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RESUMO

Diversas moléculas, dentre as quais se destacam as quimiocinas e seus receptores, vém sendo
estudadas para uma melhor compreensao da patogénese do cancer de mama. Evidéncias indicam
que estas participam no desenvolvimento dos 6rgdos, na angiogénese, na mobilidade de células
tronco, na recirculacdo dos leucdcitos, na regulacdo e no desenvolvimento imunologico e
hematopoiético, e mais recentemente, na disseminagdo de células tumorais no processo
metastatico, inclusive no cancer de mama. Relatos atuais levantam a possibilidade de que a
andlise do eixo quimiocina CCL5 e receptor CCR5 possua um valor progndstico relevante nesta
neoplasia. Neste trabalho, foi avaliado um polimorfismo genético (rs333/delta32) no gene CCR5
em um estudo de associacdo do tipo caso-controle, bem como em relagdo a parametros
prognosticos da doenca. Foi ainda avaliada a expressdo proteica de CCL5, tanto em sobrenadante
tecidual quanto em cortes de tecidos tumoral e normal da mama, sendo as mesmas também
correlacionadas aos parametros prognésticos das pacientes. Foram utilizadas 167 amostras de
sangue periférico de pacientes portadoras de carcinoma de mama e 179 amostras de mulheres
livres de carcinoma de mama, para extracdo de DNA, no estudo de assoccia¢do de caso-controle.
Para 0 método de enzimaimunoensaio foram utilizadas 49 amostras de sobrenadante de tecidos
tumorais e normais a fresco.Para o estudo imunohistoquimico foram utilizados 24 blocos de
parafina provenientes de cirirgicas realizadas nas pacientes com carcinoma de mama. A analise
da variante genética de CCR5 foi realizada pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com
primers especificos. A analise da expressdo proteica foi realizada pelas técnicas de enzima-
imuno-ensaio  (ELISA) (a partir dos sobrenadantes de tecidos normais e tumorais) e
imunohistoquimica (a partir de cortes de tecidos normais e tumorais embebidos em parafina). As
analises estatisticas foram realizadas pelos testes de Mann-Whitney e Correlacdo Tau_b de
Kendall. Nao foi observada associagéo significativa entre a variante de CCR5 e a suscetibilidade
ao cancer de mama (CCR5-delta32: OR=1.35; Cl95%=0.63-2.91). As andlises em relagdo aos
parametros prognosticos indicaram uma correlacdo significativa entre CCR5-delta32 e
acometimento de linfonodos e/ou metastase a distancia (p= 0.02). Com relacdo a expressao
proteica de CCL5 por imunohistoquimica, foi observada predominancia de marcacao
citoplasméatica. Ndo foram observadas associacdes significativas em relacdo aos parametros
prognosticos e nem em relacdo aos gendétipos de CCR5-delta32. Com relagdo a expressédo de
CCLS5 por ELISA, foi observada uma concentracdo maior da proteina no sobrenadante de tecido
tumoral quando comparada aquele do tecido normal adjacente (p<0.0001). Adicionalmente,
quando esta expressdo foi comparada em diferentes estadiamentos tumorais, foi observada uma
diferenca significativa entre os estadiamentos | e Il (p<0.02). Ainda, quando a expressédo de
CCL5 foi averiguada em relacdo aos parametros prognosticos, foi observada uma maior
concentracdo da proteina em relagdo ao comprometimento linfonodal (p=0.03). De um modo
geral, os resultados do presente estudo indicam que o eixo CCL5/CCRS5 pode ter importantes
implicagdes progndsticas no contexto da carcinogénese mamaria.

