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RESUMO

O cancer de mama ¢ o tipo mais comum de cancer existente hoje em dia e que afeta
diversas mulheres, devido aos diversos fatores de risco que aumentam as chances de
aparecimento dessa doencga. Ele pode ser classificado quanto aos receptores presentes nas
células cancerigenas e ao estagio em que o tumor estd, o que ird determinar o melhor
progndstico e tratamento para o paciente. Recentemente a pesquisa de citocinas como
biomarcadores tumorais tem crescido e de acordo com alguns estudos a IL-10 pode estar
envolvida no escape do sistema imune em diversos tipos de cancer, o que contribui para o
desenvolvimento do tumor. Esse estudo tem como objetivo quantificar a IL-10 em soro de
pacientes com cancer de mama e relacionar com os dados dos tumores das pacientes. Para isso,
foi utilizado o LEGENDplex™, um kit comercial que quantifica a fluorescéncia, por meio da
ligac¢do da citocina a microesferas correspondetes a IL-10. Ao realizar a anélise da produgado de
IL-10 com as variaveis clinicas das pacientes observou-se que a presenca dos receptores de
estrogeno, progesterona ¢ HER2 influencia na produ¢do de IL-10. Nas outras andlises de

correlacdo, foi observado uma ligagao apenas entre IL-10 e receptor de progesterona e HER2.

Palavras-chave: cancer de mama, interleucina 10, citometria de fluxo e variaveis

clinicas.
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1. INTRODUCAO

O cancer de mama ¢ considerado, nos dias atuais, uma importante malignidade a ser
estudada com o objetivo de conseguir uma detec¢do precoce e um tratamento eficaz (MERINO
BONILLA, TORRES TABANERA and ROS MENDOZA, 2017). Dentre os tipos de cancer
existentes, 0 de mama € o mais comum e o que apresenta maior incidéncia entre as mulheres
(CLEGG et al. 2009). Apesar da quantidade de pacientes diagnosticados com essa doenca ser
menor, em comparagao com anos anteriores, 0 mundo todo ainda sofre com as altas taxas de
incidéncia e mortalidade afetando diversas mulheres (MERINO BONILLA, TORRES
TABANERA and ROS MENDOZA, 2017).

Devido as intmeras campanhas em combate ao cancer de mama foi possivel
disseminar as informagdes mais importantes sobre essa malignidade, para que as mulheres
possam conhecer mais seu corpo e obter um diagndstico precoce para evitar a progressdo do
tumor e ter um tratamento mais eficaz (MERINO BONILLA, TORRES TABANERA and ROS
MENDOZA, 2017). Entretanto, apesar dos diversos avangos, as pessoas menos privilegiadas
que ndo possuem acesso as informagdes ou a novos tratamentos sofrem com o diagndstico

tardio e um tratamento menos eficaz (DOWNING et al., 2007).

O cancer de mama pode ser diagnosticado mais comumente pela mamografia, em que
¢ feito um raio-x do tecido mamario para observar se ha a presenca de nodulos, e atualmente
por biomarcadores, que ajudam na identificagdo do tipo de cancer e do provavel tratamento

para determinado paciente (WELLINGS, VASSILIADES and ABDALLA, 2016).

Ap6s o diagnostico € feito a classificagdo do subtipo de cancer de mama do paciente,
que ajuda no progndstico, evolucdo, e na escolha do melhor tratamento. O cancer de mama
pode ser classificado em: Luminal A, Luminal B, HER2 + ou Triplo Negativo (PONDE,
ZARDAVAS and PICCART, 2019), sendo essa classificagdo do subtipo de cancer de mama ¢
feita de acordo com os receptores presentes ou ausentes nas células tumorais, que servem como
marcadores tumorais para diagndstico e tratamento, podendo ser o receptor de estrogénio (ER),
receptor de progesterona (PR) (ALTUHIS et al., 2004) e receptor tipo 2 do fator de crescimento
epidérmico humano (HER2) (BARNES, 1993).

