a correlagdo das quimiocinas conforme as expressées isoladas de
RE, RP, HER2 e Ki67. Na comparacgao das médias e medianas das quimiocinas entre os niveis das
variaveis RE e RP isoladamente ndo se encontrou correla¢do destes dois receptores hormonais
com as quimiocinas (p > 0,05).

Na comparacao das médias e medianas das quimiocinas entre os niveis da varidvel Ki67
encontrou-se uma correlacdo significativa e positiva com as quimiocinas Eotaxina/CCL11
(Spearman +0,2521; p = 0,048) e MCP1/CCL2 (Spearman +0,2647; p = 0,036), sendo que quanto
maior a expressao da varidvel Ki67, maior o nivel dessas quimiocinas e vice-versa. Quando se
analisou a correlagdo entre a quimiocina TARC/CCL17 e o Ki67 positivo ou negativo ndo se
encontrou correlagdo significativa (Spearman +0,2406; p = 0,0575), mas na estratificacdo do Ki67
no valor de corte de 14% encontrou-se que as pacientes com Ki67 > 14% apresentam maiores
niveis da quimiocina TARC/CCL17 (Spearman +0,2977; p = 0,007) do que aquelas com Ki67
menor ou igual a 14% (Tabela 9). Ndo se encontrou correlagdo entre Ki67 e as demais
guimiocinas e citocinas (p > 0,05).

Na comparacdo das médias e medianas das quimiocinas entre os niveis de p53
encontrou-se que pacientes com p53 positivo também apresentam maiores niveis da
quimiocina TARC/CCL17 (Spearman +0,2987; p = 0,0216). N3do se encontrou correlacdo entre
p53 e as demais quimiocinas e citocinas (p > 0,05).

Na comparagdo das médias e medianas das quimiocinas nas pacientes com HER2
amplificado/superexpresso houve maiores niveis das citocinas IL-6 (Spearman +0,2688;
p = 0,0215) e IL-10 (Spearman +0,3781; p = 0,0010). Ndo encontramos correlagdo entre HER2 e

as demais quimiocinas e citocinas (p > 0,05) (Tabela 9).
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Tabela 9. Correlagdes patoldgicas e dos biomarcadores celulares tumorais com as

concentragdes séricas das quimiocinas e citocinas.

. Infiltrado
Ki67 p53 HER2+ .
peritumoral
. Spearman +0,2521;
Eotaxina/ CCL11 NS NS NS
p =0,048
Spearman
Spearman +0,2647;
MCP1/ CCL2 NS NS +0,4726;
p =0,036
p =0,0197
Ki 67 > vs <14% Spearman
TARC/ CCL17 Spearman +0,2977; +0,2987; NS NS
p = 0,007 p =0,0216
Spearman
GroAlfa/ CXCL1 NS NS NS +0,4478;
p =0,0321
Spearman
IL-6 NS NS +0,2688; NS
p =0,0215
Spearman
IL-10 NS NS +0,3781; NS
p =0,0010

Legenda: NS = ndo significativo.

5.4.7 Subtipos moleculares pela IH e correlagées com quimiocinas e citocinas

Foram analisadas quimiocinas e citocinas de 81 pacientes, sendo 19 portadoras de
tumores Luminal A, 32 Luminal B, 13 HER2+ e 17 TN. Na comparagdo das médias e medianas das
guimiocinas notou-se que pacientes com tumores Luminais B apresentaram maiores niveis da
quimiocina TARC/CCL17 (p = 0,009), em relagdo aos subtipos Luminal A, HER2+ e TN, mas tal
correlagdo ndo impactou na SG (p > 0,05). Mas entre as mulheres com tumor Luminal B e a
quimiocina ENA78/CXCL5 notou-se que naquelas pacientes com valores abaixo da mediana de
254,83 pg/ml da ENA78/CXCL5 houve maior risco de morte quando comparadas as pacientes
com valores acima desta mediana (Log-Rank p = 0,012) (Figura 5). Ndo se encontrou maior ou
menor risco de morte conforme a expressdo de ENA78/CXCL5 nos outros subtipos tumorais

(Luminal A, p = 0,237; HER2+, p = 1,000; TN, p = 0,249).
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Figura 5. Risco de 6bito nas pacientes com cancer de mama Luminal B conforme a expressdo

de ENA78/CXCLS (n = 19 pacientes; Log-Rank p = 0,012).

Outra quimiocina que também modificou a sobrevida global das pacientes com cancer
de mama Luminal B foi a MIG/CXCL9, com diferengas significativas (Log-Rank p = 0,046). As
pacientes com valores abaixo da mediana de 109,28 pg/ml de MIG/CXCL9 apresentaram maior
risco de morte quando comparadas as pacientes com os valores desta quimiocina acima desta

mediana (Figura 6). Tal correlagdo ndo foi vista nos demais subtipos tumorais (Luminal A,

p = 0,355; HER2+, p = 1,000; TN, p = 0,222).
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Figura 6. Risco de dbito nas pacientes com cancer de mama Luminal B conforme a expressao

de MIG/CXCL9 (n = 22 pacientes; Log-Rank p = 0,046).
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Nas pacientes com tumores do subtipo Luminal B houve maior risco de morte conforme
a expressdo da quimiocina MIP1B/CCL4. Houve diferenca significativa (Log-Rank p = 0,014) com
maior risco de morte para as pacientes com valores acima da mediana de 34,84 pg/ml quando
comparadas as pacientes com valores abaixo da mediana desta quimiocina (Figura 7). Os demais
subtipos tumorais ndo apresentaram esta correlagdo com MIP1B/CCL4 (Luminal A, p = 0,317;

HER2+, p =1,000; TN, p = 0,144).
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Figura 7. Risco de dbito nas pacientes com cancer de mama Luminal B conforme a expressdo

de MIP1B/CCL4 (n = 22 pacientes; Log-Rank p = 0,014).

Outra citocina que influenciou a SG, mas nos tumores TN, foi a IL-6 (Log-Rank p = 0,026),
sendo que as pacientes com valores acima da mediana de 5,56 pg/ml apresentaram maior risco
de morte quando comparadas as pacientes abaixo dessa mediana. A IL-6 ndo influenciou a SG

nos outros sutipos tumorais classificados pela IH.

5.5 Analise pela IH do escore inflamatdrio (células T CD4, T CD8 e Treg FOXP3) no

microambiente tumoral e suas correla¢tes

O escore imunoldgico foi mensurado pela expressdo de Linfocitos T CD4, T CD8 e
T FOXP3 no infiltrado inflamatdrio em 85 espécimes tumorais, realizado pelo método de TMA
(21 pacientes Luminal A, 34 Luminal B, 12 HER2+ e 18 TN). Considerando a positividade como
igual ou maior que 1% encontrou-se 70 (82,3%) espécimes tumorais positivos para célula T CD4.

A positividade para células T CD8 foi encontrada em 76 (89,5%) espécimes. A positividade para
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as células T FOXP3 foi encontrada em 53 (62,4%) espécimes. Houve correlagdo entre o T CD8 e
o T CD4 (Spearman +0,5991; p = 0,0000), entre T CD4 e o FOXP3 (Spearman +0,3735; p=0,0011)
e entre T CD8 e o FOXP3+ (Spearman +0,2753; p = 0,0176) no microambiente tumoral (Tabela
10).

Notou-se correlagdo inversa e significativa entre células T FOXP3+ e RE+ (Spearman
-0,2922; p = 0,0085). Pacientes com FOXP3 negativo apresentaram niveis positivos de RE em
92,0% dos casos, demonstrando uma correlacdo inversa. Tal correlacdo de FOXP3 nao foi
significativa com o RP (Spearman -0,1907; p = 0,0902). Houve uma correlacdo significativa e

direta com o Ki67 com esta célula T (Spearman +0,2398; p = 0,0322) (Tabela 10).

Tabela 10. Analise do escore inflamatdrio (células T CD4, T CD8 e T FOXP3) mensurados pela

IH no microambiente tumoral e suas correlacoes.

T CD4 TCD8 T FOXP3

T CD4 Spearman +0,5991; Spearman +0,3735;
p =0,0000 p=0,0011

T CDS8 Spearman +0,5991; Spearman +0,2753;
p = 0,0000 p=0,0176

RE NS NS Spearman -0,2922;
p = 0,0085

RP NS NS Spearman -0,1907;

p =0,0902 (ns)

Ki67 NS NS Spearman +0,2398;

p =0,0322

Legenda: RE = receptor de estrogénio; RP: receptor de progesterona; NS: ndo significativo.

As perdas de partes dos espécimes tumorais para a montagem do TMA impossibilitaram
a maioria das analises estatisticas de correlacGes entre o tipo de células inflamatdrias do TME e
as quimiocinas e citocinas. Dos 116 casos selecionados para analise do TME houve exclusdo de
31, sendo elegiveis 85, mas que ndo coincidiram plenamente com os 81 pacientes com
expressdo de quimiocinas e citocinas séricas. Assim, ndo se encontrou correlacdo significativa
entre os Linfécitos T CD4 e T CD8 e as citocinas e quimiocinas. Houve correlacdo inversa e

significativa apenas dos Linfécitos T FOXP3 com a IL-6 (Spearman -0,4844; p = 0,0015).
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Encontrou-se diferenca significativa na SG conforme a expressdo de células
inflamatérias infiltrando o TME nas pacientes com tumores de mama Luminal B. Na andlise da
expressao de células T CD4+, estratificado em mais de 30,0%, houve diferenca significativa (Log-
Rank p =0,027) na sobrevida. Dentre as pacientes com expressao de células T CD4+ aquelas com
nivel acima de 30,0% apresentaram um maior risco de morte quando comparadas as pacientes
com nivel de Linfécitos T CD4+ igual ou menor que 30,0% (Figura 8). Nao houve tal significancia

nos demais subtipos tumorais (Luminal A, p = 0,505; HER2+, p = 1,000; TN, p = 0,227).
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Figura8. Risco de 6bito nas pacientes com cancer de mama Luminal B conforme a expressao

de Linfécitos T CD4+ (n = 25 pacientes; Log-Rank p = 0,027).

Também nas pacientes com tumores de mama Luminal B quando a somatdria da
positividade de infiltragdo de Linfécitos T CD4 e T CD8 estava acima de 75,0% no TME, percebeu-
se diferenca significativa na SG (Log-Rank p = 0,033), com maior risco de morte quando
comparadas as pacientes com nivel igual ou menor que 75,0%. Tal relagdo de SG ndo foi
percebida nos demais subtipos tumorais (Luminal A, p = 0,398; HER2+, p = 1,000; TN, p = 0,454).

Nenhuma expressao de Linfdcitos T CD8 isoladamente impactou na SG (p = >0,05).

Na analise de todos os subtipos tumorais pela IH, e ndo apenas do Luminal B, houve
correlagao positiva entre a presenca de Linfécitos FOXP3+ no infiltrado tumoral e o aumento do
risco de metastases (Spearman 0,2355; p = 0,0355). Na analise de sobrevida entre aquelas

pacientes FOXP3+ detectou-se que na presenc¢a de mais de 10,0% de Linfocitos T FOXP3+ no
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infiltrado tumoral houve diferenca significativa na SLD (Log-Rank p = 0,020), com maior risco de

metdstase quando comparadas as pacientes com positividade para FOXP3, mas com valores

abaixo de 10,0% (Figura 9).
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Figura9. Risco de metdstases a distancia para as pacientes com cancer de mama e expressao

de Linfécitos T FOXP3+ (n = 53 pacientes; Log-Rank p = 0,020).
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6. DISCUSSAO

Esse estudo prospectivo analisou as caracteristicas clinicas e patoldgicas de pacientes
com cancer de mama, e suas correlacdes com os Leucdcitos periféricos, com a expressao de

guimiocinas e citocinas séricas, e a infiltracdo de células inflamatdrias no TME.

6.1 Caracterizacao das pacientes e sobrevidas conforme os subtipos pela IH e pelo

estadiamento

O estadiamento TNM e a IH sdo fundamentais para o adequado tratamento das
pacientes com cancer de mama. Confirmou-se neste estudo que estas duas estratificagdes sao
progndsticas, em concordancia com dados da literatura (BURSTEIN, 2020; CARDOSO et al., 2018;
CARDOSO et al., 2019; HORTOBAGY!I et al., 2017; SALI et al., 2020). Demonstrou-se, portanto,
que diferentes pacientes quando agrupadas adequadamente, apresentam um padrdo na
sobrevida, replicada em outras populagdes. A gravidade da doenga piorou com a progressao da
dimensdo da neoplasia, com a sobrevida cada vez menor, conforme a expansao da carga tumoral
de cada paciente, de acordo com outros estudos (ARAUJO et al., 2021; ESCOBAR et al., 2007;
GRABAU et al., 1998).

Nos subtipos determinados pela IH demonstrou-se maior tempo de sobrevida para as
pacientes com tumores Luminal A, seguido daquelas com tumores HER2+. No subgrupo Luminal
A se confirmou o bom prognédstico desta populagdo (MOHAMMED, 2021b), que recebeu
tratamento local adequado e terapias direcionadas como a endocrinoterapia, e de anticorpos
monoclonais naquelas HER2+ (BECERRA-CHAUCA; NIETO-GUTIERREZ; TAYPE-RONDAN, 2022; Da
LUZ et al.,, 2022). E a auséncia de um tratamento especifico, como nas TN, impactou
negativamente, com a menor sobrevida, confirmando o mau progndstico desse subgrupo (LIAN
etal., 2021; LOMBARDI et al., 2020).

As pacientes com tumores Luminal B apresentaram menor sobrevida do que as Luminal
A e HER2+. E fundamental a andlise criteriosa da expressdo do Ki67 e dos receptores hormonais,
pela IH, para diferenciar o Luminal A do Luminal B(MOHAMMED, 2021a), sendo o ideal a analise
guantitativa. Pacientes com Ki67 < 14% sao considerados de menor agressividade, Luminal A,
do que aquelas que expressam este biomarcador > 14%, de maior agressividade, Luminal B
(HAO, J. et al., 2021). Esse corte de 14% foi adotado nessa casuistica. Tal diferenciacdo entre
Luminal A e B é muito relevante para determinar progndstico e o tempo de tratamento

adjuvante (YU et al., 2019).
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Dentre as pacientes com tumores do subtipo Luminal B é mandatdrio identificar os
diversos graus de agressividade para oferecer as melhores op¢des terapéuticas (GONCALVES et
al., 2021). A expressdo de RE+ menor que 10% e de Ki67 maior que 30% indicaria muito pior
prognéstico (DING et al., 2019; PAN et al., 2019), com maior risco de recidiva e morte, sendo
indicado, além da endocrinoterapia, outras terapias sistémicas (CANCELLO et al., 2013). A
resposta terapéutica ao bloqueio hormonal desse subgrupo Luminal B é irregular, sendo
desejavel maior estratificacdo de risco (ADES et al., 2014; CHEANG et al., 2009).

As mulheres com neoplasias Luminais B embora expressem biomarcadores adequados,
RE e/ou RP, para o blogueio ou modulac¢do do receptor especifico, muitas vezes se comportam
como os tumores TN, sabidamente de péssimo progndstico pela auséncia de marcadores
preditivos (LI et al., 2022). O tumor Luminal B apresenta uma resposta ruim a terapia anti-
hormonal, embora receba a mesma endocrinoterapia eficazmente usada no Luminal A. Mas
sabe-se que pacientes com neoplasia Luminal B apresentam mais risco de recidiva local e
metdstases dsseas, no periodo de 2 a 5 anos, e também apds 5 anos, em comparagdo as
pacientes com cancer de mama ndo Luminal, devido as expressGes genéticas distintas que
predispdem a metastases tardiamente (LI et al., 2016).

Ha uma forte tendéncia de agregar a analise genética para avaliar risco e progndstico
nas pacientes com cancer de mama (WOODWARD et al., 2020), mas tal pratica ainda nao é
universalizada pelo alto custo. Ha necessidade de novos biomarcadores de progndstico no
cancer de mama, principalmente nos tumores Luminal B e TN, mas que sejam replicaveis e de
menor custo, com melhora dos escores de progndstico, permitindo o adequado tratamento a
cada paciente, minimizando seu risco de recidiva ou de morte (SELLA et al., 2021). Assim
desenhou-se esse estudo, para analisar também o que circunda essa neoplasia, dimensionando
parte das células inflamatdrias do TME, dos Leucdcitos periféricos e das citocinas e quimiocinas
séricas, mensurando suas correlagbes com as caracteristicas clinicas e patoldgicas dessas

pacientes com cancer de mama.

6.2 Correlagdes entre as concentragdes das quimiocinas (pg/ml)

Algumas limitacbes metodoldgicas podem comprometer os achados apresentados. A
andlise de quimiocinas dessas mulheres foi um retrato daguele momento, e provavelmente
detectar-se-ia diferentes expressdes se a coleta de sangue tivesse sido realizada, por exemplo,
no més seguinte. Ndo se fez coletas multiplas conforme a evolucdo de cada paciente, o que
poderia retratar mais fielmente o perfil de secre¢ao de cada quimiocina. Ressalta-se ainda que

a produgdo dessas proteinas é dependente de outras doengas da mama, como proliferagao
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epitelial ou atipias e ndo apenas neoplasia (WANG et al., 2013). Nos tumores de mama das
pacientes analisadas nessa casuistica, necessariamente a drea tumoral de interesse nao se
apresentou apenas como carcinoma invasor isolado, mas também com concomitancia de
proliferagdo epitelial, atipias e/ou carcinoma in situ.

Outro fator que dificulta a interpretacao dos dados desse estudo é que usualmente a
hipoexpressdo ou a hiperexpressdao de uma quimiocina nunca é isolada, dependente de genes
indutores localizados em loci cromossOmicos proximos. Analisou-se nessa série 13 quimiocinas,
de um total de 48 conhecidas. Portanto, o biomarcador de interesse pode estar hipoexpresso
ou hiperexpresso, a depender da modulacdo de outras proteinas além das 13 estudadas. Das 6
CXC-quimiocinas analisadas os comandos genéticos de 3 delas estdo no locus 4q13.3, e as outras
3 no locus 4g21.1. Das outras 7 CC-quimiocinas, 3 estdo no locus 17q11.2, outras 2 no locus
17912, uma no 16q13, e a outra no 2p36.3 (ALl; LAZENNEC, 2007). Tentou-se a diversidade de
loci indutores na tentativa de analisar comandos diferentes, evitando que um Unico locus
sinalizador induzisse a expressao de multiplas quimiocinas.

Outro possivel viés encontrado poderia estar relacionado a etnia, uma vez que tal
definicdo é por auto declaragcdo no Brasil. Portanto, esses resultados sdo sobre mulheres
brasileiras, miscigenadas, com definicdo étnica subjetiva. Sabe-se que em determinadas
populacdes é possivel perceber maiores riscos na incidéncia e diferentes progndsticos de cancer
de mama conforme a etnia (ACHEAMPONG et al., 2020; BANDERA et al., 2021; HUO et al., 2017,
KEENAN et al., 2015; WARNER et al., 2015), sendo acompanhado de diferentes expressdes de
quimiocinas a depender do grupo étnico da paciente (THOMAS et al., 2019).

Dentre as 234 pacientes com diagnéstico de Cl de mama, devido a restricdo
or¢amentdria, selecionou-se equitativamente, entre os diversos subtipos pela IH, um tergo
dessas mulheres para analise de quimiocinas e citocinas séricas (81 pacientes). Foi utilizado o
método multiplex Legendplex (BioLegend®), com painel de 13 quimiocinas humanas e outro kit
para detecgdo de 3 citocinas inflamatérias. Este painel de ensaio, validado pela mensuragdo nas
mudancas esperadas em amostras bioldgicas, pode fornecer sensibilidade de deteccdo tdo
ampla como os métodos tradicionais (DABITAO et al., 2011; ELSHAL; McCQY, 2006), mas com
menor custo.

Tal método de deteccdo dessas diversas quimiocinas presentes no soro de pessoas
sauddveis ou doentes pode ser aplicado para analise em varias areas bioldgicas (MORGAN et al.,
2004). Sua aplicabilidade se estende das pesquisas na veterinaria (WYNS et al., 2013), as
pesquisas em seres humanos, como no cancer de cabeca e pescoco (BYERS et al., 2010;

WEIDHAAS et al., 2017), no cancer gastrico (ZHAO et al., 2019), no melanoma (LANG et al.,
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2011), ou nas doengas hematoldgicas (TANG et al., 2011). O método multiplex permitiu a analise
das 16 proteinas neste estudo e pode ser replicado.

Confirmou-se, nessa casuistica, que as CC-quimiocinas se correlacionaram entre si, tal
qual as CXC-quimiocinas, e a maioria delas, nas duas familias, também apresentaram
correlag@es significativas entre si, como ja demonstrado em outros estudos no cancer de mama
(WANG et al., 2013; WANG, F. et al., 2021), em outros tumores (De La FUENTE LOPEZ et al.,
2018; WANG, J. et al., 2021) e outras doencas n3o neoplasicas (GARCIA-VELASCO; ARICI, 1999;
HAO, W. et al., 2021; PENG et al., 2021). A dificuldade que se impdem é determinar como,
qguando, e em que concentracgdo, serao secretadas uma, duas, trés ou dezenas de quimiocinas,
as vezes simultaneamente. Com certeza quando se compreender como esta “orquestra” de
quimiocinas é afinada, haverd maior entendimento na evolucdo e progndstico de muitas
enfermidades, dentre elas o cancer (MARCUZZI et al., 2018).

Constatou-se a multiplicidade dessa secre¢do de quimiocinas nas pacientes desta série.
Uma sinalizacdo genética Unica explicaria esta correlacdo tdo ampla, mas o comando genético
das expressoes dessas quimiocinas foi diversificado. Dentre todos os pares de cromossomos, 14
pares expressam loci para a producao de algumas dessas proteinas e dos seus receptores. Os
cromossomos 1,2,3,4,5,6,7,8,10,11, 16, 17, 19 e o X induzem estas sinteses, com destaque
para o cromossomo 3 (grande parte dos receptores), o cromossomo 4 (grande parte da familia
CXC), e 0 17 (grande parte da familia CC). Com esta diversidade de comando genético esperava-
se correlagOes entre elas, mas ndo tdo abrangente. Das 13 quimiocinas aqui analisadas apenas
3 delas - ENA78/CXCL5/ Cromossomo 4, TARC/CCL17/ Cromossomo 16, MIP3a/CCL20/
Cromossomo 2 - apresentaram baixa ou nenhuma correlacdo. As demais CXC-quimiocinas
(CXCL1, 8, 9, 10 e 11) sinalizadas pelo cromossomo 4, e as CC-quimiocinas (CCL2, 3, 4, 5 e 11)
sinalizadas pelo cromossomo 17, se correlacionaram significativamente entre si (BIECHE et al.,
2007; ZLOTNIK; YOSHIE, 2012).

Além das correlagdes multiplas dessas quimiocinas analisadas, centenas de doengas ndo
oncoldgicas correlacionam-se com as quimiocinas, conforme relatado nas Tabelas
Suplementares 1 e 2 desse estudo. A concomitancia de transtornos, como por exemplo, o
distlrbio do sono, ndo mensurados nessas pacientes com neoplasia de mama, pode ter sido um
viés na andlise das quimiocinas. Em modelo de camundongo, com tumorigénese mamaria
espontanea, submetidos a ruptura circadiana crénica, houve progressdo da neoplasia, com TME
mais imunossupressor, com algumas proteinas hipo-reguladas, como IFN-y, CXCL13, TNF e

GroAlfa/CXCL1 e outras hiper-reguladas, como CXCL3, CXCL5, IL-10 e IL-1B (HADADI et al., 2020).
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Dentre as 81 pacientes que se submeteram a andlise sérica das quimiocinas e citocinas,
provavelmente, muitas apresentaram outras anormalidades ndo mensuradas no processo
seletivo desse estudo, como a ansiedade e a depressdo, inerente ao diagnéstico de um cancer,
as vezes bem sutis, mas capazes de alterar a expressdao destas proteinas sinalizadoras de
inflamagcdo. No processo seletivo dos casos excluiu-se poucas pacientes com doengas
inflamatdrias articulares, da pele ou intestinais, além de postergar a coleta do sangue em 14
dias, no minimo, apds a biopsia incisional, na tentativa de minimizar o viés inflamatério da ferida
cirargica. Provavelmente essas possiveis interferéncias ndo comprometeram os resultados
desse estudo, uma vez que as pacientes com cancer de mama apresentaram grande diversidade
de expressdo de quimiocinas, com significancia estatistica que indicaram, provavelmente,

mudancas progndsticas.

6.3 Correla¢Oes da expressao das células sanguineas periféricas

Demonstrou-se nessa série uma correlacdo positiva entre o numero absoluto de
Leucdcitos periféricos do primeiro hemograma, colhido antes do tratamento, e a expressao de
IL-6 sérica, confirmando a dependéncia de maior expressao desta citocina com maior valor de
Leucdcitos (HUANG et al., 2017; MIANJI et al., 1996). As quimiocinas sdo reguladoras do tréfico
de Leucdcitos, e esperava-se nesse estudo, uma correlacdo direta e forte entre a expressado de
grande parte das 13 quimiocinas analisadas e a leucocitose periférica. Mas esta correlacdo foi
fraca. Sabe-se que esta premissa tem excecdes, como a possibilidade de sequestro acentuado e
internalizacdo de quimiocinas, tornando sua mensurag¢do mais dificil, ou a possivel dependéncia
com as outras 35 quimiocinas, ndo mensuradas nessa série, para a maior expressdo dos
Leucdcitos (THELEN; STEIN, 2008).

