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RESUMO

Introdugao: O cancer de mama ¢ uma das principais causas de morte no mundo, sendo
mais frequente nas mulheres. Ele pode ser classificado pelos receptores hormonais,
estadiamento, grau, subtipo molecular, metastase e dentre outras varidveis. De um modo geral,
as citocinas envolvem um vasto grupo de moléculas que sdo capazes de evocar efeitos nas
c¢lulas em uma resposta imune e muitas delas estdo envolvidas no desenvolvimento do tumor,
sendo anti ou pro-tumoral. O TNF-a e a IL-6 tém seu papel dicotdmico mostrado em diversos
estudos, pois as duas sdo citocinas pro-inflamatérias e tem como fungdo primordial manter a
homeostase do organismo, porém, elas podem assumir um papel pro-tumoral dependendo de
uma série de fatores como: tipo do tumor, microambiente tumoral, interferéncia de outras
citocinas, desregulacao na sua produgdo, entre outros. Portanto, estabelecer uma relagdo entre
essas citocinas e alguns fatores clinicos dos pacientes pode fornecer informagdes importantes
para analisar o potencial de biomarcador tumoral dessas citocinas. Objetivo: Esse trabalho teve
como objetivo quantificar [L-6 ¢ TNF-afa no soro de pacientes com cancer de mama e analisar
sua relacdo com algumas variaveis clinicas. Metodologia: Foi utilizado a citometria de fluxo
com o LegendPlex, um kit que se baseia nos principios de imunoensaio sanduiche para detectar
e quantificar essas citocinas no soro de 80 pacientes com cancer de mama. Resultados: Os
resultados obtidos mostram que nao ha relagdo entre as citocinas TNF-alfa e IL-6 com as
variaveis clinicas. Conclusao: Concluiu-se que ndo existe uma relagdo significativa entre as

citocinas analisadas e as variaveis clinicas.

Palavras-chave: cancer de mama; citocinas; IL-6; TNF-a; legendPlex; receptores

hormonais; subtipo molecular; estadiamento tumoral; grau tumoral.



ABSTRACT

Introduction: Breast cancer is one of the leading causes of death worldwide, being
more frequent in women. It can be classified by hormone receptors, staging, grade, molecular
subtype, metastasis and among other variables. Generally speaking, cytokines involve a large
group of molecules that are capable of evoking effects on cells in an immune response and
many of them are involved in tumor development, whether anti or pro-tumor. TNF-a and IL-6
have their dichotomous role shown in several studies, since both are proinflammatory cytokines
and their primary function is to maintain the body's homeostasis, but they may assume a pro-
tumoral role depending factors such as: tumor type, tumor microenvironment, interference of
other cytokines, deregulation in its production, among others. Therefore, establishing a
relationship between these cytokines and some clinical factors of patients may provide
important information to analyze the tumor biomarker potential of these cytokines. Objective:
This study aimed to quantify IL-6 and TNF-afa in the serum of breast cancer patients and to
analyze their relationship with some clinical variables. Methodology: Flow cytometry was
used with LegendPlex, a kit based on sandwich immunoassay principles to detect and quantify
these cytokines in the serum of 80 breast cancer patients. Results: The results obtained show
that there is no relationship between TNF-alpha and IL-6 cytokines with clinical variables.
Conclusion: It was concluded that there is no significant relationship between the analyzed

cytokines and the clinical variables.

Keywords: breast cancer; cytokines; IL-6; TNF-a; legendPlex; hormone receptors; molecular

subtype; tumor staging; tumor grade.
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1. INTRODUCAO

O cancer ¢ um conjunto de varias doengas que tém em comum entre si a proliferagdo
celular desordenada que em muitos casos levam o individuo a 6bito. Um dos tipos de cancer
que afeta a populagdo ¢ o de mama, sendo a populagdo feminina mais afetada pela enfermidade
do que a popula¢do masculina, devido ao fato de que aproximadamente 75% dos canceres de

mama sao receptores de estrogénio positivo (Zheng et al. 2016).

No tecido mamario existem receptores responsaveis pelo desenvolvimento das células,
onde as moléculas efetoras se ligam podendo ativa-los e promover a proliferacao celular. Os
principais receptores nesse tecido sdo: receptor de estrégeno (ER), progesterona (PR) e fator de
crescimento epidérmico humano (HER-2)(Andreopoulou et al. 2015). O progndstico dos
pacientes com a doenca esta estritamente relacionado com a presenca ou ndo desses receptores,
com a metastase, o tamanho e tipo tecidual do tumor, o que o classifica em subtipos diferentes,

ocasionando em tratamentos diferentes.

A metéstase se define quando as células tumorais atingem a corrente sanguinea e assim
conseguem se infiltrar em qualquer parte do organismo. Cerca de 10% dos pacientes
diagnosticados com o tumor estao com metastases (Dawood et al. 2010) e geralmente, os 0ssos
sdo o local onde ocorrem metastases mais frequentemente(Coleman and Rubens 1987), a partir
disso, o tratamento deve ser focado nas células metastaticas(Steeg 2016).

Com a diversidade genética e epigenética que hd no cancer de mama, ele pode ser
dividido em quatro subtipos moleculares principais: luminal A, luminal B, HER2 positivo e
triplo negativo (Bai et al. 2014). Cancer de mama triplo-negativo ¢ assim nomeado porque nao
tem receptores de estrogénio (ER), receptor de fator de crescimento epidérmico humano 2 e
receptor de progesterona, portanto, ¢ considerado um dos tipos mais agressivos da doenga, mas
alguns estudos mostram a expressao do receptor de estrogénio beta neste tipo (Iwao et al. 2000).
Cerca de 15% dos canceres de mama sdo triplos negativos, mas causam 50% das mortes dos

pacientes(Foulkes et al. 2010).