O cancer de mama Luminal A ¢ o mais frequente nos pacientes, sendo caracterizado
pela presenca de receptor de estrogeno e/ou de progesterona e auséncia de HER2. Por ter essa
classificagdo ¢ o que apresenta melhor progndstico, ou seja, o paciente, caso siga todas as

orientagdes e tratamentos indicados, tem uma grande chance de melhora e menor chance de



recidiva da doenca (GOLDHIRSCH et al., 2013). J4 o Luminal B ¢ caracterizado pela presenca
do receptor de estrégeno, de progesterona e HER2 (HARBECK, THOMSSEN and GRANT,
2013). Atualmente ¢ considerado o tipo mais agressivo e de pior prognoéstico devido a intensa

proliferagao celular, gerando mais chances de metéastase (TRAN and BEDARD, 2011).

O diagnostico de HER2 + ¢ caracterizado pela presenga de HER2 e auséncia dos
receptores de estrogeno e progesterona. Pacientes com esse tipo de cancer apresentam um tumor
agressivo de dificil tratamento, que quando diagnosticado no estagio inicial pode ser feito um
tratamento adjuvante mais eficaz (WUERSTLEIN and HARBECK, 2017). J& o cancer de mama
triplo negativo recebe esse nome pois ndo apresenta nenhum dos trés biomarcadores mais
utilizados para classificagdo, sendo eles o receptor de estrogénio e progesterona e HER2 (SHAH
et al., 2012). O triplo negativo ¢ diagnosticado, geralmente, em mulheres mais novas
apresentando sobrevida curta devido ao alto grau de malignidade, invasdo e chance de
reincidéncia (JIA et al., 2017), além disso, ¢ provavel a chance de ocorrer metéstases viscerais

precoces, levando a morte na maioria dos casos (HUDIS and GIANNI, 2011).

Além dos tipos de receptores presentes nas células cancerigenas o cancer de mama
pode ser classificado de acordo com o estagio do tumor, Grau I e Il em que o tumor esté limitado
apenas na mama e tem grandes chances de ter um 6timo tratamento, Grau III em que o tumor
esta mais avangado e comega a se espalhar para os ndédulos linfaticos e outros tecidos na mama,
sendo um tratamento mais dificil, e por fim o Grau IV, em que o tumor esta em metéstase ¢ as

células cancerigenas comegam a se espalhar para outros tecidos, sendo mais grave (YALCIN,

2013).

A classificacdo dos tipos de receptores e o estagio do tumor € muito importante para
definir o melhor tratamento para o cancer de mama, podendo ser feito a mastectomia total ou

parcial, radioterapia, quimioterapia e terapia hormonal (OVERGAARD et al., 1997).

Recentemente muitos pesquisadores investem na pesquisa de citocinas como
biomarcadores de cancer de mama, ja que elas regulam a resposta imune do organismo por
controlar a a¢do de células de defesa. A interleucina 10 (IL-10) € uma citocina que possui
funcdes anti-inflamatorias por inibir a agdo de células dendriticas e macrdfagos, diminuindo a
produgdo de citocinas pro-inflamatorias e limitando a resposta imune do organismo (MOORE

et al., 2001).

A producdo de IL-10 pode ser feita por diversos tipos de células, como células B

(O’GARRA and VIEIRA, 2004), mastocitos, eosindfilos (MOORE et al., 2001), macrofagos,



células dendriticas (BOONSTRA et al., 2006), linfocitos T CD8" e linfocitos T regulatorios
(UHLIG et al., 2006). Essa citocina se liga a duas cadeias receptoras denominadas de IL-10R1
e IL-10R2 (OUYANG et al., 2011), inibindo a liberacao de mediadores pro-inflamatorios, como
TNF-q, IL-6, IL-8 (ESSE E COM ABRAMS) (DE WAAL MALEFYT et al., 1991), reduz a
expressao de MHC classe Il inibindo a apresentacao de antigenos (ESSE COM HAANEN) (DE
WAAL MALEFYT et al., 1991) e inibe a proliferacdo e producao de citocinas do linfocito T
CD4" (GROUX et al., 1996).

O papel principal da interleucina 10 ¢ o de manter a homeostase do sistema imune,
limitando a ativacdo de macrofagos para controlar a inflamagdo (GLOCKER et al., 2011). Em
casos de deficiéncia de IL-10 pode ocorrer uma reagdo imune excessiva resultando em dano no

tecido ou necrose (SIEWE et al., 2006).