Palavras-chaves: Céancer de mama. CCL5. CCR5. Polimorfismo genético. ELISA.
Imunohistoquimica. Parametros progndésticos.
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ABSTRACT

Several molecules, such as chemokines and their receptors, have been studied for a better
understanding of breast cancer (BC) pathogenesis. Evidences indicate that they participate in
organ development, angiogenesis, stem cell mobility, leukocyte recirculation, immunological
and hematopoietic regulation and development and more recently, in the spread of tumor cells
in metastatic process, including in BC. Current reports raise the possibility that analysis of
CCL5 chemokine and CCRS5 receptor had a relevant prognostic value in this neoplasia. In the
present study, a genetic polymorphism (rs333/delta32) in CCR5 gene was evaluated in a case-
control study, as well as in relation to disease prognostic parameters. It was also evaluated
CCLS5 protein expression, both in tissue supernatant and in tumor and normal breast tissue
sections, being also correlated with prognostic parameters. The peripheral blood samples
(167) and tissue samples (49) were obtained from breast cancer (BC) patients, who had
undergone surgery, and peripheral blood samples from 179 women free of disease, were taken
as controls. Analysis of CCR5 genetic variant was performed through polymerase chain
reaction (PCR) using specific primers. Protein expression analysis was performed using
enzime linked immuno sorbent assay (ELISA)(from tumor and normal supernatants) and by
immunohistochemistry (from normal and tumor sections embedded in paraffin). Statistical
analyzes were performed using Mann-Whitney and Kendall's Tau_b Correlation tests. No
significant association was found between CCR5 variant and BC susceptibility (CCR5-
delta32: OR=1.35; CI195%=0.63-2.91). Analyzes regarding prognostic parameters indicated a
significant correlation between CCR5-delta32 and lymph node involvement and/or distant
metastasis (p= 0.02). Regarding CCLS5 staining by immunohistochemistry, the predominance
of cytoplasmic labeling was observed. No significant associations were observed in relation to
prognostic parameters or in relation to CCR5 genotypes. Regarding CCL5 expression by
ELISA, a higher protein concentration was observed in the tumor supernatant compared to
adjacent normal supernatant (p <0.0001). In addition, when this expression was compared in
different tumor stages, a significant difference was observed between stages I and Il (p
<0.02). Moreover, when CCL5 expression was investigated in relation to prognostic
parameters, a higher protein concentration was observed in relation to lymph node
involvement (p= 0.03). In general, results of the present study indicate that CCL5/CCRS5 axis
may have important prognostic implications in the context of mammary carcinogenesis.

Keywords: Breast cancer. CCL5. CCR5. Genetic polymorphism. ELISA.
Immunohistochemistry. Prognostic parameters.
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INTRODUCAO

1.1 CARCINOMA DE MAMA

A importancia mundial do cancer € inquestionavel, uma vez que é a segunda maior
causa de mortes no mundo, seguida apenas das doengas cardiovasculares. A incidéncia de
diferentes tipos de cancer tem aumentado tanto nos paises desenvolvidos como nos paises em
desenvolvimento como resultado da crescente exposicdo a fatores de risco e do aumento da
expectativa de vida. O cancer de mama € o segundo tipo de cancer mais incidente no mundo e
0 que tem a maior incidéncia e a maior mortalidade na populagdo feminina. No Brasil, com
excecdo dos tumores de pele ndo melanoma, esse tipo de cancer é o mais frequente nas
regibes Sul (74,30/100.000), Sudeste (68,08/100.000), Centro-Oeste (55,87/100.000) e
Nordeste (38,74/100.000) (INCA, 2016).

Histologicamente os tumores de mama sdo classificados de acordo com o local de
origem da neoplasia, dividindo-se em ductais e lobulares. Os ductais se desenvolvem nos
ductos mamarios e representam cerca de 80% dos tumores. Os lobulares desenvolvem-se no
interior dos l6bulos e representam cerca de 10 a 15% dos casos. Outros subtipos representam
menos de 10% dos casos diagnosticados por ano (Vargo-Gogola e Rosen, 2007).

