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RESUMO

Objetivo: avaliar os niveis séricos de IP-10, MIG, RANTES, IL-8 e MCP-1 em idosas com
cancer de mama. Métodos: entre 2016 e 2017, foi realizado uma coorte de pacientes idosas
com céncer de mama no servigo de Oncogeriatria e no Laboratorio de Pesquisa Translacional
do Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP). Foram incluidas 47
mulheres idosas com cancer de mama (CM; 71,2 anos +8,32), sem tratamento prévio,
elegiveis para tratamento cirargico e/ou quimioterapico, distribuidas em 4 grupos, de acordo
com o subtipo tumoral: 20 luminal A (LA), 11 luminal B (LB), 7 HER2+, 9 triplo negativo
(TN). Como grupo controle, foram incluidas 31 idosas (73 anos * 8,24) que ndo possuiam
histdria pregressa ou familiar de cancer oriundos do ambulatorio de geriatria do IMIP. A
concentracdo de quimiocinas MIG, IP10, RANTES, IL8 e MCP1 foi detectada por meio do
kit de CBA Chemokines (BD Bioscience), conforme instrucdes do fabricante. Testes de
Mann-Whitney e Kruskal -Wallis foram usados para analise de medianas entre dois grupos
e trés ou mais grupos, respectivamente. Foram considerados estatisticamente significativos
valores de p < 0,05. As andlises foram realizadas no programa Graphpad V7.0. Resultados:
Os niveis séricos de IP10 foram elevados nas pacientes com cancer de mama luminal Ae TN
quando comparada ao grupo controle (p=0.02 e p=0.0004, respectivamente). As pacientes
com subtipo TN possuem niveis elevados de IP10 quando comparadas ao luminal B (p=0.03).
Os niveis MPC-1 foram elevados nos subtipos LA, LB e HER2+ quando comparados ao TN
e controles (p<0.0001). Entre os grupos LA, LB e HER2+, ndo houve diferenca significativa.
Também ndo houve diferenca significativa entre TN e controles. Nas andlises de ILS8,
RANTES e MIG, néo foi observado diferenca significativa entre os grupos. As pacientes que
foram a dbito nos primeiros 12 meses a partir do diagndstico apresentaram niveis elevados
de IL8 quando comparadas ao grupo que sobreviveu (p=0,009). Nas analises de IP10,
RANTES, MIG e MCP1, ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos.
Concluséo: Conclui-se que as quimiocinas IP10 e MCP1 podem estar relacionadas a um
maior infiltrado de linfocitos e mondcitos na neoplasia de mama, sendo a elevagdo dos seus
niveis associados ao subtipo tumoral. A IL8 pode ser um importante fator preditivo de doenca

avancada e de 6bito no cancer de mama em idosa.
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ABSTRACT

Aim: to evaluate the serum levels of IP-10, MIG, RANTES, IL-8 and MCP-1 in elderly
women with breast cancer. Methods: Between 2016 and 2017, a cohort of elderly patients
with breast cancer were performed at the Oncogeriatrics service and at the Translational
Research Laboratory of the Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira
(IMIP). We included 47 elderly women with breast cancer (CM, 71.2 years + 8.32), without
previous treatment, eligible for surgical and / or chemotherapy treatment, distributed in 4
groups, according to the tumor subtype: 20 luminal A (LA), 11 luminal B (LB), 7 HER2 +,
9 triple negative (TN). As a control group, 31 elderly women (73 years * 8.24) were included
who had no previous or family history of cancer. Serum levels of MIG, IP10, RANTES, IL8
and MCP1 were detected by the Chemokines CBA kit (BD Bioscience), according to the
manufacturer's instructions. Mann-Whitney and Kruskal tests -Wallis were used for analysis
of medians between two groups and three or more groups, respectively. Values of p <0.05
were considered statistically significant. The analyzes were performed in the Graphpad V7.0
program. Results: Serum IP10 levels were elevated in patients with luminal A and triple
negative breast cancer compared to the control group (p = 0.02 and p = 0.0004, respectively).
Patients with triple negative subtype have high levels of IP10 when compared to luminal B
(p=0.03). MPC-1 levels were elevated in the LA, LB and HER2 + subtypes when compared
to triple negative and controls (p <0.0001). Among the groups LA, LB and HER2 +, there
was no significant difference. There was also no significant difference between TN and
controls. In the analyze of IL8, RANTES and MIG, no significant difference was observed
between the groups. Patients who died within the first 12 months after diagnosis had elevated
levels of IL8 when compared to the surviving group (p = 0.009). In the analyze of IP10,
RANTES, MIG and MCP1, no significant differences were observed between the groups.
Conclusion: It is concluded that the chemokines IP10 and MCP1 may be related to the
greater infiltration of lymphocytes and monocytes in breast cancer, being the elevation of
their levels associated to the tumor subtype. IL8 may be an important predictor of advanced
disease and death in breast cancer in the elderly.
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1 INTRODUCAO