Observou-se uma correlagdo inversa de duas quimiocinas, Rantes/CCL5 e
GroAlfa/CXCL1, com o nimero de Leucdcitos periféricos no primeiro hemograma. Esperava-se
uma correlagdo direta e ndo inversa. Para elucidar tal resultado haveria necessidade de analisar
a capacidade da Rantes/CCL5 de formar oligdmeros, dependente de GAG, que é uma condi¢do
essencial para o recrutamento de Leucdcitos, além de quantificar a expressdo endotelial dos
receptores CCR1 e CCR5 (BALTUS et al., 2003). Mas tais expressoes ndao foram mensuradas,
dificultando a analise dessa sinalizacao.

Em relagdo a GroAlfa/CXCL1 sabe-se que a expressdo de Leucdcitos é dependente da
capacidade desta quimiocina em formar dimeros com a CXCL2, e a expressdo de ambas

guimiocinas seria necessario para induzir o aumento e migracdo destas células (SAWANT et al.,
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2021). Mas nado foi analisada a expressao da CXCL2 nessa casuistica. Ndo ha relatos, na literatura,
da correlacdo inversa de Rantes/CCL5 e GroAlfa/CXCL1 com os Leucdcitos, explicitamente em
pacientes com cancer de mama. Fica, entdo, o primeiro registro dessa correlagdo inversa,
aguardando novas analises que confirmem ou contradigam esses resultados.

Encontrou-se também uma correlacdo inversa entre os Linfécitos e a MCP1/CCL2.
Esperava-se que esta quimiocina se correlacionasse com os granuldcitos, principalmente os
Mondcitos. Foi demonstrado, por outros autores, que em cultura de Neutréfilos houve
hiperexpressdo, significativa, de MCP1/CCL2 e outras citocinas ap0s o tratamento desta cultura
com sobrenadante derivado de células de cdncer de mama (WU, L. et al, 2020). Mas a
MCP1/CCL2, potente na atracdo de Mondcitos, é idéntica ao fator quimiotatico derivado de
Linfocitos (lymphocyte-derived chemotactic factor; LDCF), podendo atrair tanto Mondcitos
quanto Linfécitos (YOSHIMURA, 2018). Mas esta correlacdo deveria ser positiva, e ndo negativa,
como encontrado, exceto se houvesse mutacdes no gene CCL2 que reduziria seu potencial de
quimiotaxia (YAO; TSIRKA, 2010; ZHANG; ERNST; ROLLINS, 1996). Nao foi realizada a analise
destas possiveis mutagdes. Portanto, nesta correlacdo o achado desse estudo é discordante da
literatura.

Os Mondcitos, por sua vez, se correlacionaram positivamente com a IP10/CXCL10 nessas
pacientes com cancer de mama. A correlagdo positiva entre Mondcitos e IP10/CXCL10 ja foi
descrita na asma e nas alergias (Ql et al., 2009), na esclerose multipla (BONECHI et al., 2014), na
malaria (IOANNIDIS; ERIKSSON; HANSEN, 2020) ou na leishmaniose mucocutanea (VARGAS-
INCHAUSTEGUI et al., 2010), mas ndo em pacientes com cancer de mama. Portanto, este seria
o primeiro relato da correlagdo entre monocitose e IP10/CXCL10 nas pacientes com cancer de
mama, indicando hipdteses para futuras pesquisas na disseminag¢do e progressdo do cancer de
mama.

Encontrou-se correlacdo da razdo de Neutréfilos/Linfocitos (NLR) em duas situagdes. A
primeira foi na andlise de SG um subgrupo de pacientes com tumores de mama Luminal B
apresentou o valor da NLR acima de 2, no primeiro hemograma, implicando em maior e
significativo risco de ébito, quando comparadas ao outro subgrupo Luminal B com o valor da
NLR menor ou igual a 2. A segunda foi na analise dos 178 pacientes que colheram hemogramas
consecutivamente. Aquelas com NLR >3, no terceiro hemograma apresentaram menor SG.

A baixa expressdo de granuldcitos e alta de Linfécitos, com NLR baixa, parece inferir um
melhor progndstico. Ja houve relato dessa correlacdo significativa em outras pacientes com
cancer de mama (ORDITURA et al., 2016), ou especificamente no subgrupo de mulheres com
tumores TN (TOKUMARU et al., 2021). Mas ha contradi¢do do valor progndstico da NLR como

encontrado em outra série retrospectiva em mulheres com cancer de mama. O hemograma
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colhido antes da quimioterapia neoadjuvante demonstrou, naquelas com tumores Luminais, um
maior risco de recorréncia se a NLR fosse menor que 2,12 (GRASSADONIA et al., 2021). Confirma-
se, portanto, a necessidade de mais pesquisa, com popula¢des mais homogéneas de tumores
de mama, preferencialmente analisando esta correlacdo nos diversos subtipos pela IH, para
melhor avaliagdo do valor da NLR pré-tratamento.

Outra correlacdo da NLR foi encontrada posteriormente ao tratamento em 178
pacientes, e detectou no subgrupo com maior valor da NLR do terceiro hemograma uma menor
SG. A persisténcia de NLR alto apds o tratamento com pior desfecho das pacientes ja foi
replicado em outras pacientes com cancer de mama ja tratadas, em seguimento de 5 anos,
sendo que aquelas com NLR alto (acima de 2,18) apresentaram significativamente mais recidivas
(MOON et al., 2020). Portanto, sugere-se que esta razdo pode avaliar o risco de dbitos, ou
recidivas, durante o seguimento mais tardio.

Sugere-se que a andlise semestral de um simples hemograma pode predizer a evolugado
das pacientes. Em termos praticos seria indicado ficar mais vigilante naquelas pacientes que
apods o tratamento apresentem niveis crescentes de granuldcitos e/ou niveis decrescentes de
Linfocitos. Em outros tipos de tumores, como em pacientes com cancer de reto, em tratamento
neoadjuvante, a contagem de Neutréfilos e Mondcitos persistentemente mais baixa implicou,
significativamente, em maior resposta patoldgica completa (LEE, Y. et al., 2018).

A NLR alta de um hemograma ao diagndstico do cancer de mama pode ser o reflexo da
“tempestade de quimiocinas”, indicando pior evolucdo. A alta expressao de Neutrofilos indicaria
provavel colaboragdo destes granuldcitos para a progressdao tumoral, e a baixa expressao de
Linfocitos demonstraria a precariedade de células citotdxicas, antitumorais, demonstrando
simplisticamente a imuno-incompeténcia. No acompanhamento com a NLR a partir de um ano
apos o término do tratamento, a alta expressdo de Neutrdfilos e/ou baixa de Linfocitos indicaria
a persisténcia da imuno-incompeténcia, mesmo apds o tratamento. Mas tal premissa precisa

ser mais replicada.

6.4 Anadlise das caracteristicas clinicas e patoldgicas entre si e com as concentragées

séricas das quimiocinas, citocinas

6.4.1. Estadiamento

Na analise da extensdo do tumor, mensurados como T1, T2, T3 e T4, notou-se correlagdo

positiva e significativa com biomarcadores de mau progndsticos, como tumores indiferenciados,

a hiperexpressdao de HER2+ e do Ki67. J4 foi demonstrado que os canceres de mama menos
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diferenciados evoluem mais agressivamente (MOHAMMED et al., 1986). Tanto o Ki67 (NIELSEN
et al., 2021) quanto o HER2, quando hiperexpressos, indicam tumores de maior agressividade e
de pior progndstico (DUFFY et al., 2017). Confirmou-se, portanto, que tumores primarios da
mama mais avangados expressam mais intensamente estes biomarcadores de pior progndstico.

Realizou-se outra andlise mais ampla do volume tumoral, pelo estadiamento TNM
(estadios I, II, lll e IV). As pacientes do estadio IV apresentaram baixa expressdo de TNF-a e de
IL-10. O TNF-a baixo implicou maior risco de morte, mas a hipoexpressao da IL-10 ndo. Nas
correlacbes com o TNF-a ha discordancias na literatura. Estudo com células-tronco
mesenquimais expostas ao TNF-a propiciou maior locomoc¢ao de células de cancer de mama
(SHIN et al., 2010). O TNF-a expresso no TME de pacientes com cancer de mama induziu a EMT
e metastases (CRUCERIU et al., 2020). Mas em camundongos com cancer de mama a
disseminacao de células cancerosas para o pulmao ocorreu na hipoexpressao de TNF-a e outras
citocinas (HADADI et al., 2020). Ha inimeros polimorfismos, como o TNF-a-308, com diferentes
correlagbes com a SG (KOROBEINIKOVA et al., 2015), mas em meta-analise ndo encontrou
correlacdo dos diversos SNP do TNF-a com o risco de cancer de mama, e um dos polimorfismos
mostrou correlagdo negativa (YANG et al.,, 2011). Entende-se que sdo varias isoformas do
TNF-a com inUmeras sinalizagdes.

Estudo com a IL-10 em pacientes com tumores de mama, estadios | e Il, também
demonstrou varios SNP desta citocina, mas nenhuma com valor progndstico (KOROBEINIKOVA
et al., 2015). Persiste muita inconsisténcia na correlacdo da IL-10 e a susceptibilidade ao cancer
de mama, sugerindo que algum dos polimorfismos poderia estar relacionado a carcinogenese
da mama (MOGHIMI et al., 2018). Essa série encontrou correlagdo desta citocina com as
pacientes do estadio IV, mas também sem impacto na sobrevida. Futuros estudos com a
identificacdo dos diversos SNP s3o necessarios para estabelecer a correlagdo entre a IL-10 e 0
cancer de mama.

Na andlise do comprometimento dos linfonodos axilares pelas células tumorais
demonstrou-se uma correlagao positiva e significativa com o RE e o RP, replicado em outra série
também com mulheres com cancer de mama (KUSTIC et al., 2019). No subtipo TN ha menor
incidéncia de envolvimento nodal axilar (CRABB et al., 2008), e mais metdstases viscerais por via
hematogénica (KIM; KIM; KIM, 2018). Mas a capacidade em predizer a positividade de
linfonodos axilares conforme os subtipos pela IH ndo mostrou diferenga em outra casuistica (WU
et al., 2014). Em geral, os tumores RH+ tendem a menor expressdao hormonal nas metdstases
sincronicas para o linfonodo axilar (KINOE et al., 2018), e a perda da expressdo do RH, ou o
aumento do indice do Ki67, nas metdstases linfonodais parecem estar associados ao pior

progndstico (YAMANOUCHI; KUBA; EGUCHI, 2020).
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Nas pacientes dessa casuistica com comprometimento de ganglios linfaticos axilares
(categoria N1+N2+N3) ocorreu maior expressao de TNF-a sérico em comparagdo com aquelas
com linfonodos axilares negativos (categoria NO), com significancia estatistica. Esse resultado foi
replicado em outra populacao de pacientes com cancer de mama (MA et al., 2017). Sabe-se que
os fatores de necrose tumoral sdo necessarios na remodelagdo dos linfonodos (ZHU; FU, 2011)
e a co-expressao de IL-6 e TNF-a induzem envolvimento tumoral de mais de 3 ganglios axilares
(TRIPSIANIS et al., 2014), mas inumeras outras citocinas colaboram nesta disseminacdo
(AUTENSHLYUS et al., 2020). Interessantemente, uma série mostrou que os Leucdcitos isolados
dos linfonodos axilares comprometidos secretam de 2 a 5 vezes mais citocinas do que os
Leucdcitos isolados dos linfonodos sem neoplasia (ELGHONAIMY et al., 2016). Parece haver mais
consisténcia na literatura sobre a correlagdao do TNF-a com os linfonodos axilares do que com

os tumores primdrios na mama.

6.4.2. Idade

Houve correlacado significativa, e inversa, da idade das pacientes com a expressao do Ki67.
Quanto menor a idade maior foi a expressdao deste marcador de agressividade tumoral, em
concordancia com outras séries de pacientes com cancer de mama (BOCCHI et al., 2021; De
GREGORIO et al., 2021; SALI et al., 2020).

Aidade, por si so, é o principal fator de risco para o desenvolvimento do cancer de mama
(KRESOVICH et al., 2019), mas ha contribuicdo de mais de 1.600 genes colaboradores desta
carcinogénese, sendo 35 deles altamente expressos, e 14 genes estdo relacionados as
sinalizagGes de quimiocinas ou aos seus receptores (Yl; ZHOU, 2020).

Outra correlagado significativa da idade nas pacientes desse estudo foi com a expressdo
direta das citocinas IL-6 e IL-10. Em outra casuistica de pacientes com cancer de mama
metastatico foi demonstrado aumento de IL-6 proporcional ao aumento da idade (JEHN et al.,
2012). A hiperexpressdo da IL-6 ndo seria pelo cancer, mas pela idade mais avancada, conforme
demonstrado em mulheres sem neoplasias submetidas as bidpsias musculares (AHTIAINEN et
al., 2012). A maior expressao de IL-10 em idosos, secretada por células T prejudicadas, é uma
tentativa de melhorar a imunossupressao (CASTLE et al., 1999), colaborando na patogénese de
outras doengas comuns em idosos, como a degeneracdo macular (LIGHTMAN; CALDER, 2006).
Portanto, a correlacdo destas 2 citocinas ndo é, necessariamente, pelo cancer, mas
possivelmente pela idade mais avangada, como detectado nesse estudo.

Foi encontrado uma correlagdo direta e positiva entre as pacientes com idade superior

a 70 anos e a hiperexpressdo das quimiocinas TARC/CCL17 e a IP10/CXCL10, de acordo com
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resultados replicados em outra série, com individuos sauddveis de longa sobrevida, e mediana
de 97 anos, com altos niveis de TARC/CCL17 e IP10/CXCL10 (MONTELLA et al., 2021). Em idosos
no Brasil (Bambui-MG) demonstrou-se diferentes expressdes de quimiocinas relacionadas a
idade, e a fragilidade, dentre elas a IP10/CXCL10 (De AMORIM et al., 2020).

Portanto, nas pacientes desse estudo, as duas quimiocinas, TARC/CCL17 e a
IP10/CXCL10, foram corretamente correlacionadas a idade mais avangada das pacientes, mas
também eram portadoras de cancer. A hiperexpressao dessas duas quimiocinas pela idade leva
ao raciocinio tedrico de neutralizacdo da acdo de ambas, pois a TARC/CCL17 apresentaria efeito
inibitério na progressdo (BOUCHET et al., 2020) e a IP10/CXCL10 se correlacionou,

provavelmente, com menor sobrevida de pacientes com neoplasia (WU, X. et al., 2020).

6.4.3 IMC

A obesidade apresentou correlagdo positiva com os Leucdcitos totais do primeiro
hemograma e correlagdo negativa com as quimiocinas Eotaxina/CCL11 e Rantes/CCL5 nas
pacientes dessa série. Pessoas obesas, sem neoplasia, em comparagdo com a populagdo ndo
obesa, apresentam leucocitose correlacionada ao IMC (HERISHANU et al., 2006; JULIUS et al.,
2014; LEE et al., 2003). Nos pacientes com cancer e obesos ha um fator de confundimento pois
muitos tumores ao diagndstico também induzem a leucocitose (SCHERNBERG et al., 2017;
TAVAKKOLI et al., 2019; YOKOI et al., 2020). Ndo se observou maior mortalidade nas pacientes
obesas com cancer de mama, ou com leucocitose, nessa casuistica.

A correlagdo entre a leucocitose e o progndstico no cancer de mama é discutivel. Ha
estudo demonstrando maior mortalidade (CONNOLLY et al., 2010), e outro indicando maior
sobrevida (LI et al., 2021). Sabe-se que o tecido adiposo é enriquecido com células imunes
associadas a citocinas indutoras de resposta tipo Th2, como IL-4 e IL-13, e promotoras dos
macréfagos M2. Os adipdcitos representam o maior componente do tecido mamario, podendo
conferir na mama um TME imunossupressor, associado ou ndo a leucocitose periférica induzida
por outras vias (ZHANG; LIU, 2020).

Ha correlagdo da obesidade com o risco de cancer de mama, com maior proporc¢do de
tumores Luminais B (MOTOKI et al, 2022). A expressio de tumores RH+ em obesas
necessariamente ndo propicia maior resposta antiestrogénica (NAGALINGAM et al., 2021).
Ressalta-se, no entanto, que a maior adiposidade esta associada a reducdo da incidéncia de
cancer de mama em mulheres na pré-menopausa, mas com maior risco em pacientes com maior

idade, e geralmente, de tumores de mama RH+ (PREMENOPAUSAL ... et al., 2018).
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Encontrou-se correlagdes inversas, e significativas, entre o IMC e a Rantes/CCL5, e entre
o peso corporal e a Eotaxina/CCL11. A Eotaxina/CCL11 também apresentou-se com menor
expressao na populacdo com maior peso corporal, mas sem neoplasia, em outro estudo (Van
Der ZALM et al., 2020). Em pacientes obesos, com IMC alto, mas também sem cancer, ha relato
de hiperexpressdo de varias outras quimiocinas como IP10/CXCL10, ITAC/CXCL11 (HUESO et al.,
2018) e MCP1/CCL2 (PANG et al., 2021). A hipoexpressdo da Eotaxina/CCL11 correlacionou-se a
obesidade das mulheres desse estudo que também eram portadoras de cancer de mama. Novos
estudos sdo necessarios para entender esta correlagdo e suas implicagcdes progndsticas, pois a
Eotaxina/CCL11 pode colaborar na progressdo da neoplasia (BEKAERT et al., 2021; LIU et al.,
2017), mas como estava hipoexpressa nas mulheres obesas dessa série, tal fato poderia
minimizar a disseminag¢do do tumor naquelas com maior IMC.

A hipoexpressdo de Rantes/CCL5 nas pacientes com cancer de mama e maior IMC nesse
estudo, ndo foi replicado em outros relatos na literatura, mas ha relato de maior expressdao em
obesos e nao diabéticos (HOLMER-JENSEN et al., 2011), em pacientes com sobrepeso e asma
(TASHIRO et al., 2020), e em obesos com doenga arterial coronariana (GRAMLICH et al., 2018).
A hiperexpressado de outras quimiocinas em pacientes com cancer e maior IMC é preocupante,
pela correlagdo com diversas morbidades (PANG et al., 2021), como a aterosclerose e doengas
cardiovasculares (MORENO et al., 2022). Como ndo ha relato na literatura da hipoexpressao de
Rantes/CCL5 em pacientes obesas concomitante ao cdncer de mama aguarda-se futuros
estudos, para tentar melhor compreender essa correlagdo. Se confirmado, a baixa expressao
dessa quimiocina nas obesas e com cancer de mama, deve-se pesquisar se isso seria um fator
atenuante, pois a hiperexpressdo da Rantes/CCL5 esta relacionada aos efeitos prdo-tumorais

(KARNOUB et al., 2007).

6.4.4 Alcool e Tabaco

O uso de dlcool, independente da dose, e sua correlacgdo com cancer de mama foi
analisado nessa série. As pacientes etilistas apresentaram, ao diagndstico, um tumor primario
mais avangado. Ha consistente correlagdo entre o consumo de alcool e o risco aumentado no
desenvolvimento da neoplasia de mama (LIU; NGUYEN; COLDITZ, 2015; SHIELD;
SOERJOMATARAM; REHM, 2016), mesmo nas usuarias leves, de até uma dose ao dia (BAGNARDI
et al., 2013). Esta dependéncia pode induzir tumores mais agressivos e de crescimento mais
rapido (WANG et al., 2017). Um viés seria que as pacientes com dependéncia as drogas

poderiam ndo se cuidar adequadamente, atrasando os exames de rotina de diagndstico precoce
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do cancer, como a mamografia (RODRIGUEZ-GONZALEZ; RODRIGUEZ-MIGUEZ, 2021), e com isso
apresentariam canceres mais avangados ao diagndstico.

Ndo se encontrou, nesse estudo, nenhuma correlagdo entre as quimiocinas e citocinas
analisadas e as usudrias de dalcool. Na literatura ha forte evidéncia dos efeitos deletérios do
alcool, com a hiperexpressdo de VEGF e MCP1/CCL2, intensificando a tumorigénese e
progressdo de varios tumores (CHEN et al., 2017). O etanol aumenta a secrec¢do da Rantes/CCL5
em linhagens celulares de cancer de intestino, aumentando a migracdo dessas células (ZHAO et
al., 2018). A inibicdo da ligacdo desta quimiocina com os seus receptores CCR2/CCR5 minimiza
o processo inflamatério, sendo eficaz na melhora da esteatohepatite induzida pelo alcool em
camundongos (AMBADE et al., 2019).

Em relacdo ao tabagismo se demonstrou correlacdo positiva e significativa entre as
fumantes e a leucocitose do primeiro hemograma. O tabagismo esta relacionado a quase duas
dezenas de neoplasias (SCHERUBL, 2021), mas n3o ao cancer de mama, embora a alta carga
tabagica poderia estar correlacionada (REYNOLDS, 2013). Ha fortes evidéncias do tabagismo
induzindo vias inflamatérias indiretas, como a metilacdo do DNA dos Leucécitos, com maior risco
de doencas cardiovasculares (SABOGAL et al., 2020), ou alteracdo nas enzimas de reparo do
DNA, em Linfdcitos do sangue, com aumento indireto da suscetibilidade no desenvolvimento de
cancer de pulmdo (BOFFETTA et al., 2002) e de figado (PENG et al., 2003). Tal dependéncia,
portanto, induz danos oxidativos no DNA nas células do sangue periférico, em um tempo
relativamente curto (KIYOSAWA et al., 1990), sendo uma provavel via na carcinogénese do
cancer de mama ocasionado pelo uso do cigarro.

Nas mulheres fumantes desse estudo se encontrou maior percentagem de Linfdcitos
infiltrados no tumor (TIL) em comparagdo as ndo fumantes. Ha escassas publicagbes cientificas
sobre essa correlagdo, mas nas doengas pancredticas ha mais estudos. E considerando que a
mama também é uma glandula secretora, como o pancreas, ela poderia sofrer uma agdo similar
do cigarro, com aumento da infiltracdo das células T e B (BHATIA et al., 2020). No cancer de
pancreas estd estabelecido a indugdo de inflamacgao crénica no TME pelo uso de cigarro e alcool
(SHI; XUE, 2019). Mas também nesse assunto ndo ha pleno consenso, sendo demonstrado que
os macroéfagos e células T, no baco de camundongos, tem os receptores colinérgicos nicotinicos
alfa7 sinalizados negativamente pela nicotina, com redugao da inflamacdo (NIZRI et al., 2009).

As pacientes com cancer de mama fumantes desse estudo apresentaram,
significativamente, maior concentracdo sérica de MIP3a/CCL20 do que as ndo fumantes, mas
ndo ha registros dessa correlacdo na literatura. A expressdo da MIP3a /CCL20 é muito estudada
nas doengas pulmonares. Em células epiteliais pulmonares normais tratadas com

nitrosaminoacetona, derivado da nicotina, ha hiperexpressdo significativa de MIP3a/CCL20,
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sendo replicado esta alteragao em fumantes com cancer de pulmao, piorando o progndstico
desses pacientes (WANG et al., 2015). Esse estudo demonstrou correlagdo do uso do tabaco, em
pacientes com cincer de mama, com a hiperexpressdo da MIP3a/CCL20, mas tal fato ndo
impactou em pior sobrevida. Sabe-se que a alta expressdo dessa quimiocina, principalmente no
subtipo TN, correlaciona-se com a reducdo de sobrevida (LEE et al., 2017). Tal correlagdo,

tabagismo e MIP3a/CCL20, no cancer de mama merece mais estudos.

6.5 Correlagdes das caracteristicas patoldgicas entre si

O EGFR, p53 e Ki67, mensurados pela IH no tecido tumoral nesse estudo, apresentaram
correlag@es significativas. A alta expressdo do EGFR se correlacionou com outros biomarcadores
de pior progndstico, como a baixa expressao tanto de RE quanto de RP, e com a alta expressao
do Ki67 e do p53. Outra série que analisou o EGFR, também em mulheres com cancer de mama,
encontrou resultados semelhantes (CREIGHTON, 2012). A alta expressdo de EGFR estd
correlacionada com cancer de mama TN, sendo um indicador auxiliar de diagndstico neste
subtipo tumoral (ARAUJO et al., 2022; HUANG et al., 2021; VALENTIN et al., 2012). Em andlises
de bidpsias do tumor de mama RE e HER2 negativos também houve maior expressao de Ki67,
de EGFR e de p53 (UMEMURA et al., 2005), melhorando a compreensdo destas multiplas vias de
sinalizagdo (KWON et al., 2021; NICOLINI; CARPI; TARRO, 2006) de acordo com as varias
correlagdes do EGFR encontradas nesse estudo.

