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Resumo

Resumo:

A alta prevaléncia do cancer de mama é um fator que nos instiga a investigar
novos biomarcadores para a doenca. Proteinas séricas ou plasmaticas ja sao
utilizadas rotineiramente no rastreamento de algumas neoplasias. As
microparticulas (MPs) sao fragmentos da membrana plasmatica liberadas por
diversos tipos celulares e estdo associadas com a resposta inflamatoria.
Estudos recentes mostram que a presenca de MPs e citocinas/quimiocinas
circulantes possuem uma relevante associagdo clinica com o cancer de mama.
O objetivo deste estudo foi medir os niveis desses biomarcadores inflamatorios
(MPs, citocinas e quimiocinas) no soro de mulheres com cancer de mama pré e
pds-quimioterapia comparando com o grupo controle; assim como associar
esses dados com diversos parametros clinicos e hemograma. Foi coletado
sangue periférico de mulheres sem evidéncias de doencas (n=20) e com
cancer de mama (n=38). Foi utilizada a citometria de fluxo para dosagens dos
niveis séricos de citocinas (IL-1, IL-2, IL-4, IL-6 IL-10, IL-12, IL- 17A, TNF, IFN-
gama), quimiocinas (CXCL-8, CXCL-9, CXCL-10, CCL-2, CCL-5) e
microparticulas provenientes de diversas células (neutréfilos, leucocitos,
monaocitos, eritrocitos, endotélio, plaquetas, linfocitos). As diferencas entre os
grupos foram avaliadas pelo teste de Mann-Whitney ou Kruskal- Walis. As
diferencas com valor de p<0,05 foram consideradas significativas. N&o
houveram diferengas significativas nos niveis de microparticulas, citocinas e
guimiocinas estudadas entre 0s grupos controle e cancer de mama. Entretanto
houve uma diminuicdo dos niveis de microparticulas derivadas de plaquetas
nas pacientes pos-quimioterapia e um aumento de niveis séricos de IL-6, CCL-
5 e CXCL-10 pés-quimioterapia. Em associacdo com os dados clinicos foi
demostrado que baixos niveis de microparticulas derivadas de mondcitos e
altos niveis de CCL-2 e CXCL10 estdo associados a tumores mais avan¢ados
e metastase. Com esses dados podemos concluir que o cancer de mama
possui uma resposta inflamatéria mais localizada e induz a uma modulacéo da
resposta imune sistémica e que o tratamento quimioterapico é capaz de alterar
essa configuracao.

Palavras-chave: Cancer de mama; Biomarcadores, Microparticulas (MPS),
Citocinas, Quimiocinas, Citometria de fluxo e Quimioterapia.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer de Mama

O céancer de mama € o tipo mais comum entre as mulheres e 0 segundo
tipo de cancer mais frequente no mundo. A cada ano, cerca de 20% a 29% dos
casos novos de cancer em mulheres sdo de mama [1]. S&o esperados para o

Brasil em 2014 57.120 novos casos desta patologia [2].

Os fatores de risco mais importantes para o cancer de mama estao
relacionados a eventos hormonais e reprodutivos, excetuando-se a presenca
de cancer de mama em um parente de primeiro grau. S&o considerados fatores
de risco para o cancer de mama caracteristicas ou comportamentos que
resultam em exposicao prolongada a estrégenos, tais como menarca precoce,
nuliparidade, idade da primeira gestacdo a termo acima dos 30 anos,
anticoncepcionais orais, terapia de reposicdo hormonal e menopausa tardia [2,
3]. Mulheres que apresentam mutacdo nos genes BRCALl, BRCA2 e p53
possuem risco aumentado de desenvolvimento dessa doenca, mostrando que
fatores genéticos também possuem uma grande associagdo a um maior risco

de desenvolvimento do cancer de mama [2].

Apesar do bom prognéstico se diagnosticado e tratado oportunamente,
as taxas de mortalidade por cancer de mama continuam elevadas no Brasil,
provavelmente devido ao diagndstico tardio em estadios avancados da doenca

[2]. Em paises desenvolvidos a sobrevida média apds cinco anos de
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diagnostico e tratamento € de 85%, enquanto em paises em desenvolvimento
estd em torno de 60% [2]. A diferenca de sobrevida nesses paises esta
provavelmente relacionada ao diagndstico precoce e maior acesso ao

tratamento [4].

A gquimioterapia neoadjuvante em cancer de mama é utilizada com a
finalidade de reduzir o volume tumoral e levar a uma cirurgia futura menos
agressiva [5]. A regresséo da doenca leva a uma cirurgia mais conservadora e

a maiores taxas de cura e sobrevida [6, 7].