O cancer de mama (CM) é a neoplasia maligna mais comum entre mulheres no
mundo, sendo mais frequente acima dos 50 anos. Trata-se de uma doenga muito heterogénea,
relacionada as caracteristicas morfoldgicas e biolégicas do tumor, como a expressdo elevada
de receptores de estrégeno e de progesterona, como também de HER2, com impacto
prognostico distinto!. Dados do Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER) do
National Cancer Institute (NCI), nos EUA, mostraram que no periodo de 2010 a 2012, a
probabilidade de desenvolver cancer nas mulheres com faixa etéria de 50 a 59 anos foi de
6%, de 60 a 69 anos foi de 10% e acima de 70 anos, foi de 26,1%. No CM, que é o tipo de
tumor mais incidente nas mulheres, também foi relatado um aumento desse tipo de tumor na
populacdo mais idosa. Para esse tipo de neoplasia a probabilidade foi 2,3%, 3,5% e 6,7% nas
faixas etarias de 50 a 59 anos, 60 a 69 e acima de 70 anos, respectivamente®

Com a utilizagéo da imuno-histoquimica, foram definidos 4 subtipos que mantém
relacdo com o perfil genémico tumoral: luminal A, com positividade para receptor hormonal
(RH) de estrdgeno (RE) e progesterona (RP), sendo tumores de baixo grau e de melhor
progndstico; Luminal B, que também expressa RH, porém com maior grau histolégico,
progndstico pior que o luminal A; HER2 apresenta amplificacdo do gene HER2 com
expressao do RE e RP ausente ou diminuida, e o triplo negativo (TN), com expressao ausente
dos RH e HER2. Esses, em geral, séo de alto grau, tém alta taxa de proliferacdo e associam-
Se com curso agressivo e progndstico desfavoravel?.

Em seu microambiente tumoral, o cAncer de mama é constituido por uma variedade
de componentes celulares®#, entre eles estdo as células da resposta imune inata (células NK,
macréfagos e células dendriticas) e da resposta imune adaptativa, como linfécitos T
citotoxicos, que refletem a tentativa do sistema imunoldgico em promover uma resposta
inflamatoria antitumoral®°. A migracdo de linfocitos da resposta Thl para os locais de
atuacdo é dependente das quimiocinas como MIG e IP-10 e dos seus receptores (CXCR3)



expressos na superficie dessas células. Elevados niveis dessas quimiocinas estao relacionadas
a melhores desfechos na resposta antitumoral, ao tratamento oncoldgico e sobrevida®,®’-

A imunossenescéncia consiste nas mudangas do sistema imunoldgico que ocorrem na
medida em que o organismo envelhece, sendo expressa por uma func¢éo fisioldgica reduzida.
Esse declinio ocorre nas respostas imunes inata e adaptativa, com repercussdes mais
expressivas nesta Gltima®%1% Diante desse processo, destaca-se o potencial papel de
neoplasias malignas como causa de imunossenescéncia associada a tumorigénese, como
identificado em estudo com pacientes jovens com cancer comparados com perfil linfocitéario
de idosos saudaveis'!. As mudangas no perfil de resposta imune durante o envelhecimento
resultam em um aumento do risco de desenvolvimento de cancer'?'*4 de eventos adversos
precoces em pacientes idosos, incluindo infeccdes graves, com perda de performance,
incapacidade, hospitalizacéo, institucionalizagdo e mortg!>1617.18