Concomitante com a hiperexpressdao do p53 mensurado pela IH, nas pacientes com
cancer de mama desse estudo, houve correlagbes significativas com outros fatores de mau
progndstico, como os tumores de histologia mais indiferenciada, com a hiperexpressao do Ki67,
e com a hipoexpressdo de RE. Na literatura ha descricdo de diferentes mutagdes no gene TP53,
principalmente no éxon 4 e no intron 3, em diferentes grupos étnicos (KAUR et al., 2018), e
principalmente no cancer de mama TN, com pior progndstico (DUFFY; SYNNOTT; CROWN, 2018).
Também foi encontrado, em outro grupo de pacientes, que a hiperexpressdo concomitante de
p53 e Ki67, detectados pela IH, distinguiu significativamente um subgrupo de pior sobrevida, e

menor resposta a endocrinoterapia, dentre os tumores Luminais (KOBAYASHI et al., 2013).
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6.6  Caracteristicas dos biomarcadores patolégicos com as quimiocinas e citocinas

Na presenca do infiltrado inflamatério peritumoral encontrou-se, nesse estudo,
correlagdo positiva com a maior expressdao de MCP1/CCL2 e GroAlfa/CXCL1. E esse infiltrado
peritumoral se correlacionou, também significativamente, com maior progressdo da neoplasia.
A resposta inflamatdria é determinante na progressao tumoral e sobrevida, mas deve-se analisar
o tipo, a densidade e a localizacdo do infiltrado de células inflamatérias (MOHAMMED et al.,
2012). Sabe-se que a alta expressdo do infiltrado inflamatdrio apds a quimioterapia
neoadjuvante se correlaciona com maior SG em pacientes com tumores TN (DIECI et al., 2014),
e a deteccdo predominante de células T CD8+ no TIL aumenta significativamente essa sobrevida
(MIYASHITA et al., 2015). Nos tumores HER2+ ha maior remissdo completa patoldgica naquelas
com maior infiltracdo de TILs, tanto estromal quanto intratumoral (DIECI et al, 2016), em
resposta a terapia alvo especifica (FUMAGALLI et al., 2017).

A andlise das correlages da MCP1/CCL2 e da GroAlfa/CXCL1 com o infiltrado
inflamatédrio das 81 pacientes foi significativa, e confirmado por outros autores. Em cultura de
células de cancer de mama foi demonstrado que a hiperexpressdo de MCP1/CCL2, e IL-8/CXCLS,
nos tecidos de tumores TN, induz alta infiltracdo de TAMs (MOHAMED et al., 2020). No entanto,
ndo se detectou correlacdo significativa de MCP1/CCL2 e da GroAlfa/CXCL1 com o infiltrado
inflamatério dentre de cada subtipo, Luminal A, Luminal B, HER2 ou TN, provavelmente pelo
pequeno numero de cada. Sabe-se que as quimiocinas se expressam diferentemente nestes
subtipos. Nas neoplasias TN a alta expressdo de Rantes/CCL5 foi associada ao recrutamento de
células T CD8, CD4, NK e macréfagos M1, indicadores de melhor evolugdo (ARAUJO et al., 2018).
Em cultura de células dos quatro subtipos de tumores, as Luminal A apresentaram menor
secrecdo de MCP1/CCL2, e também de TNF-q, justificando o baixo indice proliferativo desta
neoplasia (AUTENSHLYUS et al., 2021).

Ha uma sinalizagdo pardcrina entre o carcinoma e as células mieldides e as endoteliais,
que intensifica a progressao da neoplasia impulsionada pela superexpressao de GroAlfa/CXCL1,
e de CXCL2 nas células neoplasicas (ACHARYYA et al., 2012). A GroAlfa/CXCL1 é a quimiocina
mais abundante secretada por TAMs, sugerindo que a alta expressao desta quimiocina no TME
esta significativamente correlacionada ao subtipo TN, com menor sobrevida (WANG, N. et al.,
2018), induzindo a migracdo e invasdo de células de cancer de mama através da sinalizagdo pela
via ERK/MMP2/9 (YANG et al., 2019). A sintese de GroAlfa/CXCL1 também ocorre em CAFs e é
regulada negativamente pela sinalizacdo de TGF-B (ZOU et al., 2014). Portanto, na analise das
81 participantes demonstrou-se a correlagdo positiva entre a maior expressdo da GroAlfa/CXCL1

e a MCP1/CCL2 com o infiltrado tumoral, em concordancia com a literatura.
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N3o se observou correlagdo da expressdo do EGFR no tumor com as citocinas e
guimiocinas analisadas. A perda dos 31 espécimes na constru¢ao do TMA possivelmente reduziu
o poder estatistico dessa correlagdo. Na literatura ha poucas descri¢cdes da correlacdo do EGFR
com a expressao de citocinas no cancer de mama. Um artigo demonstrou que nos tumores TN
pode haver sinalizagdo simultanea das vias IL-6, STAT3, Notch e do EGFR (IBRAHIM et al., 2017),
outro que o EGFR e o CXCR7, ativados pelos seus ligantes, induzem o crescimento de células do
cancer em meio de cultura (SALAZAR et al., 2014). A IP10/CXCL10 também se mostrou capaz de
sinalizar CXCR3 e EGFR em células de cancer de mama (TSUTSUMI et al., 2022). A auséncia de
correlacdo do EGFR com as quimiocinas neste estudo, e a escassez de andlises clinicas na
literatura, provavelmente reflete sinalizagdes carcinogénicas por outros ligantes, ou
indiretamente pela ativacao intracelular. Mas o EGFR deve ser mais estudado, pois pode ser um
alvo importante na terapéutica do cancer de mama, como ja € no cancer de pulmao (YANG et
al., 2021).

Encontrou-se nessa série correlacdo significativa entre as pacientes com expressao de
p53 positivo, pela IH, e maiores niveis séricos de TARC/CCL17. Esta correlagdo clinica em cancer
de mama é pouco estudada, com maiores relatos em analises pré-clinicos. Em culturas de células
epiteliais normais foi demonstrado a fun¢do da p63, membro da familia p53, como fator
regulador positivo da TARC/CCL17, e na remodelacdo epitelial do eixo p63-TARC/CCL17,
participando ativamente no recrutamento de células T (KUBO et al., 2008). Na senescéncia de
fibroblastos humanos ha expressdo ectdpica do receptor CXCR2, ligado por varias quimiocinas,
entre elas a TARC/CCL17, dependente da expressdo da p53 (ACOSTA et al., 2008). Em células
p53 mutadas pode haver regulacdo positiva de outras quimiocinas como ENA78/CXCL5,
IL-8/CXCL8 e CXCL12 com intensificacdo da tumorigénese (YEUDALL et al., 2012). No entanto,
persiste a caréncia de estudos clinicos e experimentais, no cancer de mama, para compreender
adequadamente as correlagdes da p53 com as quimiocinas.

As pacientes desse estudo apresentaram correlagdo direta e significativa do Ki67,
expresso como positivo ou negativo, com Eotaxina/CCL11 e MCP1/CCL2, e naquelas com
Ki67 > 14% observou-se hiperexpressdo da TARC/CCL17.

Ha outras descri¢Bes de correlagdes do Ki67 com a CXCL13 e a MIG/CXCL9, altamente
expressas no tecido tumoral da mama (RAZIS et al., 2020). Encontrou hiperexpressdo sérica de
Ki67 e de ENA78/CXCL5 e CXCL7 (WANG et al, 2013), e correlacdes do RE e Ki67 com
MIP1B/CCL4, CCL8, MIP3a/CCL20, IL-8/CXCL8, MIG/CXCL9 e CXCL17 (FRANZEN et al., 2019). Em
cultivo celular dessa neoplasia com células estromais normais detectou-se alteracbes na
expressdo de MCP1/CCL2 e Ki67 (POTTER et al., 2012), e em nddulos metastaticos pulmonares

do cancer de mama em camundongos encontrou-se aumento significativo de Ki67, co-expressos
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positivamente com MIG/CXCL9 e IP10/CXCL10 (PEIN et al., 2020). Esse estudo acrescenta a
correlagdo positiva entre o Ki67, expresso no tumor, e as quimiocinas Eotaxina/CCL11,
MCP1/CCL2 e TARC/CCL17, mensuradas no soro. Ndo ha, ainda, uniformidade na co-expressdo
das quimiocinas com o ki67.

Na andlise da expressdo dos receptores hormonais, individualmente e ndo agregados
nos subtipos tumorais pela IH, como negativos ou positivos, ndo se encontrou correlagdo com
as quimiocinas. H4 uma complexa e imprecisa interagao entre o estrogénio, e seu receptor, com
as quimiocinas, dependente de variada expressdao genotipica de SNP (HO et al., 2016). No
ambiente controlado do estudo pré-clinico é possivel isolar fatores de interferéncia e estudar a
via de interesse, entre células RE positivas (WANG et al., 2006), ou RE negativas e as quimiocinas
(SenGUPTA et al., 2021). Mas quando se analisa os receptores hormonais e suas intera¢des na
mulher com cdncer de mama se percebe sinalizacbes multiplas (SVENSSON et al., 2015) nos
diversos subtipos tumorais (FRANZEN et al., 2019), dificultando a deteccdo de correlacdes com
estes receptores isoladamente.

As correlagOes entre as quimiocinas e os receptores hormonais, individualmente sado
descritas, mas com discordancias. Em mulheres com cancer de mama demonstrou correlagdo
inversa desses receptores com a MCP1/CCL2 e outras quimiocinas (CHAVEY et al., 2007), mas
em cultura de células de cancer de mama houve correlagdo positiva do REa com maior secrecao
de MCP1/CCL2 (WANG, T. et al., 2021). Descreve-se correlacdo significativa com maior
concentracdo sérica da MIG/CXCL9 em pacientes com tumores RE negativo (RUIZ-GARCIA et al.,
2010), e da IP10/CXCL10 com o RE positivo, mas induzindo pobre resposta a endocrinoterapia;
e a inibicdo desta quimiocina, em experimento em animais, restaurou a sensibilidade ao
tamoxifeno (WU, X. et al., 2020).

Foi demonstrado, no entanto, que em mulheres com cancer de mama RE+, a
hiperexpressdo de IP10/CXCL10, detectada por IH, aumentaria a resposta ao tamoxifeno
(HILBORN et al., 2014). E em andlise de células tumorais circulantes de pacientes com cancer de
mama a elevacdo do RH foi independente da IP10/CXCL10, mas dependente de MIG/CXCL9Y e
ITAC/CXCL11 (EJAEIDI et al., 2015). Na inducdo da expressdo da Rantes/CCL5, em camundongos
deficientes desta quimiocina em tumores RH negativos, como o TN, houve menor crescimento,
mas em mulheres com esta neoplasia, a hiperexpressao correlacionou com o aumento do tumor
(ZHANG et al., 2013). H3, portanto, necessidade de mais analises em futuros estudos para

compreender estas correlacdes dos receptores hormonais com as quimiocinas.
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6.7 Subtipos moleculares pela IH e correlagées com as quimiocinas e citocinas

Na anadlise dos tumores pela IH, formando os subtipos Luminal A, Luminal B, HER2 e TN,
conforme as diversas expressdes de RE, RP, ki67 e HER2, constatou-se correlagdes significativas
com as quimiocinas, principalmente nas portadoras de tumores Luminal B. Detectou-se nesse
subtipo tumoral maiores niveis séricos da TARC/CCL17, mas isso ndo impactou na SG. Houve,
também, hipoexpressdo de ENA78/CXCL5 e de MIG/CXCL9Y e hiperexpressdo da MIP1B/CCL4,
apenas nas Luminais B, com impacto significativo na sobrevida dessas pacientes.

A TARC/CCL17 esta mais expressa em tumores de maior agressividade, como o Luminal
B. Em co-culturas de células do cancer de mama e CAFs, esta quimiocina promoveu migracdo e
invasdo neoplasica (LI et al., 2019), e na sua deple¢do houve inibicdo da EMT (ES et al., 2021). A
insercdo de DNA plasmidial codificador de TARC/CCL17 e de Rantes/CCL5, em células tumorais
de cancer de mama e intestino, resultou em altos niveis destas quimiocinas em modelos murinos
(BOZIC et al., 2021). Na hipermetilacdo na glandula mamaria de camundongos houve iniciacao
da neoplasia, com secre¢do de TARC/CCL17 e CXCL14 pelos fibroblastos no TME, induzindo a
EMT (WANG, Y. et al., 2018).

Portanto, em andlises pré-clinicos sinaliza-se a colaboracdo da TARC/CCL17 na
carcinogénese da neoplasia de mama, embora seja dependente e modulada por outras
proteinas. Na hiperexpressdo de REa, em metdstases ésseas dessa neoplasia, a indugdo da
expressdo de TARC/CCL17 e de MIP3a/CCL20, mas com repressdo de TGF-$3, em camundongos,
resultou em recrutamento de Linfécitos T CD8+, e redugao significativa dessas metastases
(BOUCHET et al., 2020), mas na presencga concomitante de REa e RANK ha intensificacdo das
lesGes dsseas (VARGAS et al., 2019). A presenca da expressdo do receptor CCR4, ligante
preferencial da TARC/CCL17, é diferente nos subtipos de cancer de mama humano, e a sobrevida
é significativamente menor quando ha hiperexpressdo desse receptor (Ll et al., 2012).

Em mulheres norte-americanas com cancer de mama detectou-se que cinco
guimiocinas (CCL7, IL-8/CXCL8, TARC/CCL17, MIP3a/CCL20 e CCL25) estavam mais elevadas nas
negras do que nas brancas, mas apenas a hiperexpressdo de TARC/CCL17 concomitante com a
CCL25 foi associada a reducgdo da SG nas negras (THOMAS et al., 2019). A TARC/CCL17 esta
significativamente mais expressa nas portadoras de tumores Luminal B desse estudo, em relagado
aos outros subtipos tumorais. Mas essa hiperexpressao ndao impactou negativamente a
sobrevida, sendo necessario mais estudos para confirmar, ou negar, tal resultado nos varios
subtipos de cancer de mama, além de avaliar a interferéncia da TARC/CCL17 na sobrevida nas

diversas etnias da populagdo brasileira, propiciando maior detalhamento prognéstico.
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A hipoexpressdo da ENA78/CXCL5 em um grupo de pacientes com tumores Luminais B
implicou em maior risco de morte, significativamente. Em analises pré-clinicos, geralmente,
correlaciona-se a hiperexpressdo, e ndo a hipoexpressdo, desta quimiocina com a maior
agressividade da neoplasia, mas é dependente da co-expressdo do TGF-B, conforme
demonstrado em camundongos com carcinoma mamario (NOVITSKIY et al., 2011). Também em
camundongos evidenciou-se que a inflamagdo periodontal induz a produgdao de IL-1B, que
sinaliza a expressdo de ENA78/CXCL5 e outras quimiocinas, com recrutamento de MDSC e
macroéfagos, gerando nichos pré-metastaticos no sitio inflamatério ésseo (CHENG et al., 2020).
Em geral a correlagao de duas ou mais quimiocinas é que sinaliza as metastases do cancer de
mama, como secrecdo de ENA78/CXCL5 e MCP1/CCL2, ativando a transcricdo mediada por NF-
kB, com piores desfechos clinicos (LI, X. el al., 2020).

Portanto, a expressdao de uma quimiocina é importante na evolucdo da neoplasia, mas
é dependente de outros fatores. Esses promotores da neoplasia de mama podem ser
secretados, por exemplo, pelos osteoblastos, juntamente com a ENA78/CXCLS5, induzindo a EMT
em camundongos (HSU et al., 2013). Também em co-cultura ex-vivo de células de cancer de
mama em o0ssos, em modelo animal, foi identificado a ENA78/CXCL5 como indutora da
colonizagdo metastatica (ROMERO-MORENO et al., 2019). E o gene da ciclina D1 pode codificar
uma holoenzima que induz CAFs humanos, no estroma tumoral, a secretarem até 30 vezes mais
inimeros fatores indutores da neoplasia, como a ENA78/CXCL5 (PESTELL et al., 2017). Ha
descricdo de maior correlacdo desta quimiocina com os tumores de mama HER2+, em
progressdo apds tratamento (GIULIANO et al., 2019).

A hipoexpressdo de ENA78/CXCL5 pode ocorrer, no entanto, em diversas situacdes no
cancer de mama, como demonstrado em camundongos induzidos a superexpressdo de
B-catenina, resultando em regulagdo negativa de ENA78/CXCL5 e GroAlfa/CXCL1, e estando
associado a supra-regulagao de genes supressores tumorais, como TP53 e TRAIL, e redugdo de
metastases cerebrais (SANO, T. et al., 2021). Também o fator de iniciagdo da tradugdo
eucaridtica 2a, correlacionado com a sobrevida no cancer de mama TN, pode regular
negativamente a expressdo do PD-L1 e da ENA78/CXCL5 (ZOU et al., 2017).

Outra situagdo com hipoexpressdo de quimiocinas é na expansdo do tumor de mama
para os linfonodos axilares. Ha reducdo da expressdo de ENA78/CXCL5 e CXCL12, semelhante as
doencas autoimunes ou infecciosas, no preparo de estruturas terciarias linfonodais, na tentativa
de controle da disseminacgdo das células tumorais (GANTSEV et al., 2013). Também em mulheres
com tumores mais agressivos, nos estadios iniciais, a depender do SNP ha diferentes expressoes
de ENA78/CXCL5, sendo que americanas negras na pré-menopausa apresentaram risco reduzido

de cancer de mama conforme a expressdo do polimorfismo de ENA78/CXCL5-rs425535, mas
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entre as brancas ndo houve esta associacdao (GONG et al., 2013). Portanto, encontrou-se
naquelas com cancer Luminal B e hipoexpressdo de ENA78/CXCL5 redugdo de sobrevida, mas
tal resultado é inédito na literatura. Ha necessidade de mais pesquisa para detectar quais co-
fatores estariam colaborando com a hipoexpressao dessa quimiocina, e aumentando o risco de
morte.

Nesse estudo, as portadoras de tumores Luminais B com hipoexpressdo de MIG/CXCL9
apresentaram menor SG. Esta quimiocina é considerada inibidora da angiogénese e antitumoral,
e a sua baixa expressado pode ser considerada um fator negativo para a sobrevida (ZHANG et al.,
2006), em concordancia com o resultado desse estudo. A hiperexpressdo de genes codificadores
de MIG/CXCL9 e de IP10/CXCL10 induzem maior atracdo de células Th1, T CD8+ e NK, reforcando
a sua ac¢do antitumoral (RACIOPPI et al., 2019). As células NK induzidas para o TME pela
expressdo de MIG/CXCL9 sdo fundamentais para a limitacdo do crescimento tumoral e das
metastases, conforme demonstrado em estudo com camundongos injetados com células
tumorais MIG/CXCL9+, em comparagdo com a induc¢do com células tumorais que ndo
expressavam essa quimiocina (WALSER et al., 2007).

Em modelo murino de cancer de mama TN e Luminal B também se identificou a
expressdo génica positiva de MIG/CXCL9 em células dendriticas intratumorais, reforcando a
sinalizagdo antitumoral desta quimiocina (De MINGO PULIDO et al., 2018). Em estudo de andlise
génica do TME, em mais de duas centenas de mulheres com cancer de mama Luminal B,
encontrou-se que a hiperexpressdo concomitante de MIG/CXCL9 e IP10/CXCL10, dentre outras
proteinas, se correlacionou com indugao de alta expressdo de células imunolégicas no TME, mas
com pior progndstico no subgrupo de portadoras de tumores Luminais B (LV et al., 2022). Em
analise da expressdo de mRNA de MIG/CXCL9 no tecido tumoral de mulheres com cancer de
mama foi, no entanto, significativamente associado a maior sobrevida naquelas com tumores
RE negativos, e se mostrou positivamente correlacionado, em intensidade variada, com os
fatores LAG3, PD-1, PD-L1 e CTLA4 (LIANG et al., 2021).

H4, portanto, progndsticos diferentes a MIG/CXCL9, a depender da concomitancia de
expressdo com outra quimiocina, ou conforme o subtipo tumoral. Analise da expressdo do
mMRNA de quimiocinas em mais de cinco centenas de mulheres com todos os subtipos de cancer
de mama, demonstrou que a maior expressdo de MIG/CXCL9 foi de progndstico desfavoravel,
mas nas do subtipo TN correlacionou-se com maior sobrevida. A hiperexpressao de CXCL13
conferiu maior sobrevida ao subtipo HER2+, mas as pacientes com baixa expressdo de
MIG/CXCL9 e CXCL13 apresentaram, significativamente, sobrevida mais curta, em comparacdo
aquelas com alta expressdo de ambas (RAZIS et al., 2020). Os niveis transcricionais elevados de

MIG/CXCL9, IP10/CXCL10, CXCL2, CXCL11 e CXCL13 em tecidos de cdncer de mama, e baixos
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niveis de CXCL3, foram associados ao melhor progndstico, mas ha interferéncia da idade do
paciente, do subtipo tumoral e do status dos linfonodos axilares (LI, Y. et al., 2020a). Portanto,
de acordo com o resultado desse estudo, replicado em alguns outros, a hipoexpressdo de
MIG/CXCL9 em pacientes com tumores de mama Luminal B pode caracterizar mau progndstico,
com reducdo na sobrevida devido a menor inibicdo angiogénica.

Nas pacientes desse estudo, aquelas com hiperexpressdo da MIP1B/CCL4, no subtipo
Luminal B, observou-se aumento do risco de morte. A maior expressao desta quimiocina ja é
identificada em mulheres com maior densidade no tecido mamario, com maior risco para o
cancer de mama, juntamente a outras quimiocinas (ABRAHAMSSON; RZEPECKA; DABROSIN,
2018). Na disseminacdo da neoplasia da mama ha contribuicio da MIP1B/CCL4, como
demonstrado em culturas de células MCF-7, de baixo potencial metastatico, que se tornam
invasivas apds a adicdo desta quimiocina neste meio de cultura (BAGHEL et al., 2016). Em outra
linhagem de células de cancer de mama murino, 4T1, ha proliferacdo tumoral em situacdo de
hipoxia, sustentado pela MIP1B/CCL4, que induz os fibroblastos a expressar diversas
sinalizagOes, contribuindo para a ocorréncia de metastases ésseas em camundongos (SASAKI et
al., 2016).

No entanto, conforme demonstrado em analises pré-clinicas, a acdo dessa quimiocina é
dependente dos receptores que podem estar expressos ou ndo, e a MIP1B/CCL4 é ligante de
CCR5 e CCR1 e sinalizard na presenca destes receptores (NATH et al., 2006). Ha diferentes SNPs
da MIP1B/CCL4, com diferentes progndsticos, geralmente ruins (HU et al., 2018). Esses achados
pré-clinicos sdo replicados nos estudos clinicos, como em mulheres norte-americanas negras,
com hiperexpressdo da MIP1B/CCL4 e com significativo pior progndstico (LYON et al., 2014). Em
bidpsias de canceres de mama a andlise de centenas de proteinas demonstrou-se que a
MIP1B/CCL4 se correlacionou com tumores mais agressivos (FRANZEN et al., 2019), sendo que
a maior agressividade tumoral é, geralmente, pela expressdo concomitante MCP1/CCL2,
MIP1B/CCL4 e IL-8/CXCL8 (CHAVEY et al., 2007).

Em mulheres finlandesas com cancer de mama foi demonstrado que a maior expressdo
de MIP1B/CCL4, associado a MCP1/CCL2 e a IL-13, oferece maior risco na incidéncia de tumores
RE+. Mas na elevacdo dos niveis de apenas duas, a MIP1B/CCL4 e a IL-13, houve maior expressdo
de tumores RE negativo, mais agressivos (LI, S. et al., 2020). A hiperexpressdo de MIP1B/CCL4
sinaliza para tumores de pior progndstico e provavelmente com reducdo na sobrevida, mas
poucos demonstraram tdao claramente o aumento de mortalidade no subtipo Luminal B, como
apresentado nesse estudo.

Na progressao do tumor primario da mama para os linfonodos axilares também ha uma

cascata de sinalizacdes, com a colaboracdo da MIP1B/CCL4. A migracdo de Leucdcitos in vivo,
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analisado pela IH em camundongos, para linfonodos axilares comprometidos pela neoplasia,
demonstrou expressdes aumentadas de MIP1a/CCL3, MIP1B/CCL4, Rantes/CCL5, MCP1/CCL2,
Eotaxina/CCL11 e IL-8/CXCL8 em diversos tipos destas células inflamatdrias. Mas no grupo
controle, os animais com neoplasia de mama sem comprometimento linfonodal pelo tumor,
houve expressdo apenas de Rantes/CCL5 (TEDLA et al., 1999). E mesmo no cenario de cancer de
mama metastatico ha um padrado, mensurado no soro, de secre¢do de varias quimiocinas, com
melhor sobrevida se baixos niveis de IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, MCP1/CCL2, MIP1B/CCL4 e TGF-B, e
um grupo com pior sobrevida e altos niveis de IL-4, IL-6, IL-8, 1L-10, MCP1/CCL2 e IFN-y
(PACCAGNELLA et al., 2022).

A hipoexpressio de ENA78/CXCL5 e de MIG/CXCL9, e a hiperexpressdo da
MIP1B/CCL4, em parte das pacientes com tumores Luminal B, indicaram menor SG,
significativamente, em relacdo as outras do subgrupo Luminal B com expressdes opostas, mas
ndo concomitantes, destas trés quimiocinas. Mas ressalta-se, mais uma vez, a necessidade de
mais estudos para entender esta “orquestra de quimiocinas” entre os diversos subtipos de
cancer de mama, com andlise atenciosa aos subgrupos, mensurando adequadamente as
caracteristicas clinicas dessas pacientes. Neste cendrio, pode-se afirmar, com significancia
estatistica, que dentre as pacientes com tumores Luminal B, conforme a expressdo de uma
destas trés quimiocinas, havera maior risco de dbito.

