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RESUMO

Quimiocinas sao peptideos que regulam fungdes celulares e que podem
apresentar alteracbes em sua expressao capazes de alterar os processos de
proliferacdo e disseminacdo tumoral. CXCL12 é uma quimiocina que participa da
migracao celular e sua ligacdo ao receptor CXCR4 esta envolvida com o processo
de crescimento tumoral, angiogénsese e metastase. Este estudo tem por objetivo
avaliar a expressao de CXCL12 e CXCR4 em amostras de pacientes portadores de
Carcinoma Ductal Invasivo (CDI) de mama e correlaciona-las com Sobrevida Global
(SG), Sobrevida Livre de Doenca (SLD) e com variaveis clinicas e patolégicas. O
estudo foi realizado no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco (HC/UFPE), de 2011 a 2014, com dados obtidos por meio de andlise
de prontuarios e a pesquisa de CXCL12CXCR4 realizada por imunohistoquimica
(IHC). A andlise estatistica foi realizada por teste Kaplan-Meier para calculo de
sobrevida e a regressdo Logit para correlacdo entre as variaveis. A amostra foi
formada por 22 pacientes com CDI do sexo feminino, a idade média ao diagnostico
foi 56,8 anos (34 - 84) e maioria dos tumores localmente avancados. Na populacéo
global, a SG néo foi alcancada e a SLD foi de 7,13 anos. Apds a estratificacdo da
expressdo de CXCL12 e CXCR4, a auséncia da expressdo do CXCL12 foi
associada a uma maior SLD HR 0,481 (IC 95% 0,08 — 2,72, p = 0,408) e a presenca
da expressao do CRCR4 foi relacionada a uma maior SLD, com HR 1,7 (IC 95%
0,18 — 16,42, p = 0,643), ambos sem significAncia estatistica. A perda da expressao
do CXCL12 estromal foi observada em grau histolégicos (GH) mais elevados (IC
95% -28,58 - - 10,13, p < 0,001) e houve uma correlacédo positiva entre o0 CXCL12
estromal e invasdo angiolinfatica (IAL) (IC 95% 28,33 — 52,98, p < 0,001). A
realizacdo de quimioterapia neoadjuvante foi associada a negatividade da expressao
do CXCL12 estromal (IC 95% 0,10 — 0,39, p = 0,001). As principais limitacées do
estudo séao a reduzida amostra e a ndo realizagdo da pesquisa das quimiocinas nos
sitios das metastases e previamente ao tratamento. A relagdo entre CXCL12 /
CXCR4 pode ser um importante marcador prognostico e possivel alvo terapéutico,
sendo sugerido novos estudos para entendimento deste papel no microambiente

tumoral.

Palavras-chave: CXCL12. CXCR4. Cancer de mama. Microambiente tumoral.



ABSTRACT

Chemokines are peptides regulate cellular functions and that may present
alterations in their expression capable of altering the processes of tumor proliferation
and dissemination. CXCL12 participate in cell migration and its binding to the CXCR4
receptor and this process is involved in the tumor growth, angiogenesis and
metastasis. This paper aimed to evaluate the expression of CXCL12 and CXCR4 in
samples from patients (pts) with Invasive Ductal Carcinoma (IDC) and to correlate
with Overall Survival (OS), Disease Free Survival (SLD) and the clinical pathological
variants. The study was realized in Hospital das Clinicas’” Universidade Federal de
Pernambuco (HCUFPE), from 2011 to 2014, the data obtained through medical
records analysis and the CXCL12/CXCR4 survey performed by
immunohistochemistry (IHC). Statistical analysis was performed using Kaplan-Meier
for survival and the Logit test for correlation between variables. The sample
consisted of 22 female pts with IDC, mean age at diagnosis was 56.8 y.o. (34-84),
the majority of tumors were locally advanced. In the global population, SG was not
achieved and SLD was 7.13 years. When stratification of CXCL12 and CXCR4
expression occurred, absence of CXCL12 expression was associated with a higher
SLD HR 0.481 (95% CI 0.08 - 2.72, p = 0.408) and the presence of CXCR4
expression was related to a higher SLD, with HR 1.7 (95% CI 0.18 - 16.42, p =
0.643), both with no statistical significance. Loss of stromal CXCL12 expression was
observed in higher HG (95% CI -28.58 - - 10.13, p = 0.000) and there was a positive
correlation between stromal CXCL12 and IAL (95% CI 28.33 - 52.98, p < 0.001).
Neoadjuvant chemotherapy was associated with negativity of stromal CXCL12
expression (95% CI 0.10-0.39, p = 0.001). The other clinical variants did not show
relation with CXCL12CXCR4. The limitations of the study were the reduced sample
and the absence of chemokine research in metastases and prior to treatment. The
relationship between CXCL12CXCR4 can be an important prognostic biomarker and
possible target therapy and we suggest new studies to understand this role in the

tumor microenvironment.

Keywords: CXCL12. CXCL4. Breast cancer. Tumor microenvironment.
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1 INTRODUCAO

O cancer € um grave problema de saude publica da humanidade nos dias
atuais, tendo sido esperados aproximadamente 18,1 milhfes de novos casos em
2018, acompanhados por 9,6 milhdes de mortes no mundo (GLOBOCAN 2018). O
cancer de mama representa o subtipo mais frequente em mulheres na maior parte
dos paises, responsavel nos Estados Unidos por cerca de 30% dos casos de
canceres femininos a serem diagnosticados em 2019, sendo a segunda causa de
morte nesta populacdo (SIEGEL; MILLER; JEMA, 2019). No Brasil, é também o
cancer mais diagnosticado em mulheres e foram estimados 59.700 casos novos de
cancer de mama em 2018, com um risco esperado de 56,33 casos a cada 100 mil
mulheres, correspondendo a principal causa de morte por neoplasia maligna com
frequéncia esperada na populagdo feminina brasileira de 13,68 0bitos/100.000
mulheres em 2018. Em Pernambuco, a incidéncia esperada foi de 2.680 casos de
cancer de mama na populacéo feminina em 2018 (INCA 2018).

Apesar da elevada incidéncia, a mortalidade por cancer de mama vem caindo
ao longo dos anos, 1,9% por ano de 2008 a 2012 (KOHLER et al.,, 2015). Um
importante fator que contribui para este fato € a melhora dos métodos de rastreio da
doenca com a implementacdo da mamografia diagndstica, permitindo uma
identificacdo da doenca em estagios precoces (KOHLER et al., 2015, BERRY et al.,
2005, DE GELDER et al., 2015, HELLQUIST et al., 2011). A inovacao das técnicas
cirdrgicas e a introducao dos quimioterapicos, das drogas bloqueadoras hormonais e
dos avancos nas técnicas de radioterapia tém ajudado nos ganhos destas
casuisticas. Mesmo com estes progressos terapéuticos, muitos pacientes evoluem
desfavoravelmente, com disseminacéo da doenca e obito.

A célula tumoral pode apresentar mecanismos capazes de sobrepujar os
mecanismos de homeostase tecidual do individuo por meio da ativacdo de vias de
sinalizacdo que levam a hiperproliferacdo, inibicdo da apoptose, bloqueio do
reconhecimento tumoral pelas células de defesa, aumento da angiogénese e
consequente aumento da nutricdo tumoral, mutacéo nos genes de reparo, alteracdes
na dinamica do microambiente tumoral e invasdo e metastase (HANAHAN;
WEINBERG, 2011). Cada tipo tumoral, até mesmo em diversas fases da doenca,
pode apresentar habilidade de resistir ao tratamento e atualmente é importante,
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além de qual via de sinalizagédo esta hiperativada em determinado cancer, investigar
e tentar saber como ele é capaz de burlar possiveis terapias direcionadas para alvos
especificos e encontrar outras vias para a sua subsisténcia.

O microambiente tumoral vem apresentando crescente importancia neste
cenario de desenvolvimento do cancer. Sabe-se hoje que o desequilibrio entre o
sistema imune do hospedeiro e a célula tumoral pode levar ao crescimento do
cancer, bem como a angiogénese induzida pela hipdoxia com o aumento da
proliferacdo celular (HIRATA; SAHAI, 2017). Quimiocinas sdo peptideos que
participam do controle da movimentacdo celular, do processo de adesdo e
proliferacdo durante a embriogénese ou da restauracdo tecidual apés um dano
(HARALDSEN; ROT, 2006). As Quimiocinas e seus receptores podem estar
hiperexpressos em células tumorais, afetando os processos de multiplicacéo,
sobrevivéncia e invasividade (ROSTENE et al., 2011). A Quimiocina CXCL12 ((C-X-
C motif) ligand 12) /SDF1 (Stromal Derived Factorl) atua através de dois receptores:
CXCR4 (C-X-C chemokine receptor type 4) e CXCR7 (C-X-C chemokine receptor
type 7). O CXCR4 é regulado pelo desacoplamento da Proteina G, ativado por
fosforilacdo (SUN et al., 2002). O CXCL12/SDF-1 liga-se ao CXCR4 e este processo
ativa a proliferacao celular tumoral, a angiogénsese, a migracdo celular e metastase.
A expressdo de CXCR4 tem sido identificada como um fator preditivo de mau
progndéstico em pacientes portadores de melanoma e gliomas (SCALA et al., 2005,
BIAN et al., 2007). Contudo, o real papel da relacdo do CXCL12 com o seu receptor
CXCR4 ainda permanece incerto nos variados tipos de cancer. Por exemplo, uma
metandlise demonstrou que a alta expressdo de CXCL12 foi associada a reducédo da
Sobrevida Global (SG) em pacientes com cancer de eséfago e cancer de pulmao,
enquanto que em pacientes com cancer de mama, a alta expressdo de CXCL12
conferiu uma melhor SG (SAMARENDRA et al., 2017). Especificamente para o
cancer de mama, resultados da metanalise realizada por Liu et al. (2018)
demonstraram que a alta expressdo de CXCL12 foi associada a melhor Sobrevida
Livre de Doenca (SLD).