As quimiocinas possuem um papel importante em diversas doengas, especialmente
na progressdo dos tumores. IP-10 e MIG sdo quimiocinas intimamente relacionadas, sdo
membros da CXC, uma familia com propriedades pro-inflamatorias e anti-angiogénicas em
condi¢Bes como cicatrizacdo, isquemia e neoplasia, além de papeis isolados que cada uma
pode desempenhar®®. Elas sdo tidas como a chave entre a inflamagéo e a angiogénese. Essa
atividade pro-inflamatoria ocorre da seguinte maneira: quimiotaxia e adesdo endotelial de
células T, além de quimiotaxia de NK!* 2, Embora no cancer de mama estudos passados
tenham demonstrado a associacdo da superexpressdo do receptor CXCR3 desses ligantes
com a diminuicio das taxas de sobrevida dos pacientes?..

Assim, a IP-10 possui uma associacdo com a resposta de células T. Ha evidéncia de
que as propriedades anti-angiogénicas da IP-10 podem ter valor terapéutico, a partir da
observacao de que ela inibe o crescimento do tumor, ou seja, existe uma relagdo inversamente
proporcional entre niveis de IP-10 e crescimento tumoral?. Sendo assim, as células T
contribuem na erradicacdo tumoral.

Outras quimiocinas também estdo envolvidas na resposta imune, como RANTES que
possui um papel fundamental no processo inflamatdrio, recrutamento e ativacédo de células
T, sendo liberada a partir de macrofagos ativados e linfocitos T?2224 A IL-8 é uma
quimiocina da familia CXC, a qual é relacionada com angiogénese e inflamacao, identificada

como um potente ativador de neutréfilos e fator quimiotatico?®2®. Hoje, sabe-se que sua



secrecdo pode ser feita por diferentes tipos celulares, como neutréfilos, fibroblastos,
linfécitos, mondcitos, macrdfagos, células endoteliais e células epiteliais normais e malignas
26 Ela possui papel na promogao de tumores autocrinos e/ou paracrinos, a partir da interacao
com 2 receptores, 0 CXCR-1 (IL-8RA), com o qual liga-se com maior especificidade, e 0
CXCR-2 (IL-8RB). Estudos prévios mostram uma associacao entre a superexpressao de IL-
8 por células cancerigenas e um mau prognostico de cancer?”?, No cancer de mama (CM),
estudos prévios demonstraram que a IL-8 é altamente expressa nos subtipos de tumores de
mama que ndo expressam receptores de estrogenos, embora aumente a capacidade invasiva
e 0 potencial metastatico das células tumorais de mama com auséncia ou ndo desses
receptores, além de ser altamente expressa no CM subtipo HER2+2>

A proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1) é uma importante quimiocina que
acredita-se ser responsdvel pelo recrutamento de mondcitos e linfécitos T para o
microambiente tumoral. Também é uma quimiocina associada ao desenvolvimento e
progressao do cancer, incluindo o cancer de mama, no qual seus niveis associam-se a invasdo
celular e a metastases. Ela faz parte da familia C-C e sua acdo é mediada através da ligacdo
com o receptor CCR2 e esta associada em grande parte a proliferacdo celular, embora
também seja um fator significativo de invasdo celular no tumor de mama?

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar os niveis séricos de 1P10
e MIG, RANTES, IL8 e MCP-1 em mulheres idosas com cancer de mama, uma vez que
faltam ferramentas para predizer eventos adversos em idosos, principalmente dbito, levando
ao uso de subdoses de terapias oncologicas, com perda da chance de cura nessa faixa

etaria?%3%

2 METODOS

2.1 Participantes

Entre 2016 e 2017, foi realizado uma coorte de pacientes idosas com cancer de mama
no servico de Oncogeriatria € no Laboratdrio de Pesquisa Translacional do Instituto de
Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP).