O estadiamento do tumor e o grau de diferenciacdo histoldgica sdo classificacfes
utilizadas na clinica, importantes na orientacdo do tratamento. O sistema de estadiamento
mais utilizado é o Sistema Tumor-Nodulo-Metastase (TNM) de classificacdo dos Tumores
Malignos, preconizado pela Unido Internacional de Controle ao Céncer (UICC), o qual se
baseia na extensdo anatdmica da doenca, considerando as caracteristicas do tumor primario,
nos linfonodos das cadeias de drenagem linfatica do 6érgdo em que o tumor se localiza, e na
presenca ou auséncia de metastases. A avaliacdo desses parametros permite a determinacao do

estadiamento que varia dos estadio | ao IV (Wittekind et al., 2002).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

O carcinoma de mama é uma doenca heterogénea, com comportamentos biol6gicos
distintos. A heterogeneidade destes tumores pode ser observada pelas variadas manifestacoes
clinicas e morfolégicas, diferentes assinaturas genéticas e consequentes diferencas nas

respostas terapéuticas. Constituem as neoplasias mundialmente mais incidentes entre as



16

mulheres, com cerca de 1,7 milhdes de casos novos anuais.O INCA estimou cerca de 57.960
novos casos de cancer de mama para o ano de 2016 no Brasil, com um risco estimado de 56,2
casos para cada 100 mil mulheres, 14.388 mortes, sendo 181 homens e 14.206
mulheres(INCA, 2015).

Embora seja considerado de bom prognostico se detectado precocemente, continua
sendo a principal causa de morte por cancer entre as mulheres (Boyle e Forbes, 2008; Ferlay
et al., 2015) e a quinta causa de morte por cancer em geral (522.000 o6bitos). No Brasil,
excluidos os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de mama também é o mais incidente
em mulheres de todas as regifes, exceto na regido Norte, onde o cancer do colo do Gtero
ocupa a primeira posi¢édo (INCA, 2015).

Como mostra a Tabela 1, o Brasil apresenta valores intermediarios no padrdo de
incidéncia e mortalidade por cancer de mama. Cabe destacar que, proporcionalmente, as
diferencas entre as taxas de incidéncia e mortalidade nos paises desenvolvidos sdo maiores,
sugerindo maior alcance das acOes de rastreamento em diagnosticar precocemente a doenca e

acesso aos avangos no tratamento (INCA, 2015).

Tabela 1. Taxas de incidéncia e mortalidade por cancer de mama.

Incidéncia Mortalidade
Regido\Pals Taxa Bruta Tax_a Taxa Bruta
Padronizada

Finlandia 162,9 89,4 31,3
Reino Unido 164,5 95,0 36,7
Espanha 106,6 67,3 25,7
Estados Unidos 145,6 92,9 27,5
Canada 134,1 79,8 28,2
Australia 128,0 86,0 25,7
Japéao 85,9 51,5 21,3
Paraguai 37,1 43,8 13,0
Bolivia 15,7 19,2 5,8
Zambia 11,9 22,4 59
Brasil * 66,8 59,5 16,3
Brasil (dados oficiais) ** 56,1 - 13,5

Fonte: Globocan. IARC (WHO), 2012.

* Os dados do Globocan séo diferentes dos dados das fontes nacionais por diferengas metodoldgicas
no célculo das taxas.

** Referem-se a estimativa de incidéncia para 2014/2015 (INCA, 2014) e a taxa de mortalidade do
ano de 2012 (Sistema de Informacéo sobre Mortalidade/Ministério da Saude).
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1.3 DIAGNOSTICO E FATORES DE RISCO

No Brasil, o Ministério da Salde recomenda como principais estratégias de
rastreamento populacional um exame mamografico, pelo menos a cada dois anos, para
mulheres de 50-69 anos de idade, e 0 exame clinico anual das mamas, para mulheres de 40-49
anos de idade. Contudo, o exame clinico deve ser realizado em todas as mulheres que
procuram o servico de saude, independentemente da faixa etaria, como parte do atendimento a
salde da mulher. Para mulheres de grupos populacionais considerados de risco elevado (com
historia familiar em parentes de primeiro grau), recomenda-se o exame clinico e a
mamografia, anualmente, a partir de 35 anos de idade (INCA, 2016).

O sintoma mais comum €é o aparecimento de nodulo, geralmente indolor, duro e
irregular, mas ha tumores que sdo de consisténcia branda, globosos e bem definidos. Outros
sinais sdo edema cutdneo semelhante a casca de laranja, retragdo cuténea, dor, inversdo do
mamilo, hiperemia, descamacdo ou ulceracdo do mamilo e secrecdo papilar, especialmente
quando é unilateral e espontanea. A secrecdo associada geralmente € transparente, podendo
ser rosada ou avermelhada devido a presenca de globulos vermelhos. Podem também surgir

linfonodos palpéveis na axila (INCA, 2016).