Portanto, sdo necessarios mais estudos que investiguem o papel da relacéo
da expressdo de CXCL12 e do receptor CXCR4 em pacientes com cancer na
tentativa de esclarecer melhor os mecanismos de invasdo e metastase e
consequente disseminagdo tumoral com determinacdo de possiveis vias de terapia-

alvo, além de definir o real papel preditivo e prognoéstico destes marcadores. O



16

nosso estudo foi realizado com amostras de pacientes do Hospital das
Clinicas/Universidade Federal de Pernambuco (HC/UFPE), representando a
realidade local, com a intencdo de avaliar a expressdo de CXCL12 e CXCR4 em
pacientes com diagnostico de CDI (Carcinoma ductal invasivo) de mama e objetiva

somar dados a literatura mundial sobre o assunto.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

v Avaliar a expressdo de CXCR4 e CXCL12 em amostras de pacientes com

CDI de mama e correlacionar os resultados com a SLD e SG.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Determinar a marcacao, por meio de imunohistoquimica (IHC), da quimiocina
CXCL12 e do receptor CXCR4 no estroma tumoral e componente celular tumoral
nas amostras diagnosticadas como CDI.

v Correlacionar a expressdo de CXCR4 e CXCL12 com variaveis clinicas e
histopatologicas da amostra tecidual: tamanho tumoral, acometimento linfonodal,
estadiamento, grau histolégico (GH), presenca de infiltrado inflamatério, presenca de

invasdo angiolinfatica (IAL) e presenca de invaséo perineural (IPN).

v Avaliar a marcacdo tumoral para receptor de estrogeno (RE), receptor de
progesterona (RP), HER2 (Human Epidermal Growth Factor 2) e o subtipo

histoldgico e correlaciona-los com a expressédo de CXCL12 e CXCR4.

v Descrever os principais sitios de metastases observados nos pacientes, bem
como os tratamentos realizados (quimioterapia, radioterapia e hormonioterapia) e

relaciona-los com a expressédo de CXCR4 e CXCL12.



3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. CANCER DE MAMA
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O céncer de mama representa o subtipo mais frequente em mulheres na maior
parte dos paises (SIEGEL; MILLER; JEMA, 2019) (Tabela 1). No Brasil € também o

cancer mais diagnosticado em mulheres e foram estimados 59.700 casos novos de

cancer de mama em 2018 (Tabela 2), com um risco esperado de 56,33 casos a cada

100 mil mulheres (Figura 1), correspondendo a principal causa de morte por

neoplasia maligna (INCA 2018).

Tabela 1 - Incidéncia e mortalidades estimadas por cancer e por sexo nos EUA em

2019

Casos novos
estimados

Homens Mulheres
Prostata 174.650 20% Mama 268.600 30%
Pulméao 116.440 13% Pulméo 111.710 13%
Colon e reto 78500 9% Colon e reto 67.100 8%
Bexiga 61.700 7% Corpo uterino 61.880 7%
Melanoma 57.220 7% Melanoma 39.260 4%
Rim e pelve renal 44120 5% Tiretide 37810 4%
Linfoma N&o Hodgkin 41.090 5% Linfoma N&o Hodgkin 33.110 4%
Cavidade oral e faringe  38.140 4% Rim e pelve renal 29.700 3%
Leucemia 35920 4% Péancreas 26.830 3%
Pancreas 29.940 3% Leucemia 25.860 3%
Todos os sitios 870.970 100% Todos os sitios 891.480 100%
Mortes estimadas

Homens  Mulheres

Pulméo

76.650

24%

Pulméo

66.020

23%



Prostata

Colon e reto
Péancreas

Figado e vias biliares
Leucemia

Esb6fago

Bexiga

Linfoma N&o Hodgkin

Sistema Nervoso
Central

Todos os sitios

31.620

27.640

23.800

21.600

13.150

13.020

12.870

11.510

9.910

321.670 100%

10%

9%

7%

7%

4%

4%

4%

4%

3%

Mama

Colon e reto
Pancreas

Ovério

Corpo uterino

Figado e vias biliares
Leucemia

Linfoma N&o Hodgkin

Sistema Nervoso
Central

Todos os sitios

41.760

23.380

21.950

13.980

12.160

10.180

9.690

8.460

7.850

19

15%

8%

8%

5%

4%

4%

3%

3%

3%

285.210 100%

Fonte: SIEGEL,
2019.

Tabela 2 - Distribuicédo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes

estimados para 2018 por sexo, exceto pele ndo melanoma*

Localizagéo . . .
Primaria Caso % Localizagdo Priméria Caso %
Homens Mulheres
Prostata 68.220 31,70% Mama 59.700 29,50%
Pulméao 18.740 8,70% Célon e reto 18.980 9,40%
Célon e reto 17.380 8,10% Colo do utero 16.370 8,10%
Estdbmago 13.540 6,30% Pulméo 12.530 6,20%
Cavidade oral 11.200 5,20% Tireoide 8040 4%
Eséfago 8.240 3,80% Estdmago 7.750 3,80%
Bexiga 6.690 3,10% Corpo do utero 6.600 3,30%
Laringe 6.390 3,00% Ovério 6.150 3%
Sistema Nervoso

Leucemia 5.940 2,80% Central 5,510 2,70%
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Sistema Nervoso
Central 5.810 2,70% Leucemia 4.860 2,40%

* NUmeros arredondados para multiplos de 10.

Fonte: http://wwwl.inca.gov.br/estimativa/2018/estimativa-2018.pdf

Figura 1 - Representacdo espacial de taxas ajustadas de incidéncia de cancer de
mama por 100 mil mulheres, estimadas para o0 ano de 2018, segundo Unidade da

Federacdo, baseada em estatisticas do INCA.

Mulheres

. 54,37 - 68,78

45,02 - 54,36

. 27,13 - 45,01

19,23 - 27,12

Fonte: BRASIL. Disponivel em: http://www1.inca.gov.br/estimativa/2018/estimativa-2018.pdf

Vérios fatores de risco sao relacionados ao surgimento do cancer de mama
como a idade avancada, o sexo feminino e a raga, sendo a raga branca mais
acometida pela doenca, contudo a raca negra apresenta tumores com doencga mais
avancada ao diagnéstico e maior mortalidade (CDC et al., 2012, RICHARDSON,
2016). A obesidade é outro fator de risco para cancer de mama, principalmente os
subtipos receptor hormonal positivo, por provavel maior conversao periférica de
estrogeno, aumentando o risco da doenca. Em uma metanalise com mais de 1000
estudos epidemiologicos para avaliacdo de fatores de risco para cancer em


http://www1.inca.gov.br/estimativa/2018/estimativa-2018.pdf
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mulheres, foi observado que um IMC > 25 apresenta um RR (risco relativo)
aumentado para incidéncia de cancer de mama em mulheres na pdés-menopausa de
1,1 (Cl1 95% 1.1-1.2) (LAUBY-SECRETAN et al., 2016).

Menarca precoce € associada a um risco aumentado de cancer de mama
(COLLABORATIVE GROUP ON HORMONAL FACTORS IN BREAST CANCER et
al., 2012). Mulheres com menarca apés os 15 anos apresentam um risco 16% menor
da doenca com RH (Receptor hormonal) negativo (RITTE et al., 2013). Mulheres
nuliparas apresentam um risco aumentado de cancer de mama comparado as
mulheres com filhos (RR 1,2 -1,7) (ROSNER; COLDITZ; WILLETT, 1994, COLDTIZ,
ROSNER et al., 2000). Embora a paridade confira um risco aumentado de céncer de
mama nos primeiros cinco anos apds o parto, a paridade confere efeito protetor ao
longo do tempo. A idade tardia do primeiro parto também é um fator de risco
associado a cancer de mama. No trabalho cientifico Nurses' Health Study, foi
comparada a incidéncia cumulativa de cancer de mama até os 70 anos em mulheres
nuliparas perto da menopausa com mulheres médes em idade tardia e foram
observadas taxas 20% e 10%, respectivamente, menores em maes aos 20 e 25
anos, comparadas as nuliparas e 5% maiores nas mulheres maes aos 35
comparadas a referida populacdo (ROSNER; COLDITZ; WILLETT, 1994, COLDTIZ;
ROSNER et al., 2000). Uma das justificativas pode ser que uma gravidez em idade
tardia pode causar um estimulo proliferativo na glandula mamaria (NICHOLS et al.,
2019).

Mutacbes germinativas podem ser relacionadas ao surgimento do cancer,
representando de 5-10% de todos os casos de cancer de mama, apesar de ser um
namero pequeno diante de todo o conjunto, a identificacdo deste subgrupo
populacional ocasiona a oportunidade de realizacdo de medidas preventivas de
novos canceres em individuos ja acometidos e também de introducdo de medidas de
rastreio aos familiares (COUCH; NATHANSON; OFFIT, 2014). Inicialmente,
realizava-se a pesquisa de mutacdes germinativas nos genes do BRCA 1 e 2,
representando a Sindrome de Cancer de Mama e Ovario Hereditario, contudo, hoje
sabe-se que outros genes estdo relacionados ao desenvolvimento do cancer de
mama hereditario, como por exemplo: p53, ATM, STK11, CDH1, PALB2, PTEN,
CHEK2 e MMR (Mismatch Repair Genes) (LU et al., 2018).

O Carcinoma Ductal Invasivo (CDI) é o tipo mais comum de neoplasia

maligna de mama, representando 70 a 80 por cento das lesdes invasivas. E também
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denominado carcinoma infiltrante de nenhum tipo especial ou carcinoma infiltrante
ndo especificado (NOS). Na avaliacdo patolégica macroscopica, essas lesbes sédo
tipicamente massas duras, cinza-esbranquicadas e asperas, que invadem o tecido
adjacente de maneira aleatoria para criar a caracteristica forma irregular e estrelada.
Eles sdo caracterizados microscopicamente por corddes e ninhos de células
tumorais com quantidades variaveis de formacdo de glandulas e caracteristicas
citolégicas que variam de brandas a altamente malignas. As células malignas
induzem uma resposta fibrosa a medida que se infiltram no parénquima mamario,
sendo essa reacdo, em grande parte, responsavel pela massa clinicamente e
grosseiramente palpavel, pela densidade radiolégica e pelas caracteristicas
ultrassonogréficas soélidas dos carcinomas invasivos tipicos (SENKUS et al., 2015).

Na pratica clinica, a classificacdo dos canceres de mama baseada na IHC é
muito utilizada, subdividindo os tumores em luminais, HER2 amplificados e triplo
negativos. Os subtipos luminais sdo os mais frequentes e que mais apresentam uma
expressao génica semelhante ao epitélio luminal da mama e sdo classificados em
Luminais A e B, com expressdo de RE positivo. Os tumores com amplificacdo do
HER2 representam de 15-20% das neoplasias malignas da mama e este tipo de
alteracdo ocasiona a ativacdo da via de proliferacdo celular — RAS/RAF/MEK/ERK
(PARISE et al., 2009). Os subtipos triplo negativo sdo caracterizados pela auséncia
de expressdo na IHC do RE, RP e do HER2 e aparentam ser um grupo
geneticamente heterogéneo. Atualmente se classifica este subgrupo em quatro
tipos: luminal receptor de andrégeno, mesenquimal, basal-like imunossuprimido e
basal-like imuno-ativado (BURSTEIN et al., 2015).