De acordo com alguns estudos, diversos tipos de cancer secretam a IL-10 pelo fato
dela criar um ambiente imunossupressor que contribui para o desenvolvimento do tumor
(MOCELLIN et al., 2004), por diminuir a produ¢do de mediadores de inflamag¢ao (DENNIS et
al., 2013). Alguns estudos com IL-10 sérica demonstraram altas concentragdes da citocina em
pacientes com cancer de mama (KOZLOWSKI et al., 2003), em pacientes em estagio II e III
de desenvolvimento do tumor e em pacientes que as células tumorais ndo apresentam receptor
de estrogeno (LV et al., 2018). A expressdo de IL-10 pode suprimir a resposta imune do
organismo ¢ impedir a elimina¢do do tumor (HECKEL et al., 2011), porém foi descrito que
essa citocina pode apresentar um papel de inibir a angiogénese (HUANG, ULLRICH and BAR-
ELIL 1999). Em um estudo de Hundu et al. realizado em modelos animais de cancer de mama
e melanoma foi observado que a IL-10 apresentava efeitos anti metastaticos. E em estudos
realizados in vitro com células MDA-MB-231 ¢ MCF-7 também foi observado uma diminuigao

da migragdo celular com tratamento de IL-10 (AHMAD et al., 2018).

De acordo com Wang et al. a IL-10 e outras citocinas como IL-6 e IL-8 podem servir
como biomarcadores para predicdo de metdstases e progndstico no cancer de mama. A
interleucina 6 possui propriedades pro-inflamatoérias e foi descrita por estimular o crescimento
de células tumorais (LEEK and HARRIS, 2002), e que sua produg¢ao foi observada em linhagem
celular MDA-MB-231 que nao expressavam o receptor de estrogeno (ROBINSON, SNEIGE
and GRIMM, 1998). Outra citocina frequentemente estudada € o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a)), que possui caracteristicas pro-inflamatorias (WOLCZYK et al., 2016). Alguns
estudos com células tumorais MDA-MB-231 o TNF-a foi descrito por inibir a proliferagao

celular, migracdo e invasdo do tumor (ZHANG et al., 2018).
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Esse estudo € necessario para determinar se a interleucina 10, quantificada em soro de
pacientes com cancer de mama, possui sua producdo relacionada as variaveis clinicas das
pacientes analisadas, sendo elas grau e subtipo do tumor, presenga de receptores nas células
tumorais, estadiamento e metastase. E observar se a sua produ¢do depende dessas variaveis ou

se a IL-10 influencia na variavel.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Quantificar a presenca de IL-10 no soro de pacientes com cancer de mama e relacionar

com os dados clinicos.
2.2. Objetivos Especificos

o  Relacionar a presenga de IL-10 com os dados clinicos das pacientes, como grau
do tumor, subtipo de cancer de mama, estadiamento, receptores presentes nas células
cancerigenas e metastase;

o Determinar se existe diferenca na concentracao de IL-10 ao ser relacionada com
os receptores presentes nas células cancerigenas, estadiamento, metéstase, grau do tumor e
subtipo de cancer de mama;

o Determinar se existe correlacdo entre a IL-10 com as varidveis clinicas,
receptores presentes nas células cancerigenas, estadiamento, metastase, grau do tumor e subtipo

de cancer de mama.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Comité de ética

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos,
CAAE: 38930314.5.0000.5565 ¢ parecer: 1.230.380/2015. Todos os pacientes que forneceram
a amostra assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido aceitando a doagado

(ANEXO A).
3.2. Amostras

As amostras de sangue total foram obtidas no Hospital do Cancer de Uberlandia, por
profissionais treinados em coleta, de 80 pacientes ja diagnosticados com cancer de mama, antes
do inicio do tratamento, em tubos de coleta com gel separador e identificadas. Apds isso todas
foram centrifugadas por 10 minutos a 1000rpm para obter apenas o soro. O soro de cada
paciente foi transferido para microtubos identificados e mantidos no ultra freezer na
temperatura de -80°C até o dia de analise.