Os subtipos luminais tem sido associados a um melhor prognéstico, porém a
superexpressao de HER2 e os tumores triplo-negativos sdo os mais agressivos € tém um pior
prognostico(Carey et al. 2006). O luminal A ¢ caracterizado por ser receptor de estrogeno e/ou
progesterona positivo e receptor HER2 negativo e tem um melhor progndstico, ja o luminal B

¢ estrogeno e/ou progesterona positivo e HER2 positivo, o que o torna mais agressivo e com



(o]

um pior prognéstico comparado ao luminal A. A superexpressio de HER2 também esta
relacionado a um mal prognéstico e uma elevada taxa de mortalidade juntamente com os

tumores triplo negativos(Sorlie et al. 2001, Bauer et al. 2007).

LUMINAL A o + -

O tumor de mama também conta com o grau e estadiamento para auxiliar na sua
classificacdao. O grau vai de 1 a 4, sendo avaliados o tamanho do tumor, invasao linfonodal e
presenca de metéstases, entdo, o 1 o estagio inicial, com o tratamento mais facil e com grandes
chances de eliminacao da doenca, ja no grau 4 ha presenca de metéastases e com o tratamento

mais complicado para o paciente (Taherian-Fard et al. 2015).

GRAU METASTASE ESTADIAMENTO
1 - Inicial
2 - Inicial

De um modo geral, as citocinas envolvem um vasto grupo de moléculas que sdo capazes

de evocar efeitos nas células em uma resposta imune. Através delas sinais sdo enviados as
células que respondem produzindo fatores pr6 ou anti-inflamatorios que sdo importantes para

a defesa e manuten¢ao do organismo.
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A citocina TNF-alfa ou fator de necrose tumoral alfa ¢ pro-inflamatdria, secretada por
monocitos e tem um papel anti-tumoral(Kriegler et al. 1988), porém em alguns casos ele
favorece as células do tumor. Inicialmente, quando foi descoberta, verificou-se a sua capacidade
de induzir necrose nos tumores experimentais, mas a partir de estdgios mais avangados os
tumores comegaram a produzir a citocina, instigando o estudo da molécula para estabelecer
uma relagdo clara dela com os canceres(Balkwill 2009). Ela é uma proteina transmembranar e
executa seu papel na sinalizacdo tanto na membrana da célula quanto soluvel. Seus receptores
sao TNFRI1 que esté localizado na maioria das células e ¢ ativado pela citocina na forma soltvel
e TNFR2 que se encontra em células hematopoiéticas e ¢ ativado pelo ligante acoplado a
membrana (Idriss and Naismith 2000). Quando o TNFR1 ¢ ativado ocorre a ativagdo de genes
responsaveis pela inflamacdo e sobrevivéncia da célula, mas essa ativacdo de mediadores
inflamatérios pode nao ser benéfica quando desregulada, pois a mesma induz a producao de
fatores de crescimento pela via de AP-1 que ativam NF-kB e essa ativacao induz alguns fatores
que regulam negativamente a apoptose (Varfolomeev and Ashkenazi 2004).

TNF-alfa esta envolvido na indugdo do fator estimulador de colonias de granuldcitos e
macrofagos (GM-CSF) em varias células e esse fator estd relacionado ao crescimento e
progressao tumoral em diversos tipos de canceres. Por ser um fator de crescimento sua funcao
¢ regular a maturagao e diferenciacdo de células hematopoiéticas(Thomas et al. 2019), portanto,
sua superexpressdao pode envolver a migracao de células indiferenciados para os sitios de
inflamacao e assim favorecer a sobrevivéncia das células nesse local(Wicks and Roberts 2016).
O mecanismo pelo qual o TNF-a induz a produ¢ao de GM-CSF ainda nao foi elucidado, porém
um estudo recente mostrou que o TNF-a atua nas respostas inflamatodrias através da acil-CoA
sintetase 1 (ACSL1) e estudando essa via, foi observado que o bloqueio de ACSL1 diminuiu a
liberagdo de GM-CSF nas células de tumor triplo negativo (Thomas et al. 2019).

Devido ao seu papel dicotdmico na progressdao tumoral, o TNF-alfa tem sua funcao
estudada para que seja elucidado quando ocorrerd cada situacdo. Na situacdo de inibigdo
tumoral, ele promove a necrose de tumores de xenoenxerto em camundongos quando em
sinergia com IFN-y em alguns casos e também teve o mesmo efeito quando administrado junto
com outras drogas (Brouckaer et al. 1986). Com isso ¢ visto que a sinergia da citocina com
outras drogas se baseia no fato de o TNF aumentar a concentra¢do da droga no local do tumor
e com isso concluir que além de um papel citotoxico ele também pode mudar o microambiente
tumoral (Ham et al. 2016).

Quanto ao seu papel de promover a progressao tumoral, € relatado que ele atua no inicio

da progressdo e esse fato foi constatado quando realizado um experimento em animais que
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quando estimulados com a citocina foi observado um desenvolvimento do tumor. Ele pode atuar
de varias maneiras a fim de contribuir com essa progressao, sendo algumas delas, ativagao de
NF-kB que pode promover a sobrevida das células, recrutando células imunossupressoras que
podem iniciar tumores(MDSCs), dentre outros mecanismos (Ham et al. 2016).