As pacientes com tumores HER2+ dessa série apresentaram correlacdo positiva e
significativa com a IL-10 e a IL-6, mas ndo com o TNF-a. Ha intensa colaboracdo, e dependéncia
entre estas 3 citocinas. A IL-6 contribiu para o aumento de apoptose induzida pelo TNF-a (SANO,
E. et al., 2021), mas a co-expressdo das duas pode induzir progndsticos diferentes. Em mulheres
com cancer de mama, com IL-6 e TNF-a elevados, houve maior envolvimento linfonodal e
invasdo vascular, mas interessantemente, a hipoexpressao de ambas foi associada a menor
sobrevida (TRIPSIANIS et al., 2014). A concomitancia da hiperexpressao de IL-6, TNF-a, TGF-B1
e de HER-2 induz risco de morte 4 vezes maior, em comparagao com apenas 3 destes
biomarcadores positivos (TRIPSIANIS et al., 2013). O TNF-a pode promover diferentes sinais,
como de ativacgdo, diferenciagdo, sobrevivéncia ou morte celular, a depender das intera¢des
(MARTINEZ-REZA; DiAZ; GARCIA-BECERRA, 2017).

Nesse subgrupo de pacientes com tumores de mama HER2+ a correlagdo positiva e
significativa de IL-6 com IL-10 ndo interferiu na SG, sendo que essas pacientes fizeram uso do
anticorpo monoclonal trastuzumabe, anti-HER2, associado a quimioterapia, minimizando a
agressividade pela hiperexpressdo do HER2. Esse fato seria um viés para a analise da possivel
intensificagdo de agresssividade da IL-6 e da IL-10 nesse subtipo de tumor. Todas as pacientes

HER2+ dessa série usaram o trastuzumabe, com redugdo significativa da mortalidade,



95

ultrapassando a sobrevida das pacientes com tumores Luminais B, conforme demonstrado em
outra casuistica (BERDIEL-ACER et al., 2021).

A hiperexpressao de HER2 induz a secrecdo de IL-6, intensificando o infiltrado
inflamatério no TME (HARTMAN et al., 2011). A sobrevida das pacientes com tumores HER
negativo, mas ndao nos HER2+, foi significativamente menor na presenca de alta co-expressao
tumoral de VEGF e IL-6 (TAWARA et al., 2019). Embora a resisténcia ao trastuzumabe pode ser
intensificada pela hiperexpressdo da IL-6, ativando outras vias de sinalizacdo (KORKAYA et al.,
2012), os dados confirmam a co-hiperexpressdo de HER2 e IL-6 nos tumores de mama HER2+
nesse estudo, mas sem alterar a sobrevida das pacientes, pela eficiéncia do tratamento.

A correlacdo entre a hiperexpressdao do HER2 e a IL-10 é descrita por outros autores no
cancer de mama, como sendo um biomarcador de mau progndstico (BHATTACHARIJEE et al.,
2016). Mas ndo ha unanimidade nesta correlagdo, sendo que dentre varios polimorfismos da IL-
10, nenhum deles se mostrou de valor prognéstico (KOROBEINIKOVA et al., 2015). Em analise
de sobrenadante de cultura de células de cancer de mama na detec¢do de IL-10, concomitante
ao TGF-B1 e IL-12, houve inibicdo de resposta imunoldgica antitumoral (HECKEL et al., 2011). Em
geral os tumores de alta agressividade, como os HER2+ e os TN, expressam significativamente
mais citocinas, como a IL-1, IL-6, IL-10, IL-12, e também IL-8/CXCL8 e a MIP1B/CCL4 (CHAVEY et
al., 2007). O presente estudo confirma a correlacdo de hiperexpressao de IL-10 em tumores de
mama HER2+, mas sem interferéncia na sobrevida, pelo uso correto do trastuzumabe.

Nas pacientes com tumores TN confirmou-se que a maior expressdo sérica da IL-6
representa, significativamente, maior risco de morte. Neste subtipo de neoplasia descreve-se
uma dezena de genes relacionados a expressdao de citocinas, e a hiperexpressao de IL-6 e
IL-8/CXCL8 reduziu significativamente a sobrevida destas pacientes (HARTMAN et al., 2013). Em
cultura de células de cancer de mama, replicadas em camundongos, verificou-se que a
sinalizacdo de IL-6 e da Rantes/CCL5 intensifica o crescimento das células dos tumores TN e a
possibilidade de metastases (JIN; PANDEY; POPEL, 2018). A estimulagdo simultanea da IL-6 e da
MCP1/CCL2 reduz a expressdo de genes relacionados ao ciclo circadiano, como de genes
supressores de tumor, nas células epiteliais da mama (YU et al.,, 2018), e na inibicdo de
MCP1/CCL2 e IL-6 reduz-se as metdastases, com aumento da sobrevida, em animais com

neoplasia (BONAPACE et al., 2014).
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6.8 Possiveis receptores relacionados a expressao das quimiocinas nas pacientes com

tumores Luminal B

N3o se fez nesse estudo a andlise da expressao de receptores das quimiocinas. Mas fez-
se um exercicio de possibilidades de quais receptores poderiam, ou ndo, serem ativados
conforme a expressdo das quimiocinas nessas pacientes com tumores do subtipo Luminal B.
Verificou-se, entdo, que nestas pacientes, haveria maior sinalizacdo dos receptores CCR do que
0os CXCR. A TARC/CCL17 e a MIP1B/CCL4 hiperexpressas sdo ligantes preferenciais dos
receptores CCR2/CCR4 e CCR1/CCR3/CCRS5, respectivamente. A ENA/CXCL5 e a MIG/CXCL9
apresentaram-se hipoexpressas, e, portanto, ndo ativariam adequadamente os seus receptores
preferenciais CXCR1/CXCR2 e CXCR3/CXCR7. Neste cendrio ter-se-ia entdo uma pior evolugdo
deste grupo de pacientes com tumores Luminais B pela sinalizacdo por duas quimiocinas dos
receptores CCR, mas com baixa sinalizacdo dos receptores CXCR.

A ativacdo do receptor CCR2 pela TARC/CCL17 poderia intensificar a progressao tumoral
(FANG et al., 2021), e do CCR4 a infiltracdo tumoral pelas Tregs (SARKAR et al., 2022), ou
direcionando a célula tumoral da mama CCR4+ para o pulmdo (OLKHANUD et al., 2009).
Portanto, CCR2 e CCR4 ativados pela TARC/CCL17 hiperexpressa nas pacientes com tumores
Luminal B desse estudo, poderia colaborar com um fendtipo mais agressivo, embora nao tenha
refletido em maior risco de morte.

Os receptores CCR1, CCR3 e CCR5 podem ser sinalizados pela MIP1B/CCL4, promovendo
neoplasia de mama mais agressiva em mulheres (YAMAGUCHI et al., 2021; ZHANG et al., 2009).
Analise de células estromais circulantes com alta expressdao de CCR5+, em pacientes com cancer
de mama metastatico, correlacionou, significativamente, com pior sobrevida (RAGHAVAKAIMAL
et al., 2022). Entdo, hipoteticamente, a MIP1B/CCL4 hiperexpressa seria ativadora de alguns
destes receptores CCR nas pacientes com tumores Luminal B desse estudo, com pior evolugao,
de acordo com a literatura.

Se hiperexpressa a ENA78/CXCL5 seria ligante preferencial de CXCR1 e CXCR2, induzindo
a maior agressividade (BRANDOLINI et al., 2015), mas como estava hipoexpressa ndo ativaria
estes dois receptores, embora a multiplicidade de sinalizacGes é a regra, sendo que o estradiol,
sinalizador do RE, pode induzir a ativacdo do CXCR1 (JIANG et al, 2013). A quimiocina
MIG/CXCL9 também hipoexpressa nas pacientes Luminal B desse estudo, ndo ativariam seus
receptores preferenciais, CXCR3 e/ou CXCR7. O CXCR3 estaria relacionado a maior resposta a
guimioterapia e maior sobrevida (GUO et al., 2019), embora as suas duas isoformas possam
induzir respostas diferentes quando ativados (LEVESQUE; ROY; SALAZAR, 2021; OGHUMU et al.,
2014; TSUTSUMI et al., 2022).
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Com relagdo ao CXCR7, também hipoteticamente n3o sinalizado, pois a MIG/CXCL9
apresentou-se hipoexpressa, ndo haveria inibicdo da angiogenese, ou efeitos antitumorais
(ZHANG et al., 2006), com pior sobrevida dessas pacientes, de acordo com o resultado dessa
série. A expressdo de CXCR7 é significativamente mais amplificada no tumor Luminal, em
comparacdo aos subtipos HER2+ e TN, mas esse receptor quando ativado pode modular a
expressao de REa (HAO et al., 2018), ou interagir com o EGFR, induzindo maior proliferacao
celular (SALAZAR et al., 2014).

A proliferacao tumoral ndo depende, exclusivamente, de uma Unica quimiocina ou de
um Unico receptor, mas de multiplas quimiocinas e sinaliza¢cdo de varios receptores (THOMAS
et al., 2019). Mas sabe-se que a expressdo adequada dos receptores é fundamental para que as
guimiocinas possam sinalizar. Nesta “orquestra” de secre¢do das quimiocinas, ainda percebida
como “desafinada”, a real interpretacdo destas multiplas vias, ativando inumeros receptores,
resultando em proliferacdo ou inibicdo da neoplasia, provavelmente é dependente das
somatorias das correlagBes negativas e positivas destas quase infinitas sinalizagdes. E tanto as
guimiocinas como os seus receptores sao realmente efémeros, com mensuragdo possivel, mas
dificil. Estas proteinas mediadoras sdo fugazes, interagindo com o seu receptor, e apds a
sinalizagdo elas podem ser internalizadas nas células e ubiquitinizadas (HATTERMANN et al.,
2014).

Embora de dificil entendimento, com mensuracdes sujeitas a iniUmeros vieses, essas
multiplas sinalizagGes pelas quimiocinas sdo fundamentais para capacitar uma resposta
inflamatdria sustentada no TME, necessarias para a dele¢dao das neoplasias. Provavelmente tal
delegdo é eficaz ndao permitindo a evolugdo de inimeros casos de cancer ndao detectados
clinicamente, pela competéncia imunoldgica. No entanto, 0,32% da populagdo brasileira
desenvolve algum tipo de neoplasia ao ano (BRASIL, 2023), pela imuno-incompeténcia associada
a fatores hereditarios e ambientais. E nestes tumores que progridem, pelo desacerto do sistema
imunolégico inato e adaptativo, ocorre uma inflamagao crénica, com viés nitidamente pro-
tumoral, com a colaboracgdo de inumeras quimiocinas e citocinas (PITT et al., 2016). Na falha da
sua fung¢do de colaborar na destruicdo do nicho tumoral inicial, as quimiocinas sdo coaptadas
para a progressdo tumoral, embora possam propiciar um infiltrado inflamatério com

interferéncia no progndstico do paciente com cancer, discutido abaixo.
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6.9 Analises pela IH do escore inflamatério (células T CD4, T CD8 e Treg FOXP3) no

TME e suas correlagdes

Fez-se também a andlise qualitativa do TME. O infiltrado de células T no microambiente
tumor, das pacientes desse estudo, foi considerado positivo se expressasse 1% ou mais, pelo
método de TMA. E nesse parametro 80% expressaram Linfécitos T CD4+ e T CD8+, e 60% as
células T FOXP3+ no TME. Houve uma correlagdo positiva entre o T CD8+ e o T CD4+, entre T
CD4+ e 0 FOXP3+ e entre T CD8+ e o FOXP3+, indicando que na presenca de um desses subtipos
de Linfdcitos no infiltrado haveria chance, significativa, de se encontrar outro tipo de célula T.
Sabe-se que o TME vai comportar multiplas células inflamatérias, sendo importante quantificar
os TILs, e especificar o tipo da célula inflamatdria, a sua localizacdo neste microambiente, e
atentar para as mudancas desse infiltrado das células imunolégicas conforme a evolucdo da
neoplasia.

A quantificacdo e a qualificacao das células inflamatdrias, ao redor das células tumorais,
melhorou a avaliacdo progndstica do paciente com cancer, além de predizer a resposta ao
tratamento em diversos tumores, como no melanoma (LADANYI, 2015) ou nos varios subtipos
do cancer de mama (DENKERT et al., 2018). A maior sobrevida de pacientes com cancer, e maior
resposta ao tratamento, esta correlacionada ndao apenas com a maior expressao de TlLs, mas na
maior concentracdo de células T CD8+ e menor expressdo de Treg FOXP3+, Th2 e Th1l7
(FRIDMAN et al., 2011). No entanto, o infiltrado quase sempre sera diversificado, pois em
modelo de cancer de mama em camundongos, a andlise do TME demonstrou que células
dendriticas se correlacionaram simultaneamente com células T CD4+ e T CD8+, enriquecendo o
TME com ambas as células inflamatérias (MATTIUZ et al., 2021), conforme encontrado nesse
estudo com mulheres com cancer de mama.

Em modelos animais demonstrou-se que nos estadios iniciais do tumor de mama as
células T CD4+ de fendtipo Th1l eram mais numerosas, e nos mais avangados as Tregs e Th17
eram as predominantes. Os Linfécitos T CD8+ correlacionaram-se a imunidade antitumoral
eficaz, e na detecgdo de Linfécitos T CD4+ intratumorais o progndstico foi pior (HUANG et al.,
2015). Em analise do TME de outra série as portadoras de tumores Luminal A recidivadas
expressavam TlLs mais baixo, em geral, com baixa expressao de células T CD8+ e CD4+FOXP3+
no tumor primario, e nas metastases posteriores, em comparagdo com o grupo controle de
pacientes com tumores Luminais A que ndo recidivou, e que apresentaram o TME
significativamente mais infiltrado por TILs, formado predominantemente por células T CD8+

(ZEPPELLINI et al., 2021).
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Quando se analisou a maior expressdao, acima de 10%, de infiltrado de Linfécitos
T FOXP3+ no TME das participantes desse estudo observou-se correlagdo significativa com maior
risco de metdstases. Esse resultado estd de acordo com outra casuistica de mulheres com cancer
de mama (XU; LAN; ZHENG, 2018). Outro estudo, no entanto, evidenciou que as pacientes com
alta expressao de células T CD4+ ou CD8+ no infiltrado tumoral da mama, apresentaram maior
comprometimento linfonodal e pior SG (MATKOWSKI et al., 2009). Mas na analise por subtipo
de tumor de mama podem ser observados outros resultados, como o achado em mulheres com
tumores TN que demonstrou que tanto a expressao de células T CD4+ e T CD8+, intratumoral ou
estromal, foi fator independente de melhor progndstico, comparados com a auséncia desta
expressdo inflamatéria (MATSUMOTO et al., 2016). A analise mais correta seria ndo agrupar
todas as pacientes com cancer de mama nesta avaliacdo, mas mensurar o infiltrado inflamatério
nos diferentes subtipos conforme a IH. O baixo nimero de pacientes nesse estudo com analise
do TME, provavelmente ndo evidenciou o progndstico em todos os subtipos tumorias.

Em portadoras de tumores TN, sugere-se a analise da localizagdo, no TME, das células
inflamatérias, sendo que altos niveis de T CD8+ intratumoral e de T CD4+ estromal relacionou-
se significativamente com maior sobrevida (MATSUMOTO et al., 2016). Em mulheres com cancer
de mama HER2+, em tratamento neoadjuvante com o trastuzumabe, percebeu-se que
mudancas nesse infiltrado trazem beneficios progndsticos as pacientes com maior expressao de
células T CD4+, T CD8+ e FOXP3+ no TME da mama residual, em comparacdo a bidpsia inicial
(ITOl et al., 2019). Apesar dos achados controversos, em geral, o TME com maior expressao de
TILs é melhor do que a baixa expressdo, e dentre estas células que compdem o TIL a
hiperexpressao de Linfocitos T CD8+ e a hipoexpressao de T CD4+ indicaria melhor progndstico.

Analisou-se nesse estudo a expressdao no TME de células do infiltrado tumoral, como os
Linfécitos T CD8+ e CD4+, mas nao foram incluidas as células T auxiliares, as células B ou NK,
consideradas antitumorais. Nao se analisou a expressdo de macréfagos, Neutrdfilos associados
a tumores ou MDSCs, mas apenas as células T FOXP3+, consideradas pré-tumorais. Este universo
de células inflamatdrias é bem mais extenso, associado a imensa heterogeneidade e
plasticidade, sendo capaz de ag¢do divergente conforme sua ativacdo e o microambiente
circundante (BOISSON et al., 2021; WU, S. Z. et al., 2021). A imunovigilancia do cancer
geralmente depende de programas imunes adaptativos executados por células T CD8+. Mas as
células T CD8+ podem falhar no controle da tumorigénese precoce, como demonstrado em
camundongo com cancer de mama Luminal B, com sugestdo de que as células NK podem
desempenhar um papel predominante neste cendrio (BUQUE et al., 2020).

Na analise do TME das pacientes desse estudo notou-se correlagao inversa e significativa

nos tumores RE+ com a menor expressao de Linfécitos T FOXP3+; e outra correlagdo direta, e
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significativa, entre o Ki67 e o FOXP3, dois marcadores de pior progndstico. Essa correlagdo
inversa da expressdao do FOXP3 com os receptores hormonais foi replicada em outro estudo
(STANTON; ADAMS; DISIS, 2016). Em geral ha menor expressao de TILs nos Luminais (CHEN, Y.
et al., 2021), e maior expressao de Linfécitos T FOXP3+ naquelas HER2+ e TN, e uma relagdo
inversa dessa expressao nos tumores RE+ (MENG et al., 2018; PENG et al., 2019). Em uma meta-
andlise encontrou-se que a alta infiltracdo de células T FOXP3+ estd associada ao pior
progndstico para os tumores de mama RE+, mas ndo naquelas RE negativo (QIAN et al., 2017).

Nao foi possivel analisar adequadamente as correlagdes entre o infiltrado inflamatdrio
dos tumores das pacientes nesse estudo e a expressdao das quimiocinas e citocinas séricas. As
perdas de partes dos espécimes tumorais para a montagem do TMA impossibilitaram a maioria
das andlises estatisticas, uma vez que dos 116 casos selecionados para analise do TME foram
elegiveis 85, que ndo coincidiram plenamente com os 81 que fizeram as analises da quimiocinas
e citocinas séricas. A presenca das células inflamatdrias no TME é dependente de vérios fatores.
A migracdo de células T CD8+ e T CD4+ pode ocorrer pelos gradientes de CCL19, CCL21 e de
Rantes/CCL5, e as células dendriticas também podem liberar MIG/CXCL9 e IP10/CXCL10,
recrutando mais células T CXCR3+ CD8+. O recrutamento de células NK é conduzido por CX3CR1-
CX3CL1 e CXCR3-CXCL9/CXCL10 /CXCL11, e o de DCs por XCR1-XCL1, CCR5-CCL4/CCL5 e CCR1-
CCL4. As células Thl e T CD8+ também podem ser recrutadas pelo eixo CXCR3-
CXCL9/CXCL10/CXCL11 (OZGA; CHOW; LUSTER, 2021). As sinalizacBes das 13 quimiocinas séricas
e os seus reflexos no TME ndo tiveram poder estatistico, provavelmente pelo reduzido numero
de casos, para demonstrar estas possiveis correlagdes.

As multiplas vias inflamatdrias ndao puderam ser identificadas, mas dentro dos
resultados, encontrou-se uma correlagdo inversa entre os Linfécitos T FOXP3+ no TME e a IL-6
sérica. Sobre essa correlagao ha relatos conflitantes na literatura. Em analise de células tumorais
de intestino demonstrou-se que a IL-6, secretada nas co-culturas das células cancerigenas e
fibroblastos humanos, colaborou com o crescimento do tumor em camundongos BALB/c
imunocompetentes, induzindo TME com menos TILs CD8+, mas com aumento de TILs FOXP3+
em tumores tratados com IL-6 (KATO et al., 2018). Mas na analise das correlacdes de TNF-a e
IL-6 e a expressdo de FOXP3, na interface materno-fetal em um modelo murino suscetivel de
toxoplasmose congénita, demonstrou-se que os piores desfechos gestacionais foram associados
a maior expressdo de TNF-a e IL-6, com menor expressdo de FOXP3 (SOUSA et al., 2021). Ou
seja, na hiperexpressdao concomitante de mais que uma citocina pode haver alteracdo na

expressao de FOXP3.


https://doi.org/10.1016/j.immuni.2021.01.012

101

Ha vdrias sinalizagdes modulando a relagdo destas citocinas. O TGF-B pode induzir
células murinas Treg FOXP3+, mas em combinacdo com IL-6 ha redugdo da induc¢do de atividades
funcionais de FOXP3, em cultura celular (SAMANTA et al., 2008). Na analise de citocinas, em
sobrenadantes de culturas de células mononucleares periféricas, de pacientes com hanseniase,
encontrou-se redugdes nas células Treg FOXP3+ e no TGF-B, mas aumento na IL-6 (SAINI et al.,
2016). Ha a sugestdo, em experimento in vivo em ratos, que a superexpressao de IL-6 inibe novas
Tregs FOXP3+ induziveis de células T virgens, mas ndo afetaria a funcdao de Tregs naturais
(FUIIMOTO et al., 2011). Em modelos animais a IL-6, sinalizando pela via STAT3, seria um fator
de mau progndstico no cancer de mama, pois pode intensificar a transcricdo, independente do
receptor hormonal, induzindo metastases nos tumores RE+ (SIERSBZK et al., 2020). Mas
detectou-se nessa casuistica a correlacdo inversa entre a IL-6 e o FOXP3, que merece ser melhor
estudada, ampliando a analise de outras citocinas que poderiam se correlacionar
concomitantemente com as células T FOXP3+.

O infiltrado inflamatério no TME é capaz de agregar uma melhor perspectiva
progndstica aos pacientes com cancer. Isso ja é realidade nos pacientes com cancer de intestino,
na pratica do dia a dia, onde o escore imunolégico que é baseado na quantificacdo de Linfdcitos
CD3+ e CD8+ na borda e no centro do tumor, possibilita definir tumores com densidade baixa
de células imunes (Immunoscore 0, e maior risco de recorréncia) ou alta densidade
(Immunoscore 4, com menor risco de recorréncia). Este escore imunoldgico superou o sistema
TNM cldssico, na relevancia progndstica, nos estadios |, Il e Ill nos tumores intestinais, como
melhor predicdo de sobrevida livre de progressdo (PAGES et al., 2018). No cancer de mama
inicial a alta densidade de Linfécitos CD3+ e CD8+ intratumoral ou marginais ao tumor foi
associada a maior taxa de remissdao completa patoldgica apds a quimioterapia neoadjuvante
(RAPOPORT et al., 2022), mas ainda ndo se tem a formatagdo de um escore imunoldgico

significativo e relevante para definir o progndstico dessas pacientes.

6.9.1 Particularidades do TME nos tumores Luminais B

Neste estudo encontrou-se diferenca significativa na SG conforme a estratificacdo dos
subtipos tumorais pela IH. As mulheres com tumores Luminal B viveram significativamente
menos que as Luminal A e HER2+. E dentre as com o subtipo Luminal B conseguiu-se identificar
um grupo de pior progndstico conforme a expressdo de algumas quimiocinas, discutido
anteriormente, e também se identificou um grupo de pior evolugdo conforme a expressao de
células inflamatdrias no TME. Estas mulheres com tumores Luminal B e com a expressdo de

células T CD4+ maior de 30%, ou com a somatéria de Linfécitos T CD4+ e T CD8+ maior que 75%
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no TME, apresentaram significativamente, menor sobrevida global, em comparacdo aquelas
com menor infiltragcdo destes Linfécitos T.

As pacientes com cancer de mama apresentam pior evolugao na baixa expressao de TILs,
principalmente de células T CD8+, tanto no tumor primario quanto nas metdstases (ZEPPELLINI
et al., 2021). Outros autores sugerem um agrupamento progndstico, pela imunotipagem dos
tumores de mama. As de imunotipo B apresentariam baixa expressdo de células B, NK, T CD8,
T CD4 de memdria, com sobrevida significativamente inferior em comparacao aquelas mulheres
consideradas de imunotipo A, com alta expressdo destas mesmas células (JIANG et al., 2020).
Dentre os subtipos de Linfocitos T CD4+ demonstrou-se que as T CD4+ virgens foram fatores de
prognostico negativo para pacientes com cancer de mama (LI, Y. et al., 2020b), confirmando que
no aumento da expressao de Linfécitos T CD4, de acordo com o resultado desse estudo, ou na
reducdo de células T CD8 no TME, hd pior evolucdo das pacientes.

Ha diferenca bioldgica significativa na evolucdo das mulheres com tumores Luminal B,
com necessidade de novos protocolos de tratamento. Pacientes com neoplasia Luminal B
apresentaram, em outro estudo, maior proporc¢do de recorréncia local e metdstase 6ssea em
comparagdo com pacientes com cancer de mama ndo Luminal, sendo que as diferencas
comportamentais deste tumor sdo reflexos de expressGes genéticas distintas, que também
modulam o infiltrado inflamatdrio do TME (LI et al., 2016). As portadoras de tumores Luminal B,
com alta infiltracdo de células inflamatdrias no TME, deveriam receber novos protocolos mais
agressivos, com inclusdo de inibidores do checkpoint imunolégico. Mas tais imunoterapicos nao
sdo disponibilizados pelo Sistema Unico de Satude do Brasil, sendo que essas pacientes
receberam a quimioterapia e/ou a endocrinoterapia. A oferta deste tratamento ndo ideal,
provavelmente, impactou negativamente nesta sobrevida. A extensdo do infiltrado de TILs é
variavel entre os subtipos de cancer de mama, e identifica os tumores mais responsivos a
imunomodulagdo (STANTON; ADAMS; DISIS, 2016).