A alta prevaléncia do cancer de mama € um fator que nos instiga a
investigar novos biomarcadores para um melhor rastreamento, diagnostico e
posterior prognostico da doenca. Proteinas séricas ou plasmaticas ja séo
utilizadas rotineiramente no rastreamento de algumas neoplasias, como no
cancer de prostata e ovario e algumas biomoléculas séricas ja& vem sendo

estudadas quanto a sua eficicia na detec¢éo do cancer de mama [8].

1.2. Microparticulas e Cancer

As microparticulas (MPs) sdo fragmentos da membrana plasmatica de
algumas células, formadas por diversos tipos celulares em um processo de
vesiculacdo. Essas séo definidas principalmente pelo seu tamanho (menor que

1 micrdmetro) e pela presenca de fosfatidilserina na sua superficie externa [9].
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As MPs possuem na sua constituicdo as proteinas de membrana da sua
célula de origem [10]. Pela presenca dessas proteinas € possivel identificar a
origem das MPs. As mais comuns e numerosas sdo derivadas de plaquetas
[11], mas estas podem ser originadas de qualquer tipo celular como eritrécitos,
mondocitos, neutrdfilos, linfocitos células endoteliais e até mesmo células

cancerosas [12-15]

MPs carregam no seu interior uma vasta gama de biomoléculas, tais
como: quimiocinas, citocinas, enzimas, factores de crescimento, proteinas de
sinalizacao, lipidios e acidos nucleicos (microRNAs, mRNAs, e até mesmo
DNAs) [15, 16]. MPs estdo presentes no sangue periférico de individuos
saudaveis e podem ser formadas em condi¢des fisiologicas ou quando a
homeostase do tecido € perturbada. [17]. Tem sido observado um aumento
significativo dessas moléculas em condi¢cdes patologicas, tais como: doencas
autoimunes, diabetes, doencas cardiovasculares, doencas renais, doencas
inflamatérias, doencas infecciosas e diversos tipos de cancers [15, 17].
Investigacdes recentes apontaram uma possivel relevancia clinica na presenca
de MPs séricas em diferentes tipos de doencas malignas, incluindo o cancer de
mama. No entanto, para utilizacdo dessas moléculas como biomarcadores

tumorais ainda sé&o necessarios maiores estudos [18].

As MPs tém um importante papel na inflamacdo, coagulacédo e
homeostase vascular, possuindo varias funcfes fisiolégicas, incluindo o
transporte de componentes da membrana da sua célula de origem para outras

células, ativando direta ou indiretamente a inflamacdo e a coagulacdo. [17,
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19]. As microparticulas possuem um papel central na iniciacdo da coagulacéo e
formacédo de trombos [20]. A exposicao celular a citocinas ou quimioterapia

resulta na secrecao dessas MPs [21].

O tratamento quimioterapico leva a uma ativacdo de plaquetas e
consequente geracao de microparticulas [22]. MPs de pacientes com cancer de
mama estdo relacionadas a um maior risco de trombose, invasédo tumoral e
angiogénese e o tratamento quimioterapico perturba o equilibrio hemostatico
dessas MPs [22, 23]. A resposta a quimioterapia é heterogénea e dinamica,
envolve uma combinacdo de mecanismos moleculares independentes que sdo
regulados durante a progressédo e tratamento de tumores [24]. Uma melhor
compreensao da acdo de mediadores moleculares inflamatérios na resposta ao
tratamento quimioterapico ajuda a compreender a variabilidade terapéutica

observada em oncologia clinica [25].

Recentemente, tem sido sugerida uma relevancia clinica para as MPs
circulantes em diferentes tipos de doencas malignas, incluindo o céancer de
mama [18]. Estudos mostram que a presenca de microparticulas esta
relacionada com cancer de mama avanc¢ado, invasao tumoral e metastase [15,
26, 27]. Dada a natureza sistémica das MPs, estas poderiam ser usadas como
fatores de diagnéstico, prognéstico e predicao de resposta terapeutica podendo
contribuir para estratégias de tratamento individualizado em pacientes com

céancer[25].
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1.3. Inflamacéao e Cancer

Observada no século XIX por Rudolf Virchow, a presenca de leucdcitos
ao redor de tumores foi a primeira sinalizacdo de uma possivel conexao entre
inflamacé&o e cancer. Na ultima década, foram obtidas evidéncias elucidando o

papel critico da inflamacé&o no processo de carcinogénese [28, 29].