A interleucina 6 ou IL-6 € uma citocina pro-inflamatéria e assim como na inflamagao
ela tem um papel importante na imunidade e na produgdo dos elementos figurados do sangue.
Macrofagos, células T, células endoteliais, células mesenquimais sdo alguns exemplos de
células que atuam na producdo de IL-6 (Akira et al. 1993). Quando ocorre um sinal de
inflamacdo em um determinado local, a IL-6 ¢ produzida nesse local e depois vai até o figado
e estimula a secre¢do de proteinas da inflamacao sinalizadas pela IL-6 (Tanaka et al. 2014).

Devido ao seu papel na hematopoese, na medula ossea ela estimula a maturagdao dos
megacaridcitos que consequentemente iniciarao a producao de plaquetas (Ishibashi et al. 1989).
A IL-6 também atua na produgdo de anticorpos e nas c€lulas T efetoras, portanto, tem seu papel
destacado na imunidade humoral. Porém, essa interleucina tem uma fung¢ado pleiotropica e por
1sso ndo atua somente nas cé¢lulas imunes, dessa forma, se houver uma desregulacdo na sua
producao pode acarretar em algumas doencgas (Kimura and Kishimoto 2010).

Apesar de sua atividade pro-inflamatoria e importante fungcdo na manutengdo da
homeostase do organismo, a IL-6 também mostra um papel pro-tumoral através da sinalizagao
celular para producao de estrégeno, migragdo celular e diminui¢cdo da apoptose, facilitando a
progressao tumoral (Singh et al. 1997). O aumento de IL-6 circulante se mostrou com um pior
prognoéstico para pacientes pré-tratadas com a citocina no trabalho de (Salgado et al. 2003),
porém, (Karczewska et al. 2000) mostrou que o aumento do mRNA de IL-6 e IL-6R sao fatores
de melhor progndstico.

A IL-6 ¢ relatada associado a tumores em estagios bem avancados, mostrando que seus
altos niveis de concentracao no soro estdo relacionados a metastase. O TNF-alfa também ¢
associado com casos mais avangados em diversos tumores, também ¢ visto na iniciacdo da
progressdo tumoral, porém se mostra em niveis muito baixos em pacientes com cancer e grau
extremo de enfraquecimento (Bossola et al. 2000). Isso mostra que essas citocinas, além de seus
papéis principais, talvez tenham um papel coadjuvante no tumor. No cincer de prostata as duas
citocinas se correlacionam, nos niveis elevados, com a metastase (Michalaki et al. 2004).

O kit LEGENDplex da BioLegend se baseia nos mesmos conceitos do ELISA
sanduiche, onde o analito em questdo ¢ ligado por dois anticorpos, nesse caso, o TNF- alfa.
Porém nesse ensaio, sdo utilizadas esferas (beads) que contém um anticorpo especifico em cada

uma na sua superficie que se ligardo nas citocinas e tudo isso ocorre a0 mesmo tempo. A esfera
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B3 contém o anticorpo especifico para o TNF-a e quando forem colocados juntos ird ocorrer a
ligagdo. Um anticorpo de detecgdo € colocado para se ligar ao TNF-a formando a ligacdo em
“sanduiche” e depois ¢ adicionado a estreptavidina que se ligara nesse anticorpo biotinilado. A
analise ¢ feita utilizando o citdometro de fluxo que ird detectar cada esfera que estiver ligada ao
analito e ao sinal fluorescente, entdo isso ¢ quantificado em fluorescéncia (BioLegend®).
Com isso, estabelecer uma relagdo entre as citocinas e alguns fatores clinicos pode fornecer
informacgdes relevantes para observar o papel dessas citocinas no ambiente tumoral.

Esse trabalho foi realizado para determinar a quantidade de TNF-alfa e IL-6 em
pacientes com cancer de mama com estadiamentos e subtipos moleculares diferentes, com o
proposito de estabelecer uma relagdo entre esses dados e mostrar o papel das citocinas no tumor

de mama.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar a concentragao de TNF-alfa e IL-6 presente no soro de pacientes com cancer

de mama em diferentes estadiamentos.

2.2 Objetivos Especificos

e (Correlacionar o subtipo molecular com as concentragdes das citocinas

e Correlacionar estadiamento tumoral com a concentracao das citocinas estudadas.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Amostras

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos, CAAE: 38930314.5.0000.5565 ¢ parecer 1.230.380/2015.
Cada paciente assinou os termos de consentimento livre e esclarecido (anexos a, b e ¢)
aceitando a doacao de sua amostra para os devidos fins. O soro foi colhido do sangue de 80
pacientes do Hospital de Cancer de Uberlandia antes de qualquer tratamento, inclusive
cirurgia. Depois disso, foi obtido o soro de cada amostra e armazenado a -80°C no ultra
freezer. No dia do experimento elas foram mantidas em temperatura ambiente para
descongelarem, colocadas no voértex por 30 segundos e centrifugadas durante 1 minuto
apenas remover algumas particulas. Todas as amostras foram diluidas 2 vezes com um

tampao de ensaio, conforme o protocolo do kit.

3.2 Kit LEGENDplex

Foi adquirido pela BioLegend, refrigerado entre 2° e 8°C e mantido fora da luz até sua

utilizacdao. Todos os procedimentos foram feitos seguindo as instru¢des da BioLegend.

Primeiramente foi preparado o tampao de lavagem, diluindo 25 ml do mesmo em 500
ml de dgua deionizada. A matriz B foi preparada em seguida, sendo que ela ¢ liofilizada,

entdo foi adicionado 5 ml de tampao para sua reconstituigao.