O carcinoma de mama ndo tem uma causa unica e diversos fatores estdo relacionados
ao aumento do risco de desenvolver a doenca, tais como: idade, fatores hereditarios, fatores

hormonais e fatores comportamentais/ambientais (Trichopoulos et al., 2008).

Mulheres mais velhas, sobretudo a partir dos 50 anos de idade, tém maior risco da
doenga e o acumulo de exposi¢des ao longo da vida e as proprias alteracGes biologicas do

envelhecimento aumentam, de modo geral, esse risco (WHO, 2015).

Apesar da maior incidéncia do carcinoma de mama ocorrer em mulheres a partir dos
50 anos de idade, foram publicados relatos sugerindo um aumento na incidéncia e mortalidade
em mulheres jovens em diferentes populagées do mundo. Mesmo assim, mulheres entre 50 e
60 anos de idade estdo no grupo que apresenta a maior incidéncia. Nesta faixa etéria, a
neoplasia costuma apresentar caracteristicas de melhor progndéstico, as quais possibilitam
mais sucesso nos tratamentos (Stival et al., 2014). De um modo geral, menos de 1% de todos
0s canceres de mama ocorrem em mulheres com menos de 25 anos de idade. A grande
maioria tem sua incidéncia aumentada apds os 30 anos, apresentando um platd entre 45 e 50
anos (Choy e Giuliano, 2014).
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Alguns trabalhos na literatura relatam que o carcinoma mamario em mulheres jovens
apresentaria um comportamento mais agressivo e um pior prognostico que aquele
diagnosticado em idades mais avancadas (Anders et al., 2009; Fredholm et al., 2009). Um
estudo transversal realizado no Brasil mostrou que mulheres com neoplasia mamaria em idade
mais jovem (<35 anos), demonstraram tumores com tamanho maior do que 2 centimetros,
status dos linfonodos positivo, presenca de metastase a distancia, estadiamento clinico

avancado e auséncia de resposta terapéutica (Pinheiro et al., 2013).

Johnson et al. (2013) relataram em mulheres de 25-35 anos, um aumento
estatisticamente significativo na incidéncia do cancer de mama com metéstase para outros
6rgdos (ossos, cérebro, pulmd@) no momento do diagndstico, sem um aumento
correspondente em mulheres de maior idade. Adicionalmente, um aumento da incidéncia de
cancer de mama foi verificado na Franca (entre 1991-2003) em mulheres com idade inferior a
50 anos de idade (Fontenoy et al., 2010) e na Espanha (entre 1980-2004) em mulheres de 25-
45 anos (Pollan et al., 2009).

Os fatores hereditarios estdo relacionados a presenca de mutacfes em determinados
genes de alta penetrancia, especialmente BRCA1 e BRCA2. Mulheres que possuem Vvarios
casos de cancer de mama e/ou pelo menos um caso de cancer de ovario em parentes
consanguineos, sobretudo em idade jovem, ou cancer de mama masculino, também em
parente consanguineo, podem ter predisposicdo genética e sdo consideradas de alto risco para
a doenca. O cancer de mama de carater hereditario corresponde a apenas 5% a 10% do total

de casos da doenca (Trichopoulos et al., 2008).

Os fatores hormonais estdo relacionados principalmente ao estimulo estrogénico, seja
enddgeno ou exdgeno, com aumento do risco quanto maior for a exposicdo. Esses fatores
incluem: histéria de menarca precoce (idade da primeira menstruacdo menor que 12 anos),
menopausa tardia (ap0s 0s 55 anos), primeira gravidez apds os 30 anos, nuliparidade, uso de
contraceptivos orais (estrogénio-progesterona) e terapia de reposicdo hormonal pos-
menopausa (estrogénio-progesterona) (IARC, 2015; WHO, 2015).