Foram incluidas 47 mulheres idosas com cancer de mama (CM; 71,2 anos +8,32),

sem tratamento prévio, elegiveis para tratamento cirdrgico e/ou quimioterapico, distribuidas



em 4 grupos, de acordo com o subtipo tumoral: 20 luminal A, 11 luminal B, 7 HER2+, 9
triplo negativo (TN). A populagdo estudada foi selecionada a partir de critérios de
elegibilidade. Foram excluidas as pacientes com cancer de pele do tipo carcinoma basocelular
ou epidermoide ndo metastaticos, com diagnostico de neoplasia prévia ou que evoluiram para
Obito em até 24 horas ap6s a admissao no estudo. Como grupo controle, foram incluidas 31
idosas (73 anos + 8,24) que ndo possuiam histdria pregressa ou familiar de cancer oriundos
do ambulatério de geriatria do IMIP. Esta pesquisa atende aos requisitos da Resolugdo 466/12
do Conselho Nacional de Saude do Ministério da Satde do Brasil referente a pesquisas em
seres humanos.

Os pacientes incluidos no estudo foram esclarecidos quanto aos objetivos, protocolo
de tratamento, efeitos adversos e a ndo obrigatoriedade da participacdo, mediante
consentimento informado. Apds essa etapa, foi aplicado o protocolo clinico e a coleta de
amostras bioldgicas foi realizada antes do inicio do tratamento oncoldgico, e, assim, as
pacientes foram acompanhadas por um ano a contar da data de admissdo no ambulatorio de

oncogeriatria.

2.2 Anélises de quimiocinas por citometria de fluxo

A concentracdo de quimiocinas MIG, IP10, RANTES, IL8 e MCP1 foi detectada por
meio do kit de CBA Chemokines (BD Bioscience), conforme instru¢es do fabricante. A
analise foi realizada por citometria de fluxo (FACSVerse, Becton Dickinson, Sunnyvale,
CA). As concentragdes de quimiocinas foram expressas em pg/mL.

2.3 Andlises Estatisticas

O teste de Shapiro-Wilk foi realizado para avaliar a distribuicdo das amostras. Testes
de Mann-Whitney e Kruskal -Wallis foram usados para analise de medianas entre dois grupos
e trés ou mais grupos, respectivamente. Foram considerados estatisticamente significativos

valores de p < 0,05. As andlises foram realizadas no programa Graphpad V7.0.

3 RESULTADOS



3.1 Analise de quimiocinas entre os subtipos de tumores de mama e controles

Os niveis séricos de IP10 foram elevados nas pacientes com cancer de mama luminal
A e triplo negativo (TN) quando comparados ao grupo controle (p=0.02 e p=0.0004,
respectivamente, como mostra a Figura 1). As pacientes com subtipo TN possuem niveis
elevados de IP10 quando comparados ao luminal B (p=0.03).

Os niveis MPC-1 foram elevados nos subtipos LA, LB e HER2+ quando comparados
ao triplo negativo (TN) e controles (p<0.0001). Entre os grupos LA, LB e HER2+, ndo houve
diferenca significativa. Também n&o houve diferenca significativa entre TN e controles. Nas

andlises de 1L18, RANTES e MIG, néo foi observado diferenca significativa entre os grupos.

3.2 Analises de quimiocinas na sobrevida global nos 12 meses

As pacientes que foram a Obito nos primeiros 12 meses a partir do diagndstico
apresentaram niveis elevados de I1L8 quando comparadas ao grupo que sobreviveu (p=0,009).
Nas andlises de IP10, RANTES, MIG e MCP1, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos (Figura 2).

4 DISCUSSAO

Neste estudo, foram avaliados os niveis séricos das quimiocinas MIG, IP10, IL8,
RANTES, MCP1 no cancer de mama (CM) dos subtipos Luminal A, B, HER2+ e triplo
negativo (TN), com o objetivo de verificar se havia associacdo dessas quimiocinas com 0s
subtipos de CM e com a sobrevida global em 12 meses. Essas quimiocinas sdo responsaveis
pela migracdo de linfécitos T para o tecido durante o processo inflamatorio. Estudos
mostraram o aumento dos niveis de quimiocinas MIG e a IP-10 no microambiente tumoral,
inclusive no cancer de mama * 3L, Os nossos resultados mostram aumento nas concentrages
séricas de IP10 com maior significancia nas pacientes com CM triplo negativo, sendo um
dos subtipos de pior prognostico. Portanto, elevados niveis de IP10 no sangue podem se
traduzir em aumento do infiltrado de linfocitos no microambiente tumoral.