Os reagentes presentes no kit foram produzidos para testar trés citocinas, IL-6, IL-10 e
TNF-alfa, ou seja, trés esferas com o anticorpo especifico de cada. Antes da diluicdo, cada
frasco com as esferas foi colocado no vortex por 1 minuto para homogeneizar. Cada esfera

foi diluida 13 vezes, entdo 200ul de cada uma foi diluido em 2000ul de tampao de ensaio.

O padrao foi o proximo a ser preparado, nele foi colocado 250ul do tampao de ensaio
para reconstituir, pois ele ¢ liofilizado. Dessa solu¢ao formada, foi transferido para um tubo
eppendorf 100u1 e 0o mesmo foi identificado como C7, que estd com a concentracdo maxima
do padrdo. A partir dai, sete tubos foram identificados de C6 a CO, adicionados 75ul de
tampao de ensaio em cada um deles para ser realizada uma dilui¢do seriada de 1:4. Entao,

25ul de C7 foi adicionado em C6, 25ul de C6 para C5, 25ul de C5 para C4, 25ul de C4
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para C3, 25ul de C3 para C2, 25ul de C2 para C1 e 25ul de C1 foram descartados, pois CO

¢ a quantidade minima do padrao, portanto, nele contém apenas o tampao de ensaio.

3.3 Delineamento Experimental

Foi utilizado uma placa de 96 pogos com fundo em “V”, sendo que os padrdes foram
feitos em duplicata ocupando 16 pogos e as amostras foram feitas unicamente ocupando 80
pocos. Nos 16 pogos do padrao, foi adicionado 25ul do padrao e 25ul de matriz B, ja no
poco das amostras foi colocado 25ul de tampao de ensaio e 25ul de amostra em seus

respectivos pocos.

A solugdo das esferas foi colocada no vortex por 30 segundos e depois adicionada 25ul
em todos os pogos da placa. Apos isso, a placa foi selada, envolta com papel aluminio para
se abrigar da luz e colocada no agitador por 2 horas a 800 rpm. Terminada a agitacdo, a

placa foi centrifugada a 250G por 5 minutos e o sobrenadante descartado.

Utilizando o tampao de lavagem, foi adicionado 200u1 em todos os pogos e centrifugado
novamente por 5 minutos ¢ depois descartado o sobrenadante. As lavagens sao necessarias
para descartar todas as particulas que nao foram ligadas. Apds a primeira lavagem, foi
colocado 25ul do anticorpo de deteccao em cada pogo e a placa foi incubada novamente no
agitador por 1 hora a 800 rpm. Posteriormente, foi adicionado 25ul de SA-PE
(estreptavidina-ficoeritrina) que se ligara ao anticorpo de detec¢ao biotinilado, e entdo a
placa foi incubada por mais 30 minutos no agitador e depois 5 minutos na centrifuga. O
sobrenadante foi descartado novamente e o pellet foi ressuspendido com 150ul de tampao
de lavagem em todos os pogos. Por fim, a ressuspensdo foi transferido para um tubo

eppendorf e colocado no citdmetro de fluxo para a leitura.

3.4 Processamento das amostras

As amostras foram processadas no citometro CytoFLEX da Beckman Coulter e o
software utilizado foi o CytExpert. O citdmetro foi configurado seguindo as orientagdes da
BioLegend e a analise foi feita a partir dos dados APC e PE dos analitos, sendo APC usado para

identificar qual esfera estd presente e ligada ao analito e PE a quantidade desse analito. Foram
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capturados cerca de 980 eventos e depois que todas amostras foram lidas, os dados foram

exportados para o Software LegendPlex™ Data Analysis, fornecido pelo fabricante.

3.5 Analise Estatistica

Os resultados obtidos no citometro de fluxo foram analisados foram exportados em
arquivos.fcs para o software de analise do LEGENDplex™. A curva padrao 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 versdo 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 concentra¢do de citocina presente na
amostra. Utilizou-se o teste de Kolgomorov-Smirnov para andlise da igualdade da
distribuicdo das amostras com a curva de Gauss. Empregou-se o teste de Levene para
analisar a variancia entre 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 grupos fosse diferente. Para
analisar a correlagcdo entre os grupos foi feito o teste de correlagdo de Pearson. Todos os

valores de p menores que 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4. RESULTADOS

4.1 Receptores Hormonais

Os resultados obtidos mostraram que a presenga ou auséncia dos receptores ER, PG e
HER?2 nao influencia na produgdo de IL-6 pelo paciente com cancer de mama. (Tabela 1).

TABELA 1 — Relagdo entre a presenga dos receptores hormonais e a IL-6

N(média) Porcentagem DP p
ER + 48(11,41) 68,8 2,31 a1
ER - 14(9,17) 25 1,91 ’
PG + 40(12,13) 58,8 2,73 0.269
PG- 22(8,66) 35 1,48
HER2 + 12(12,05) 16,3 3,35 0764
HER2 - 50(10,63) 77,5 2,15 :

Nota: ER: receptor de estrogeno; PG: receptor de progesterona; HER2: receptor tipo 2 do fator de crescimento
epidérmico; N: nimero de amostras; média: representada em pg/ml; DP: desvio padrdo; p: probabilidade de
significancia para cada grupo de receptores;

A detecg¢ao do TNF nos pacientes com cancer de mama foi baixa. Muito dos pacientes
produziram TNF com valores inferiores ao ponto mais baixo da curva padrao. Portanto, esses
pacientes ndo foram considerados. Neste sentido, a comparcao das medias entre os grupos ER
e PG nao foi possivel. No entanto, apesar do N discrepante entre os grupos, foi possivel definir

que nao ha diferenca na produgao de TNF entre os grupos HER2 positivo e negativo (Tabela
2).