Os fatores comportamentais e ambientais melhor estabelecidos incluem a ingestéo de
bebida alcodlica, sobrepeso e obesidade na pds-menopausa e exposi¢do a radiacdo ionizante
(Inumaru et al., 2011; IARC, 2016). O risco de cancer de mama devido a radiacdo ionizante é
proporcional a dose e a frequéncia (Trichopoulos et al., 2008). Doses altas ou moderadas de

radiacdo ionizante (como as que ocorrem nas mulheres expostas a tratamento de radioterapia
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no torax em idade jovem) ou mesmo doses baixas e frequentes (como as que ocorrem em
mulheres expostas a dezenas de exames de mamografia) parecem aumentar o risco de

desenvolvimento da neoplasia (Golubicic et al., 2008).

Outro fator ambiental, o tabagismo, estudado ao longo dos anos com resultados
contraditorios, é atualmente reconhecido pela International Agency for Research on Cancer
(IARC) também como um agente carcinogénico com limitada evidéncia de aumento do risco

de cancer de mama em humanos (IARC, 2016).

1.4 SuBTIPOS DO CARCINOMA DE MAMA

Tem sido demonstrado que o carcinoma de mama pode ser classificado em subgrupos
biologicamente e clinicamente significativos. Assim, constitui uma doenca muito heterogénea
e, com base em dados moleculares, costuma-se dividi-la em quatro principais subtipos, com
curso clinico distinto e resposta ao tratamento diferenciada. Esta classificacdo considera o
status dos receptores hormonais, a superexpressdo do receptor do fator de crescimento
epidérmico humano tipo 2 (HER2) e o marcador de proliferacdo celular Ki67 (Goldhirsch et
al., 2011).

Os 4 subtipos principais do carcinoma da mama sdo Luminal A, de melhor
prognostico e definido como receptor de estrogeno (RE) e/ou receptor de progesterona (RP)
positivo, HER2 ndo superexpresso e Ki67 baixo (<14%); Luminal B, que possui progndstico
intermediario, com RE e/ou RP positivo e Ki67 alto (>14%); HER2 enriquecido, que exibe
receptores hormonais negativos e a superexpressdo do HER2, e por fim, o subtipo Triplo-
negativo (TN) que possui receptores hormonais negativos e HER2 néo superexpresso (Figura
1) (Goldhirsch et al., 2011).
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" Luminal A
Luminal B

Basal-like
" HERZ2-enriched

" Normal-like

Figura 1.Perfis dos subtipos moleculares de cancer de mama. Fonte: (Genomics.Org, 2012)

Dentro deste contexto, aproximadamente um milhdo de mulheres sdo diagnosticadas
com cancer de mama a cada ano e aproximadamente 700.000 possuem receptores hormonais
(RH+) (Piccart-Gebhart, 2011). Os RE e RP sdo os marcadores mais estudados no tecido
mamario. Quando comparado com tumores receptores hormonais negativos, a neoplasia de
mama hormaonio positiva apresenta forte resposta clinica ao tratamento hormonal, aparéncia
morfologica mais diferenciada (Henderson e Patek, 1998) e taxas de incidéncia as quais se
elevam de forma continua com o envelhecimento ao invés de diminuir apds a menopausa
(Yasui e Potter, 1999; Anderson et al., 2002).

Os carcinomas de mama classificados pela expressdo de RE e RP possuem diferentes
caracteristicas clinicas, patolégicas e moleculares (Althuis et al., 2004). Esses receptores sao
expressos tanto no epitélio quanto no estroma mamario (Haslam e Shyamala, 1981; Daniel et
al., 1987; Haslam, 1989). Postula-se que determinados fatores de risco estdo intimamente
associados aos tumores de mama RE+ e RP+ e podem envolver mecanismos relacionados a
exposicdo de estrogénio e progesterona, enquanto que a etiologia do cancer de mama RE- e
RP- parece ser independente da exposi¢do hormonal (Manjer et al., 2001; Yoo et al., 2001).