Para o experimento as amostras foram descongeladas, misturadas e centrifugadas
novamente para remover as particulas. Apos isso, elas foram diluidas duas vezes em tampao de

ensaio fornecido pelo kit.
3.3. Dosagem de IL-10 pelo LEGENDplex™

O LEGENDplex™ da BioLegend® ¢ um kit comercial que utiliza 0 mesmo principio
de um imunoensaio sanduiche, sendo utilizado soro de pacientes com cancer de mama para
quantificar a presenga de citocinas desejadas, como a IL-10. O ensaio é composto por um
anticorpo conjugado a microesferas que se liga a citocina correspondente presente no soro, apos
isso ¢ adicionado o anticorpo de deteccdo biotinilado que se liga as microesferas, por fim a
streptavidina-ficoeritrina (SA-PE) ¢ adicionada e se liga ao anticorpo de deteccdo, essa ligagao
fard com que seja possivel identificar o tamanho e fluorescéncia da citocina presente. Para a
identificagdo ¢ utilizado um citometro de fluxo em que ¢ determinado a fluorescéncia de cada
citocina de acordo com uma pré-determinada ja fornecida pelo kit (BioLegend®).

As microesferas, fornecidas pelo kit, se ligam a sua respectiva citocina, sendo que cada
uma pode ser identificada por tamanho, sendo maior ou menor, e intensidade de fluorescéncia.
A interleucina 10, quando presente no soro de pacientes, se liga as microesferas maiores e emite
uma fluorescéncia que ¢ comparada com uma amostra padrdo ja conhecida, permitindo assim

sua identifica¢ao (BioLegend®).
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O kit LEGENDplex™ foi obtido pela BioLegend e mantido a -2°C até o dia de analise.
Para o experimento todos reagentes necessarios foram diluidos corretamente de acordo com as
instru¢des do fornecedor.

O experimento foi feito testando microesferas de IL-10, IL-6 e TNF-a, sendo que para
a diluicdo foi utilizado 200ul de cada microesferas e 2000ul de tampao de ensaio. Antes da
pipetagem cada microesfera foi levada ao vortéx por 1 minuto e misturada ao tampao de ensaio.
Para cada reagao ¢ necessario um volume de 25ul de microesferas diluidas.

O tampao de lavagem necessario para a lavagem da placa foi diluido, sendo que em
25ml de tampao foram adicionados 500ml de dgua deionizada.

O tampao de diluicdo do padrao (Matriz B) fornecida pelo kit era liofilizada e foi
necessario adicionar Sml de tampao de teste ao frasco para reconstituigao.

A preparagao do padrido € necessaria para que na analise das amostras possa ser
comparado a fluorescéncia e tamanho da citocina encontrada com a padrdo, que ja € conhecida.
Para isso foi adicionado 250ul de tampao de teste ao painel padrao de inflamagdo liofilizado,
fornecido pelo kit, para reconstituicdo. Foi transferido 100ul dessa dilui¢do para um microtubo
identificado como C7. Ap6s isso, outros sete microtubos foram identificados como C6, C5, C4,
C3, C2, Cl1 e CO e foi adicionado 75ul do tampao de ensaio em todos os tubos. A partir disso,
foi feita uma diluicdo de 1:4 em cada um a partir do C7, que possui a concentragdo maxima,
sendo transferido 25ul do microtubo anterior para o proximo. Apenas no C0 nao foi transferido
os 25pul do tubo anterior, ja que € a concentragdo minima.

O experimento seguiu as instru¢des fornecidas pelo fabricante para realizagdo em
placa de 96 pocos com fundo em V, sendo que todos os materiais necessarios além do kit foram
providenciados de acordo com as especificagdes. Todos os padroes foram realizados em

duplicatas, sendo 16 pocos para os padrdes e 80 pogos para os 80 pacientes testados (Tabela 1).



Tabela 1 — Mapa da placa de 96 pogos com controle e amostras utilizadas
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12 3 4 5 6 7 8 o | 10| 11 | 12
M| M | M M | M | M
alco|ca| M LM 5730 [B700|B39.0| 0 | ML M IM12a] Mo
B 107
B|colcaB31.0| B29 [M167] M |Be4o|B49.0|B530| M | B26 | BS7
' 413.0 : : 01 161.0
M M | B | M| M| M M | M
CLCLICS | 4580 B4 4410 | 116.0 | 382.0 | 32.0 | 263.0 |B®7-0| 97.0 | 98.0
M M | M | M M M
DICLICS T o0 [BOO4 T 11301 4770 | 527.0 | B0 3010 | BO | 1910 |B970
B | M M B M | M
E1C21C6 )\ BO06| 116014180 |B 920 4810 [BE0) 1220 |B470) 370.0 | 255.0
M M M M | M
Flc2|cs| o | B26 |B320| 0 |Booo| M IB3soBosol M | M
Glaslersoos| ™M |B82.0/B9.0/B85.0| .2 |B74.0/B80.0|M160|B79.0
140.0 ' ' 01 120.0 : : :
M M M
Hic3|cr|Boi3| M |B83.0|B37.0|B860|B340| & [M102] M 1B920

Fonte: AUTOR (2019).