TABELA 2 — Relagao entre a presenga dos receptores hormonais e o TNF-a

N(média) Porcentagem DP p

ER+ 8(4,77) 68,8 1,15 -

ER- 1(11,39) 25 - -

PG+ 8(4,77) 58,8 1,03 -

PG- 1(11,39) 35 - -
HER2+ 2(7,64) 16,3 4,53 0.4

HER2- 7(4,90) 77,5 1,2 i

Nota: ER: receptor de estrogeno; PG: receptor de progesterona; HER2: receptor tipo 2 do fator de crescimento
epidérmico; N: nimero de amostras; média: representada em pg/ml; DP: desvio padrdo; p: probabilidade de
significancia; -: ndo foi possivel calcular o valor;
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4.2 Estadiamento e Metastase

A andlise de correlagdo ndo apontou uma relacdo entre estadiamento e metastase com
IL-6 ¢ TNF (Tabela 3.,4).

TABELA 3 — Relagdo entre IL-6, Estadiamento e Metéstase

Classificacio N(média) Porcentagem DP p
Inicial 40(8,66) 63,7 1,37
ESTADIAMENT ’ 191
S NTO Avangado  22(14,98) 30 4,49 0.1
. Presente  26(14,72) 33,8 3,96
METASTASE Ausente 27(7,25 46,3 1,22 0,082

Nota: N: numero de amostras; média: representada em pg/ml; DP: desvio padrdo; p: probabilidade de
significancia;

TABELA 4 — Relacao entre Estadiamento, Metastase e TNF-a

Classificacao N(média) Porcentagem DP p
Inicial 5(5,75) 63,7 1,74
ESTADIAMENTO ’ 0,191
Avancgado 4(5,20) 30 2,07 ’
‘ Presente 7(6,28) 33,8 1,5 -
METASTASE ’
STAS Ausente 0(-) 46,3 - -

Nota: N: nimero de amostras; média: representada em pg/ml; DP: desvio padréo; p: probabilidade de significancia;
-: ndo foi possivel calcular o valor;

4.3 Grau e Subtipo

Quanto ao grau e subtipo tumoral, também ndo houve relacdo entre a presenca da IL-6
e TNF-a e entre qualquer grau ou subtipo do cancer, ou seja, o subtipo e grau ndo influencia na

ndo tem correlagdo com a producgdo das citocinas. O oposto também ¢ verdadeiro (Tabela 5 e

6).
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TABELA 5 — Relacao entre Subtipo, Grau e IL-6

Classificacao N(média) Porcentagem DP p
Luminal A 19(9,11) 27,5 12,03
Luminal B 21(12,53) 31,3 20,05
SUBTIPO Her2 12(12,53) 16,3 11,46 0,835
Triplo-negativo 10(8,92) 18,8 7,91
Gl 10(8,65) 9,74
GRAU G2 33(11,95) - 17,92 0,815
G3 18(10,44) 9,71

Nota: N: nimero de amostras; média: representada em pg/ml; DP: desvio padrdo; p: probabilidade de
significancia; G1: grau 1; G2:grau 2; G3: grau 3;

TABELA 6 — Relagdo entre Subtipo, Grau e TNF-a

Classificacio  N(média) Porcentagem DP p
Luminal A 3(4,29) 27,5 2,17
Luminal B 3(3,34) 31,3 0,73
SUBTIPO Her2 2(7,64) 16,3 6,41 i
Triplo-negativo  1(11,39) 18,8 -
Gl 0 -
GRAU G2 6(6,59) - 4,28 0,125
G3 3(3,34) 0,73

Nota: N: numero de amostras; média: representada em pg/ml; DP: desvio padrdo; p: probabilidade de
significancia; G1: grau 1; G2:grau 2; G3: grau 3; -: n3o foi possivel calcular o valor;

4.4 Correlagdo entre Receptores hormonais e estadiamento

Nesse teste, foi feita uma correlagdo entre os receptores de estrogeno, progesterona e
HER?2, tanto positivo quanto negativo, com o estadiamento inicial e avangado. O resultado

mostra que nao houve correlacdo entre os dados analisados (Tabela 7).

Tabela 7 — Correlagdo entre Receptores Hormonais e Estadiamento

ER PG HER2
Positivo Negativo | Positivo Negativo | Positivo Negativo
Inicial 37 14 33 18 7 44
ESTADIAMENTO Avancado 18 6 14 10 6 18
p 0,823 0,595 0,229

Nota: ER: receptor de estrogeno; PG: receptor de progesterona; HER2: receptor tipo 2 do fator de crescimento
epidérmico; p: probabilidade de significancia
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4.5 Correlagdes entre IL-6, TNF-a e variaveis clinicas

Em todas as correlagdes analisadas ndo houve resultado significativo, mostrando que a
presenca de IL-6 ou TNF-a ndo estd correlacionada com as varidveis clinicas analisas e

vice-versa (Tabela 8).