Pacientes com tumores que expressam receptores hormonais também apresentam
maior sobrevida, tanto livre de doenca, quanto global (Wittliff, 1984; Harvey et al., 1999).
Embora a terapia hormonal tenha revolucionado o manejo do carcinoma de mama e 0s
resultados tenham melhorado substancialmente nestas pacientes, o tratamento ideal continua
sendo um desafio significativo. Por exemplo, o limiar para a adigdo de quimioterapia
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adjuvante € um tema de discussdo permanente, e 0s regimes mais eficazes que incluem
hormonioterapia e quimioterapia, ainda estdo em debate. A identificacdo de marcadores
tumorais, como o Ki-67, e marcadores do hospedeiro, como o polimorfismo do citocromo
P450D6, estdo sendo estudados como potenciais ferramentas para oferecer maior adaptacéo a
terapia enddcrina adjuvante (Piccart-Gebhart, 2011).

Os tumores TN sdo responsaveis por 10-20% de todos os carcinomas de mama, e Sao
biologicamente mais agressivos do que outros subgrupos (Kurebayashi, 2009). Normalmente,
demonstram alto grau histoldgico, e sdo o subtipo de carcinoma de mama mais comum em
portadores de mutacdo no gene BRCA-1 (Dawson et al., 2009). Este subtipo tumoral esta
também associado ao gene TP53, e estudos epidemioldgicos mostram uma alta prevaléncia
entre as mulheres mais jovens e de ascendéncia Africana (Carotenuto et al., 2010).
Caracteristicamente, possui um comportamento mais agressivo e predilecdo por metéstase
visceral, favorecendo um pior prognéstico (Maegawa e Tang, 2010).

Sabe-se que a patogénese do cancer € iniciada e modulada pela interacdo entre as
células malignas transformadas, o estroma circundante e o sistema imune inato e adaptativo.
Essas interacOes sdo complexas e componentes do sistema imune atuam tanto na defesa como
contribuindo para a iniciagdo, crescimento, invasividade e desenvolvimento de metastase
(Yaqub e Aandahl, 2009). A compreensdo entre a interacdo dos tumores com seu
microambiente é de fundamental importancia para o desenvolvimento de novos marcadores
progndsticos e estratégias terapéuticas (Fridman et al., 2011).

Dentro deste cenario, as quimiocinas e seus receptores vém sendo estudados e

constituem interessantes marcadores no contexto da carcinogénese mamaria.

1.5 QUIMIOCINAS

Os mecanismos que interrelacionam 0s processos inflamatorios, a imunidade e o
cancer tém sido muito discutidos. Mediadores soltveis produzidos pelas células tumorais
recrutam e ativam células inflamatérias que estimulam a progressao tumoral. Importantes
componentes nesta integracdo sdo as citocinas produzidas pelas células ativadas do sistema
imune inato ou adaptativo, que estimulam o crescimento tumoral e a progressdo do cancer.
Estudos sobre os aspectos imunolégicos que envolvem o microambiente tumoral do cancer de

mama ainda sdo limitados na literatura, o que ressalta a importancia de novos estudos.
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As quimiocinas ganharam destaque cientifico nas ultimas decadas, uma vez que
desempenham fungbes cruciais no desenvolvimento de diferentes doencas e processos
patoldgicos, incluindo a inflamacdo, doencas autoimunes, doencas infecciosas como a
Sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) causada pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), e recentemente no cancer, onde particularmente regulam o processo de
metastase (Zlotnik, 2006).

As quimiocinas foram estabelecidas como citocinas quimioatraentes em 1992, apds o
Encontro Internacional de Imunologia em Budapest (Lindley, 1993). Constituem uma grande
familia de mediadores inflamatdrios e imunolégicos. Assim como as citocinas, as quimiocinas
sdo proteinas secretorias produzidas por leucdcitos e células teciduais constitutivamente ou
apos inducdo, e exercem seus efeitos localmente de forma autdcrina ou paracrina.
Desempenham sua atividade via receptores com sete dominios a-hélices transmembrana
acoplados a proteina G, os quais sao tipicos para atracdo de leucécitos (Baggiolini, 2001).