Em geral os tumores do subtipo Luminal B apresentam menor resposta a quimioterapia
neoadjuvante do que os tumores TN e HER2+ e o uso de inibidores do checkpoint imunoldgico,
com o potencial de aumentar a taxa de resposta, pode ser menos eficaz no Luminal pela menor
imunogenicidade (De CALUWE et al., 2021). Mas no tumor Luminal B a sele¢do de pacientes,
para o uso das drogas imunoldgicas, poderia ser daquelas com maior infiltracdo de Linfécitos T
CD4+ e CD8+, com maior risco de morte, como detectou-se nesse estudo. Esta proposta é
respaldada pelo uso de imunoterapia neoadjuvante nestes tumores do subtipo B, que nao
apresentou melhora na sobrevida na anadlise de todas as pacientes, mas naquele subgrupo com

maior expressdo de genes relacionados ao sistema imunoldgico, indutores de infiltragdo mais
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intensa de células T CD8, quimiocinas inflamatérias, macréfagos, dentre outros, houve maior
taxa de resposta completa (CROSBY et al., 2020).

Nos tumores de subtipo Luminal hda um comportamento heterogéneo das células
T CD8+, como as de memoria residente no tecido (Trm). Em cultura celular foi demonstrado que
um subconjunto de células Trm mantém a capacidade de degranula¢cdo aumentada, geralmente
associado a melhor progndstico, mas na presenca de Tregs efetoras altamente supressivas, estas
células CD8+ Trm perdem esta capacidade citotdxica, confirmando a plasticidade deste infiltrado
inflamatério (LOSURDO et al., 2021). E as respostas as a¢oes de células T CD4 e CD8 sdo
diferentes, dependente de sinalizacao muito diversificada. Por exemplo, a deplecao do receptor
do TGF-B em células T CD4+, mas ndao em células T CD8+, reduz a vasculatura sanguinea, com
hipdxia e morte das células cancerosas nestas regides avasculares (LIU, M. et al., 2020). Na alta
expressao de Linfécitos T CD8+ no TME de mulheres com tumores Luminais, mas com alteracgdes
na via de sinalizagdo PI3K, pode haver uma evolucdo desfavoravel (SOBRAL-LEITE et al., 2019).
Esses sdo apenas alguns exemplos, de muitos outros, demonstrando a multiplicidade das vias
regulatdrias destas células inflamatdrias do TME.

Considerando todos os TILs, sem discriminacdo do tipo celular inflamatério
predominante no TME e o subtipo tumoral pela IH do cancer de mama, ha controvérsias no
progndstico. Em pacientes orientais com tumores Luminal B, com expressdo de TIL alta ou
intermedidria houve melhor prognédstico do que aquelas com TIL baixa (HONDA et al., 2021).
Mas na analise do TME de mulheres com cancer de mama, especificando o tipo de células
inflamatérias, identificou-se que a alta infiltracdo de TIL com células CD4+ foi fator de bom
prognostico naquelas RH negativo, enquanto a alta razdo de células T FOXP3+/T CD8+ foi
considerada fator de mau progndstico no subgrupo com RH+, especialmente naquelas Luminal
A (CHUNG et al., 2017).

Mas esta infiltragao é extremamente heterogénea conforme a populagdo estudada, pois
reflete a sinalizagdo de cerca de 360 genes relacionados com o infiltrado inflamatdério do TME,
que diferem dos sinalizadores do infiltrado de linfonodos axilares, onde 33 desses genes regulam
de forma negativa e apenas 3 sdo positivas no microambiente dos linfonodos (POPEDA et al.,
2021). Sabe-se que os tumores Luminais podem expressar mais intensamente a IDO (ANURAG
et al., 2020), e que a IDO combinada com TILs pode refletir em pior progndstico (WEI et al.,
2020). E mesmo nas pacientes com neoplasias ja metastaticas ha relato de assinatura
imunoldgica diferente do TME conforme o subtipo tumoral. O nimero de TILs CD3+, CD8+, CD4+
e FOXP3+ mostrou-se diminuido nas metastases dos tumores TN em relagdo ao tumor primario,
enquanto que apenas as células T CD8+ diminuiram nas metdstases dos tumores Luminais

(CIMINO-MATHEWS et al., 2013).
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Embora o cancer de mama possa ser considerado um tumor “frio” imunologicamente,
em comparac¢do ao melanoma ou ao cancer de pulmao, é importante estudar estas variacées as
vezes pouco perceptiveis, pois as andlises atuais confirmam que tem valor progndstico mensurar
o TIL no TME, além de identificar os subtipos destas células inflamatdrias e o local predominante
deste infiltrado, se intratumoral ou peritumoral (SZEITZ et al., 2022). E assim, caminha-se para
um retrato imunoldgico de cada paciente, agregando valor progndstico ndo apenas ao
estadiamento TNM, mas principalmente aos subtipos tumorais conforme a IH. E naquelas
pacientes com tumores Luminal B deve-se andlisar criteriosamente esse TIL, e na hiperexpressao
de Linfécitos T CD4+/FOXP3+ novas opcdes terapéuticas, como a inclusdo de inibidores do

checkpoint imunolégico, seria o objetivo de futuros estudos clinicos.
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7. CONCLUSOES

O prognéstico do cancer de mama nao pode ser avaliado apenas pelo estadiamento e
subtipo tumoral. A doenca é sistémica e reflete as alteragcdes de muitas vias metabdlicas e de
sinalizagOes do corpo da mulher. Esse estudo prospectivo translacional analisou as expressées
de proteinas no soro, como quimiocinas e citocinas, e leucdcitos periféricos, que se
correlacionam com diversas caracteristicas das pacientes e dos tumores, colaborando para a
baixa ou alta agressividade da neoplasia. Os objetivos foram alcangados, pois demonstrou-se
gue o sistema imunoldgico é capaz de modular o tumor, e os métodos de deteccao de
quimiocinas e de células inflamatérias no TME sdo menos onerosas que os métodos tradicionais,
e podem ser replicadas.

Dentre os 4 subtipos tumorais individualizados pela IH demonstrou-se que, um
subgrupo de pacientes portadoras de tumores Luminal B, pode ser mais ardiloso e traicoeiro,
pois além das suas nuances histoldgicas e imuno-histoquimicas, foi o que mais interagiu com os
perfis imunoldgicos analisados nestas mulheres. As portadoras de tumores Luminal B sofreram
modulacdo pelo sangue periférico, conforme a razao NLR fosse maior que 2, mostraram-se mais
agressivos conforme a expressdo de quimiocinas séricas, como ENA78/CXCL5, MIG/CXCL9 e
MIP1B/CCL4, e demonstraram que na alta infiltracdo tumoral de Linfocitos T podem adquirir
comportamento de pior prognéstico. Tais resultados devem ser confirmados por novos estudos
com um numero maior de pacientes. Mas percebe-se que é possivel melhorar a estratificacao
do progndstico dessas pacientes com tumores do subtipo Luminal B, além do TNM e IH, tanto
pelo hemograma, quanto pela analise sérica de quimiocinas, e/ou pelo infiltrado de Linfécitos T
no tumor, abrindo novas possibilidades terapéuticas alvo-especificas, além da quimioterapia e

endocrinoterapia.
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APENDICE A
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido de Familiares

Vocé estd sendo convidada a participar da pesquisa intitulada “Avaliagdo da
imunocompeténcia local e sistémica no progndstico de pacientes com neoplasia de mama e
estratégia de detecgdo precoce entre familiares de primeiro grau”, sob a responsabilidade dos
pesquisadores Rogério Agenor Araujo, Camila Piqui Nascimento, Eduarda da Costa Marinho,
Etelvina Rocha Tolentino Mosca, Felipe Andrés Cordero da Luz, Thais Rezende Mendes, Patricia
Ferreira Ribeiro, Rafael Mathias Antoniolli e Marcelo José Barbosa Silva.

Nesta pesquisa temos o objetivo de aprimorar a prevencdo do cancer de mama através
do uso dos indicadores de risco e protocolo de diagndstico clinico com realizagcdo de mamografia
digital e/ou ultrassonografia das mamas em familiares de primeiro grau de pacientes com essa
neoplasia. Ademais, pretende-se avaliar as caracteristicas da resposta imunolégica das
pacientes com cancer de mama antes e apds o tratamento oncoldgico e a interface com os
marcadores de imunohistoquimica do tumor e da axila, além de associar a evolucdo das
pacientes frente ao tratamento sistémico com a resposta imunoldgica.

Vocé se enquadra no grupo saudavel, e respondera individualmente a um questiondrio
semiestruturado sobre fatores de risco para cancer de mama, elaborado pelos pesquisadores.
Caso seja identificado risco aumentado para desenvolvimento do cancer de mama, vocé serd
convidado a comparecer ao ambulatério especializado para investigacdo diagndstica e
acompanhamento. Para andlise de marcadores soroldgicos e avaliacdo de imunocompeténcia,
serdo coletados 4 mL de sangue periférico. Em nenhum momento vocé serd identificado. Os
resultados da pesquisa serdao publicados e ainda assim a sua identidade sera preservada. Vocé
nao terda nenhum gasto ou ganho financeiro por participar da pesquisa.

O estudo apresenta como provaveis riscos a perda de identidade, nervosismo, receio e
desconforto durante aplicacdo do questionario e realizagcdo do exame. Pretende-se, no entanto,
minimizar ao maximo tais riscos, explicando detalhadamente os objetivos da pesquisa, o modo
de realizacdo do exame e possibilitando aos individuos a livre opcdo de participar. Para
minimizar o risco de perda de identidade, os pesquisadores se comprometem a manter sigilo
absoluto, segundo a Resolucdo 466/12, e a utilizar cddigo numérico para identificacdo da
amostra e do questionario. Pode haver leve hematoma ou desconforto no local da puncgado, por
isso a coleta de sangue sera realizada por profissional habilitado e capacitado. Os beneficios da
pesquisa incluem auxilio na deteccdo precoce de cancer de mama em individuos com histéria
familiar positiva. Vocé é livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem
nenhum prejuizo ou necessidade de se justificar. Em caso de duvidas a respeito da realizagao da
pesquisa, vocé podera entrar em contato com: Rogério Agenor Araujo —3291.6166 ou Comité
de Etica em Pesquisa com Seres Humanos: Av. Nicomedes Alves dos Santos, 4545. Gavea -
Uberlandia/MG. CEP: 38411-106. Fone: 4009-9039. Email: cep@unitri.edu.br.

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apds ter sido devidamente
esclarecido.

Participante da pesquisa

Rogério Agenor Araujo
Pesquisador principal

Uberlandia, de de 20109.
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APENDICE B
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do Grupo Controle

Vocé estd sendo convidada a participar da pesquisa intitulada “Avaliagdo da
imunocompeténcia local e sistémica no prognostico de pacientes com neoplasia de mama e
estratégia de detecgdo precoce entre familiares de primeiro grau”, sob a responsabilidade dos
pesquisadores Rogério Agenor Arauljo, Camila Piqui Nascimento, Eduarda da Costa Marinho,
Etelvina Rocha Tolentino Mosca, Felipe Andrés Cordero da Luz, Thais Rezende Mendes, Patricia
Ferreira Ribeiro, Rafael Mathias Antoniolli e Marcelo José Barbosa Silva.

Nesta pesquisa temos o objetivo de aprimorar a prevencdo do cancer de mama através
do uso dos indicadores de risco e protocolo de diagndstico clinico com realizagcdo de mamografia
digital e/ou ultrassonografia das mamas em familiares de primeiro grau de pacientes com essa
neoplasia. Ademais, pretende-se avaliar as caracteristicas da resposta imunoldgica das
pacientes com cancer de mama antes e apds o tratamento oncolégico e a interface com os
marcadores de imunohistoquimica do tumor e da axila, além de associar a evolugdo das
pacientes frente ao tratamento sistémico com a resposta imunoldgica.

Vocé se enquadra no grupo saudavel, e respondera individualmente a um questiondrio
semiestruturado sobre fatores de risco para cancer de mama, elaborado pelos pesquisadores.
Para andlise de marcadores soroldgicos e avaliacdo de imunocompeténcia, serdo coletados 4mL
de sangue periférico. Em nenhum momento vocé serd identificado. Os resultados da pesquisa
serdo publicados e ainda assim a sua identidade serd preservada. Vocé ndo terd nenhum gasto
ou ganho financeiro por participar da pesquisa.

O estudo apresenta como provaveis riscos a perda de identidade, nervosismo, receio e
desconforto durante aplicacdo do questiondrio e realizacdo do exame. Pretende-se, no entanto,
minimizar ao maximo tais riscos, explicando detalhadamente os objetivos da pesquisa, o modo
de realizacdo do exame e possibilitando aos individuos a livre opcdo de participar. Para
minimizar o risco de perda de identidade, os pesquisadores se comprometem a manter sigilo
absoluto, segundo a Resolucdo 466/12, e a utilizar cddigo numérico para identificacdo da
amostra e do questionario. Pode haver leve hematoma ou desconforto no local da puncgao, por
isso a coleta de sangue sera realizada por profissional habilitado e capacitado. Os beneficios da
pesquisa incluem auxilio na deteccdo precoce de cancer de mama em individuos com histéria
familiar positiva. Vocé é livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem
nenhum prejuizo ou necessidade de se justificar. Em caso de duvidas a respeito da realizacdo da
pesquisa, vocé podera entrar em contato com: Rogério Agenor Araujo —3291.6166 ou Comité
de Etica em Pesquisa com Seres Humanos: Av. Nicomedes Alves dos Santos, 4545. Gavea -
Uberlandia/MG. CEP: 38411-106. Fone: 4009-9039. Email: cep@unitri.edu.br.

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apds ter sido devidamente
esclarecido.

Participante da pesquisa

Rogério Agenor Araujo
Pesquisador principal

Uberlandia, de de 20109.
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APENDICE C
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do Grupo Caso

Vocé esta sendo convidada a participar da pesquisa intitulada “Avaliagao da imunocompeténcia
local e sistémica no progndstico de pacientes com neoplasia de mama e estratégia de detecgao precoce
entre familiares de primeiro grau”, sob a responsabilidade dos pesquisadores Rogério Agenor Araujo,
Camila Piqui Nascimento, Eduarda da Costa Marinho, Etelvina Rocha Tolentino Mosca, Felipe Andrés
Cordero da Luz, Thais Rezende Mendes, Patricia Ferreira Ribeiro, Rafael Mathias Antoniolli e Marcelo José
Barbosa Silva.

Nesta pesquisa temos o objetivo de aprimorar a prevenc¢do do cancer de mama através do uso
dos indicadores de risco e protocolo de diagndstico clinico com realizacdo de mamografia digital e/ou
ultrassonografia das mamas em familiares de primeiro grau de pacientes com essa neoplasia. Ademais,
pretende-se avaliar as caracteristicas da resposta imunoldgica das pacientes com cancer de mama antes
e apds o tratamento oncoldgico e a interface com os marcadores de imunohistoquimica do tumor e da
axila, além de associar a evolugdo das pacientes frente ao tratamento sistémico com a resposta
imunoldgica.

Vocé ira responder individualmente a um questionario semiestruturado, sobre fatores de risco
para cancer de mama, elaborado pelos pesquisadores. Posteriormente, vocé indicara familiares de
primeiro grau do sexo feminino que tenham interesse em participar da pesquisa e responder ao mesmo
questiondrio. Caso seja identificado risco aumentado para seu familiar desenvolver o cancer de mama,
ele sera convidado a comparecer ao ambulatdério de alto risco para investigacdo diagndstica e
acompanhamento. Para analise de marcadores soroldgicos e avaliagdo de imunocompeténcia, serdao
coletados 4 mL de sangue periférico antes, ao término e apds 3 meses do seu tratamento. Para analise da
imunocompeténcia local, apds sua permissao, vocé assinara um Termo de Responsabilidade de Retirada
de Amostra Bioldgica do Laboratdrio de Patologia em que o estudo anatomopatoldgico da sua bidpsia foi
realizado. Apds conclusdo das analises do bloco de parafina, o mesmo sera arquivado no laboratério de
origem. Em nenhum momento vocé serd identificado. Os resultados da pesquisa serdo publicados e ainda
assim a sua identidade serd preservada. Vocé ndo terd nenhum gasto ou ganho financeiro por participar
da pesquisa.

O estudo apresenta como provdveis riscos a perda de identidade, nervosismo, receio e
desconforto durante aplicagdo do questiondrio e realizagdo do exame. Pretende-se, no entanto,
minimizar ao maximo tais riscos, explicando detalhadamente os objetivos da pesquisa, 0 modo de
realizacdo do exame e possibilitando aos individuos a livre opc¢do de participar. Para minimizar o risco de
perda de identidade, os pesquisadores se comprometem a manter sigilo absoluto, segundo a Resolucgdo
466/12, e a utilizar cddigo numérico para identificacdo da amostra e do questiondrio. Pode haver leve
hematoma ou desconforto no local da pungdo, portanto a coleta de sangue de pacientes sera realizada
em conjunto com os exames bioquimicos de rotina para minimizar esses riscos. O procedimento serd
realizado por profissional habilitado e capacitado. Os beneficios da pesquisa incluem auxilio na deteccdo
precoce de cancer de mama em individuos com histéria familiar positiva. Vocé é livre para deixar de
participar da pesquisa a qualquer momento sem nenhum prejuizo ou necessidade de se justificar. Em caso
de duvidas a respeito da realizacdo da pesquisa, vocé podera entrar em contato com: Rogério Agenor
Aratjo — 3291.6166 ou Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos: Av. Nicomedes Alves dos
Santos, 4545. Gavea - Uberlandia/MG. CEP: 38411-106. Fone: 4009-9039. Email: cep@unitri.edu.br.

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apods ter sido devidamente esclarecido.

Participante da pesquisa

Rogério Agenor Araujo
Pesquisador principal

Uberlandia, de de 2019.
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APENDICE D
Termo de Responsabilidade de Retirada de Amostra Bioldgica

Eu, ,

inscrita sob CPF n@ , hascida em _/ / , hatural de

, Mmaior e responsavel, residente no (a)

, na cidade de

, estado de , ho

pleno gozo de minhas faculdades mentais e de minha livre e espontanea vontade, autorizo o
responsavel pela pesquisa “Avaliagdo da imunocompeténcia local e sistémica no progndstico de
pacientes com neoplasia de mama e estratégia de detec¢do precoce entre familiares de primeiro
grau” , Dr. Rogério Agenor de Araljo, a solicitar a retirada do bloco de parafina do Laboratério
de Patologia em que o estudo anatomopatoldgico da minha bidpsia foi realizado, para analise
da Imunocompeténcia Local, como objetivo especifico da pesquisa supracitada. Apds a andlise,
o bloco serd armazenado no laboratdrio de origem conforme legislagao vigente.

Eu aceitei participar do projeto citado acima, voluntariamente, apds ter sido devidamente
esclarecido.

Participante da pesquisa

Rogério Agenor Arauljo
Pesquisador principal

Uberlandia, de de 20109.
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Formulario de Pesquisa

146

Cédigo:

Idade:

IData de nascimento:

Cor: () Branca ( ) Preta ( ) Parda ( ) Amarela ( ) Indigena

Qual era o seu peso entre os 20 e 30 anos
de idade?

Peso:
Qual é o seu peso e altura atuais?

Peso: Altura:

Consumo de bebida alcoolica

O  Fazuso de bebida alcodlica
esporadicamente

O  Jafez uso de bebida alcoolica, mas
atualmente nao bebe

O  Fazuso de bebida alcoolica

O  N&o bebe

Possui algum problema de saude?
( ) Sim ( ) Nao
Se sim, quais?
O  Pressdo alta
O  Diabetes
O  Depressao
O  Colesterol Alto (Hipercolesterolemia)
Outros:

Se for diabética:

Desde que idade? anos
Usa qual medicamento para diabetes?

Se usa insulina, qual tipo?

Qual frequéncia que faz uso de bebida?
/vezes por semana

Qual o niumero de doses por dia?

Tipo de bebida
Pinga
Uisque
Cerveja
Vinho
Outros:

ooooog

Quantos anos de uso: anos.

Se ¢ ex-etilista, parou ha quanto tempo?

[Uso de tabaco (fumo)

Nunca fumou

Fuma

Ex — fumante

Faz uso regularmente de
charutos, cachimbos, etc

oooog

INimero de cigarros/dia:
|JAnos de uso:

Se ¢ ex-fumante, parou ha quanto
tempo?

Convive ou conviveu com fumante?
0O Sim
O Nao

Se sim, por quantos anos?

IPor quantas horas/dia?

Faz uso regular de medicamento?

Realiza atividade fisica?

0O Nao O Nao
0O  Sim O Sim
Se sim, quais? Quantas vezes na semana:
O  Anticoncepcional: Qual o tipo de exercicio?
0O  Antihipertensivo:
0O  Antidepressivo:
O  Hipoglicemiante (p/ diabetes): Quantos minutos dura a atividade fisica?
O  Menos que 30 minutos/dia
0O  Insulina: O  De 30 a 60 minutos/dia
O  Antiinflamatorio: O  Mais que 60 minutos/dia
0O  Chas, plantas ou remédios
naturais: Desde quando vocé pratica atividade fisica?
O  Outros:

Se usa anti-inflamatorio:
Qual?

Quantas vezes na semana?
Por quanto tempo?

Quantas horas em média vocé dorme por
dia?

() Menos que 4 horas

( ) Entre 4 e 6 horas

( ) Entre 6 e 8 horas

() Mais que 8 horas

Tem ou ja teve algum parente com cidncer? ( )Nido ( )Sim
Qual o parentesco? Materno ou Idade ao Local do tumor
Paterno? diagndstico

Idade na primeira menstruagio:
anos

Data da ultima menstruacgao:
!/

Idade da menopausa: anos
Se estiver na menopausa, anotar o
peso antes de parar de menstruar:

kg

Numero de gestacdes:
Numero de partos:

Numero de abortos:

Algum aborto foi induzido?
() Sim () Nao
Se sim, quantos?

Idade ao primeiro parto:

Se ndo teve filhos, por que?
() opgdo () problema de saude
Qual o problema de saude:

Amamentou?
() Sim () Nao

Somar o tempo de amamentagao de

todos os filhos: meses
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Realiza o autoexame das mamas?

() Realiza 1x ao més

() Realiza ocasionalmente
() Nao realiza

Se realiza, desde que idade? anos
Visita o ginecologista/mastologista?

() Sim, 1 vez ao ano
() Sim, ocasionalmente
() Nunca foi ao ginecologista/ mastologista

Realiza mamografia?

() Anualmente

() Ocasionalmente

() Nunca fez mamografia

() Nunca fez mamografia, mas fez ultrassonografia de mama

Com qual idade fez esses exames pela primeira vez?
Mamografia: anos
Ultrassonografia de mama: anos

Ja fez ou faz uso do medicamento Tamoxifeno?
() Sim ( )Nao

Por quanto tempo? meses

Apresenta ou ja apresentou nédulos na mama?
() Sim () Nao
Se sim, qual mama? ( )Direita ( )Esquerda ( )Bilateral

Resultado do Exame de Imagem (BIRADS):

Ja fez cirurgia da mama/ovario/ trompas/titero?
( )Sim ( )Nao
Se sim, especifique:

Uso de terapia de reposi¢io hormonal (menopausa):

0O  Nunca usou

O Ja usou, mas atualmente nio utiliza

0O  Fazuso
Por quanto tempo:
Qual o tipo?

anos

Uso de anticoncepcional
O  Nunca usou
O  Jausou, mas atualmente ndo utiliza
O Faz uso

Por quanto tempo: anos

Em uma semana tipica, em quantos dias vocé consome:
(Marcar com “x”)

Alimento 0 [<1 (1 2 3 4 5] 6

=

Alimentos ricos em gorduras

Frituras

Legumes

Verduras

Frutas

Carnes Vermelhas

Frango/ Outras Aves

Peixes

Alimentos Integrais

Embutidos

Enlatados

Ja realizou algum desses exames?
Se sim, especifique:

Ressonancia Magnética: ( ) Sim ( ) Nao
Resultado:

Cintilografia Ossea: ( ) Sim ( ) Ndo
Resultado:

Biopsia da mama: ( ) Sim ( ) Nao
Local e Resultado:

Defumados

Churrasco

Alimentos conservados ¢/ Sal

Alimentos Ricos em Corantes

Refrigerantes

Sucos Artificiais

Doces

Cha Preto

Cha Verde

Café

Vocé ja foi exposto a radiagio ionizante?

() Sim ( ) Nao

Ex: Radioterapia, Mamografia, Raio-x, Bomba atomica,
Contato com Césio 137 (Goiania), etc.