Tabela 8 — Correlagdo entre IL-6, TNF-a e varidveis clinicas

. IL-6 TNF-a
Variaveis Clinicas N p N D
ER 62 0,617 9 0,617
PG 62 0,372 9 0,96
HER2 62 0,764 9 0,4
SUBTIPO 62 0,909 9 0,76
ESTADIAMENTO 62 0,101 9 0,842
METASTASE 62 0,214 9 0,274

Nota: ER: receptor de estrogeno; PG: receptor de progesterona; HER2: receptor tipo 2 do fator de crescimento
epidérmico; p: probabilidade de significancia; N: nimero de amostras;

5. DISCUSSAO

Os dados desse estudo mostram que tanto TNF-a quanto a IL-6 ndo tiveram diferenca
na concentragao em diferentes tipos de tumor, de graus diferentes ou subtipo de tumor de mama,
porém o TNF-a carrega em seu proprio nome a fungao de promover a necrose em células
tumorais desde que seja regulado corretamente. Nosso estudo mostrou que a concentracdao de
TNF-a presente no soro desses 80 pacientes ndo tem relagdo com a metastase, contudo um
outro trabalho concluiu que essa citocina pode estar ligada a metastase no cancer de mama
(Bozcuk et al. 2004). Essa divergéncia pode ser explicada pelo fato de que nesse estudo os
pacientes foram tratados com quimioterapia, ja em nosso trabalho, o soro dos pacientes foi
colhido antes de quaisquer intervengdes. Outro artigo mostra que o TNF-o pode regular
negativamente o receptor de estrogeno alfa e assim regular parcialmente as células tumorais
MCF-7 (Lee and Nam 2008), mas os nossos resultados ndo mostram que a citocina estd
relacionada com o status do receptor. Isso pode ocorrer devido ao fato de que esse experimento
de Lee and Nam foi feito in vitro em células da linhagem MCF-7, diferentemente de nosso que
utilizou soro de pacientes. A relagdo entre o receptor de progesterona e o TNF € pouco estudada,

mas alguns estudos apresentam uma correlagdo significativa entre o receptor de progesterona
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superexpresso e a expressdo de TNF-a em fragmentos de tecido, mostrando que essa relacdo
estd ligada com invasdo e metéstase das células, o que reforca a ideia de que a citocina possa
estar ligada a migragao celular, o que contrapde os dados obtidos no nosso estudo (Zhou et al.
2014). Porém, deve-se levar em conta que o material analisado ¢ diferente, pois esse artigo
utilizou fragmentos de tecido do tumor de mama para realizar as analises onde é possivel

detectar niveis maiores de TNF-a.

Em relagdo ao HER2, nao houve uma relacao significativa entre a presenca de TNF-a
e o fato de o tumor ser positivo ou negativo para HER2, porém sabe-se que o TNF pode induzir
civagem de HER2 produzindo fatores anti-apoptoticos ,mostrando que a citocina possivelmente
esta ligada indiretamente a expressao de HER2 nas células MCF-7 (Li et al. 2012). Isso pode
estar ligado ao fato de ter sido usado uma linhagem celular in vitro, além de ser um modelo
diferente, nas amostras do nosso estudo foi detectado uma quantidade baixa de TNF acima do

valor minimo da curva padrao do kit.

Mesmo tendo sua funcao antitumoral, o TNF-alfa também se mostra pro-tumoral em
alguns casos do tumor de mama em que hd metastase, promovendo a sobrevivéncia das células
e o acumulo de células indiferenciadas no local, j& que uma de suas fungdes € na hematopoese.
No nosso estudo nao foi observado a relagdo da citocina com o nivel do grau tumoral, mas um
artigo que fez a analise de uma via de sinalizagdo mostrou que a ativagao da via MAPK/ERK
por TNF-a pode induzir a migracao celular, que esta presente nos tipos de tumores com graus
mais elevados (Wolczyk et al. 2016). Nesse estudo, o autor nao se utilizou de dosagens da
citocina em soro, mas apenas analisou a sua fun¢do e relagdo com a metastase, portanto, as
concentracdes baixas obtidas em nossos resultados podem ser a causa dessa divergéncia de

resultados.

Quanto ao subtipo molecular, também nao houve uma relagao estatistica com a citocina,
mas sabe-se que nos subtipos luminal e HER2 positivo hé a presenca de altos niveis de TNF-
alfa e no subtipo triplo-negativo teve o perfil mais agressivo, havendo uma redugdo desses
niveis, contrapondo outros dados que mostram a citocina envolvida na metastase que ¢
caracteristico de estagios avangcados como em subtipos triplo-negativo (Herrera et al. 2012). O
artigo em questdo fez a dosagem da citocina utilizando um kit de ELISA que ¢ mais sensivel
que o LegendPlex utilizado em nosso experimento e isso pode ser o motivo de os dados ndo

corroborarem.
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Com base nos resultados obtidos com a andlise da interleucina-6, observamos que nao
houve nenhuma relagdo entre a presenga da citocina, concentragio e os fatores analisados. E
relatado na literatura que a IL-6 pode assumir tanto um papel pro- tumoral com um pior
prognostico e também pode ser um fator de melhor progndstico quando ha um aumento de
mRNA da citocina e de seu receptor (IL-6R) (Karczewska et al. 2000, Salgado et al. 2003). A
divergéncia nesse caso pode ser pelo fato de que foi feito uma alteragdo no mRNA para que
fosse observado seus efeitos e ndo analisado o efeito em niveis normais para o tumor. Em outro
trabalho ¢ observado que hd uma diminui¢ao induzida de IL-6 apenas nos tumores negativos
para o receptor de estrogeno, nos outros subtipos a concentra¢do nao foi alterada, mostrando
que possivelmente ha uma relacao entre a presenga do receptor e a citocina (Jiang et al. 2000).
A concentragao da IL-6 em mulheres normais varia de 0,7 a 2,5pg/ml e em pacientes com cancer
de mama varia de 38,3 a 138,7pg/ml (Jiang et al. 2000). O que ndo foi observado com
significancia em nosso estudo, possivelmente pelo fato da sensibilidade do LegendPlex. Sabe-
se que os altos niveis de IL-6 estdo correlacionados com a metastase linfonodal, portanto, com
tumores em graus elevados, ¢ a expressdo do receptor de estrogeno e HER2, acentuando a
hipodtese de sua atividade pro-tumoral relacionada com a presenca de receptores (Ma et al.
2017). Esse trabalho utilizou individuos com carcinoma ductal e individuos saudaveis, além do

ELISA para dosagem das citocinas e isso pode interferir na divergéncia de nossos resultados.