Para a placa foram transferidos 25ul de matriz B e 25ul de cada padrao para os pogos

padrdes (C), e 25ul de tampao de ensaio e 25ul da amostra para os pogos dos pacientes. Apos

distribuicdo as microesferas foram agitadas no vortex por 30 segundos, adicionado 25ul em

todos os pogos e entdo a placa foi selada e embalada em papel aluminio para ser incubada em

um agitador a 800rpm por 2 horas, apos esse tempo foi levada para centrifugagdao a 1050 rpm

por 5 minutos e depois o sobrenadante foi desprezado imediatamente.
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Para lavagem, foi adicionado 200ul de tampao de lavagem em cada pogo e apods
centrifugar novamente a 1050rpm por 5 minutos o sobrenadante foi desprezado novamente. Foi
adicionado 25ul do anticorpo de deteccao em cada poco, a placa foi novamente selada e
embalada em papel aluminio e incubada por 1 hora em um agitador. Depois do intervalo foi
adicionado 25l de SA-PE em todos os pocos e novamente selada e incubada em papel aluminio
por 30 minutos no agitador.

Depois da ultima incubacao foi realizada a ultima centrifugagao a 1050rpm por 5
minutos e apos isso o sobrenadante foi desprezado e foi adicionado 150ul de tampao de lavagem
em todos os pogos para ressuspender as microesferas com a ajuda de uma pipeta. Apds isso,
todas as amostras foram transferidas para microtubos identificados para leitura no citometro de
fluxo.

O citometro utilizado foi o0 CytoFLEX da Beckman Coulter e os dados foram obtidos
pelo software CytExpert. O citdmetro fornece a leitura dos analitos de acordo com o APC e PE
dos analitos. O APC ¢ o brilho de cada citocina, indicando que os anticorpos ligados as
microesferas de cada citocina estdo sendo detectados. O PE indica o quanto da citocina
analisada esté presente, sendo que quanto maior o PE mais citocinas estdo presentes na amostra

analisada.
3.4. Analise estatistica

Os resultados obtidos no citometro de fluxo foram exportados em arquivos .fcs para o
software de andlise do LEGENDplex™. A curva padrdo foi determinada e os valores em pg/mL
foram obtidos a partir da intensidade média de fluorescéncia de cada analito. Esses valores
foram estruturados no software SPSS versao 25 para Windows. Os dados que ficaram abaixo
do ponto minimo da curva padrao foram desconsiderados, uma vez que nao possivel determinar
o valor exato da quantidade de citocina presente na amostra. Utilizou-se o teste de Kolgomorov-
Smirnov para analise da igualdade da distribuicdo das amostras com a curva de Gauss.
Empregou-se o teste de Levene para analisar a variancia entre os grupos. Para comparagao de
dois grupos, utilizou-se o Teste T de Amostras Independentes. Para comparacao de mais de
dois grupos, utilizou-se o Teste F de Anova, aplicando-se a correcao de Welch caso a variancia
entre os grupos fosse diferente. Para determinar a correlacdo entre os parametros estudos foi
utilizado o Teste qui-quadrado de Pearson. Todos os valores de p menores que 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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4. RESULTADOS
4.1. Relacdo entre concentracao de IL-10 e varidveis clinicas

Foi realizado a andlise para observar se a producdo de IL-10 estd relacionada as
variantes clinicas do paciente, como receptores das células cancerigenas, estadiamento,

metdastase, subtipo e grau do tumor.