Se sim, especifique:

Azeite

Consome frutas e hortalicas desde a infancia?
() Sim ( ) Nao

Se sim, desde que idade? anos

Outras causas de morte na familia <70 anos:

Materno | Idade Causa da morte

/Paterno

Parentesco

Vocé sente-se excessivamente cansado?
() Nunca ( ) As vezes () Sempre

Vocé sente-se excessivamente irritado?
() Nunca ( ) As vezes () Sempre

Vocé se preocupa excessivamente no dia-a-dia?
() Nunca ( ) As vezes () Sempre

Vocé tem dificuldade em concentrar-se?
(ler, ver tv, fazer atividades manuais, etc.)
() Nunca ( ) As vezes () Sempre

Esta tendo dificuldade para lembrar-se das coisas?
() Nunca ( ) As vezes () Sempre
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Quimiocina Correlagao (significativa) Referéncia
MCP1/ Monocyte Chemoattractant Protein 1 (MCP1)
cL2 Correlagdo com doengas inflamatdrias e tumores (Revisdo) 195

¢ Regulada pelo TNF na célula tumoral e pelo GM-CSF na célula imunolégica, in vivo e in vitro 194
Quimiotaxia + de macrdéfagos, pré-tumoral, tecido humano, in vitro 134
Ativa neutrdfilos contra células neopldsicas, em animais, antitumoral 55
Tumor colorretal é pré-tumoral? In vitro 26
Tumor de intestino = inibigdo da MCP1/CCL2 reduz metastases a distancia, em animais 185
Tumor de ovario, produgdo de MCP1/CCL2 = + migragdo tumoral, em animais 170
Tumor de mama RH+ a exposi¢do ao estrogénio = + MCP1/CCL2 = + angiogénese/proliferacio, in vitro e in vivo 61
Tumor de mama + MCP1/CCL2 = + metdstases pulmonares, dependente de IL-6 e VEGF, em animais 14
Tu de mama TN alta expressdo de MCP1/CCL2 = Fsp1 (proteina 1 especifica de fibroblasto), mau progndstico, analise tecido humano 193
Flutuagdes na expressdao no TME da mama = desequilibrio em Th1 e Th2, andlise tecido humano 121
Tumor de mama = bloqueio da MCP1/CCL2 inibe a migracdo de precursores de fibroblastos CCR2+ = reduz o crescimento da neoplasia, in vitro 1
Tumor de mama e uso de MCP1/CCL2 via nasal = + metéstases pulmonares, em camundongos; uso in vitro desta quimiocina = morte de células tumorais mediada por neutrdfilos | 93
Tumor de mama células RE+ e IL-17 = macréfagos M1 e resposta Th1l antitumorais. Células TN, reduz citrulina, macréfagos M2 = secre¢do de VEGF e MCP1/CCL2, in vitro 70
Tumor de mama = MCP1/CCL2 ativa da via Wnt/B-catenina = células tumorais da mama mais resistentes, em modelos animais 80
Tumor de mama = resisténcia a quimioterapia intensificada por vesiculas extracelulares, contendo a proteina anexina A6 = induz as células endoteliais a produgdo de MCP1/CCL2, | 85
em animais
Tumor de mama = MCP1/CCL2 capacidade de intensificar a evolugdo da neoplasia (Revisdo) 166
Tumor de de mama = MCP1/CCL2 e outras citocinas = transforma o epitélio da mama em células invasoras mesenquimais, in vitro 94

MlPlC(/ Macrophage Inflammatory alpha-1 Protein (MIP1a)

ccL3 Atua nos receptores CCR1 e CCR5 32
Regula a quimiotaxia de mondcitos para areas inflamadas 143; 160
Recruta linfdcitos para locais de infecgdo, células T CD8+ para linfonodos e promove a diferenciagdo de células progenitoras mieldides na medula ssea 169
Quimiocina antitumoral. Reduz a proliferacdo celular de cancer de mama, por provavel ativagdo das proteinas reparadoras do gene supressor TP53, em animais 122
Experimento em ratos demonstrou aumento significativo de MIP1a/CCL3 da infiltragdo de células T CD4+ e CD8+ no local do tumor primdrio e correlagdo inversa com o tamanho | 6
do tumor
Estudo, com validagdo in vitro e in vivo, utilizando canceres de mama identificou a MIP1a/CCL3 como o principal mediador do epitélio neoplasico e os tecidos periféricos paraa | 42
inducdo de outras quimiocinas pré-tumorais como a MCP1/CCL2
Estudo experimental com inibidores de PARPs demonstrou que a delecdo de PARP2 aumenta as células mieldides imaturas, prejudicando a expressdo de MIP1a/CCL3, através do | 208
aumento da repressdo transcricional por B-catenina, criando um meio imunossupressor, aumentando a populagdo de células Treg, reduzindo a populagdo de células Thl
imunoativadas pelo IFN-y

Continua

2 Legenda ap0s a tabela completa, na pagina 189.
3 As referéncias bibliogréficas desta tabela se encontram apds a tabela, na paginas 190.
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MIP1a/ A agdo de MIP1a/CCL3 in vivo foi estudado por meio de experimentos de xenoenxerto de tumor de mama, e demonstrado o crescimento de células de cancer de mama, através | 116
do recrutamento de MDSCs por esta quimiocina, com ativagdo da via PI3K-Akt-mTOR, intensificando a EMT e promovendo a migragdo e invasao das células tumorais
ccL3 Tumor de mama = perda da expressdo desta quimiocina = intensifica a proliferagdo celular e progressdo, em analise de tecido humano 176
Tumor de esdfago = alta expressdo de MIP1a/CCL3 = mais invasivos e maior nimero de TAMs infiltrantes, em andlise de tecido humano por IH 87
Tumor de lingua induzido em camundongos = sem expressdo desta quimiocina = menor incidéncia da neoplasia 32
Hiperexpressa no plasma de pacientes com mieloma multiplo, com maior inibigdo da eritropoiese 109
Hiperexpressa na progressao do mieloma multiplo e na ativagdo dos osteoclastos, com mais lesdes osteoliticas 173
Hiperexpressa por linfécitos T nas leucemias linfoides cronicas 18
MIP]-B/ Macrophage Inflammatory beta-1 Protein (MIP1B)
L4 Ligante do receptor CCR5 133
cc Bloqueio de CCR5, em modelo de rato nude, atenua a proliferagdo e migragdo de células metastaticas para o 0sso, pela indu¢do da apoptose 148
Hiperexpressdo de MIP1B/CCL4, indutora de fibroblastos positivos para CCR5, em linhagem de células de cancer de mama murino = mais metdastases preferenciais para o 0sso 158
Expressdes de SNPs do gene CCL4 em mulheres gera tumores diferentes, com mais metdstases linfonodais axilares, ou maior risco de metastase a distancia, ou tumores mais | 74
indiferenciados
Hiperexpressdo em mulheres de MCP1/CCL2, MIP1B/CCL4 e IL-13 = maior risco de cancer de mama RE+; hiperexpressdo de MIP1B/CCL4 e IL-13 = maior risco dos tumores RE | 96
negativo
Hiperexpressdo de MIP1B/CCL4 e IL-8/CXCL8 = maior risco de tumores de mama HER2+ em mulheres 21
Hiperexpressdo de MIP1B/CCL4 em células tumores de intestino, em animais = comprometimento precoce do figado 9
Tumores humanos de intestino, Ill e IV = alta expressdo de CCR5 = pior progndstico; hiperexpressdo de MIP1a/CCL3 e MIP1B/CCL4 pré-operatdrio = pior sobrevida 142
Hiperexpressdo de MIP1a/CCL3, MIP1B/CCL4 e Rantes/CCL5 no melanoma em humanos = recrutamento de células T = maior resposta a terapia de bloqueio do checkpoint | 57
imunolégico
Ra ntes/ Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed, and Secreted (Rantes)
CCLS Produzida pelas células troncos mesenquimais no TME, e por agdo paracrina, estimula a progressdo tumoral 84
Se sintese truncada desta quimiocina, ndo ha sinalizagdo em mondcitos humanos CCR1+, mas ainda tem atividade em macréfagos CCR1/CCR5+ 157
Em modelos de camundongos com melanoma a secrecdo da Rantes/CCL5 é mais tardia, e as demais quimiocinas em algumas horas. Se expressdo reduzida pelos fatores de | 161
transcricgdo RUNX e CBFB = maior citotoxicidade das células T e NK = menor progressdo dos tumores
Rantes/CCL5 secretada por TAMs = promove a EMT e renova as células tronco do cancer de prdstata in vitro, com pior progndstico 76
Rantes/CCL5 regula positivamente a transcricdo da metaloproteinase MMP9 = ativa a angiogénese in vivo, inibe a resposta das células T e aumentando o crescimento do carcinoma | 3
mamario murinho
Células-tronco do tecido adiposo humano ativam a produgdo de Rantes/CCL5 = ativagdo de MMP9, intensificando a invasdo do tumor de mama 149
Cadelas com tumores de mama = hiperexpressdo de Rantes/CCL5 = mais metdstases e menor sobrevida 7
Rantes/CCL5 e MCP1/CCL2 hipoexpressas nas células do ducto epitelial normal da mama, mas altamente expressas nas células do tumor primario desta glandula 166
Hiperexpressdo de Rantes/CCL5 sinaliza maior migra¢do de macréfagos no cancer de mama, com doenga mais avancgada (Revis&o) 135
Camundongos com cancer de mama 4T1 submetidos a irradiagdo corporal total = ativacdo de células mesenquimais induzidas pela Rantes/CCL5, com intensificagdo de metastases | 206
pulmonares
Mulheres com cancer de mama em quimioterapia neoadjuvante = mais remissdo completa patoldgica (pRC) naquelas com maior expressdo de PD-L1 e Rantes/CCL5 35
Pacientes com adenocarcinoma de pulm3o e expressdo moderada/alta de Rantes/CCL5/CCR5 = maior risco de morte, mesmo em células deficientes em TGF-B 15
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Rantes/ Hiperexpressdo de Rantes/CCL5/CCR5 = aumenta a infiltragdo de mondcitos/macréfagos em pacientes com glioblastoma = pior progndstico 90
CL5 Hiperexpressdo de Rantes/CCL5 nos pacientes com cancer géstrico = pior prognostico 179
¢ Hiperexpressdo de Rantes/CCL5 em pacientes com cancer colorretal = maior disseminagdo tumoral 24
Deficiéncia de Rantes/CCL5 em camundongos com cancer de intestino = atrasou o crescimento do tumor e as metdstases, aumentando a expressdo das células T CD8+ 203
Hiperexpressdo de Rantes/CCR5 em carcinoma adenoide salivar = maior invasdo perineural e metdstases a distancia 49
Pacientes com hepatocarcinoma = hiperexpressdo de trombopoietina MIP1B/CCL4, Rantes/CCL5 e Ena78/CXCL5, mas hipoexpressdo de MCP1/CCL2, em comparagdo com pacientes | 155
cirréticos sem a neoplasia
Eotaxina/ Eosinophil chemotactic proteins (Eotaxina)
Secretadas por fibroblastos e células musculares lisas, endoteliais e epiteliais. Fazem a quimiotaxia de eosindfilos, dependentes de CCR3 secretores de granzima e proteinas | 162
CCL11 citotdxicas, em resposta as IL-5, IL-33, Eotaxina/CCL11, IFN-y e TNF, induzindo a morte de células tumorais
Eosindfilos se ativados pela Eotaxina/CCL22 = ativam o crescimento de tumor, com migragdo de células Treg, aumento da expressdo de IDO, e sintese de EGF, VEGFA ou o TGF-B1 | 56
Hiperexpressdo da Eotaxina/CCL11 induzida pela ovalbumina em experimento em camundongos Balb/c injetados com células 4T1 de tumor de mama = implante das metéstases | 10
pulmonares dependente quimiocina
Hiperexpressdo de Eotaxina/CCL11 e CXCL14 em co-cultura de CAFs com células de cancer de mama = crescimento das células de tumorais, resisténcia a drogas e mais metastases | 115
Eotaxina/CCL11 e CXCL14 induzidas nos CAFs promovem o crescimento celular e as metastases do cancer de mama in vitro 115
Eotaxina/CCL11, e outras quimiocinas, interagem como dipeptidil peptidase (DPP4) = regulador negativo do trafego de linfocitos 69
Inibidores da DPP4 = hipoglicemiante e supressor do crescimento de hepatocarcinoma em estudo pré-clinico 88
MDSCs produzem Eotaxin/CCL11, com intensificacdo das metastases, pela indugdo da EMT em modelos animais induzidos a cancer de pulm&do de humanos 101
MDSC no TME do cancer de prostata expressam alta concentragdo da Eotaxina/CCL26, facilitando a progressédo tumoral 79
Eotaxina/CCL11, e outras 33 proteinas séricas, exceto a CA125, ndo foram efetivas para diferenciar lesées benignas de malignas em mulheres com massas ovarianas 92
TARC / Thymus- and activation-regulated chemokine (TARC)
Expressa no timo, produzida pelas células dendriticas, endoteliais, queratindcitos e fibroblastos, ligante do CCR4, induzindo resposta do tipo Th2 156
ccL1z Tumor de mama com superexpressdo de REa = indugdo da secregdo de TARC/CCL17 e MIP3a/ CCL20 e repressdo de TGF-B3 = ativagdo de linfocitos T CD8+ = inibigdo na progressdo | 16
das metdstases 6sseas em camundongos. Achados confirmados em pacientes com cancer de mama
Em camundongos o desenvolvimento de malignidade primaria na mama pode ocorrer pela delegdo do gene supressor de tumor HIC1 = células da glandula secretam CXCL14 = atrai | 181
CAFs = secretores de TARC/CCL17 = indug&o da transi¢do epitelial-mesenquimal
Camundongos com cancer de mama induzidos e andlises in vitro = silenciamento do receptor de prolactina = redugdo das metdstases = aumento de sobrevida. TARC/CCL17 atrai | 23
Treg, mas na inibi¢do da prolactina = redugdo de Treg para o tumor pela inibi¢do desta sinalizagdo da TARC/CCL17
Linfomas difusos de grandes células B EBV+ = intensa atuacdo da Eotaxina/CCL22 e da TARC/CCL17, ligantes de CCR4 = atrai Treg CCR4+ propiciando a evasdo imunoldgica 67
Linfoma de Hodgkin = células de Reed-Sternberg atraem denso infiltrado inflamatdrio secretando TARC/CCL17 e diversas outras citocinas 196
Hiperexpressdo de TARC/CCL17 e de IL-10 = associada com baixa sobrevida dos pacientes com linfoma de Hodgkin 71
Em linhagens de células de cancer de intestino CCR4+ = a indugdo com TARC/CCL17 = aumenta a produgdo da proteina RhoA = indutora da quimiotaxia destas células neoplasicas | 5
Aumento sérico de TARC/CCL17 em pacientes com melanoma metastdtico em imunoterapia com células dendriticas = maior sobrevida livre de progressdo 31
MIP3a/ Macrophage Inflammatory alfa-3 Protein
Expresso pelo gene no cromossomo 2g35-q36, codificando duas isoformas com atividade bioldgica. Ndo é secretada em linfécitos T, mondcitos ou neutréfilos naive | 139
CCL20 espontaneamente. Linfocitos T expostos ao virus da gripe e a IL-2 secretam as duas isoformas, mas apenas a IL-2 respondem de forma inconsistente
MIP3a/CCL20 se liga e ativa o receptor CCR6 acoplado a proteina G (GPCR), mas esta ativacdo pode ser alostérica, com recrutamento de Leucdcitos nas infecgbes bacterianas 183
Em cultura celular de carcinoma TN de pacientes a modulagdo do fendtipo mais agressivo, pelas vias de sinalizagdo IL-6/STAT3, Notch e EGFR, tem a colabora¢do da MIP3a /CCL20 | 78
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MIP3a/ Em camundongos com cancer de mama TN a expressdo do antigeno humano R (HuR), fator osteolitico = disseminagdo das células neoplasicas, pela ativagdo da MIP3a/CCL20. E | 95

houve redugdo de sobrevida em mulheres com cancer de mama com alta expressdo desta quimiocina
cCL20 Andlise de tumores TN de mulheres apds a quimioterapia neoadjuvante = hiperexpressdo da MIP3a/CCL20 colaborou na renovagdo das células-tronco do tumor e com a | 25

quimiorresisténcia, por ativacdo de NF-kB e aumento das proteinas de efluxo do taxano
Hipoexpressdo de MIP3a/CCL20 induz a migragdo celular e a hiperexpressdo promove a proliferacdo celular 124
A hiperexpressdo de MIP3a/CCL20, por mecanismo paracrino, pode induzir a transi¢do epitelial-mesenquimal das células epiteliais da mama 125
Eixo MIP3a/CCL20-CCR6 esta envolvido em doencas inflamatdrias e infecciosas, e na progressdo do cancer, possibilitando a migragdo e proliferacdo das células cancerosas 83
Pacientes com cancer de intestino operados a co-expressdo de MIP30a/CCL20 e de IL-8/CXCL8 reduz a expressdo da E-caderina nos tecidos tumorais, favorecendo a evasdo celular. | 28
Mas a expressdo isolada de cada uma delas ndo é suficiente para induzir a EMT
No adenocarcinoma de pancreas a expressdo do fator de transcricdo NF-kB induz resisténcia a apoptose, reduzindo a eficicia da quimioterapia, e o gene MIP3a/CCL20 é modulador | 53
desta via, atraindo células imunes que propiciam microambiente pré-tumoral
Andlise de tecido do cancer gastrico a expressdo da proteina adaptadora do tipo CrK (CrKL), outra reguladora da EMT, é induzida pela MIP30a/CCL20 60
No melanoma as interagdes do CCR6 com a MIP3a/CCL20 sdo essenciais para a progressao do tumor 126
Agressividade dos gliomas cerebrais pode ser mensurada pela expressao das proteinas hipotaurina ou cisteamina dioxigenase, indutoras da secre¢do de MIP3a,/CCL20, via NF-kB 163
Em culturas de células de cancer de ovario CCR6+ os macréfagos aumentam a producdo de MIP3a/CCL20 promovendo a intensificagdo da EMT 113
MIP3a/CCL20 pode ser ativado pelo fator de transcrigdo de segmentagao, Engrailed-2 (EN2), aumentando significativamente a proliferagdo e migragdo no cancer de intestino 98
Nos tumores hepdticos a hipdxia induz a EMT, com regulagdo positiva da MIP3a/CCL20, induzindo migragdo de macréfagos de fendtipo imunossupressor para o TME 63
Em experimentos in vitro a MIP3a/CCL20 revelou-se pré-angiogénica, ligando-se ao CCR6 nas células endoteliais portais, em infecgdo crénica por HCV e hepatocarcinomas de | 12
origem alcodlica

GroAlfa / Growth-Regulated Oncogene-alpha (GroAlpha)
GroAlfa/CXCL1 se apresenta como mondmero e dimero reversiveis, dependente do glicosaminoglicanos (GAG); se liga ao receptor CXCR2. Recruta e ativa neutrofilos para combater | 159

CXCL1 patdégenos nos tecidos

GroAlfa/CXCL1 é hiperexpressa pelos fibroblastos relacionados ao cancer (CAFs) 40
GroAlfa/CXCL1 também é expressa por células endoteliais humanas, influenciando a angiogénese, pela regulagdo das vias do EGF e do ERK1/2 132
Em modelos de tumores de tumores sélidos em camundongos observou-se maior produgdo de GroAlfa/CXCL1, MCP1/CCL2 e TIMP-1, resultando em mais angiogénese e | 186
crescimento tumoral
No tumor de mama TN o EGF11 induz pior progndstico pela regulagdo positiva da IL-17A, GroAlfa/CXCL1 e CXCL2, ativadoras de células mieléides CD11b+Grl+, promotoras da | 29
sobrevivéncia celular e de metastase
Outros subtipos de cancer de mama superexpressam GroAlfa/CXCL1 e CXCL2. A lise tumoral produz TNF-a, com aumento de GroAlfa/CXCL1 e CXCL2, via NF-kB, nas células residuais | 2
pds quimioterapia, induzindo crescimento e quimiorresisténcia
Ostedcitos produzem fatores proliferativos e migratérios de células de cincer de mama, como a GroAlfa/CXCL1 e a CXCL2, ativadas em culturas com atividade mecénica e ndo | 38
estatistica, com potencial para conduzir a metdstase para o 0sso
Camundongo com cancer de mama submetidos a ruptura circadiana cronica ha aumento do crescimento e disseminagdo de células cancerosas para o pulmdo, com hipo-regulagdo | 59
de IFN-y, CXCL13, TNF e GroAlfa/CXCL1 e hiper-regulagdo de CXCL3, CXCL5, IL-10 e IL-1B
A adipocitocina (vinfastina), expressa nos tecidos peri-tumorais da mama, associada a pior progndstico, por promover a diferenciagdo do fenétipo M2 das células monociticas, pela | 182
inducdo de ERK e GroAlfa/CXCL1, aumentando a EMT e a migragdo das células neoplasicas
Anélise em camundongos e mulheres com cancer de mama identificou, entre 32 quimiocinas e citocinas, a GRroAlfa/CXCR1 como a mais abundantemente secretada por TAMs, | 177

com promogédo do cancer de mama pela ativagdo do EMT
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GroAIfa/ Em experimentos in vivo, em ratas, as células Th17 regulam positivamente a producdo de GroAlfa/CXCL1 e diversas outras citocinas, como IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22, IFN-y, GM- | 117

CXCL1 CSF e TNF-q, durante a progressao do cancer de mama
Expressdo de GroAlfa/CXCL1, e de outras quimiocinas, € maior no cancer de intestino do que em tecidos colorretais normais, variando de progndstico conforme o estadio do tumor | 197

Nos pacientes com cancer de intestino com metastases hepaticas ha maior sinalizagdo NF-kB, e maior expressdo da GroAlfa/CXCL1 hepatica, com acimulo de PMN-MDSCs e | 199
escassez de células T e NK

0 uso de metformina inibe a secregdo de GroAlfa/CXCL1 em células de carcinoma de eséfago, inibindo a atividade das MDSCs 118
Em pacientes com cancer gastrico a ativagdo aberrante de GroAlfa/CXCL1 e de IL-8/CXCL8 pelos fibroblastos no TME se correlacionou com pior sobrevida 136
No cancer de ovario o fator de transcri¢do Snail induz a transicdo EMT, pela secre¢do de GroAlfa/CXCL1 através da via NF-kB 171

No cancer de prdstata as células estromais adiposas, CXCR1 e CXCR2 positivas, migram para o TME, atraidas por GroAlfa/CXCL1 e IL-8/CXCLS, e nos pacientes obesos com esta | 204
neoplasia ha maior expressdo destas quimiocinas no epitélio tumoral

Andlise em tecido tumoral humano mostrou que os tumores de bexiga que expressam mais GroAlfa/CXCL1 também sdo nitidamente mais agressivos 131

ENA78/ Epithelial-derived neutrophil-activating protein 78 (ENA78)
CXCLS ENA78/CXCL5 é secretada por células da mama, medula dssea, endotelias, osteoblastos, fibroblastos, neutréfilos, mondcitos, macréfagos e plaquetas; classificada como pro- | 152
tumoral; receptor preferencial é o CXCR2, ou o receptor atipico ACKR1/DARC que sequestra o ligante

ENA78/CXCL5 contém 2 polimorfismos de nucleotideo Unico (rs352046, rs425535) com distribui¢do diferente entre as populagbes europeia e americana 207

ENA78/CXCL5 intensifica a angiogénese necessdria para a recuperacdo das vilosidades intestinais, regulado pelo EGFR. Em camundongos submetidos a ressec¢io parcial do | 127
intestino a parte remanescente expressa 9 vezes mais ENA78/CXCL5 apds a introdugio do fator de crescimento EGF

Método de co-cultura ex-vivo de células do cdncer de mama em ossos de camundongos identificou a ENA78/CXCL5 como possivel indutora da colonizagdo metastatica 152

ENA78/CXCL5 induz invasdo mesenquimal e migragdo da neoplasia de mama 72

Andlise de seromas na mama residual ap6s a cirurgia do cancer, em comparagdo com seromas de lesbes benignas, demonstrou maior expressdo de ENA78/CXCL5, TIMP-2 e leptina | 175

Estudo em animais mostrou reducdo na expressdo de ENA78/CXCL5 e de CXCL12 nos linfonodos axilares, sugerindo que na neogénese linfonodal haja reducio de ligantes | 47
estimuladores a migragdo celular, na tentativa de minimizar a disseminagdo

O eixo ENA78/CXCL5/CXCR2/IGF2/VEGF instiga a migracdo de células do cancer de es6fago para outros 6rgdos, dependente de CAFs 191

O fator de transcri¢do bésico de leucina (BATF3) promove a transcri¢do de ENA78/CXCL5, acelera o recrutamento de neutrdfilos pelo eixo ENA-78/CXCL5-CXCR2, colaborativos no | 103
desenvolvimento do cancer de intestino na colite cronica

Nos tumores colorretais a superexpressdo de ENA78/CXCL5 aumenta a densidade microvascular, em modelo animal, possibilitando a maior disseminagdo 22

A expressdo da ENA78/CXCL5 esta elevada em tecidos tumorais gastricos, e associada a diferenciagdo tumoral e metastases linfaticas 123

Ha maior expressdo sérica, com significincia estatistica, de ENA78/CXCL5 e CXCL12 em pacientes com cancer gastrico avancado, comparados aqueles com céncer precoce, | 100
metaplasia intestinal ou em voluntarios saudaveis

Pacientes com cancer de prostata inicial, no pré-operatdrio, apresentam hiperexpressdo de MCP1/CCL2, ENA-78/CXCL5 e TGF-B, em comparagdo com controles saudaveis, e no | 120
pds-operatorio os niveis de MCP1/CCL2 e ENA78/CXCL5 diminuem e o TGF-B aumenta

A expressdo do receptor de androgénio induz a progressio do cancer de células renais, com recrutamento de células endoteliais vasculares, pela secre¢do de ENA78/CXCL5, via | 58
AKT e NF-kB, conforme experimentos em camundongos e pesquisa em amostras humanas