Ainda, h4 demonstraces de que os niveis de IP10 mais elevados reduzem o

crescimento tumoral a0 mesmo tempo que diminuem o risco de metastases®>t. Apesar disso,



nosso estudo ndo pode relacionar os resultados encontrados com pior prognéstico, pois
elevaram-se tanto nos subtipos luminal A, quanto triplo negativo (TN), uma vez que é bem
estabelecido a agressividade do TN. Além disso, ndo relacionamos os niveis de IP10 com
6bito uma vez que os dados se mostraram ndo significantes.

N&o houve diferenca significativa nos niveis de RANTES entre os grupos, dado que
divergiu de outros estudos que apontam uma superexpressdao de RANTES, indicando
aumento significativo no crescimento do tumor in vivo, ou seja, possui um fenétipo agressivo
em células de cancer de mama (CM), com papel importante no subtipo triplo negativo.
Mostrou-se que altas taxas de RANTES estdo relacionadas com o estagio mais avangado nas
pacientes com CM.

A literatura traz a atuacdo do MCP1 promovendo a angiogénese e aumentando o meio
inflamatorio. Assim, associada a um pior resultado para os pacientes com estagio avancado
da doenca, uma vez que a inflamacg&o geralmente é mais permissiva para progressdo tumoral
e metastases®®. Dessa maneira, nosso estudo mostra elevadas concentragdes de MCP1 nos
subtipos LA, LB e HER2 quando comparado ao triplo negativo e aos controles, o que sugere
que o perfil desses subtipos tenha um maior infiltrado de mondécitos/macréfagos no tumor.

No tumor de mama, existe uma superexpressdo de IL-8 quando comparada aos
tecidos normais, como demonstram estudos prévios?’, embora existam poucos estudos
clinicos sobre seu papel diante da progressao desse tipo de cancer. Alguns ja trazem essa
associacdo com polimorfismos de genes envolvidos na sinalizagdo dessa quimiocina®®. No
presente estudo, ndo foi observada diferenca significativa nas concentractes de IL8 entre as
pacientes com cancer de mama e controles.

Em relacdo aos pacientes que foram a 6bito nos primeiros 12 meses do diagndstico,
foram observados niveis elevados de IL-8 nesse grupo. O aumento dos niveis de IL-8 é
relatado em diversos tipos de tumores sélidos, como prostata, estbmago e pulmao, e a
elevacdo de seus niveis vem sendo mostrada como um fator de pior progndstico para o
cancer, devido a uma associacdo com a progressao do tumor. Ha evidéncias de que a
quimiocina IL8 esta associada a inflamacéo, infeccao e outros estados patoldgicos tais como
a carcinogénese. Também é produzida por multiplos tipos de células, incluindo neutréfilos,
mondcitos, células endoteliais, fibroblastos, linfécitos, queratindcitos, células epiteliais e

células tumorais. IL8 também pode facilitar o crescimento tumoral induzindo a quimiotaxia



dos neutrofilos, promovendo a angiogénese e a formacdo de metastases pela liberacdo de

metaloproteases (MMPs) e do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)32%,

5 CONCLUSAO

Conclui-se que as quimiocinas IP10 e MCP1 podem estar relacionadas a um maior
infiltrado de linfécitos e mondcitos no cancer de mama, sendo a elevacdo dos seus niveis
associados ao subtipo tumoral. A IL8 pode ser um importante fator preditivo de doenca

avancada e de 6bito no cancer de mama em idosa.
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Figura 1: Analise da concentracdo sérica (pg/mL) de quimiocinas IP10, MIG, MCP1, IL8 e
RANTES em idosas com cancer de mama subtipos luminal A (LA, n=20), luminal B (LB,
n=11), HER2+ (n=7) e triplo negativo (TN, n=9). Os gréaficos foram representados em
mediana e interquartil 25-75. Foi realizado o teste de Kruskall- Wallis. Foi considerado
significativo p<0.05. NS: néo significativo.
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Figura 2: Analise da concentracdo sérica (pg/mL) de quimiocinas IP10, MIG, MCP1, IL8 e
RANTES em idosas com cancer de mama que sobreviveram ou ndo nos primeiros 12 meses
da doenca. Os gréaficos foram representados em mediana e interquartil 25-75. Foi realizado o
teste de Mann Withney. Foi considerado significativo p<0.05. NS: ndo significativo