4.1.1. Subtipo molecular
Foi observado que a producgdo de IL-10 esta relacionada com a presenca do receptor
de estrogeno (p = 0,016), de progesterona (p = 0,025) ¢ HER2 (p = 0,046) nas células
cancerigenas, e que a [L-10 ¢ mais expressa em células cancerigenas que expressam o receptor
de estrogeno e/ou progesterona e HER2 (Tabela 2).
Tabela 2 — Relagdo entre IL-10 e Receptor de Estrogeno, Progesterona e HER2

Porcentagem N (média pg/ml) DP p

ER + 68,8 21 (2,38) 0,85
0,016*

ER - 25,0 8 (1,80) 0,35

PG + 58,8 16

G (2,50) 0.93 ) s

PG - 35,0 13 (1,88) 0,37

HER2 + 16,3 8 (2,69) 1,03
0,046*

HER2 - 77,5 21 (2,04) 0,61

Nota — ER: Receptor estrogeno; PR: Receptor progesterona; HER2: Receptor tipo 2 do fator de crescimento
epidérmico humano; DP: Desvio padrdo; P: valor de p; *: valor estatisticamente significativo

4.1.2. Estadiamento e Metastase
Referente ao estadiamento e metastase foi observado que a produgdo de IL-10 ndo esta
relacionada a classificacdo avancada ou inicial do estadiamento (p = 0,429) do tumor e nem a

presenga ou auséncia de metastase (p = 0,829) (Tabela 3).

Tabela 3 — Relagao entre IL-10 e Estadiamento e Metastase

Classificagdo Porcentagem N (média pg/ml) DP p
Estadi . Avangado 63,7 9(2,14) 0,94 0.429
adiamen
° emo Inicial 30,0 20 (2,40) 0,72 |
Presente 33,8 14 (2,23) 0,82
Metast 0,829
Sse Ausente 46,3 12 (2,16) 080

Nota — DP: Desvio padréo; P: valor de p.

4.1.3. Grau e Subtipo do tumor
Foi observado que o subtipo de tumor de mama ndo interfere na producao de IL-10 (p
= 0,097), assim como o grau de desenvolvimento do tumor ndo influencia na produgdo da

interleucina 10 (p = 0,795) (Tabela 4).
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Tabela 4 — Relagao entre IL-10 e Grau e Subtipo do tumor
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Classificagdo Porcentagem N (média pg/ml)  DP p

Luminal A 27,5 7 (2,08) 0,69
, Luminal B 313 8 (2.27) 0,65

Subtipo HER2+ 16,3 9 (2,64) 008 07
Triplo negativo 18,8 5(1,56) 0,09
Gl 13,8 4(2,12) 0,66

Grau G2 52,5 16 (2,34) 0,90 0,795
2 26,3 8 (2,12) 0,65

Nota — G1: Grau 1; G2: Grau 2; G3: Grau 3; DP: Desvio padrdo; P: valor de p.

4.2. Correlacao entre metastase e subtipo molecular

Foi observado que o surgimento de metastase nao esta correlacionado a presenga dos

metastase (Tabela 5).

Tabela 5 — Correlacdo entre metastase e Subtipo molecular

HER2 ER PR
Positivo | Negativo Positivo | Negativo Positivo | Negativo .
p
(N) (N) (N) (N) (N) (N)
Presente 7 20 23 4 20 7
Metastase 0,209 0,108 0,102
Ausente 5 32 25 12 20 17

influencia a producao de IL-10 ou que a produgdo de IL-10 favorece o tipo de receptor, porém

em relagdo ao receptor de estrogeno, estadiamento, metastase e subtipo ndo foi observado

Nota — HER2: Receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano; ER: Receptor de estrogeno; PR:
Receptor de progesterona; P: valor de p.

4.3. Correlacao entre IL-10 e variaveis clinicas

Foi observado que a presenca do receptor HER2 e do receptor de progesterona

nenhuma correlagdo com a produgdo de IL-10 (Tabela 6).



Tabela 6 — Correlacao entre IL-10 e varidveis clinicas

IL-10

Variaveis clinicas p
HER2 0,046%*
ER 0,078
PR 0,034*
Estadiamento 0,429
Metastase 0,887
Subtipo 0,684
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Nota — HER2: HER2: Receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano; ER: Receptor de

estrogeno; PR: Receptor de progesterona; P: valor de p; *: Valor estatisticamente significativo.
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5, DISCUSSAO

A interleucina 10 € uma citocina anti-inflamatoria secretada por células cancerigenas
em diversos tipos de canceres, capaz de gerar um ambiente imunossupressor ¢ favorecer o
desenvolvimento do tumor (MOCELLIN et al., 2004). As cé¢lulas tumorais podem apresentar
diferentes tipos de receptores em sua superficie, e a presenga ou auséncia deles poderiam

influenciar a produgdo da citocina (PONDE, ZARDAVAS and PICCART, 2019).