O cancer de mama deve ser tratado através de uma abordagem
multidisciplinar, com o envolvimento do mastologista, oncologista clinico e o radio
oncologista na discussdo do caso. A maioria dos pacientes com diagnéstico de
cancer de mama apresentam-se com doenca local, sendo o tratamento baseado no
estadiamento (Tabela 3). A doenga diagnosticada em estagio precoce é aquela
descoberta no estagio I, IIA e IIB (T2N1) e a doenca localmente avancada nos
estagios IIB (T3NO) e IlIA, IlIB e 1lIC (AMIN et al., 2017). Aproximadamente 5% dos
pacientes apresentam-se com doenca metastatica ao diagndstico, sendo esta

entidade clinica chamada de cancer de mama de novo.
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Tabela 3 - Estadiamento TNM

T N M Estadiamento
Tis NO MO 0
T1 NO MO 1A
TO N1imi MO B
T1 N1imi MO 1B
TO N1 MO A
T1 N1 MO A
T2 NO MO A
T2 N1 MO =3
T3 NO MO IIB
TO N2 MO A
T1 N2 MO A
T2 N2 MO A
T3 N1 MO A
T3 N2 MO A
T4 NO MO B
T4 N1 MO B
T4 N2 MO B
Qualquer T N3 MO lnc
Qualquer T Qualquer N M1 v

Fonte: AJCC Cancer Staging Manual, 8 th edition, 2017.

De forma geral, as pacientes diagnosticadas em estagio precoce sao
submetidas a cirurgia primaria (mastectomia ou quadrantectomia), acompanhada de
avaliacao dos linfonodos regionais e posteriormente sao avaliadas para indicacao ou
nao de radioterapia adjuvante (VERONESI et al., 2002, BLICHERT-TOFT et. al.,
2008). O tratamento adjuvante sistémico é oferecido baseado nas caracteristicas



24

primérias do tumor como tamanho, envolvimento linfonodal, GH, presenca de
marcagdo positiva para RE, RP e HER2 (BREWSTER et al, 2008). A
hormonioterapia € indicada para os pacientes com presenca de RH positivo e
terapias anti-HER2 sdo usadas para pacientes com hiperexpressdao de HER2 por
IHC ou por FISH (Fluorescent In Situ Hybridization) (CAMERON et al., 2017).

A quimioterapia geralmente é indicada para pacientes diagnosticadas
precocemente com doenca receptor hormonal (RH) positivo e fatores de alto risco:
GH (grau histoldgico) 3, tumores = 2 cm, envolvimento linfonodal patologico e/ou
high 21-gene recurrence score (231) (SPARANO et al., 2018). Para tumor triplo
negativo, tende-se a indicar a quimioterapia adjuvante para pacientes com tumores =
0,5 cm, antes da realizacdo da radioterapia, jA que geralmente é um subtipo com
apresentacao mais agressiva e sem outras tantas opcdes terapéuticas adjuvantes no
cenario atual. Para os tumores HER2 positivos, tende-se a indicar quimioterapia
adjuvante associada a drogas bloqueadoras do HER2 para tumores > 1 cm
(TOLANEY et al., 2015).

Deve-se oferecer para a maioria das pacientes com cancer de mama
localmente avancado a quimioterapia neoadjuvante. O beneficio deste tipo de
estratégia é que geralmente se consegue uma diminuicdo tumoral com consequente
cirurgia conservadora e pode-se testar a sensibilidade da quimioterapia in vivo nos
pacientes. A quimioterapia neoadjuvante resulta em melhores resultados de SLD e
com dados semelhantes de SG quando comparada ao tratamento adjuvante (CHEN
et al., 2013). A quimioterapia neoadjuvante é indicada para pacientes com doenca
RH positivo com tumores avancados e para tumores triplo negativo. Para as
pacientes HER2 positivo, tende-se a indicar o duplo bloqueio do HER2 com
trastuzumabe e pertuzumabe, com aumento das taxas de resposta, incluindo
aumento da taxa de resposta patologica completa (SWAIN et al.,, 2015). A
hormonioterapia neoadjuvante deve ser indicada para casos selecionados, como
paciente com Status Performance muito comprometido ou comorbidades limitantes
(LOBO-CARDOSO; MAGALHAES; FOUGO, 2017).

Apesar deste avancos, com melhora da acuracia dos métodos diagnoésticos e
das ferramentas de tratamento, muitos pacientes evoluem com um quadro clinico
desfavoravel e oObito. A célula tumoral pode apresentar mecanismos capazes de
dominar o hospedeiro devido ativagcdo de vias de sinalizagdo que causam

hiperproliferacédo, inibicdo da apoptose, bloqueio do reconhecimento tumoral pelas
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células de defesa, aumento da angiogénese e consequente aumento da nutricdo
tumoral, mutacdo nos genes de reparo, alteragcdes na dinamica do microambiente
tumoral e invaséo e metastase (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

3.2 O MICROAMBIENTE TUMORAL

O microambiente tumoral tem apresentando crescente importancia devido a
sua interacdo com a célula tumoral e o crescimento do cancer. E composto pela
matriz extracelular (colageno, elastina, proteinas de ancoragem, metaloproteinases,
radicais livres) e células (fibroblastos; células endoteliais; células imunes, incluindo
macréfagos, neutrdfilos, células T e outras células particulares a cada tipo especifico
de tecido) (HIRATA; SAHAI, 2017). O tecido tumoral consegue se adaptar a
diferentes concentracdes de oxigénio, com producdo anaerObia de energia em
situacbes de baixa concentracdo e estimulo a angiogénese através do HIFa
(Hypoxia-inducible factor), que em situacdes de hipoxia, transmite o sinal para uma
formacdo de novos vasos e melhor aporte de nutrientes (HARNEY et al., 2015,
EALES; HOLLINSHEAD; TENNANT, 2016) (Figura 2).
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Figura 2 - A célula cancerigena e as células do microambiente tumoral (CTLA4:
Cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4; PD-1: Programmed death 1)

Tipo celular Interagdo com a célula tumoral
Células endoteliais = Produz vasos sanguineos que levam nutrientes e 0xigénio.
Produz o vaso que é o escape para a célula metastatica.
Fibroblastos Produz CXCL12 e TGF-B.
m Produz a matriz extracelular e é responsavel pelo seu remodelamento.
Macréfagos B Célula de defesa e participa do processo de migracéo celular.
Y .
Neutréfilos , Pode ter atividade pr6 e antitumoral.
]
| Células Dendriticas I ,/" Apresentam os antigenos a célula T.
| | ' <
L =l
) 4 |
@ Células T citotdxicas Y Mata as células tumorais que expressam neoantigenos.
C&I‘ICE‘[ CE‘” . Esta atividade pode ser limitada pela acdo do CTLA4 e PD-1.

Fonte: Hirata; Sahai (2017).

Células do sistema imune inato e adaptativo sdo encontradas dentro do sitio
tumoral. As células T CD8 sédo capazes de reconhecer os antigenos de células
cancerigenas e degrada-las, processo conhecido como vigilancia imune
(GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010). Em alguns tumores, pode ocorrer um
silenciamento deste reconhecimento por meio dos mecanismos de supressao,
conhecidos como os imune checkpoints. A célula T, através de seus receptores de
membrana PD-1 (Programmed death 1) e CTLA4 (Cytotoxic T-lymphocyte—
associated antigen 4) se liga ao B7/PD-L1 das células tumorais, respectivamente,
inibindo o reconhecimento do elemento anormal, criando um ambiente de anergia
imunologica. Esta situacdo impede o aniquilamento tumoral, fazendo com que o
tumor cresca sem reconhecimento do sistema imunologico (DARVIN et al., 2018).

O microambiente pode alterar respostas a tratamentos direcionados a célula
tumoral e também, devido aos mecanismos citados, ser um alvo indireto para matar

a célula tumoral. Hoje estdo disponiveis drogas antiangiogénicas, drogas inibidoras
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dos checkpoints imunolégicos e muitos outros alvos estdo sendo explorados numa
tentativa de melhor tratamento da doenca (HIRATA; SAHAI, 2017).

3.3 O MICROAMBIENTE TUMORAL: QUIMIOCINA CXCL12 E SEU RECEPTOR
CXCR4

O processo de crescimento tumoral e inicio do processo da metastase é
criticamente dependente da relacdo da célula tumoral com o estroma. Fibroblastos
associados ao cancer (FACs) tém mostrado influéncia neste mecanismo por meio da
producdo de quimiocinas que induzem a angiogénese e que facilitam a migracéo
celular (MULLER et al., 2001).

Quimiocinas sdo peptideos que participam do controle da movimentacdo
celular, do processo de adesao celular e proliferacdo durante a embriogénese e da
restauracdo celular apés um dano. A familia das quimiocinas inclui
aproximadamente 50 peptideos classificados segundo o numero e espacos
conservados das cisteinas N-terminais, divididas em quatro classes: C, CC, CXC e
CX3R, seguidas pelo sufixo L para os ligantes (BACHELERIE et al., 2014). Os
guimiorreceptores sao estruturalmente e funcionalmente acoplados a superfamilia
dos Receptores Ligados a Proteina G e também sédo divididos em 4 classes: CR,
CCR, CXCR E CX3R e conservam a sequéncia DRYLAIV no final do dominio
transmembrana Ill, essencial para o acoplamento da proteina G e para a ativacdo de
vias intracelulares (HARALDSEN; ROT, 2006). As guimiocinas e seus receptores
ndo estdo restritas a leucocitos, mas estendem-se também a células né&o-
hematopoiéticas, incluindo, por exemplo, neurdnios e células da glia, sendo
essenciais ao desenvolvimento dos mamiferos, atuando no processo da
organogénese. Entretanto, as quimiocinas e seus receptores podem estar
hiperexpressos em células tumorais, afetando os processos de profileracao,
sobrevivéncia e invasividade (ROSTENE et al., 2011).
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Figura 3 - Interagéo entre quimiocinas (CC, CXC, C e CX3C) e seus receptores
(CCR e CXCR - receptores convencionais e AKCR — receptor atipico).