A inflamacao exerce impacto em varias etapas da carcinogénese, desde
a iniciacdo tumoral até a instalacdo de doenga metastatica. Diversas evidéncias
conectam cancer e inflamagdo: doencas inflamatorias crénicas estédo
associadas a risco aumentado de cancer; células e moléculas inflamatérias
estdo presentes no microambiente tumoral; auséncia de mediadores
inflamatorios inibe a progressao tumoral e metastase; e uso prolongado de anti-

inflamatorios reduz o risco de mortalidade por cancer [30].

O conceito de que apenas mutacbes Sa0 necessarias para o
desenvolvimento de um tumor € incompleto, células do sistema imune inato e
adaptativo também sdo necessarias para os tumores adquirirem caracteristicas
teciduais malignas. Células do sistema imunoldgico afetam células malignas
por meio de producdo de citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento,

prostaglandinas, PROs e nitrogénio [31, 32].

O microambiente tumoral contém células do sistema imune associadas a
células neoplasicas. Estas células diversas comunicam-se por meio da
producao de citocinas ou quimiocinas, que sao capazes de controlar e moldar o
crescimento tumoral. A interacdo dessas células e moléculas variadas no

microambiente tumoral define a via predominante — a via promotora ou a
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imunidade anti-tumoral. Em tumores estabelecidos, a via dominante é a

inflamac&o pré-tumoral [28].

Portanto, citocinas e quimiocinas possuem um papel bem estabelecido
na resposta imune ao cancer e carcinogénese. Estas moléculas estdo
envolvidas com a iniciacao tumoral, progressdo e metastase.[33]. O cancer de
mama € considerado como sendo fracamente imunogénico e pouco
reconhecido pelo sistema imune. Acredita-se que a resposta imunoldgica a
esse tipo de tumor esta associada a acao de citocinas moduladoras presentes

no microambiente tumoral [34, 35].

Estudos recentes sugerem que o estabelecimento de um perfil de
resposta imunoldgica e inflamatéria no cancer de mama pode fornecer
informacdes (teis para o prognostico e tratamento da paciente [25]. Em
pacientes com cancer de mama, a expressdao de niveis séricos de varias
citocinas parece estar associada a um subgrupo de alto risco de pacientes com
menores taxas de sobrevida em comparacdo com O0S pacientes que
apresentam baixos niveis de citocinas, podendo entdo ser utilizadas como

biomarcadores de fator prognéstico da doenca [36, 37].
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1.4. Justificativa

Medir a concentracdo sérica de microparticulas, citocinas e quimiocinas
€ uma maneira pouco invasiva e indireta de se avaliar a atividade tumoral e sua
interacdo com a microcirculacdo e resposta inflamatdria em pacientes com
cancer de mama. Evidéncias mostram que esses biomarcadores estédo
associados com uma progressao e metastase no cancer de mama e poucos
estudos mostram esse perfil de resposta inflamatéria em pacientes pré e pos-
quimioterapia. O estudo desses marcadores da inflamacdo pode propiciar
maior compreendimento sobre o comportamento biolégico do cancer de mama,
assim como sinalizar para futuros marcadores de atividade de doenca e

resposta ao tratamento.
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5. Consideracdes finais:

Os resultados obtidos nesse trabalho nos permite concluir que:

v" Nao houve diferenca significativa nos niveis de microparticulas,
citocinas e quimiocinas entre o grupo controle e pacientes com
cancer de mama.

v' Baixos niveis de microparticulas derivadas de mondcitos estdo
correlacionados com tumores em estadio avangado e metastase.

v Altos niveis de CCL-2 e CXCL10 estéo correlacionados com tumores
em estadio avancado e metastase.

v" Nao houve associacdo entre os niveis de microparticulas e o
hemograma das pacientes.

v" Houve uma diminuicdo dos niveis de microparticulas derivadas de
plaquetas pos-quimioterapia

v" Houve um aumento nos niveis séricos de IL-6, CCL-5 e CXCL-10

pds-quimioterapia.

Este trabalho nos mostra que apesar de ndo haver diferengas nos niveis
de citocinas, quimiocinas e microparticulas entre pacientes com céancer de
mama e pacientes do grupo controle, alguns desses biomarcadores estao
associados a tumores em estadios avancados e metastase assim como na

resposta ao tratamento quimioterapico.
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A deteccdo de marcadores biologicos associados ao cancer € um
grande desafio na pesquisa biomédica. Nossa principal contribuicdo foi a
definicdo de uma rede sistémica de biomarcadores no cancer de mama e em
resposta a quimioterapia. Esta pesquisa possui potencial para traducéo para a
pratica clinica, identificando um perfil de resposta inflamatéria dessas
pacientes. Esses achados reforcam a importancia do estudo de biomarcadores

como uma rede global de correla¢des e nao individualmente.