A superexpressdo de ENA78/CXCL5 intensifica a proliferagdo e migragdo de células Hela no cancer do colo de Utero in vitro, pela regulagdo da expressdo de genes relacionados ao | 43

tumor

No hepatocarcinoma a superexpressao do receptor do acido retindico atenua a proliferacdo do tumor, com reducdo de ENA78/CXCL5, B-catenina, c-Myc, Ciclina D1 e N-caderina 105
ENA78/CXCLS5 é regulada positivamente nos estadios avangados de melanomas 45
Pacientes com cancer de pulmao ndo pequenas células (NSCLC), nos estadios | e Il, a hiperexpressdo de ENA78/CXCL5 correlacionou com menor sobrevida de forma significativa 89
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ENA78/ Meta-analise observou que a hiperexpressdo de ENA78/CXCL5 tem correlagdo com a menor sobrevida de pacientes com colangiocarcinoma e hepatocarcinoma, mas ndo nos | 73

pacientes com canceres de pulmdo e colorretal
CXCL5 Na policitemia vera ha uma “assinatura de genes de citocinas” com aumento da expressdo de MIP1a/CCL3, Rantes/CCL5, ENA78/CXCLS5, entre outras quimiocinas 167
|L-8/CXCL8 Interleukin-8 (IL-8)

IL-8/CXCL8 sinaliza pela via PI3K/Akt, ou pela ativagdo de MAPK e EGFR com sinalizagdo de Ras-GTPase em células neoplésicas, modulando angiogénese e migragao 112
A IL-8/CXCL8 é ligante dos receptores CXCR1 e CXCR2 ativa o fator nuclear kB, mediador de inflamag&o e angiogénese 46
Vdrias quimiocinas CXC se liguem ao CXCR2, mas apenas a IL-8/CXCL8 e a CXCL6 se ligam ao CXCR1 108
IL-8/CXCL8, e outras quimiocinas, modulam migracdo e proliferagdo celular em iniUmeros canceres, como o de mama, prostata e leucemia 4
Em cultura celular a IL-8/CXCLS foi regulado pelo EGF nas células tumorais da mama, com efeito promotor do estrogénio e progesterona 8
A expressdo de IL-8/CXCL8 e de GM-CSF, em cultura celular, sdo significativamente aumentados no cancer de mama HER2+, acelerando a invasido 86
O receptor HER pode ser sinalizado por transativagdo de CXCR1 e CXCR2 ap6s a ligagdo da IL-8/CXCL8 165
IL-8/CXCL8 é secretada por TAMs, induzindo invasdo e EMT no tecido tumoral e nos linfonodos axilares, em animais e mulheres com cancer de mama 140

Genes expressos pelos CAFs, em pacientes com cancer de mama, com resposta inflamatdria ativada por IFN-y e pela via NF-xB, sinalizam resisténcia ao tratamento pela | 192
hiperexpressdo de IL-8/CXCL8, MIG/CXCL10 e IP-10/CXCL11

Pacientes com cancer de mama TN com maior expressdo de CXCR1/2 houve pior sobrevida, e a remissdo patoldgica completa, apds a neoadjuvancia, foi mais alta naquelas com | 178
menor expressdo de IL-8/CXCL8

No cancer de endométrio ha supressdo do REa em co-cultura com TAMs e IL-8/CXCL8 174
As raras células neuroenddcrinas da préstata degeneraram para tumores na sinalizagdo da IL-8/CXCL8, associada a mutacdo do gene TP53 51
No cancer de colo de Utero a expressdo dos genes de RIPOR2 e IL-8/CXCL8 foram significativamente correlacionados ao mau progndstico 128
Nos pacientes com cancer de pulmao, estadios | e Il, a maior expressdo de IL-8/CXCL8, e de outros citocinas, foi associada a sobrevida significativamente mais curta 13

A expressdo do gene supressor de tumor DACH1 (Dachshund homologous human) no adenocarcinoma de pulm&o correlacionou-se com a hipoexpressdo de IL-8/CXCL8, em | 111
amostras de tecidos tumorais, com maior sobrevida dos pacientes

Na mutagdo do TP53 ha hiperexpressdo de VEGF e de IL-8/CXCL8, refletindo em menor sobrevida nos pacientes com cancer de pulm&o ndo pequenas células 198
Em cultura de células HCT116 de cancer colorretal humano a hiperexpressao de IL-8/CXCLS intensifica a proliferagdo celular 33

Ha aumento da expressdo da IL-8/CXCL8 em pacientes com adenocarcinoma de eséfago, e também em portadores de refluxo e de displasia de Barret 144
Entre os pacientes com carcinoma de orofaringe detectou-se altas concentragbes de IL-8/CXCL8 na saliva podendo ser considerado como um biomarcador desta neoplasia 168

Nas neoplasias hematoldgicas, como na Leucemia mieldide aguda, o nivel médio de IL-8/CXCL8 no soro dos pacientes é maior, em comparagdo com voluntarios saudaveis, sendo | 97
um indicador de maior recorréncia

MIG/CXCL9 Monokine induced by interferon-Gama (MIG)
MIG/CXCL9 pode inibir a angiogénese, com efeitos antitumorais 202

A modulagdo da expressdo da MIG/CXCL9 é quinase dependente de calcio/calmodulina (CaMKK2), e na delegao desta via ha hiperexpressdo de genes codificadores de MIG/CXCL9 | 151
e de IP10/CXCL10, com atragdo de células Th1, T CD8+ e NK, antitumorais

MIG/CXCL9 também é secretada pelos osteoblastos, contra regulando diretamente a sinalizagdo de VEGF, suprimindo a angiogénese e a osteogénese 75

Ha maior e significativa expressio sérica da MIG/CXCL9 em pacientes com cancer de mama inicial, RE negativo, comparada a voluntarias saudaveis 153

Nas portadoras de tumor de mama TN, em tratamento neoadjuvante, a expressdo de genes MIG/CXCL9, e de outras citocinas, foi associado a mais linfécitos infiltrantes tumorais | 44
(TILs) e maior remissdo patoldgica completa

Em pacientes com cancer de mama, pré neoadjuvancia, os TAMs no TME, via STAT6, induziam regulagdo negativa de CCL17 e CCL18, mas apds o tratamento, na analise do tumor | 107
residual, os TAMs passaram a expressar, vias Jak1-STAT1 e NF-«kB, mais MIG/CXCL9, IL-6 e TNF-a

A radioterapia também é capaz de aumentar a expressdo local de mdaltiplas citocinas, incluindo IFN-y e suas quimiocinas induziveis, como MIG/CXCL9, IP10/CXCL10 e ITAC/CXCL11 | 66
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MlG/CXCL9 Alta expressdo do FOXP1 (regulador transcricional dos linfocitos) nas portadoras de cancer de mama, induziu significativamente menos TILs, menor expressdo de varias | 34
quimiocinas, como a MIG/CXCL9, maior expressdo de IL-10 e TGF-B, e evolugdo desfavoravel

No melanoma a expressdo da MIG/CXCL9 pelos macréfagos facilita a infiltragdo tumoral de células T produtoras de IFN-y 189

Em pacientes com melanoma de mucosa metastatico um conjunto de 12 genes relaciona-se com a regulagdo imunoldgica e angiogénese, diferenciando pacientes com boa | 164
resposta ao tratamento

Hiperexpressdo de MIG/CXCL9 no tecido tumoral se correlaciona com uma melhor resposta a terapia de bloqueio de PD-L1, nos pacientes com melanoma 129

Hiperexpressdo de MIG/CXCL9 nos pacientes com melanoma induzem alta densidade pré-tratamento de células T CD8+ para o TME 36

No céncer de bexiga as quimiocinas MIG/CXCL9, IP10/CXCL10 e ITAC/CXCL11 contribuem com o acimulo de células T CD8+, antitumorais, mas também pela migragdo e ativagdo | 138
de MDSC e Treg, pro-tumorais

Em camundongos com cancer de bexiga o bloqueio de CXCR3 exacerba o crescimento de tumores, e a injegdo intratumoral de MIG/CXCL9 e IP10/CXCL10 recombinante, com o | 62
anticorpo anti-PD1, inibe o crescimento das neoplasias nestes animais

No entanto, no cancer de préstata, em animais, a MIG/CXCL9 promoveu o crescimento tumoral pela inibigdo das células T 172

|p10/cxc|_10 Interferon gamma-induced protein 10 (IP10)

IP10/CXCL10 é ligante do CXCR3. A superexpressdo do CXCR3 nas células cancerosas da mama contribui para a disseminagdo da neoplasia, mas a IP10/CXCL10 exdgena ndo | 205
promove metastase pulmonar nos modelos animais

O IFN-y induz as MSCs para a sintese de MIG/CXCL9, IP10/CXCL10 e ITAC/CXCL11, ligantes de CXCR3, e o TNF-a induz a expressdo de Rantes/CCL5, ligante CCR5. Mas a combinacdo | 81
de IFN-y e TNF-a induz expressdo forte e coordenada destas quatro quimiocinas com fendtipo Thl

IP10/CXCL10 e outras citocinas pode ativar eosindfilos e estes produzem TARC/CCL17 e CCL22, atraindo células Th2. A ativagdo da via STAT1, por IFN-y mais TNF, leva a produgdo | 20
de MIG/CXCL9, IP10/CXCL10 e ITAC/CXCL11, e atraem células Th1. Eosindfilos Th1 ativados recrutam células T CD8+ para o TME, mas n3o os eosindfilos indutores de Th2

Nivel de IP10/CXCL10 foi positivamente correlacionado com o status RE, mas com proliferagdo de células tumorais mamadrias resistentes ao tamoxifeno (TMX), em estudo in vitro | 187

Estudo experimental demonstrou que células metastaticas do cdncer de mama CXCR3+ nos pulmdes secretam IL-1a/B induzindo os fibroblastos a secretarem IP10/CXCL10 e | 146
MIG/CXCL9, intensificando a migragdo pulmonar de células tumorais CXCR3+

A via transcricional NF-kB ativada se correlaciona com aumento da concentragdo de IP10/CXCL10, in vitro 82
O cancer de mama TN, mais agressivo, induz supressdo de GM-CSF, em modelos animais, com hipoexpressdo de macréfagos M1 antitumorais e das quimiocinas IP10/CXCL10e | 184
MCP1/CCL2

Em mulheres com tumores de mama RE+ a hiperexpressdo de IP10/CXCL10, e de CXCR3, mensurada por IH, resultou em melhora no progndstico, maior resposta ao tamoxifeno | 68
(TMX), em comparagdo aquelas com expressao fraca desta quimiocina

Pacientes com carcinoma seroso de alto grau de ovario CXCR3+, que hiperexpressam MIG/CXCL9 e IP10/CXCL10, apresentaram mais TILs, e maior sobrevida global, em comparagdo | 145
aquelas com hipoexpressao

Em modelos animais a metilagdo do DNA destas células de cancer de ovario reduz a produgdo de MIG/CXCL9 e IP10/CXCL10, minimizando o infiltrado do tipo Th1 147

Em camundongos enxertados de células do cancer colorretal para carcinomatose peritoneal houve prevengdo na disseminagdo com dieta rica em gordura, que aumentou a | 188
fagocitose, pela ativagdo de TLR4 e IP10/CXCL10, em macréfagos M1 do tecido adiposo

Células de melanoma CXCR3+ apresentam tropismo para o cérebro pois os astrécitos sdo secretores de IP10/CXCL10 em camundongos e humanos 37

A sinalizagdo IP10/CXCL10/CXCR3, pelo IFN-y, em culturas tumorais irradiadas, intensifica a morte celular, inibindo a angiogénese. Mas o receptor CXCR3, se expresso em células | 102
tumorais, induz a metdstase, e se expresso em células imunes, promove respostas antitumorais

Pacientes com mesotelioma hiperexpressam, no soro, IP10/CXCL10 e Rantes/CCL5 associadas a gravidade 30

Pacientes com hepatocarcinoma submetidos a transplante hepatico as MDSCs recrutadas para a drea do figado, pela sinalizagdo de IP10/CXCL10/TLR4, colaboraram com a | 106
recorréncia do tumor
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|TAC/ Interferon-y-inducible T-cell chemoattractant (ITAC)

CXCL11 AITAC/CXCL11 é a expressdo de um agrupamento de genes no cromossomo 14p22, também indutores das quimiocinas MIG/CXCL9, IP10/CXCL10, localizados préximos, e semelhante | 130
em humanos e camundongos
A atividade do IFN-y é proporcional ao MHC | e CXCR3, com secregdo de MIG/CXCL9, IP10/CXCL10 e ITAC/CXCL11 pelas células tumorais, endoteliais, mondcitos e fibroblastos, com | 54
migracao de linfdcitos e inibicdo da angiogénese, com resposta Th1. Mas se a ITAC/CXCL11 se liga ao CXCR7, promove resposta Th2, com angiogénese e o crescimento do tumor
A ITAC/CXCL11 é ligante do CXCR3, que tem duas variantes, CXCR3A e CXCR3B, com atividades protumoral e antitumoral, respectivamente 150
Mas a ativagdo de outros receptores atipicos de quimiocinas, denominados ACKRs, por outros ligantes, pode ativar a actina induzindo proliferagdo, invasdo e sobrevivéncia da célula | 17
Nas células MCF-7 de cancer de mama que expressam CXCR4+ e CXCR7+, mas ndo o CXCR3, apds a ligagdo com ITAC/CXCL11 e CXCL12 hd internalizagdo destes receptores, com | 65
redugdo da apoptose e da proliferagdo celular
Células cancerosas da mama tratadas com meio condicionado a senescéncia, como a irradiagdo, podem aumentar significativamente a proliferagdo e invasdo, com maior expressdo | 77
de ITAC/CXCL11
Analise de CTC de pacientes com cancer de mama demonstrou elevagdo independente de RH com a IP10/CXCL10, mas dependente de MIG/CXCL9 e ITAC/CXCL11, elevadas no soro | 39
dos pacientes com tumores RH+, em comparagdo aos pacientes RH- e controles sauddveis
Na ativagdo do REa hd promogio da secre¢do ITAC/CXCL11 nas células cancerosas, que irdo ativar o CXCR7, induzindo a EMT 180
Pacientes com cdncer de mama em neoadjuvancia a hiperexpressdo de genes do complexo proteassoma/ubiquitina, e as citocinas MCP1/CCL2, IP10/CXCL10, ITAC/CXCL11, | 114
apresentaram maior resposta ao tratamento, pela indugdo expressiva do infiltrado inflamatério no TME
ITAC/CXCL11 pode induzir a tumorigénese em algumas situagbes, mas é dependente da expressdo de miR-1298-5p que atenua o efeito promotor desta quimiocina nas neoplasias 201
Outro regulador negativo da ITAC/CXCL11 é o microRNA-205-3p (miR-205—3p), notadamente no cancer gastrico 119
0 miR-34a-5p, se superexpresso em macrofagos M1, reduz a secregdo de IP10/CXCL10 e ITAC/CXCL11 em células T CD4+ e CD8+ 64
A expressdo do miR-548t-5p inibe diretamente a ITAC/CXCL11 no cancer de pancreas 52
No cancer de pulm3o o gene expressor da ITAC/CXCL11 é considerado gene “quente”, indutor de maior infiltrado inflamatério, mas hé participacdo de mais de uma dezena de outros | 141
genes
H4 hiperexpressdo da ITAC/CXCL11 em tecidos de hepatocarcinoma 104
H4 hiperexpressdo da ITAC/CXCL11 no cancer de células renais metastaticos, sendo significativamente associado a menor sobrevida global 41
No cancer de bexiga a alta expressdo dos genes de quimiocinas induzidas por IFN, como a MIG/CXCL9, IP10/CXCL10 e ITAC/CXCL11, impactou em maior resposta a terapia com | 27
inibidores do checkpoint imunoldgico
H4 maior expressdo de ITAC/CXCL11 no adenocarcinoma de célon e de reto, mas associada a um melhor progndstico na neoplasia do célon, mas n3o do reto 19
Em estudo com células de cancer de célon a secre¢do de ITAC/CXCL11 induziu a expressdo de TGF-B1 em TAMs, com promogdo das metastases deste tumor, e provavel pior | 110
prognostico
Em andlise de tecido e linhas celulares de cincer colorretal a repressdo da ITAC/CXCL11 inibiu significativamente a migragdo destas células tumorais dependentes de N-caderina 50
Estudo de células de tumores colorretais em camundongos demonstrou que a fungdo angiogénica tumoral dependente do CXCR3 foi completamente inibida pelo bloqueio simultaneo | 154
de ITAC/CXCL11 e de CXCL12, mas o bloqueio individual foi ineficaz
Ha hiperexpressdo da ITAC/CXCL11 no cancer anaplasico de tireoide 99
H4 hiperexpressdo da ITAC/CXCL11 nos carcinomas de cabega e pesco¢o 91
Em pacientes com melanoma a expressdo de mRNA de 32 quimiocinas nos linfonodos regionais mostrou que a alta expressdo da maioria, incluindo a ITAC/CXCL11, esta relacionada | 190
ao progndstico favoravel, com maior expressdo de células T CD8+ e macrdéfagos M1. E apenas a alta expressdo de CXCL17 foi um indicador de mau progndstico
Em pacientes com cancer seroso de alto grau de ovdrio a hiperexpressdo de ITAC/CXCL11 e de STAT4 correlacionou com pior sobrevida global 200
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|TAC/ No cancer seroso de alto grau de ovario o pior progndstico pela hiperexpressdo de ITAC/CXCL11 é dependente da ativagdo do eixo CXCR7/ITAC/CXCL11, sob controle do REa, | 11

CXCL11 induzindo a EMT e o comportamento metastatico das células tumorais
O trastuzumab deruxtecan, conjugado de anticorpo anti-HER2, associado ao deruxtecan, inibidor da topoisomerase |, suprime o crescimento do tumor, aumenta a expressdo de HLA | 137
classe | e dos MRNAs de quimiocinas MIG/CXCL9, IP10/CXCL10 e ITAC/CXCL11, quimioatraentes de células T CD8+, no cancer géstrico humano HER2+

0 docetaxol regula positivamente a expressdo de ITAC/CXCL11 no TME do cincer de pulm3o, com aumento o recrutamento de células T CD8+, posteriormente 48

A irradiacdo pode aumentar a expressdo local de citocinas, incluindo IFN-y e suas quimiocinas induziveis, como MIG/CXCL9, IP10/CXCL10, ITAC/CXCL11 ou CXCL16, intensificandoa | 66
migragao de linfdcitos

Legenda:

AFs = fibroblastos associados a cdncer; AKT = quinase serina/treonina; CAFs = fibroblastos associados a cancer; CBFP = fator de transcri¢do; CCL = chemokine ligand; CCR = receptor de quimiocina da familia CC; CL =
chemokine ligand; CTC = célula tumoral circulante; CXCL = CXC chemokine ligand; CXCR = receptor de quimiocina da familia CXC; DARC = Duffy antigen receptor for chemokines; DNA = 4cido desoxirribonucleico; EBV =
virus Epsten-barr; EGF = fator de crescimento epidérmico; EGFR = receptor do fator de crescimento epidérmico; EMT = transigdo epitélio-mesénquima; ENA78 = epitelial-derived neutrophil —activating protein 78;
EOTAXINA = eosinophil chemotactic proteins; ERK = quinase controlada pela sinalizagdo extracelular; GM-CSF = fator de crescimento de coldnia de granuldcitos e mondcitos; GroAlpha = growth-regulated oncogene-
alpha; HCT116 = linhagem de tumor de cdlon; HCV = virus da hepatite C; Hela = célula imortalizada do cancer de colo de Utero; HER = receptor epidermal humano; HLA = antigeno leucocitdrio humano; HIC = gene
supressor de tumor; HuR = antigeno humano R; IDO = indolamina; IFN = interferon; IGF = fator de crescimento insulina like; IH = imuno-histoquimico; IL = interleucina; IP = interferon gamma-induced protein; ITAC =
interferon-y-inducible T-cell chemoattractant; MAPK = via quinase MAP; MCF-7 = linhagem de célula de cancer de mama da michegam cancer foundation-7; MCP = monocyte chemoacttrant protein; MDSC = célula
supressora derivada de mieldide; MHC = complexo de histocompatibilidade principal; MIG = monokine induced by interferon -G; MMP9 = metaloproteinase 9; MIP1 = macrofage inflammatory 1 protein; miR = microRNA;
MSCs = células estromais mesenquimais; NF-kB = fator nuclear kappa B; NK = célula killer; PARPs = poli(ADP-ribose) polimerase; PD1 = receptor da morte celular programada 1; PD-L = ligante do receptor a morte
programada; PMN = polimorfonucleares; Rantes = regulated upon activation, normal T cell expressed and secreted; Ras-GTPase = via de sinalizagdo; REa = Receptor de estrogenio alfa; RE = receptor de estrogénio; RH
= receptor hormonal; RIPOR = fator de transcrigdo; RUNX = fator de transcrigdo; SNP = polimorfismo de nucleotideo unico; STAT = proto-oncogene; TAMs = matriz de amostras teciduais; T CD = células T CD; TARC =
thymus- and activation-regulated chemokine; TGF = fator de transformacdo de crescimento; Th = célula T helper; TIL = linfécito infiltrante tumoral; TME = microambiente tumoral; TIMP-1 = inibidor de metalopeptidase;
TLR = toll like receptor; TME = microambiente tumoral; TN = triplo negativo; TNF = fator de necrose tumoral; TP53 = gene supressor de tumor; Treg = célula T reguladora; VEGF = fator de crescimento endotelial vascular.
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Quimiocina Correlagdes (significativas)
MCP1/ Monocyte Chemoattractant Proteinl (MCP1)

CCL2 Induz infiltragdo de Treg na placenta em camundongos, in vivo e in vitro 52
MCP1/CCL2, em pacientes com diabetes mellitus modula a migragdo de macréfagos para as feridas na pele, com alteragdo na recuperagio 146
Hiperexpressdo de MCP1/CCL2 = predisposi¢do a infec¢do por tuberculose na populagdo indiana, dependente do polimorfismo nos genes dos receptores CCR2 e TLR4 133
Infectados pelo HIV e hiperexpressdo de MCP1/CCL2 e CXCL12 = maior risco de falha imunoldgica, apesar da terapia antirretroviral 156
Hipoexpressdo de MCP1/CCL2 em pacientes com hanseniase, mas os contatos familiares apresentam hipoexpressio 118
Expressdo de MCP1/CCL2 diretamente proporcional a intensidade da dor, em ratos submetidos a lesdo de plexos nervosos 73; 150; 152
Hiperexpressdo induz prejuizo da fungdo cognitiva de ratos 16
Hiperexpressa em pacientes com osteoartrite, notadamente no genétipo CC 153
MCP1/CCL2 induz células osteoclésticas multinucleadas, em cultura 163
MCP1/CCL2 estd associada a maior perda dssea pela ooforectomia em camundongos 5
Expressdo de MCP1/CCL2 na osteoporose, ou metdstases dsseas, pelo cdncer de prostata é essencial para o efeito do paratormonio induzir remodelag3o fisioldgica no osso 129
MCP1/CCL2 estd relacionada a fisiopatologia da psoriase 3
MCP1/CCL2 estd relacionada a mortalidade de pacientes infartados 77
MCP1/CCL2 estd relacionada a obesidade e ao risco de doengas cardiovasculares 109
MCP1/CCL2 estd relacionada a evolugdo das lesdes aterosclerdticas 149
MCP1/CCL2 estd relacionada aos nos processos alérgicos 43; 59
Hiperexpressdo da MCP1/CCL2 em embries fémeas de ratas expostas ao etanol no pré-natal 13
Hiperexpressdo da MCP1/CCL2 ao uso de alcool em ratos com interferéncia na modulagdo na fun¢io sinaptica 7
Expressdo simultdnea de MCP1/CCL2, Rantes/CCL5, Eotaxin/CCL11 = neurotdxica, e severidade dos sintomas do ciclo menstrual, da depressdo e da ansiedade em mulheres 123

MlPlC(/ Macrophage Inflammatory alpha-1 Protein (MIP1a)

ccL3 Auséncia desta quimiocina = menos inflamacgdo apds a lesdo medular, por esmagamento da coluna toracica, em modelos animais 111
Maior expressdo de MIP1a,/CCL3, MCP1/CCL2 e Rantes/CCL5 nas articulagBes de pacientes com artrite reumatoide ou esclerose mdultipla apresentam 14
MIP1a/CCL3 induz migragdo de macréfagos na inflamagdo inicial do aneurisma; macréfagos secretam metaloproteinases = degradacgio do coldgeno e elastina, em camundongos 56
Na infec¢do pulmonar induzida clamidia, em camundongos, MIP1a/CCL3, Rantes/CCL5, IP10/CXCL10 = regulam positivamente a resposta Th1 161
Células T CD8 tem atividade supressora ao HIV-1, em humanos, atribuivel a MIP1a,/CCL3, Rantes/CCL5, e MIP1B/CCL4, em intensidade diferente pelo SNPs, interferindo na histéria | 100
natural desta infec¢do