CCR1 CCR2 CCR3 CCR4 CCR5 CCRé CCR7 CCR8 CCR9 CCR10 CCR11 CCR12

cci3 |[ corz || cous |[ cerz || cews || ectzo || ccris || cert || ecizs |[ co
ccie || cous || cerr || cos || ceiata ccL21 || ccL4 | ccL2s | | coL13
ccis || cour || cocu1t || cous || ccra ccL17 —
ccie || ccLs || ccLis || coLiz || cois | ccL1s
ccL7 || ccu12 || coLis || col22 || coLr —_—
ccLs || ccu13 | cozs ccLs AKCR3/
ccLe || cciie | coize ccL14 AKCRI BKCRZ rocpy MG
ccL13 ccL2s cCL16 -
ccL14 ! :
ccLi5
ccL16 e
ccL23 cxcL11 | ccLie
CXCL12 | CCL21
CXCR1 CXCR2 CXCR3 CXCR4 CXCR5 CXCR6 CXCRS cCL25
oS\ 4
@
cxcLé | cxcL1 | cxcra || cxecrz | cxcua | cxcuis | cxcu?
CXCL8 CXCL2 | CXCLS9 -
~| cxcL3 | cxcL1o
CXCL5 = CXCL11
CXCL6
CXCL8
| cc-chemokines |
CXCL8 b s e |
j | | CXCL11 CXC-chemokines
XCL1 CX4CL1 e
XCL2 (S = ;C-c—
- | CX3C-chemokines

Fonte: Barbieri et al. (2016).

A quimiocina CXCL12/SDF1, é codificada por um gene no cromossomo 10,
sendo amplamente expressa em tecidos normais e tumorais, atuando atraves de
dois receptores: CXCR4 e CXCR7. O CXCL12 existe em seis ou mais isoformas
combinadas (a / B/ vy / &/ €/ ¢), compartihando os trés primeiros éxons, mas
possuindo comprimento diferente dentro do quarto éxon. O CXCL12a e B séo as
isoformas mais frequentes, exibindo distribuicdo tecidual generalizada semelhante:
figado, baco, pancreas, no estroma da medula 6éssea, entre outros 6rgdos. O
CXCL12a é rapidamente degradado por protedlise no sangue, enquanto a isoforma
B é mais resistente a degradagédo sanguinea, sendo um poderoso estimulador da
neoangiogénese (JANOWSKI, 2009). O CXCL12y, expresso principalmente no
coracdo e no cérebro, é caracterizado pela adicdo de um aminoéacido longo e
carregado positivamente que facilita uma forte ligacdo ao CXCR4, participando

ativamente dos processos de migragéo celular (YU et al., 2006).
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O CXCR4, codificado por um gene localizado no cromossomo 2, também
conhecido como FUSIN ou NPY3R, € o receptor da membrana plasmética do
CXCL12 e modula varias vias intracelulares (Figura 4). A sinalizacdo do CXCR4
depende das subunidades Gija e By de Proteinas G triméricas: a via Gija leva a
reducdo de AMPc por inibicdo Adenilato Ciclase e ativa as vias JAK/STAT e
PI3K/AKT, NF-kB e tirosina quinase dependente de Ca®*" PYK2; ja a via By leva a
ativacdo dependente de fosfolipase C, diacilglicerol e IP3, mobilizando Ca** das
reservas intracelulares e conduzindo a ativacdo da cascata RAS/ RAF/ ERK
(MASSA et al., 2006). O CXCR4 é regulado pelo desacoplamento da Proteina G,
ativado por fosforilagdo. O receptor fosforilado € ligado por B-arrestinas, que
medeiam sua dessensibilizacdo e consequente endocitose, resultando na ativagcao
de quinases ERK1/2 e p38 MAP (SUN et al., 2002).

Figura 4 - Expressao de CXCR4 e CXCR7 na membrana e suas ligacdes a proteina

G e ativacao de vias de proliferacao intracelulares

Legenda: CXCL12: (C-X-C motif) ligand 12; CXCR4: C-X-C chemokine receptor type 4; TGF-b1:

Fator de Crescimento Transformador-b1; IL-4: Interleucina 4, IFN-y: Interferon y

Cell survivalll | cxcL12 scavengin
ICXCR4 downregulatlonl ICeII survlval proliferation | ging
Cell proliferation/ Cell proliferation/
chemotaxis chemotaxis Cell survival/
proliferation

I Ca;?* mobilization/chemotaxis

Fonte: Barbieri et al. (2016).
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O CXCL12/SDF-1 liga-se ao CXCR4 e este processo ativa a proliferacao
celular tumoral, a angiogénese, a migracdo celular e metastase. O CXCR4 é
altamente expresso em Varios tipos de células tumorais, como, por exemplo, aquelas
provenientes do cancer de mama, ovario, préstata, pulméo, leucemia e melanoma. O
CXCL12 e preferencialmente expresso em tecidos hepaticos, pulmonares e
linfonodos, estando presentes no estroma produzido por fibroblastos e células
mesenquimais (MULLER et al., 2001). A expressdo de CXCR4 tem sido identificada
como um fator preditivo de mau progndstico em pacientes portadores de melanoma
e gliomas (SCALA et al., 2005; BIAN et al., 2007).

Células metastaticas do cancer de mama requerem diminuicdo da adesao
celular, com perda da polarizacdo epitelial e maior capacidade de mobilizagdo como
as células da matriz extracelular, com isto adquirindo a capacidade de migracéo,
invasdo e metastase, processo chamado de Transicdo Epitélio-Mesenquimal (EMT)
(KALLURI; WEINBERG, 2009). O melhor entendimento destes mecanismos podem
levar a terapias antimetéstases. Os fibroblastos s@o as células mais encontradas no
estroma e sdo associados ao crescimento celular por estimulacdo paracrina e os
Fibroblastos Associados ao Cancer (FACs) sdo mais eficientes do que os
fibroblastos normais nesta funcdo. Os FACs secretam varios fatores de crescimento,
incluindo Fator de Crescimento Transformador-bl (TGF-bl), que € um forte sinal
extracelular para a ocorréncia da EMT e o CXCL12/SDF-1, quimiocina que participa
da EMT de células tumorais (KOJIMA et al., 2010; AL-ANSARI et al., 2012) (Figura
5). Os FACs apresentam outras atribuicbes, sendo responsaveis pela producdo da
composicdo ndo-celular do tumor, sintese de metaloproteinases e remodelamento
do microambiente tumoral (GIANNONI et al., 2010).
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Figura 5 - Interacé@o entre o CXCL12 de células estromais e FACs e com 0 CXCR4
da célula tumoral, influenciada pelo TGF-B, IL-4, IFN-y e outros estimuladores da

proliferacéo celular

Legenda: CXCL12: (C-X-C motif) ligand 12; CXCR4: C-X-C chemokine receptor
type 4; TGF-b1l: Fator de Crescimento Transformador-b1; IL-4: Interleucina 4, IFN-y:
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Fonte: LIAO et al. (2013).

Yu et al. (2014) avaliaram o estroma de tecidos de cancer de mama para
investigar a atuagdo dos FACs neste ambiente. Os fibroblastos do estroma
apresentaram coloracdo positiva para 0 marcador mesenquimal vimentina e
coloracdo negativa para o marcador epitelial E-caderina, mostrando a perda das
caracteristicas do tecido epitelial de origem e em particular, expressaram também o
a-SMA e a citocina CXCL12. Estes resultados indicaram que os fibroblastos isolados
e cultivados in vitro a partir de tecidos de cancer de mama mantiveram as
caracteristicas de FACs. Neste estudo, observou-se também que as habilidades de
migracao e invasao de células estimuladas pelos FACs foram revertidas adicionando
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anticorpo anti-TGF-b1, indicando que o TGF-bl secretado pelos FACs é um potente
regulador para a ativacdo da EMT em fendtipo em células de cancer de mama com
diferentes caracteristicas (YU et al., 2014).

Em estudo publicado por Chung et al. (2017), foram isolados FACs, células
tumorais de cancer de mama e células de metastases cerebrais e desenvolvido um
modelo tridimensional para as intera¢des do estudo. Baseado em andlises génicas e
de IHC, observou-se que a expressdo dos niveis de quimiocinas CXCL16 (C-X-C
motif ligand 16) e CXCL12 foram maiores em FACs de metastases cerebrais em que
de tumores mamarios primarios ou no tecido normal. Os FACs presentes no tecido
cerebral foram mais capazes de atrair células do cancer de mama que 0S
fibroblastos presentes no tumor mamario ou no tecido da mama normal. O bloqueio
do CXCL12 e da dimerizacdo ao seu ligante CXCL16 pode resultar em inibicdo da
migracao decorrente de agregados de FACs em metastases cerebrais, reforcando o
papel do controle do microambiente tumoral no tratamento do cancer (CHUNG et al.,
2017).

A relevancia biolégica do CXCL-12SDF-1 e seus receptores ndo esta
envolvida somente no desenvolvimento e metastases do tumores hematoldgicos e
sélidos, mas também em véarias doencas humanas como a Artrite Reumatodide,
Fibrose Pulmonar, Lapus Eritematoso Sistémico, injurias isquémicas e infecciosas.
Vérios antagonistas do CXCR4 foram desenvolvidos e estdo sendo estudados em
ensaios clinicos ou foram aprovados como tratamento. Os inibidores de CXCR4
podem ser classificados em trés classes principais: antagonistas de pequenas
moléculas, que apresentam semelhanca estrutural com o CXCR4, por exemplo, o
AMD3100 e seus analogos; os peptideos/peptidomiméticos, o antagonista da 14-mer
T140 é o "protétipo" do polipeptideo e os anticorpos antagonistas do CXCR4
(BARBIERI et al., 2016) (Tabela 4).

Tabela 4 - Exemplos de drogas antagonistas do CXCR4 com suas indicagdes e

propriedades

Composto Estruturas Indicacbes Propriedades
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Via de administracdo: SC

EC50; 33 nM

Sem biodisponibilidade oral

ECsp. 9-18 nM

Antagonista do CXCR4
Via de administracéo: oral

ECsp. 10 NM

Biodisponibilidade oral em

animais

ECso. 12,5 NM

ECs 2,4 NM

Fonte: Barbieri et al. (2016).