Em tumores triplo-negativo que sdo caracterizados por sua agressividade e potencial
metastatico, ndo foram constatadas associacdes entre a IL-6 e esse subtipo, mas na literatura ¢
visto que a inibi¢ao de IL-6 reduz a agressividade do tumor, refor¢ando a relagcdo entre sua
presenca e a malignidade do cancer (Liu et al. 2019). Pela andlise do tecido e outra por soro
pode haver diferencas nas quantificagdes e também pelo fato de que nesse trabalho foi utilizado

tecido de camundongo e ensaios in vitro.

Em todas as correlagdes feitas ndo foi observado resultado significativo, entdo, nessas
80 amostras analisadas, ndo ha correlagdo entre estadiamento tumoral e receptores hormonais
e nem IL-6 ou TNF-a com receptores hormonais, subtipo molecular, estadiamento e metéstase.
Mesmo considerando que o kit LegendPlex se baseie em uma técnica avancada para deteccao
de citocinas em soro, sua sensibilidade ¢ menor do que o método de ELISA e essa diferencga de
sensibilidade pode ter sido a causa da ndo correlagdo dos dados devido a baixa deteccdo de
citocinas. Porém, ainda assim, ¢ uma técnica avangada que tem sua importancia destacada na

detecgdo de varios analitos a0 mesmo tempo.
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6. CONCLUSAO

Nao ha correlagdo entre os niveis de 1L-6 ¢ TNF-alfa e as variaveis clinicas nas amostras desses
80 pacientes com cancer de mama sem tratamento, porém o estudo e analise dessas citocinas
no cancer de mama tem muita importancia, pois sdo analitos que tem sua funcao estritamente
ligada ao desenvolvimento e progressao da doenca e tendo seus mecanismos, no cancer de

mama, elucidados podem se tornar bons biomarcadores desse tipo de tumor.
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ANEXOS

ANEXO A: Termo de consentimento livre e esclarecido

Vocé estd sendo convidado(a) para participar da pesquisa intitulada “Uso dos
indicadores de risco e protocolo para diagnéstico precoce dos cinceres de pulmio e
mama entre parentes de primeiro e segundo graus de portadores destas neoplasias”, sob
a responsabilidade dos pesquisadores Rogério Agenor Aratjo, Artur Aquino Santos, Eduarda
da Costa Marinho, Grasielle de Sousa Igidio, Marielly Cunha Castro, Thais Rezende
Mendes, Clarissa Lobo Portugal da Cunha, Patricia Ferreira Ribeiro, Rafael Mathias
Antoniolli e Marcelo José Barbosa Silva. Temos o objetivo de aprimorar a prevencao dos
canceres de mama e pulmao através do uso dos indicadores de risco e protocolo de
diagnostico clinico com realizagdo de mamografia digital ou tomografia computadorizada,
respectivamente, em parentes de primeiro e segundo graus de pacientes com esses tipos de

canceres.

Vocé ird responder a um questionario anonimo, individual, com perguntas
fechadas, elaborado pelos pesquisadores. Caso seja identificado risco aumentado de
desenvolvimento de cancer, serd realizado exame de imagem para investigacao diagndstica.
Vocé ndo terd nenhum gasto ou ganho financeiro por participar da pesquisa. Pacientes
com carcinoma de mama ou pulmao terdo coletados 8mL de sangue periférico antes, ao
fim e ap6s 6 meses do término do tratamento. Familiares classificados como “alto risco”
para desenvolvimento dessas neoplasias terao apenas uma amostra de sangue (8mL) coletada,
em data proxima a realizacdo do exame de imagem. Em caso de confirmacao do diagnostico,
o procedimento adotado serd o mesmo para pacientes.

O estudo apresenta como provaveis riscos a perda de identidade, nervosismo, receio
e desconforto durante aplicagdo do questionario e realizagdo do exame. Pretende-se, no
entanto, minimizar a0 maximo tais riscos, explicando detalhadamente os objetivos da
pesquisa, o modo de realizacdo do exame e possibilitando aos individuos a livre opc¢ao de
participar. Para minimizar o risco de perda de identidade, os pesquisadores se
comprometem a manter sigilo absoluto, segundo a Resolugdo 466/12, e a utilizar codigo
numeérico para identificagdo da amostra. 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 um auxilio na
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detecgdo precoce de cancer de pulmao e de mama em individuos com historia familiar
positiva.

Vocé ¢ 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 — 3291.6101 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 2016.

ANEXO B - Termo de consentimento livre e esclarecido do participante da pesquisa
Vocé estd sendo convidada a participar da pesquisa intitulada “Avaliacio da
imunocompeténcia local e sistémica no prognostico de pacientes com neoplasia de mama
e estratégia de detecciio precoce entre familiares de primeiro grau”, sob a responsabilidade

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

Nesta pesquisa temos o objetivo de aprimorar a preven¢ao do cancer de mama através
do uso dos indicadores de risco e protocolo de diagnoéstico clinico com realizagdo 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
imunologica das pacientes com cancer de mama antes e apOs o tratamento oncologico e a
interface com os marcadores de imunohistoquimica do tumor e da axila, além de associar a
evolugdo das pacientes frente ao tratamento sist€émico com a resposta imunologica.