4 Legenda ap0ds a tabela completa, na péagina 202.

5 As referéncias bibliograficas desta tabela se encontram apos a tabela, na pagina 203.
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MIP]-B/ Macrophage Inflammatory beta-1 Protein (MIPB)
Com o envelhecimento = maior expressdo de MIP1B/CCL4 = maior expressdo de mondcitos e células T CD8 naive, em humanos 19
ccLa Regulagdo positiva de MIP1B/CCL4 na osteoartrite = promove a sua proliferagdo, ativando a via de sinalizagdo NF-kB, em modelos animais 154
MIP1B/CCLA4, e seu receptor CCR5, competem com o ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa-B (RANKL) = inibi¢do da diferenciagdo de osteoclastos, em camundongos 76
Fator de transcrigdo YY1 regula a transcrigdo de MIP1B/CCL4 = juntos se correlacionam com o TGF- B = hiperexpressos nos tecidos pulmonares de camundongos com tuberculose 119
Menor expressdo de MIP1B/CCL4 em pacientes submetidos a transplante pulmonar = sem rejei¢do aguda 20
Rantes / Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed, and Secreted (RANTES)
CL5 Rantes/CCL5 no gendtipo TT (rs2280789) = maior expressdo em células T = maior imunidade Th1 = maior proteg¢do contra a tuberculose 132
¢ Polimorfismo de CCR1 (rs3733096) e de Rantes/CCL5 (rs3817656) = elimina¢do espontdnea do virus da hepatite C em parte da populagdo chinesa 155
Camundongos sem expressdo de Rantes/CCL5 = imunocomprometidos = eliminagdo viral retardada e morte por infecgdo dos virus parainfluenza ou influenza 145
Hiperexpressdo de Rantes/CCL5 em pacientes pedidtricos = maior sobrevida quando infectados pelo virus Ebola 92
Rantes/CCL5 é secretada no figado pelos hepatdcitos, macréfagos e células endoteliais, regula o recrutamento e a migragdo de células T e NK pela via CCR1 neste érg3o (Revisdo) 18
Lesdes hepdticas induzidas por drogas em pacientes e modelos animais = Rantes/CCL5 aumentada; na deficiéncia desta quimiocina hd maior reparo tecidual na fase tardia 78
Cultura de células de pacientes com artrite reumatoide = destrui¢do do osso e cartilagens pelos sinovidcitos, ativados pelas metaloproteinase e Rantes/CCL5, MIG/CXCL9 e | 158
IP10/CXCL10, com efeitos sinérgicos ao IFN-y
Gravidade da artrite pode ocorrer pela amplificacdo de macréfagos IL-7R, ativados pela Rantes/CCL5 63
Hiperexpressdo de Rantes/CCL5 = promove neuroinflamacdo deletéria na esclerose multipla, na leucoencefalopatia multifocal, na maldria cerebral e nos distdrbios neurocognitivos | 91
associados ao HIV (Revisdo)
Doenga de Parkinson = exacerbagdo inflamatdria com maiores concentragdes periféricas da Rantes/CCL5 e outra citocinas (Revisdo) 117
Rantes/CCL5 interfere nos processos algicos = a administragdo intraplantar, em baixas doses em camundongos = hiperalgesia; mas em doses ligeiramente superior = ativagdo de | 46
mecanismos antinociceptivos compensatorios
Hiperexpressdo de Rantes/CCL5 em pacientes na ruptura do aneurisma subaracnoide = maior resolugdo pela indugdo do processo inflamatério eficaz 15
Na endometriose, com lesBes ectdpicas e liquido peritoneal = maior infiltragdo de mondcitos, eosindfilos e células T atraidos pela produgéo de Rantes/CCL5 e MCP1/CCL2 165
Eotaxina/ Eosinophil chemotactic proteins (Eotaxina)
L11 No transtorno de estresse pos-traumatico = hiperexpressio de Eotaxina/CCL11, CCL13, MIP3a,/CCL20 e CCL25 = associadas com a gravidade dos sintomas 160
cc Eotaxina/CCL11 = hipdtese de agdo no envelhecimento cerebral acelerado pelo transtorno bipolar 101
Camundongos idosos hiperexpressdo a Eotaxina/CCL11, com redugdo da neurogénese, prejudicando o aprendizado e a memoria, diferentemente de camundongos jovens 147
Hiperexpressdo de Eotaxina/CCL11 detectadas no soro de homens usuarios do tabaco e de substancias ilicitas 88
Hiperexpressdo de Eotaxina/CCL26 no soro e liquor em pacientes com doenca de Alzheimer 135
Na colangite todas as Eotaxinas sdo reguladas positivamente 81
Nos osteoblastos, mas ndo nos osteoclastos, em condigdes inflamatdrias, ha hiperexpressdo de Eotaxina/CCL11 in vivo e in vitro 64
Hiperexpressdo de Eotaxina/CCL11 nos bebés com extremo baixo peso ao nascer, e com displasia broncopulmonar = mais dbitos 61
Hiperexpressdo de Eotaxina/CCL11, Eotaxina/CCL24 e a Rantes/CCL5 no agravamento da asma 55; 115
Na asma a expressdo das Eotaxinas é variavel na populagdo, com diversidade nas manifestagdes clinicas, dependentes de SNPs 75; 97
Hiperexpressdo da Eotaxina/CCL11 elevada em pacientes em choque cardiogénico 23
Hiperexpressdo da Eotaxina/CCL11 proporcional com a extensdo da fibrose do tecido do coragdo transplantado em camundongos 166
Hiperexpressdo de Eotaxina/CCL11 e inumeras outras = mediadores da dor inflamatdria (Revisdo) 21
Hiperexpressdo das Eotaxinas na pele de pacientes com dermatite atépica em comparagdo com a pele ndo envolvida 107
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TARC / Thymus- and activation-regulated chemokine (TARC)
Na fase embriondria de animais sinaliza a migragdo de células-tronco progenitoras para o figado 69
ccL1z Na pele de camundongos a prolifera¢do de queratindcitos basais € mediado pela TARC/CCL17 = induzindo ictiose, psoriase, dermatite e canceres epidérmicos 45
Na patogénese da alopecia areata = diferentes expressdes de proteinas na imunidade inata (IL-6 e IL-8), na resposta Th1 (IFNy, MIG/CXCL9, IP10/CXCL10, ITAC/CXCL11), na resposta | 44
Th2 (CCL13, TARC/CCL17, CCL7) e na resposta Th17 (MIP3a/CCL20, PI3, SI00A12)
No exantema maculopapular e eritema multiforme relacionados a medicamentos = eosinofilia e sintomas sistémicos = niveis séricos de TARC/CCL17 se correlacionam positivamente | 68
com a gravidade das lesdes
Nas doengas alérgicas da conjuntiva = alta expressdo da Eotoxina/CCL22, TARC/CCL17 e IL-4, indicadores de resposta Th2 128
Na doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) os pacientes com enfisema mais grave = maiores niveis séricos de TARC/CCL17 em comparagdo aos pacientes estaveis 87
Modelos de camundongos ha colaboragdo da TARC/CCL17 nos processos algicos, como nas doengas artriticas 41
Na fase inicial da infec¢do por SARS-CoV-2 = IFN-A3, IL-6, IP10/CXCL10, MIG/CXCL9 e TARC/CCL17 = hiperexpressdes foram preditores de sintomas graves ou criticos, mas seguido de | 139
rapida hipoexpressdo sérica antes da pneumonia
M|P3(1/ Macrophage Inflammatory alfa-3 Protein
A inibigdo da MIP30a/CCL20, em modelo murino de septicemia, aumenta a necrose epitelial, a TNF-a sérica e a mortalidade pela infec¢do 65
CCL20 5 — P TI— - " — —
sta quimiocina é importante na regulacdo da imunidade mediada por células contra bactérias intracelulares, como a Salmonella enteritidis 32
A lesdo hepdtica cronica, de qualquer etiologia, tem participagdo intensa de citocinas e células inflamatdrias 50
Na hepatite alcodlica, em modelos animais, a maior infiltracdo de macréfagos pela hiperexpressdo de MIP3a,/CCL20, promove a fibrose nesta patologia 58
Na colite ulcerativa ha menor expressdo de células Tregs, induzida pela hiperexpressdo de MIP3a,/CCL20 70
A hiperexpressdo de MIP3a/CCL20 aumenta o risco de colangite biliar primaria 84
Inimeras patologias inflamatdrias como artrite reumatoide, lipus eritematoso sistémico e esclerose sistémica apresentam a MIP3a,/CCL20 e outras quimiocinas hiperexpressas, com | 99
maior recrutamento de leucécitos, com maior dano tecidual
Queratindcitos psoriaticos produzem peptideos para a defesa com migragdo de células dendriticas e células T, e produgdo de TNF, IL-17 e IL-20, induzindo citocinas pré-inflamatérias | 98
como IL-1, IL-6 e TNF-a, e quimiocinas, como IL-8/CXCLS8, IP10/CXCL10 e MIP3a/CCL20
Na dermatite atdpica a expressdo de MIP3a/CCL20, recrutadora de células Th17, é suprimida, e com menor expressdo de Th17 do que na psoriase, hd mais infecgbes da pele 142
Nivel sérico de MIP30a,/CCL20 est3 significativamente elevado em pacientes com vitiligo, sendo maior na doenga ativo do que na doenca estavel 159
Nos pacientes esquizofrénicos ha expressdo de varios marcadores de resposta inflamatdria, com a MIP3a/CCL20 11
A MIP3a/CCL20 atrai Treg CD4+CD25+CCR6+, envolvidos na resposta anti-inflamatdria cerebral, atuante na fisiopatologia da esquizofrenia 1
Em doengas inflamatdrias e fibréticas do pulmao hd aumento da expressdo de MIP3B/CCL20, dependente da IL-1B e da TGF-B 6
Na obesidade ha correlagdo de varias quimiocinas e citocinas com o IMC, sendo as principais as IL-6, IL-18, MCP1/CCL2, MIP3a/CCL20, entre outras, todas também correlacionadas | 109
ao maior risco de doenga vascular
GroAIfa/ Growth-Regulated Oncogene-alpha (GroAlfa)
Na senescéncia celular ha maior expressdo de mais de 75 citocinas e inflamatdrias. As células malignas contornam esse processo de envelhecimento pelas mutagBes de genes | 34
CXcL1 supressores de tumor, como o TP53 e o RB, interacdo das metaloproteinases e migracio de fibroblastos secretadores de GroAlfa/CXCL1, CXCL2, IL-6 e outros fatores estimuladores
Em modelos murinos submetidos a transplante pulmonar a hipoexpressdo de GroAlfa/CXCL1 minimiza o processo inflamatério e melhora a evolugdo pds-transplante 8
Em camundongos submetidos a isquemia hepdtica, a expressdo de GroAlfa/CXCL1 e CXCL2 aumenta esta injuria, pelo recrutamento inicial de neutrdfilos para a lesdo 106
Nas infecgBes bacterianas a GroAlfa/CXCL1, agonista de CXCR2, recruta os neutrdfilos, liberando as proteases e espécies reativas de oxigénio (ROS) 125
Na pneumonia bacteriana induzida em camundongos o uso de GroAlfa/CXCL1 recombinante aumenta a resposta granulocitica 9
GroAlfa/CXCL1 aumento do influxo de neutrdfilos para os pulmdes, e melhor controle da disseminagdo bacteriana, em infec¢des induzidas em modelo animal 110
GroAlfa/CXCL1 interage com outros parasitas, como na amebiase hepatica em camundongos, com aumento de mondcitos produtores de TNF-a 127
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GroAIfa/ Em modelos animais foi demonstrado que o TNF-a é produzido nas células de Kupffer dos hepatdcitos necrosados, induzindo as células vidveis a expressarem GroAlfa/CXCL1 138
Na encefalite por virus herpes simplex (HSV), em modelo murino, os astrdcitos cerebrais secretam GroAlfa/CXCL1 e MCP1/CCL2, com maior morbidade 95

CXCL1 Na presenca de toxina flngica as células da microglia aumentam a expressdo de GroAlfa/CXCL1, com migragdo de neutréfilos CXCR2+, com melhora da imunidade antifingica do SNC | 28
No leite materno de camundongas ha hipoexpressdo de GroAlfa/CXCL1 e CXCL2 conforme aumenta a atividade fisica da mde, e isso € benéfico, resultando em melhora cognitiva, | 141
emocional e comportamental na descendéncia sedentdria destas progenitoras ativas
A lesdo por constrigdo de raizes nervosas em ratos aumenta os niveis séricos de GROAIfa/CXCL1 induzindo nocicepgdo 102
Em pacientes com esclerose lateral amiotréfica (ELA) o sequenciamento de RNA em mondcitos revelou hiperexpressdo de IL-1B, IL-8, FOSB, GroAlfa/CXCL1 e CXCL2 162
No cértex pré-frontal de individuos suicidas deprimidos ha hiperexpressdo de CXCL1/GroAlfa, CXCL2, CXCL3 e MCP1/CCL2 108
O nivel plasmatico de GroAlfa/CXCL1 foi significativamente mais baixo em idosos com transtorno depressivo grave em comparagdo com voluntérios saudaveis 35
A hipertensdo arterial causa danos a vasculatura com participacdo de células imunes e notadamente das quimiocinas MCP1/CCL2, Rantes/CCL5, GroAlfa/CXCL1, IL-8/CXCLS8, | 96
MIG/CXCL9, IP10/CXCL10
Ap0s o acidente vascular cerebral ha extensa neuroinflamagdo, com niveis aumentados, ja no primeiro dia, de multiplas quimiocinas e citocinas, como a GroAlfa/CXCL1, CXCL5, CCL9, | 136
G-CSF, e no quinto dia ha aumento de Rantes/CCL5 e TNF em modelos murinos
Na mutagdo do gene Tet2, ligado a hematopoiese, em camundongos, hd tendéncia a aterosclerose e corregulagdo de outras duas centenas de genes, alguns altamente expressos | 57
como GroAlfa/CXCL1, CXCL2, CXLC3, IL-1b e IL-6 em macréfagos com Tet2 silenciado

ENA78/C Epithelial-derived neutrophil-activating protein 78 (ENA78)
XCLS Doengas inflamatdrias, como gengivites em humanos e ratos, ha niveis elevados de ENA78/CXCL5, IL-8/CXCL8 e IP10/CXCL10 120
Na doenga pulmonar obstrutiva cronica, em humanos e camundongos, hd aumento da ENA78/CXCL5 e de G-CSF 17
Na espondilite anquilosante, inflamago autoimune dos 0ssos, as células mieldides precursoras destes pacientes secretam mais ENA78/CXCL5, regulada pelo miR-4284 83
Na doenca dssea de Paget, patologia focal crénica, ha niveis até 180 vezes maiores de mRNA de ENA78/CXCL5 nas células da medula dssea, e de até 5 vezes mais no soro dos | 140
pacientes em comparagdo com controles sauddveis
||.-8/ Interleukin-8 (IL-8)

CXCLS IL-8/CXCL8 é expressa em varios animais de maneira semelhante, mas com diferencas individuais 39
O gene expressor da IL-8/CXCL8 estd no cromossomo 4q13-g21, com polimorfismos, interferindo em intensidade diferente em diversas patologias, como na Diabetes mellitus tipo 2 | 131
ou na periodontite
IL-8/CXCL8 colabora com a maturagdo das células intestinais do lactente, apresentando alta concentragdo no leite materno 89
Pode haver hiperexpressdo da IL-8/CXCL8 na asma e no DPOC 80
Pode haver hiperexpressdo da IL-8/CXCL8 na colite ulcerativa 164
Pode haver hiperexpressdo da IL-8/CXCL8 no liquido sinovial de pacientes com osteoartrite do joelho 40
Pode haver hiperexpressdo da IL-8/CXCL8 nas lesdes de queratindcitos 37
A hiperexpressdo da IL-8/CXCL8 nos queratindcitos acelera o reparo destas feridas da pele 38
Pacientes com doenca de Parkinson expressdo altos niveis plasmaticos de IL-8/CXCL8 e de MCP1/CCL2 e MIP1a,/CCL3 12
As respostas quimiotaticas induzidas por IL-8/CXCL8, e outras quimiocinas, podem ser inibidas, mesmo que parcialmente, por opioides 93
Bisfenol A (BPA) inibe a expressdo de IL-8/CXCL8 em células estromais deciduais, causando dificuldade da implantagdo no embrido por inibi¢do da invasdo do trofoblasto 79
Na comparagdo do perfil de quimiocinas de SARS-CoV-2, SARS-CoV e MERS-CoV pode-se concluir que IL-8/CXCL8, IP10/CXCL10 e MCP1/CCL2 sdo importantes para a patogénese | 62
pulmonar destas viroses
1L-8/CXCL8, IP10/CXCL10 e MIP1B/CCL4 estdo elevadas nos pacientes com HIV 134
Na retinopatia diabética a maior expressdo da IL-8/CXCL8 e do PDGF no humor vitreo e aquoso induz maior inflamagdo 126
No aneurisma de aorta abdominal ha expressdo de IL-8/CXCL8 até 20 vezes maior, na parede do vaso, do que na doenca aterosclerdtica 67
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|V||G/ Monokine induced by interferon-Gama (MIG)
MIG/CXCL9, e outras 8 proteinas, estdo significativamente associadas a mortalidade da populagdo em geral. Ela é ligante do CXCR3 expresso em linfdcitos T e células NK, atuando | 27
CXCL9 desde o recrutamento de células T para placas aterosclerdticas até na modulagdo do TME
Niveis séricos elevados de MIG/CXCL9, apds transplante alogénico de células-tronco, induz maior risco no desenvolvimento de doenga do enxerto versus hospedeiro 24
Niveis séricos elevados de MIG/CXCL9, apds transplante alogénico de células-tronco, induz maior risco de disfungdo renal 30
As quimiocinas MIG/CXCL9 e IP10/CXCL10, induzidas pelo IFN, sdo secretadas em regides distintas do linfonodo 137
Na infecgdo viral a diferenciagdo das células T CD8+ efetoras é na periferia dos linfonodos, e na auséncia de CXCR3 estas células T ficam no centro do linfonodo, diferenciando em | 29
precursores de células de memdria
A diferenciagdo de células Th é otimizada nas regides perifoliculares ou interfoliculares do linfonodo, dependentes da MIG/CXCL9 estromal e de células dendriticas secretoras de | 36
IP10/CXCL10 e outras citocinas
Em idosos a hiperexpressdo de MIG/CXCL9 e IL-12 pode estar associada a fragilidade, com quedas recorrentes, e a hiperexpressdo de TNF, IP10/CXCL10 e Rantes/CCL5 as quedas | 25
mais graves
Na doenga de Chagas os pacientes expressam niveis séricos mais elevados de MIG/CXCL9, IP10/CXCL10 e IL-1B e mais baixo de Rantes/CCL5 26
Na sindrome hiperinflamatdria em criangas com infecgdo por SARS-CoV-2, e na doenga de Kawasaki, hd maior expressdo de MIG/CXCL9, induzido por IFN-y, com maior gravidade, | 122
em comparagdo as criangas com baixa expressdo
Niveis séricos de MIG/CXCL9 e IP10/CXCL10 est3o altamente elevados apds a terapia com células T CAR 33
Niveis séricos de MIG/CXCL9 estdo elevados na piora da periodontite apical 49
Niveis séricos de MIG/CXCL9, e de vérias outras quimiocinas, estdo elevados em individuos com tuberculose ativa 71
|p10/ Interferon gamma-induced protein 10 (IP10)
XCL10 Na esteatohepatite ndo alcodlica, induzida por gordura saturada, em camundongos, a ndo expressdo de IP10/CXCL10 atenuou significativamente a inflamaco e a fibrose hepatica 142
C Em pacientes com hepatite C crénica hda redugdo significativa de IP10/CXCL10 apds a eliminagdo do virus 148
IP10/CXCL10 e IL-6 séricos hiperexpressos no doador do 6rgdo sdo biomarcadores preditores de menor sobrevida do receptor apds o transplante de figado, e também de rime | 112
coragao
Na infecgdo por SARS-COV-2 a IP10/CXCL10 e a MCP1/CCL2 tém atuagdo mais consistente com a gravidade 22
Na infec¢do por SARS-COV-2 a IP10/CXCL10 é responsdvel pelo dano celular no pulmao, e mensura maior fatalidade aos pacientes com cancer de pulmao infectados pelo virus 90
Em pacientes falecidos de COVID-19 a expressdo de MIG/CXCL9, IP10/CXCL10 e ITAC/CXCL11, indutoras da lesdo do endotélio, foi associada significativamente a hemorragia intra- | 104
alveolar
A IP10/CXCL10 e o IFN-a também sdo indutores de respostas autofagicas do macréfago humano as infecgdes pelos virus HIN1, H5N1 e principalmente ao HON2 74
Na sarcoidose ha hiperexpressado da IP10/CXCL10 2
Na esclerose multipla ha hiperexpressado da IP10/CXCL10 42
No vitiligo ha hiperexpressdo da IP10/CXCL10 144
Na tuberculose pediatrica ha hiperexpressdo da IP10/CXCL10 72
Na leishmaniose ha hiperexpressdo da IP10/CXCL10 31
Na malaria ha hiperexpressdo da IP10/CXCL10 51
A asma e as alergias em criangas sdo precedidas por niveis aumentados de IP10/CXCL10 apds o nascimento 54
Na exacerbacdo da asma por infec¢do viral ha hiperexpressdo de IFN-y, IP10/CXCL10, ITAC/CXCL11, IL-15 e IL-5 48
Na gravidez a gonadotrofina coriénica humana inibe a expressio de IP10/CXCL10, pela metilagdo da histona H3K27me3 que se liga ao gene promotor desta quimiocina, suprimindo | 130

sua expressdo, aumentando o recrutamento de células T CD8
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|TAC/ Interferon-y-inducible T-cell chemoattractant (ITAC)
A ativacdo de ITAC/CXCL11, dependente de CXCR3 e de CXCR7, é fundamental no recrutamento de células-tronco para o desenvolvimento de musculos esqueléticos 114
CxcL11 ITAC/CXCL11 é secretado por leucdcitos, fibroblastos e células endoteliais com estimulo simultdneo de IFN e IL-1, mas as variantes truncadas desta quimiocina ndo tém plena | 113
capacidade de quimiotaxia de células Th1 e NK
A ITAC/CXCL11 se liga ao receptor CXCR7A, ou ACKR3, que pode ser sinalizado por peptideos opioides, indutores de comportamento ansiolitico em camundongos 94
ITAC/CXCL11 é dependente da ligagdo com glicosaminoglicanos nas membranas celulares, e proteinas extracelulares, protegendo-a das proteases 86
O processo pré-angiogénico nunca € dependente de um Unico sinalizador, mas de vérios outros, com o FGF2, IGF2, PDGF, VEGF, IDO, e multiplas citocinas como IL-6, IL-8, MCP1/CCL2, | 116
TGF-B1, MIG/CXCL9, IP-10/CXCL10 e ITAC/CXCL11
Em individuos com sobrepeso ou obesos hd aumento da express&o, no tecido adiposo, das quimiocinas MIG/CXCL9, IP-10/CXCL10 e ITAC/CXCL11 66
Em pacientes com IMC acima de 40 os niveis séricos de IP10/CXCL10 e ITAC/CXCL11 foram significativamente maiores do que em controles saudaveis 53
Ha hiperexpressdo de ITAC/CXCL11 na colite ulcerativa 4
Ha hiperexpressdo de ITAC/CXCL11 na dermatite atdpica 47; 121
Ha hiperexpressdo de ITAC/CXCL11 na sindrome de Sjogren 105
Ha hiperexpressdo de ITAC/CXCL11 na aterosclerose e doengas cardiovasculares 103
Ha hiperexpressdo de ITAC/CXCL11 nas doengas pulmonares intersticiais 60
Ha hiperexpressdo de ITAC/CXCL11 na injuria do nervo espinhal 151
Ha hiperexpressdo de ITAC/CXCL11 infecgdo pelo SARS-CoV-2 10
Ha hiperexpressdo de ITAC/CXCL11 na infecgdo pelo HIV 157
Ha hiperexpressdo de ITAC/CXCL11 na infecgdo pelo Mycobacterium marinum 124
Ha hiperexpressdo de ITAC/CXCL11 na infecgdo pelo virus herpes simples 1 82
Na esclerose multipla a ITAC/CXCL11 é regulada positivamente ap6s o tratamento com IFN-B 85

Legenda: ACKR = receptor atipico de quimiocina; CCL = chemokine ligante; CCR = receptor d quimiocina da familia CC; CXCL = CXC chemokine ligante; DPOC = doenga pulmonar obstrutiva crénica; Eotaxina = eosinophil
chemotactic proteins; FGF = fator de crescimento de fibroblasto; FOSB = proto-oncogene FOSB; G-CSF = Fator de crescimento de colbnia de granuldcitos; GroAlfa = growth-regulated oncogene-alpha; HIN1 =
hemaglutinina H1 e neuraminidase N1; HIV = virus da imunodeficiéncia humana; IDO = indolamina; IFN = interferon; IGF = fator de crescimento insulina like; IL = interleucina; IMC = indice de massa corporal; IP =
interferon gama-induced protein; ITAC = interferon-y-inducible T-cell chemoattractant; MCP = monocyte chemoattractant protein; MERS-CoV = sindrome respiratdria do Oriente Médio por coronavirus; MIG =
monokine induced by interferon-G; mRNA = micro RNA; NF-kB = fator nuclear kappa B; NK = natural killer; PDGF = fator de crescimento derivado de plaquetas; PI3 = proteina fosfatidilinositol 3; Rantes = regulated
upon activarion, normal T cell expressed and secreted; RB = gene supressor de tumor retinoblastoma; RNA = dcido ribonucleico; SI00A12 = proteina de ligagdo ao cdlcio, ou calgranulina; SARS-CoV-2 = coronavirus 2 da
sindrome respiratdria aguda grade; SNC = sistema nervoso central; SNPs = single nucleotide polimorphism; T CAR = receptor quimero de antigeno de células T; T CD = células T; Tet2 = gene Tet2; TGF = fator de
transformagdo de crescimento; Th = T helper; TLR = toll like receptor; TME = microambiente tumoral; TNF = fator de necrose tumoral; TP53 = gene supressor de tumor TP53; Treg = célula T reguladora; VEGF = fator de
crescimento endotelial vascular.
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