Legenda: FDA: Food and Drug Administration, TMO: Transplante de medula 6ssea, HIV: Virus da

Imunodeficiéncia Humana, LLC: Leucemia linfocitica crénica, MM: Mieloma mdltiplo, SC:

subcutaneo, ECs,. concentracdo do farmaco que induz metade do efeito maximo.
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Vale ressaltar, contudo, que mesmo ja estando disponiveis inibidores do
CXCR4, o real papel da relagdo do CXCL12 com o seu receptor CXCR4 ainda
permanece incerta nos variados tipos de cancer. Samarendra et al. (2017)
realizaram uma metanalise de 38 estudos, com um total de 5.807 pacientes, que
avaliaram a expressao de CXCL12 no tecido e no plasma de varios tipos de tumores
para tentar verificar o valor prognostico deste marcador. Neste estudo, a SG e a
sobrevida livre de recorréncia (SLR) em pacientes com alta expressdo de CXCL12
foram HR 1,39 (IC 95% 1,17 — 1,65, p = 0,0002) e 1,12 (95% IC 0,82-1,53, p =
0,48), respectivamente, mas com heterogeneidade significativa entre os estudos. Na
analise de subgrupo por tipo de céncer, a alta expressao de CXCL12 foi associada a
reducdo da SG em pacientes com cancer de esofago (HR 2,08; IC 95% 1,31-3,33, p
= 0,002), pancreas (HR 1,54; IC 95% 1,21-1,97, p = 0,0005) e céancer de pulméo
(HR 1,37; IC 95% 1,08-1,75, p = 0,01), enquanto que em pacientes com cancer de
mama, a alta expressédo de CXCL12 conferiu uma melhor SG (HR 0,5; IC 95%: 0,38-
0,66, p = 0,00001). A causa de diferentes resultados da alta expressao de CXCL12
em cancer de mama comparada aos tumores de estfago, pancreas e pulméo
permanece incerta e pode decorrer destes outros tipos de neoplasias serem mais
agressivas que o cancer de mama, com a alta expressdo de CXCL12 sendo
associada a uma maior invasdo e mortalidade. Acredita-se também que ocorra um
downregulation do CXCL12 no cancer de mama, estando; portanto, esta quimiocina
pode ser mais expressa neste tipo tumoral (SAMARENDRA et al., 2017).

Mirisola et al. (2009) estudaram a presenca do CXCL12 e do CXCR4 em 100
amostras de tecidos de cancer de mama por IHC e por duas bases de dados por
microarray gene expression. A analise estatistica multivariada dos resultados de
coloragéo para CXCL12 revelou uma correlacdo significativa entre SLD (p = 0,002)
para os pacientes com alta expressdo de CXCL12. Quando relacionou-se a SLD as
variantes clinicas, houve relagdo entre o tamanho do tumor (p = 0,001) e
acometimento linfonodal (p = 0,005). Ou seja, quanto menor o tumor e presenca de
linfonodos negativos, maior foi a expressdao do CXCL12; e o tipo do local de
marcacado do CXCL12: centro (p = 0,001) e estroma (p = 0,02) também influenciou a
marcacao positiva. Quando se avaliou a SG, manteve-se o beneficio da alta
expressdo do CXCL12 em relagdo ao tamanho do tumor (p = 0,02), presenca de RP
(p = 0,004) e marcacéo central do CXCL12 (p = 0,001) e estromal (p = 0,005). O

padrdo de expressdo do CXCR4 nédo esta associado a aumento de SLD na analise.
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Analise multivariada revela que a expressdo de CXCL12 é um forte marcador
prognostico independente e propde-se que a saturacdo do receptor através da
producdo autocrina de CXCL12 reduz a quimiotaxia do CXCL12 para a liberacdo de
tecidos alvo de metastase (MIRISOLA et al., 2009).

ZHI-DONG et al. (2014) investigou 52 pacientes com diagnéstico confirmado
de CDI de mama que foram submetidas a quandrantectomia ou a mastectomia, sem
quimio ou radioterapia prévias e pesquisou a presenca de CXCL12 por IHC e por
Western Blot. As andlises deste estudo mostraram que pacientes com a auséncia da
expressdo do CXCL12 obtiveram uma taxa de SG em 5 anos significativamente
menor do que aqueles com expressao positiva de CXCL12 (p < 0,01). A expressao
negativa de CXCL12 também foi relacionada a um maior tamanho tumoral, presenca
de metastases linfonodais, maior estadiamento TNM e tumores HER2 negativo.
Adicionalmente, demonstrou-se que a regulacéo positiva da expressao de CXCL12
por infeccdo com um adenovirus contendo um vetor CXCL12 inibiu
significativamente o crescimento celular e reduziu a migracdo de células de cancer
de mama. Estes dados sugerem que o CXCL12 desempenha um papel importante
no crescimento e invasao celular no cancer de mama e parece ser um potencial
marcador prognéstico da doenca (ZHI-DONG et al., 2014).

Um outro estudo avaliou as expressdes de mRNA do CXCL12, do CXCR4 e
do CXCR7 em 115 amostras primarias de pacientes, que ndo foram submetidas a
tratamento prévio para o cancer de mama e de linfonodos regionais por Reacdo em
Cadeia da Polimerase de Transcricao Reversa (RT-PCR). Os niveis de expressao
de CXCR4 e CXCR7 em tecidos de céncer de mama foram significativamente
maiores do que em tecidos normais adjacentes (p = 0.002 e p <0.001,
respectivamente), enquanto o nivel de expressdo de CXCL12 em tecidos de cancer
de mama nao diferiu daquele em tecidos normais adjacentes (p = 0,156). Além
disso, o0 CXCL12 exibiu diferencgas significativas na expressao entre o tumor primario
e tumor metastatico linfonodal, sendo mais frequente no tumor metastatico (p =
0,039). As expressdes de CXCR4 e CXCR7 no tumor metastatico também foram
maiores, embora ndo tenha sido observada diferenca significativa (p = 0,067 e p =
0,054, respectivamente). A analise de sobrevida revelou que os pacientes com alta
expressédo de CXCR4 e CXCRY7 tiveram uma menor sobrevida em comparagcdo com
agueles com baixa expressao e a presenca de CXCL12, de CXCR4 e de CXCR7

foram fatores progndsticos independentes para SG, sendo estes marcadores
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potenciais sinalizadores de propagacao tumoral do cancer de mama, podendo atuar
como fatores preditivos que afetam significativamente o prognéstico (WU et al.,
2015).

Em metanalise realizada por Liu et al. (2017) contendo 8 estudos totalizando
2.205 pacientes com cancer de mama, a alta expressao de CXCL12, avaliada tanto
por IHC quanto por expressdo de RNA, foi associada a melhor SLD (HR 0,76; IC
95% 0,68 — 0,86, p < .0001). Contudo, a relacdo com a SG sO6 apresentou
significancia estatistica na analise por IHC (HR 0,66, IC 95% 0,49 — 0,87, p = 0.004).
Observou-se também que a alta expressdo de CXCL12 foi associada a presenca de
RE (OR 1,92, IC 95% 1,08 — 3,45, p =0,03), presenca de HER2 negativo (OR 2,64,
IC 95% 1,06 — 6,59, p = 0.04) e menor tamanho tumoral (OR 2,49, IC 95% 1,47 —
4,22, p = 0.0007), ndo sendo evidenciado correlacdo com outras variaveis (LIU et al.,
2018).

Investigar o papel da relagdo da expressao do CXCL12 e do CXCR4 em
pacientes com cancer de mama é de fundamental importancia para tentativa de
esclarecer melhor os mecanismos de invasdo e metastase e consequente
disseminacgdo tumoral e possiveis vias de terapia-alvo, além de definir o real papel
preditivo e progndéstico destes marcadores. O nosso estudo, objetiva vir a somar
dados a literatura mundial e tentar descrever também a biologia tumoral e do seu
microambiente em amostras de pacientes diagnosticadas em um servigo local,
sendo representativo da realidade da nossa populacdo acometida por cancer de

mama.
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4 METODOLOGIA

4.1 DESENHO DO ESTUDO

E um estudo de coorte retrospectiva que teve como objetivo avaliar a
expressdo de CXCL12 e CXCR4 por IHC em amostras de pacientes portadoras de
CDI de mama do HC-UFPE obtidas de 2011 a 2014 e correlaciona-las com SG, com
SLD e com variaveis clinicas, histologicas da doenca e tratamento realizado.

As informacbes foram coletadas a partir dos prontuarios dos pacientes
elegiveis do Hospital das Clinicas — HC/UFPE e incluiram dados sobre
caracteristicas clinicas e histopatolégicas do material obtido. As variaveis analisadas
foram idade, tamanho tumoral, acometimento linfonodal, estadiamento (AJCC 8 th
edition), subtipo histoldgico, infiltrado inflamatério tumoral, IAL, IPN, expressédo de
CXCL12, expressdao de CXCR4, realizacdo e modalidades de tratamento
guimioterapico, realizacédo de radioterapia, administracdo de hormonioterapia e o tipo
da medicagdo utilizada. Foram avaliados os sitios de metéstases, as datas de
progressédo da doenca, as datas de ébito ou do ultimo seguimento.

4.2 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

Foram analisadas amostras de pacientes com idade maior ou igual 18 anos e
diagnéstico de CDI de mama obtidas no HC-UFPE e acompanhados no servi¢co de
Mastologia e Oncologia Clinica de janeiro de 2011 a dezembro de 2014, as quais
foram doadas por pacientes que consentiram em participar da pesquisa, por meio da
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Os pacientes
podiam ter sido submetidos a tratamento neoadjuvante.

Foram excluidos do estudo os pacientes que realizaram tratamento em outro
servico, que tinham prontuarios com auséncia de dados (variaveis clinicas, dados de
histopatolégico, informagdes sobre o tratamento e datas de desfecho) e com tecidos

inadequados para a analise.
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4.3 TECNICA DE IMUNOHISTOQUIMICA

Utilizou-se blocos de parafina de tumores malignos de mama (N = 22). As
amostras cujos tecidos apresentaram artefatos de autdlise ou sinais de
processamento inapropriados foram excluidas do procedimento. Os blocos de
qualidade satisfatoria foram desparafinizados em xilol e hidratados em &lcool etilico
(100% e 70%). Em seguida, foi feita a recuperacdo antigénica em tampao citrato
100mM, pH 6.0 em micro-ondas (300 W de poténcia) por 15 min. Apos o
resfriamento, as laminas foram incubadas em solugdo com metanol-H202 0,3% (v/v)
por 30 min, a 25°C, seguida de solucdo de bloqueador protéico Boster Biological
Technology (BBT) por 1 h a 25°C. Os cortes histologicos foram incubados com o
anticorpo primario diluido em PBS (Tampao fosfato-salino) por 18 h a 4°C. O
excesso do anticorpo foi retirado com dois banhos do tampéo PBS. Logo apdés, os
tecidos foram incubados com o anticorpo secundario biotinilado (BBT) e revelados
com o substrato cromogénico DAB (Diaminobenzidina 3,3"). Os controles positivos
foram utilizados segundo indicacdo do fabricante de anticorpo e para controle
negativo, o anticorpo foi substituido por PBS. Foram usados para testes controle,
amostras de pacientes com tecido prostatico e mamario normais € mamario com
patologias benignas e amostras sem exposicdo ao anticorpo primario.