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 €
responder ao mesmo questionario. Caso seja identificado risco aumentado para seu familiar
desenvolver o cancer de mama, ele serd convidado a comparecer ao ambulatorio de alto risco
para investigacdo diagnostica e acompanhamento. Para andlise de marcadores soroldgicos e
avaliacdo de imunocompeténcia, serao coletados 12mL de sangue periférico antes, ao término
e apos 3 meses do seu tratamento. Para analise da imunocompeténcia local, apds sua permissao,
voce€ assinard um Termo de Responsabilidade de Retirada de Amostra Bioldgica do Laboratorio
de Patologia em que o estudo anatomopatoldgico da sua biopsia foi realizado. Apds conclusao
das analises do bloco de parafina, o mesmo sera arquivado no laboratorio de origem. Em
nenhum momento vocé sera identificado. Os resultados da pesquisa serdo publicados e ainda
assim a sua identidade sera preservada. Vocé nao 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 aplicagdo do questionario e realizagao do exame. Pretende-se, no entanto,
minimizar a0 maximo tais riscos, explicando detalhadamente os objetivos da pesquisa, o modo
de realizagdo 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 Resolugdo 466/12, e a utilizar cédigo numérico para identificacdo da
amostra e do questionario. Pode haver leve hematoma ou desconforto no local da pungao,
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 detec¢do precoce de cancer de mama

em individuos com histdria familiar positiva. Vocé € livre para deixar de participar da pesquisa
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a qualquer momento sem nenhum prejuizo ou necessidade de se justificar. Em caso de duvidas
a respeito da realizagdo 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, apds ter sido devidamente

esclarecido.

Participante da pesquisa

Rogério Agenor Araujo

Pesquisador principal

Uberlandia, de de

ANEXO C — Termo de consentimento livre e esclarecido para pesquisa de biomarcadores

Vocé esta sendo convidado (a) para participar da pesquisa intitulada Investigacdo do perfil dos
promotores relacionados ao cancer de mama como possiveis biomarcadores durante o
estadiamento inicial, sob a responsabilidade do pesquisador Marcelo José Barbosa Silva. A
razdo da sua participacdo € que vocé ¢ uma paciente com cancer de mama ou voluntéria
saudavel (grupo controle). Nesta pesquisa nos estamos buscando entender quais sdo as
substancias em seu sangue que estao alteradas e que poderiam ser correlacionadas com o cancer
de mama na fase inicial. Se vocé der o seu consentimento para participar deste estudo, um pouco

do seu sangue (aproximadamente 2 mL) serdo retirados através de uma pung¢do da veia do seu
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braco. Serdo trés momentos de coleta: apo6s o laudo histopatoldgico, 1 e 6 meses apos a bidpsia.
Todas as informacgdes coletadas durante o estudo serdo mantidas de forma confidencial, o que
permitira que a sua identidade ndo seja revelada. Os resultados serdo analisados
individualmente, e os mesmos serdo mantidos com o grupo de pesquisa. O Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido sera obtido pelo pesquisador Marcelo José Barbosa Silva
ou por qualquer outro participante dessa pesquisa, antes da bidpsia inicial no Hospital do Cancer
— UFU. Os outros participantes sao: Grasielle de Sousa Igidio, Leticia Reis de Oliveira Mamere,
Livia Peres, Brunna Pultz, Rodolfo Gadia e Rogério Agenor de Aratijo. Na sua participacao, 2
mL de sangue serdo removidos do seu brago por puncao da veia. O sangue serd estudado para
a deteccao de substancias que possam estar alteradas em seu sangue e que possam indicar o
desenvolvimento inicial do cancer de mama. Em nenhum momento vocé sera identificado. Os
resultados da pesquisa serdo publicados e ainda assim a sua identidade sera preservada. Vocé
nao terd nenhum gasto e ganho financeiro por participar da pesquisa. Os riscos consistem em
formac¢do de hematoma ou flebite no local que foi retirado o sangue. Embora as analises das
amostras de sangue possam nao beneficia-lo diretamente, os resultados poderao futuramente
ajudar outros pacientes com doengas similares a sua. Voce € livre para deixar de participar da
pesquisa a qualquer momento sem nenhum prejuizo ou coagao. Uma via original deste Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido ficard com vocé. Qualquer duvida a respeito da pesquisa,
voc€ podera entrar em contato com: Dr. Marcelo José Barbosa Silva no bloco 4C, Laboratério
de Imunologia, no campus Umuarama da Universidade Federal de Uberlandia. Fone: 3218 —
2058. Também, o Dr. Rogério Agenor de Aratijo nos seguintes telefones (34) 3291-6100 - (34)
2101-1929, no Hospital do Cancer, campus Umuarama. Podera também entrar em contato com
o Comité de Etica na Pesquisa com Seres-Humanos — Universidade Federal de Uberlandia: Av.
Jodo Naves de Avila, n° 2121, bloco A, sala 224, Campus Santa Monica — Uberlandia —-MG,
CEP: 38408-100; fone: 34-32394131. Uberlandia, ........ de i de 20........

Assinatura dos

pesquisadores Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apds ter sido

devidamente esclarecido. Participante da pesquisa