Nossos resultados indicaram que a interleucina 10 foi mais expressa em pacientes que
apresentavam receptor de estrogeno e progesterona e auséncia do receptor HER2, além disso
foi observado uma correlacdo entre a produg¢do da interleucina 10 com o receptor de
progesterona e HER2, indicando que a presenga da citocina pode influenciar no tipo de receptor
e vice versa. Porém, um estudo que quantifica a concentragao de citocinas por meio de bidpsia
do cancer de mama contradiz esses resultados, uma vez que indicam que a IL-10 ¢
superexpressa em cancer de mama que nao apresenta receptores de estrogeno e de progesterona
(CHAVEY et al., 2007). Uma possivel explicagdo para a diferenga entre os resultados pode ser
devido a diferenca de obtencdo das amostras, uma vez que em um foi realizado a dosagem a

partir do soro e o outro pela bidpsia do tecido.

De acordo com as andlises realizadas ndo foi possivel identificar nenhuma relagao
entre a IL-10 e metéstase, assim como nao ha nenhuma evidéncia de que a presenca de
metastase influencia na producao de interleucina 10 e vice-versa. Porém, um estudo utilizando
modelos animais de cancer de mama tratados com IL-10 descreveu que houve diminui¢ao da
atividade metastatica (KUNDU et al., 1996). Esses mesmos resultados foram descritos em um
estudo feito com melanoma, em que foi observado uma diminui¢do da metastase na presenga
de IL-10 (HUANG et al., 1999). Nao foi possivel estabelecer uma relagdo dos nossos resultados,
provavelmente, por causa da metodologia utilizada, uma vez que a analise realizada foi a partir

do soro dos pacientes e que o N amostral era pequeno.

Nossas analises ndo detectaram nenhuma relacdo entre a IL-10 e os subtipos de cancer
de mama. Porém, um estudo utilizando biopsia do tecido tumoral de mama quantificou a IL-10
por imuno-histoquimica e detectou que a citocina foi mais expressa em pacientes com subtipo
HER2+ (BHATTACHARIJEE et al., 2016), sendo a expressao de interleucina 10 relacionada a
cancer de mama mais agressivo (LLANES-FERNANDEZ et al., 2006). Essa diferenca entre
nossos resultados e os da literatura pode ser devido ao tipo de amostras submetidas a analise e

aos testes utilizados para quantifica¢do da IL-10.
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De acordo com nossas analises foi possivel observar que ndo ha nenhuma relagao entre
a producdo de IL-10 e o estadiamento e grau do tumor, portanto um nao depende do outro.
Evidéncias mostraram que ao comparar pacientes em estagio inicial com pacientes em estagio
avangado foi observado que houve um aumento da IL-10 sérica em cancer de mama avancado
(WANG, 2017). Além disso, outro estudo comparando liquido intersticial tumoral com liquido
intersticial normal detectou o aumento de citocinas séricas, como a IL-10, em estagios iniciais
de cancer (ESPINOZA et al., 2016). De acordo com Lv et al. a expressao de IL-10 estad
relacionada aos estagios II e III de desenvolvimento do tumor. Os resultados obtidos podem

ndo apresentar nenhuma relagdo devido ao tipo de amostra utilizada.
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6. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos foi possivel observar que a produgdo da
interleucina 10 esta relacionada a presenga de receptores nas células cancerigenas. Porém, para
as outras variaveis clinicas, como metastase, estadiamento, subtipo e grau do tumor, ndo existe
nenhuma rela¢do com a IL-10. Além disso, foi observado uma correlagao apenas entre IL-10,
receptor de progesterona e HER2. A partir disso, mais estudos devem ser realizados com o

objetivo de entender a relagdo entre a IL-10 e os receptores e as possiveis vias de sinalizagao.
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zepundo a Resclugdo 496°12, e a utlizar codigo sumérico para identificagio da amostra e do questionario. Pode haver
lene hematoma ou desconforto no local da pungdo, portanto a coleta de sangue de pacientes sera realizada em conjunto
com 05 examnes bicouimicos de roting para mimimizar esses fiscos. O procedimento serd realizade por profizzional
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individucs com historia familiar positiva. Wocd & livie para deixar de participar da pesquisa a qualguer momento sem
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