Foram utilizados dois anticorpos para avaliacdo das amostras: (a) O anticorpo
anti-CXCL12 é um anticorpo policlonal de coelho para deteccdo do CXCL12 que
pode ser usado para teste Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), WB e
IHC, medindo 100 pg/vial, da marca BBT, Pleasanton, Califérnia (CA), Estados
Unidos da América (EUA). Utilizado na concentracdo 0.5-1ug/ml. O tecido foi
bloqueado com 10% de soro de cabra e incubado com 1 ug /ml de anticorpo anti-
CXCL12 durante a noite a 4 °C. Utilizou-se 1gG de cabra anticoelho biotinilada como
anticorpo secundario e incubou-se durante 30 minutos a 37° C. A sec¢ao de tecido foi
desenvolvida usando o SABC (Complexo de estreptavidina-biotina) (n° de catalogo
SA1022) com DAB como cromdégeno. (b) O anti-CXCR4 é um anticorpo policlonal de
coelho para deteccdo do CXCR4 que pode ser usado para teste WB e IHC, medindo
100 pglvial, da marca BBT, Pleasanton, CA, EUA. Utilizado na concentracdo 0.5-
1ug/ml. A recuperacdo do antigeno mediada pelo calor foi realizada em tampéao
citrato (pH 6, solucdo de recuperacdo de epitopos) por 20 minutos. O tecido foi

bloqueado com 10% de soro de cabra e incubado com 1 pug /ml de anticorpo de
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coelho anti-CXCR4 durante a noite a 4 ° C. Utilizou-se IgG de cabra anticoelho
biotinilada como anticorpo secundario e incubou-se durante 30 minutos a 37°C. A
secao de tecido foi desenvolvida usando o SABC (n° de catadlogo SA1022) com DAB

como cromogeno.

4.4  ANALISE DE IMAGENS

As andlises de imagens foram realizadas no microscopio 6ptico com camera
digital (Nikon) acoplada, inicialmente em menor aumento, seguindo-se aos aumentos
subsequentes. As preparacdes histologicas sdo consideradas positivas na marcacéo
de 10%-20% na contagem de células por campo (1 cm? (LOPES et al., 2005,
PEDROSO et al., 2008).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados demogréficos e demais varidveis categoéricas clinicas foram
analisadas através do uso de técnicas de estatistica descritiva. As variaveis clinicas
e patologicas foram relacionadas através de modelo de regressdo logistica e de
analise de probabilidades, sendo escolhido para a analise o Modelo de Logit: A(xB) -
e /(1 + ¢**), o qual permite avaliar o efeito multiplicativo de uma Unica variavel
sobre as outras, através do pacote estatistico Stata, versao 13.

A SG e a SLD foram analisadas através do método de Kaplan-Meier e as
curvas foram comparadas utilizando o teste de Log-rank entre os pacientes CXCL12
positivo e negativo e CXCR4 positivo e negativo. A significancia estatistica foi
considerada p < 0,05 para os testes bicaudados. As andlises de sobrevida foram

realizadas com o auxilio do programa SPSS, verséao 20.
4.6 CONSIDERACOES ETICAS
O estudo foi realizado de acordo com o protocolo das diretrizes de (Boas

Praticas Clinicas da Conferéncia Internacional de Harmonizacao) ICH GCP e as leis

e requisitos regulatérios locais aplicaveis seguindo a resolucdo n® 466/2012. O
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protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CAAE
82425617.4.0000.5207) e as amostras foram cedidas mediante assinatura do TCLE.
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5 RESULTADOS

A amostra foi formada por 22 pacientes do sexo feminino com CDI, com
mediana de idade ao diagnéstico de 56,8 anos (menor idade: 34, maior idade: 84).
Aproximadamente dois tercos dos pacientes incluidos no estudo apresentavam
tumores >2 cm e acometimento de linfonodos axilares por doenca neopléasica,
representando uma doencga localmente avangada ao diagndstico pelo estadiamento
(AJCC, 8 th edition). A maioria das bidépsias mamarias analisadas apresentou grau
histolégico 2 ou 3 (Tabela 1). Quando se avaliou o tecido peritumoral, observou-se
um predominio de infiltrado inflamatério nas amostras; contudo, aproximadamente
um terco dos pacientes cursou com presenca de IAL no tecido e a IPN né&o foi vista
em nenhum caso. A classificacdo por subtipo histolégico evidenciou
aproximadamente 56% dos pacientes com doenca com perfil imunohistoquimico
com RH positivo e HER2 negativo, 17% com amplificacdo do HER2 e 21% de

tumores triplo negativo, conforme Tabela 5 abaixo.

Tabela 5 - Dados clinicos das pacientes incluidas no estudo

Variavel N (%)
Tamanho do tumor (mm)

0-20 5(22,72)
21-50 8 (36,36)
>51 9 (40,90)

Comprometimento Linfonodal

0 7 (31,81)
N1 (1 a 3 linfonodos) 7(31,81)
N2 (4 a 9 linfonodos) 5(22,72)
N3 (10 ou mais linfonodos) 2(9,09)
N&o abordado 1(4,54)

Estadiamento — AJCC

1A 4 (18,18)
1B 0
lIA 3 (13,63)

B 5(22,72)
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A 5(22,72)
B 3 (13,63)
nc 2 (9,09)
\Y 0

Grau Histologico

1 3(13,63)
2 9 (40,90)
3 9 (40,90)
N&o informado 1(4,54)

Infiltrado Inflamatério
Ausente 5(22,72)
Presente 17 (77,27)

Invasdo Angiolinfatica
Ausente 16 (72,72)
Presente 6 (27,28)

Invasao Perineural
Ausente 22 (100)

Presente 0

* Estadiamento TNM de acordo com a 8th edition of the AJCC cancer staging manual; N:
namero de pacientes; N: nimero de linfonods acometidos; NI: ndo informado.

Fonte: Resultado da pesquisa.

O grupo estudado apresentou uma maioria de pacientes com doenca
localmente avancgada, por isso utilizou-se de outras opc¢des adjuvantes de
tratamento complementares a cirurgia, como a quimioterapia, a radioterapia e a
hormonioterapia, quando indicado. Aproximadamente 40% dos pacientes realizou
tratamento adjuvante e 25%, neoadjuvante. Os principais esquemas quimioterapicos
prescritos, tanto na adjuvancia quanto na neoadjuvancia, foram baseados em
antraciclicos e taxanos, com ou sem a inclusdo do trastuzumabe, baseado na
indicacdo da droga para tumores HER2 positivos. Quase metade dos pacientes
necessitou de radioterapia adjuvante e a hormonioterapia mais empregada foi o

tamoxifeno (Tabela 6).
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Tabela 6 - Expressao por IHC e classificag@o por subtipo histolégico

Expresséao IHC e subtipo histologico

Expressao IHC N (%)
Expressao de Receptor de Estrogeno

Positivo 14 (63,64)
Negativo 7(31,81)
N&o informado 1 (4,54)

Expressado de Receptor de Progesterona

Positivo 13 (59,10)
Negativo 8 (36,36)
N&o informado 1(4,54)

Expressdo de HER2

Positivo 4 (18,18)
Negativo 17 (77,27)
Nao informado 1(4,54)
Subtipo

Luminal A 5(22,72)
Luminal B 4 (18,18)
RH positivo HER2 negativo Sem Ki67 3 (13,63)
Superexpressao de HER2 2 (9,09)
Luminal HER2 2 (9,09)
Triplo Negativo 5(22,72)
N&o informado 1(4,54)

* N: nimero de pacientes, RE: receptor de estrégeno; RP: receptor de progesterona, HER-2,

human epidermal growth factor receptor-2; NI: ndo informado; Ki67: indice de proliferacéo.

Fonte: Resultado da pesquisa.

Quase um terco dos pacientes apresentou recidiva de doenca durante o
seguimento clinico, sendo os principais sitios de recorréncia: 0ssos, mama (plastréo)
e linfonodos locorregionais; seguido por recidiva pleural, pulmonar, hepatica e
cerebral (Tabela 7). Para a populagéao global, a SLD mediana foi de 7,13 anos (IC
95% 5,73 — 8,53) e a SG ndo foi alcancada até o momento, conforme Figura 6 e 7,

respectivamente.



Tabela 7 - Tratamento realizado e desfecho

Tratamento realizado e desfecho N %
Quimioterapia
Adjuvante 8 (36,36)
Neoadjuvante 6 (27,28)
Paliativa 1(4,54)
Nao 4 (18,18)
NI 3(13,63)
Radioterapia
Sim 10 (45,46)
Nao 8 (36,36)
NI 4 (18,18)
Hormonioterapia
Tamoxifeno 7(31,81)
Inibidor de Aromatase 6 (27,28)
N&ao se aplica 7 (31,81)
NI 2 (9,09)
Progressédo de doenca
Sim 6 (27,28)
Nao 13 (59,10)
NI 3(13,63)
Sitios de Metéastase
Mama 2
Pulméo 1
Figado 1
Pleura 1
Ossos 3
Linfonodos 2
Sistema Nervoso Central 1

* NI: ndo informado
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Figura 6 - Sobrevida livre de doencga (SLD) na populacao do estudo.
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Figura 7 - Sobrevida global (SG) na populacdo do estudo.

1,0 j

0,5

06

044

029

Tempo (Anos)

* SG — N&o alcancada

—ISurvival Function
= Censored Data

45



46

A expressao do CXCR4 por IHC foi positiva em aproximadamente um quinto
da amostra e foi predominantemente citoplasmatica (Figura 8). A marcacdo do
CXCL12 por IHQ foi evidenciada em aproximadamente um terco da populacdo
estudada e foi predominantemente citoplasmatica e com presenca mais relevante no
componente estromal, ocorrendo também marcacdo nuclear e na membrana

plasmatica (Figura 9) (Tabela 8).

Tabela 8 - Expresséao IHC de CXCR4 e CXCL12

Expressdo de CXCR4 N (%)
Positiva 5(22,72)
Negativa 17 (77,27)

Expressédo de CXCL12
Positiva 6 (27,28)
Negativa 16 (72,72)

* CXCR4: : C-X-C chemokine receptor type 4; CXCL12: C-X-C
motif ligand 12

Fonte: Resultado da pesquisa.
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Figura 8 - Padrdo da marcacao imunohistoquimica de amostras de mama com
anticorpo anti-CXCR4. (A) Tecido maméario normal (aumento 400x). (B e C)
Carcinoma Ductal in situ - CDIS (aumentos de 100x e 400x, respectivamente). (D)
Carcinoma Ductal Invasivo - CDI (aumento de 100x) e (E e F) com evidéncia para a

marcacao celular citoplasmética (aumento de 400x).
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Figura 9 - Padrdo da marcacao imunohistoquimica de amostras de mama com
anticorpo anti-CXCL12. (A e B) Tecido maméario normal (aumentos de 100x e 400x,
respectivamente) demonstrando positividade no estroma o componente celular. (C)

Carcinoma Ductal Invasivo - CDI (aumento de 100x) e (D, E e F) evidenciando a
marcacao citoplasmatica das células tumorais e estroma em amostras com CDI

(aumento de 400x).
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A auséncia da expressado do CXCL12 foi associada a uma maior SLD 0,481
(IC 95% 0,08 — 2,72), sem significancia estatistica (p = 0,408) (Figura 10). A
presenca da expressao do CXCR4 foi relacionada a uma maior SLD, com OR 1,7 (IC
95% 0,18 — 16,42), sem significancia estatistica (p = 0,643) (Figura 11). Estas

andlises provavelmente foram limitadas pelo tamanho reduzido da amostra.

Figura 10 - Sobrevida livre da doenca (SLD) relacionada a expressdo de CXCL12.

Legenda: linha azul: auséncia de expressao, linha verde: presenca de expressao.

CXCL12-Estroma
10
1
t—0-censored
t—1-censored

1,0

Sobrevida Livre de Doenga

T
oo 2,00 4,00 6,00 8,00

Tempo Anos

* HR: 0,481 (IC 95% 0,08 — 2). p = 0,408
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Figura 11 - Sobrevida livre da doenca (SLD) relacionada a
expressdo de CXCR4

Legenda: azul: auséncia de expressao, verde: presenca de expressao

*HR 1,7 (IC 95% 0,18 —16,42) p = 0,643

A correlacdo entre as variaveis clinico-patologicas pelo método de Logit com

CXCR4-Tumoar/célula

~IAuséncia
~Presenca
— Auséncia-censored
— Presenga-censored

Sobrevida Livre de Doenga

Tempo (anos)
a expressdo de CXCL12 estromal, CXCL12 celular e CXCR4, demonstrou
associacdo entre a expressdao de CXCL12 estromal com o GH, a IAL e a
guimioterapia realizada e associacao entre a expressdo de CXCR4 com o GH. Ao se
analisar o componente celular do CXCL12, ndo houve associagdo estatisticamente

significativa com nenhuma outra variavel analisada, conforme tabela 9.
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Tabela 9 - Correlagéo entre a expressao de CXCL12 celular e estromal e CXCR4

com variaveis clinicas nos pacientes da amostra pelo método de Logit.

Variaveis CXCL12 celular CXCL12 estromal CXCR 4
P- valor (95% IC) P- valor (95% IC) ) (95% IC)
valor
(-3,97 -
Tamanho tumoral 0,45 (-6,01 - 2,69) 0,75 (-3,38 — 4,64) 0,14 278)
Comprometimento
) 0,22 (-7,65—1,76) 0,25 (-4,38 — 16,44)
linfonodal
_ (-1,27 -
Estadiamento 0,14 (-1,15-7,76) 0,26 (-12,65-3,50) 0,57 229)
taldai (-6,52 - -
Grau histoldgico 0,45 (-5,35-2,40) <0,001 (-28,58--10,13) 0,003 1.37)

_ . . (-3,79 --
Infiltrado inflamatoério 0,95 (-3,59 - 3,40) 0,11 (-1,28-11,19) 0,62 2 26)
Invasao (-1,0 -

o 0,14 (-0,97-6,53) <0,001 (28,33-52,98) 0,26
angiolinfatica 3,70)
o (-1.17 -
Subtipo histolégico 0,08 (-0,13-1,82) 0,67 (-9,47 - 1,46) 0,99 1.19)
Quimioterapia 0,33 (-5,87-1,99) <0,001 (-25,56 -14,34)

* CXCR4: C-X-C chemokine receptor type 4; CXCL12: C-X-C motif ligand 12

Pelos resultados obtidos na andlise, a ndo expressdo de CXCL12 estromal

associou-se a presenca de GHs mais elevados. Apés a realizacdo do teste de

robutez, houve a confirmacéo da correlacéo, a qual foi observada para os GHs 1, 2 e

3. Quando se avaliou o0 CXCR4, a ndao expressao do receptor para quimiocina foi

influenciada pelo GH, porém apds aplicacdo do teste de robutez, esta relacédo

estatisticamente significativa so foi evidenciada para o GH 1 (Tabela 10).
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Tabela 10 - Correlacdo entre o grau histolégico e o a expresséo do
CXCL12 estromal e do CXCR4

Grau histologico CXCL12 estromal CXCR4
P- valor (95% IC) P- valor (95% IC)
1 <0,001 (0,87-1,00 <0,001 (0,65 - 1,10)
2 <0,001 (0,35-0,72) 0,07 (- 0,03 -0,70)

<0,001 (0,24 -0,30) 0,32 (- 0,02 - 0,63)
* CXCR4: C-X-C chemokine receptor type 4; CXCL12: C-X-C motif ligand 12

A positividade da expressdo CXCL12 estromal apresentou correlagao
estatisticamente significativa com a presenca de IAL, podendo-se inferir a
importancia do microambiente tumoral na regulacdo do processo invasdo e
metéstase. Talvez exista a necessidade da integridade da expressédo do CXCL12 do
fibroblasto para a ocorréncia da migragéo celular iniciada pelo processo da IAL.

A realizacdo de quimioterapia de qualquer tipo influenciou a ndo expressao do
CXCL12 estromal com significAncia estatistica. Foi feito uma analise isolada do
papel da quimioterapia neoadjuvante em relacéo a expressao de CXCL12 estromal e
observou-se persisténcia deste achado (IC 95% 0,10 — 0,39, p = 0,001).
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6 DISCUSSAO

A maioria dos pacientes do estudo foi diagnosticada na meia-idade, similar a
literatura em que a maioria das pacientes com cancer de mama tem o diagnostico
estabelecido na pés-menopausa. A maior parte da amostra recebeu o diagndstico de
CDI de mama localmente avancado, representando a realidade de um servigco
publico brasileiro especializado no tratamento de céncer, cujo grupo populacional
atendido nestes setores apresenta grande dificuldade de acesso aos métodos de
investigacdo, com determinacdo do diagndéstico, muitas vezes, em fases mais
avancadas da doenca. O prognostico da doenca é influenciado pelo estadiamento,
com taxas de sobrevida em 5 anos de 95, 85, 70, 52, 48 e 18% para doenga |, lIA,
1B, A, 1IIB e 1V, respectivamente (NEWMAN, 2009).

O tamanho tumoral é definido como o maior diametro do tumor primario da
mama e € reconhecido como um importante fator progndéstico negativo. Em coorte
do SEER com 24.740 pacientes, as taxas de sobrevida em 5 anos foram de 91%
paraT<2cm, 80% paraTde2a5cme 63% para T >5 cm (CARTER; ALLEN;
HENSON, 1989). O tamanho tumoral é correlacionado com o envolvimento
linfonodal, mas ambos sao fatores prognoésticos independentes. A presenca de
metastase em linfonodos também reflete uma menor sobrevida em 5 anos de 85%
gquando comparado aos pacientes sem doenca axilar com 99% (SIEGEL et al.,
2017). A presenca de doenca metastatica ao diagndstico representa o pior fator
prognastico.

No nosso estudo foi observado uma maior presenca de tumores com GHs 2 e
3 e quando foi realizada a correlacdo desta variavel com a expressao de CXCL12
estromal, CXCL12 celular e receptor CXCR4, houve uma correlacdo
significativamente estatistica entre todos os GHs com o CXCL12 estromal e entre o
GH 1 e 0 CXCR4, como descrito anteriormente. Quanto mais elevado o GH, menor
foi a expressédo de CXCL12. O GH em céncer de mama é avaliado pelo sistema de
gradacédo Elston-Ellis, o qual avalia os graus de diferenciagdo tumoral pela
percentagem de formacgdo tubular, pleomorfismo nuclear e atividade mitética. Os
CDIs sao divididos em 3 graus baseados nestes achados: bem diferenciados/G1
(Pontuacéo 3, 4 ou 5) com ninhos solidos de glandulas, nucleo uniforme e poucas
mitoses; moderadamente diferenciados/G2 (Pontuagdo 6 ou 7) com ninhos soélidos
de glandulas infiltrando o tecido tumoral, moderado pleomorfismo nuclear e
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moderada atividade mitética; e pobremente diferenciados/G3 (Pontuagdo 8 ou 9)
com auséncia de componentes glandular, nucleo atipico e alta atividade mitética
(ELSTON; ELLIS, 2002).

Um estudo brasileiro realizado por Guembarovski et al. (2018) avaliou
amostras de tumores de mama triplo negativo e foi observada uma correlagcéo
positiva com o0 GH e a expressdo membranar de CXCR4 nas células tumorais (p =
0,036), negativa com metastases linfonodais (p = 0,036) e nenhuma outra
associacdo com outras variaveis clinicas. A marcacdo de CXCR4 foi detectada mais
intensamente no citoplasma do que na membrana citoplasmatica e mais expressa no
tumor do que no tecido normal, porém sem significancia estatistica (p = 0,07). Na
nossa analise, a marcacdo do CXCR4 foi predominantemente citoplasmatica.
Guembarovski et al. (2018) evidenciou também uma correlacdo negativa entre a
expressdo de CXCL12 e o Ki67 (p = 0,006), a qual nos permite realizar uma
comparacao indireta entre o Ki67 e o GH, ja que ambos representam em valores
elevados, uma maior desdiferenciacdo celular e células em rapida divisdo mitética.
Em nossos dados, apdés a realizacdo dos testes de robutez, GH influenciou a
negatividade da expressdo de CXCL12, com significAncia estatistica.

A presenca de IAL em céancer de mama parece ser um indicador de mau
prognadstico, principalmente em tumores de alto grau. Em um estudo de coorte com
1.704 pacientes que ndo receberam tratamento sistémico, a IAL foi um fator
independente de risco para recorréncia local e morte (PINDER et al.,, 1994).
Contudo, hoje se acredita que a IAL seja apenas um dos fatores que devem ser
levados em consideracdo e deve ser associada a outras variaveis clinicas de mau
prognostico para melhor definicdo de desfechos desfavoraveis (EJLERTSEN et al.,
2009). O nosso estudo evidenciou uma correlacdo positiva com significancia
estatistica entre a positividade do CXCL12 estromal e IAL, indo de encontro a
hipétese de que subtipos histologicos mais agressivos negativam a expressao de
CXCL12. Entretanto, salientamos que esta marcacgao foi evidenciada no componente
do estroma tumoral, sinalizando a importancia da interacdo microambiente-célula
cancerigena e que a IAL isoladamente ndo é capaz de determinar o progndéstico da
doenca.

Quando se avaliou os subtipos cancer de mama, houve uma prevaléncia
similar a literatura, com presenca de aproximadamente 56% de doenca RH positiva,

HER2 negativo, 17% de tumores HER2 positivo e 21% de tumores triplo negativo.
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N&o foi estabelecida correlacdo entre a expressédo de CXCL12 e de CXCR4 com a
presenca ou auséncia de RE, do RP e do HER?2 isoladamente. Quando se isolou os
subtipos baseados na classificacdo IHC, também n&o houve associacao.

Nosso estudo evidenciou que a realizacdo de quimioterapia foi relacionada a
negatividade da expressdo de CXCL12 com significancia estatistica, provavelmente
relacionado a amostra conter uma maioria de tumores localmente avancados e mais
agressivos. A analise isolada do papel da quimioterapia neoadjuvante foi realizada
para tentar verificar qual a importancia do tratamento oncolégico na modulacédo do
componente estromal do CXCL12 e observou-se a persisténcia da correlacdo
inversamente proporcional, ou seja, 0 CXCL12 estromal permaneceu ndo expresso e
a quimioterapia neoadjuvante pode nao ter alterado a dindmica do microambiente
tumoral, mas para uma melhor avaliacdo desta hipdtese, seria necessaria a
avaliacdo da expressdo da quimiocina antes e ap0s o tratamento. No estudo de
Mirisola et al. (2009), a quimioterapia ndo alterou a expressao de CXCL12.

Na nossa analise, a mediana de SLD foi de 7,13 anos (IC 95% 5,73 — 8,53) e
a SG nao foi alcancada até o momento. Apesar da doenca localmente avancada, 0s
dados de sobrevida sdo animadores e este fato pode ser justificado pela melhora
nas terapéuticas disponiveis para a doenga, contudo sdo necessarios estudos com
um numero maior de pacientes para melhor verificacdo destes desfechos quando
estudamos populacbes com cancer de mama. LV et al. (2014) ndo observou
associacao entre a expressao de CXCL12 e a presenca de RE e RP, mas verificou
uma maior expressao de CXCL12 em tumores HER2 positivos (p < 0,01) (LV et al.,
2014).

Quando houve a estratificagédo da expressao de CXCL12 e CXCR4 para o
calculo da SLD, a auséncia da expressdo do CXCL12 foi associada a uma maior
SLD HR 0,481 (IC 95% 0,08 — 2,72, p = 0,408), sem significAncia estatistica e a
presenca da expressao do CXCR4 foi relacionada a uma maior SLD, com HR 1,7 (IC
95% 0,18 — 16,42, p = 0,643), sem significancia estatistica, com estas analises
limitadas pelo tamanho reduzido da amostra. De acordo com Mirisola et al. (2009), a
alta expressdo de CXCL12 foi associada melhor SLD, mesmo apOs a analise
multivariada, tanto em subgrupo RE positivo: HR 0,81 (IC 95% 0,69 — 0,96, p =
0,015) quanto RE negativo: HR 0,85 (IC 95% 0,74 — 0,98, p = 0,002). As presencas
RE e RP néo foram relacionadas a SLD e a SG na amostra e a expressdo de

CXCR4 nao apresentou significancia estatistica quando associada a SLD e SG
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(MIRISOLA et al., 2009). Infelizmente o tamanho reduzido da amostra prejudicou a
estratificacdo destas varidveis e as suas rela¢cdes com a SLD.

A elevada expressdo de CXCL12 tem sido relacionada a um melhor
prognéstico em pacientes com cancer de mama (MIRISOLA et al., 2009,
SAMARENDRA et al., 2017, LIU et al., 2018). O papel da relagdo CXCL12CXCR4
tem uma atividade que favorece o crescimento tumoral com modulagdo do
microambiente, mas ndo necessariamente relacionado ao estimulo do surgimento de
metastases. CXCL12 é expresso por células cancerigenas, células normais,
fibroblastos e células endoteliais. A nossa analise observou uma predominancia
citoplasmatica do componente estromal do CXCL12, semelhante ao estudo de
Mirisola et al. (2009). Um estudo americano publicado em 2008 verificou que a
reexpressdao do CXCL12 autdcrino em células tumorais foi associada a uma
diminuicdo de metéstases e que provavelmente 0s tecidos mamarios normais
conseguem manter integra a expressdao do CXCL12 por silenciamento epigenético
do CXCL12 através da metilacdo do DNA (WENDT, COOPER, DWINELL, 2008).
Acredita-se que a expressdo de CXCL12 pelo estroma tumoral tem uma acédo
paracrina e que a saturacdo do receptor com a ligacdo ao CXCR4 pode ter uma
resposta no sinal quimiotatico, ndo respondendo aos estimulos externos (MIRISOLA
et al., 2009).

Nosso trabalho conseguiu evidenciar a perda da expressdo do CXCL12 em
pacientes com tumores com GHs mais elevados e demonstrar uma correlagéo
positiva entre a expressao de CXCL12 com a IAL. Conseguiu-se observar também
que a realizacdo da quimioterapia neoadjuvante ndo foi capaz de modificar a
atividade do microambiente tumoral, com persisténcia da negatividade da expressao
apos realizacdo do tratamento. A auséncia de expressdo de CXCL12 foi relacionada
a uma maior SLD, porém sem significancia estatistica e a expressao do CXCR4 foi
relacionada a uma maior SLD, sem significancia estatistica. A SG néo foi alcancada
no grupo estudado e a SLD, apesar da maioria dos pacientes apresentarem doencga
localmente avancgada, foi de 7,13 anos. As principais limitagdes do nosso estudo sao
aguelas relacionadas aos dados de estudos retrospectivos, ao pequeno numero da
amostra e a impossibilidade de realizacdo da pesquisa da expressdo do CXCL12 e
do CXCR4 nos sitios de metastases e previamente ao tratamento. Manter estudos

que busquem o conhecimento da interacdo entre a célula tumoral e 0 microambiente



57

pode melhorar o entendimento do processo de evolucdo da metastase e
proporcionar novas estratégias terapéuticas.
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7 CONCLUSAO

Nesse trabalho foram avaliadas as expressfes, por meio de
imnunohistoquimica, da quimiocina CXCL12 e seu receptor CXCR4 em amostras de
cancer de mama, diagnosticadas como CDI. A expressdo do CXCR4 foi positiva em
aproximadamente um quinto da amostra, sendo predominantemente citoplasmatica,
ja a marcacdo do CXCL12 foi evidenciada em aproximadamente um terco da
populacdo estudada, com predominio no citoplasma e mais relevante no
componente estromal. A ndo expressdo do CXCL12 estromal associou-se a
presenca de GHs mais elevados. ApoOs a realizacdo do teste de robutez, houve a
confirmacédo da correlagéo, a qual foi observada para os GHs 1, 2 e 3, enquanto que
a ndo expressdo do CXCR4, sO apresentou relacdo estatisticamente significativa
como GH 1.

A expressdo de CXCL12 estromal apresentou relacdo diretamente
proporcional a IAL, ressaltando-se o valor do microambiente tumoral na modulacéo
do processo de migracdo celular. Houve uma relacdo estatisticamente significativa
em a realizacdo da quimioterapia neoadjuvante e a auséncia de expressdo do
CXCL12 estromal, podendo o tratamento néo ter tido a capacidade de modificar o
estroma peritumoral, porém para melhor analise desta situacéo, teria sido importante
a avaliacao da expresséao do receptor antes e apos o tratamento.

Para a populacao global do estudo, a SLD mediana foi de 7,13 anos (IC 95%
5,73 — 8,53) e a SG nao foi alcancada até o momento, com recidiva em um ter¢o dos
pacientes durante o seguimento. Apés a estratificacdo pela expressdo de CXCL12 e
CXCR4 para o célculo da SLD, a auséncia da expressao do CXCL12 foi associada a
uma maior SLD HR 0,481 (IC 95% 0,08 — 2,72, p = 0,408), sem significancia
estatistica e a presenca da expressdo do CXCR4 foi relacionada a uma maior SLD,
com HR 1,7 (IC 95% 0,18 — 16,42, p = 0,643), sem significancia estatistica, com
estas analises limitadas pelo tamanho reduzido da amostra.

As principais limitacdes do nosso estudo s&o aquelas relacionadas aos dados
de estudos retrospectivos, ao pequeno numero da amostra e a impossibilidade de
realizacdo da pesquisa da expressdo do CXCL12 e do CXCR4 nos sitios de
metastases e previamente ao tratamento. Sugerimos estudos prospectivos para
melhor avaliacdo da evolugdo do comportamento da quimiocinas durante o

tratamento e seu real papel na conexdo entre a célula tumoral e 0 microambiente.
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7.1 PERSPECTIVAS

Este estudo pretende seguir analisando novos casos de pacientes com
Carcinoma Ductal Invasivo de mama para aumento do numero de amostras e
realizar marcacéo nas laminas com colageno, através da Coloracédo de Gomori, para

avaliar mais informagdes sobre a relagdo do microambiente-célula tumoral.
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