Quimiocinas sdo proteinas constituidas de 70 a 130 aminoacidos com quatro residuos
de cisteina conservados (Baggiolini et al., 1994; 1997). Como proteinas secretdrias, sdo
sintetizadas com uma sequéncia guia de 20-25 aminoacidos, a qual é retirada antes de sua
liberagcdo. Duas familias principais, CXC e CC, também conhecidas como o e § quimiocinas,
respectivamente, sdo distinguidas de acordo com a posi¢do dos dois primeiros residuos de
cisteina, separados por um aminoacido variavel (CXC) ou adjacentes (CC). As cisteinas
formam duas pontes dissulfeto (Cysl — Cys3 e Cys2 — Cys4), o que confere as quimiocinas
sua estrutura tridimensional. As pontes dissulfeto mantém as regides amino terminais juntas,
0 que € essencial para sua atividade bioldgica (Baggiolini, 2001).

Os efeitos das quimiocinas estendem-se muito além da atracéo de leucdcitos aos sitios
de inflamacdo. Evidéncias indicam que estas participam no desenvolvimento dos érgdos, na
angiogénese, na mobilidade de células tronco, na recirculacdo dos leucdcitos, na regulacéo e
no desenvolvimento imunoldgico e hematopoiético (Sarafi et al., 1997; Luster, 1998; Chensue
et al., 2001; Pelus et al., 2002). Recentemente estas proteinas vém sendo associadas ao

processo tumoral, incluindo o carcinoma de mama.

1.6 QuimioCINA CCL5 (RANTES) No CANCER

Ligante 5 da familia de quimiocinas CC, é codificado pelo gene CCLS5, no brago longo
do cromossomo 17 (Donlon et al., 1990), na mesma é&rea codificadora do HER2,
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provavelmente contribuindo para seus associados padrdes de expressdo. Também conhecida
como RANTES (regulated on activation, normal T cell expressed and secreted), € uma
proteina de 8 kDA, quimiotaxica para linfocitos T, eosinofilos, baséfilos, entre outras células
no sitio inflamatoério. Com a ajuda de outras citocinas (interleucina-2, interferon gama), induz
a proliferacdo e ativacdo de linfocitos natural killer (NK) (Maghazachi et al., 1996).

CCL5 foi descrito pela primeria vez em uma pesquisa para genes de expressdo tardia
(3-5dias) apds ativacdo de células T, e posteriormente identificada como uma quimiocina da
familia CC, expressa em mais de uma centena de doencas humanas. A expressdo desta
quimiocina é regulada nos linfocitos T pelo fator de transcrigdo 13 Kruppel- like (Song et al.,
1999). Em conjunto com as quimiocinas CCL3 e CCL4, foi descrita como um supressor
natural do HIV secretado por linfécitos T CD8+ ativados e outras células imunes (Cocchi et
al., 1995).

A expressdo de CCLS5 tem sido extensivamente analisada em pacientes com carcinoma
de mama durante os ultimos anos. Foi descrito que essa quimiocina € expressa em células
residentes no tumor, nos linfonodos comprometidos e em metastases em sitios distantes, e
detectada em fluidos intersticiais que perfundem o tumor, efusdes pleurais e soro. Embora a
expressao dessa quimiocina resida principalmente nas células tumorais, ela também pode ser
detectada em leucdcitos que permeiam o tumor e células mesenquimais do ambiente tumoral
(Karnoub e Weinberg, 2006).

A primeira evidéncia de correlagdo entre carcinoma mamario e CCL5 foi descrita por
Luboshits et al. (1999). Essa investigacdo demonstrou elevada expressdo de CCL5 em células
tumorais, sem evidéncias do mesmo em ceélulas teciduais adjacentes ao tumor ou em
individuos saudaveis, e que a expressao de CCL5 aumentava durante a transformagéo
maligna, sugerindo seu envolvimento no desenvolvimento tumoral. O possivel envolvimento
na progressdo do tumor também foi sugerido por Wigler et al. (2002), uma vez que niveis
maiores de expressdao de CCL5 por células tumorais foram significativamente associadas a
estadios mais avangados de doenca.

Robinson et al. (2003) demonstraram que animais inoculados com linhagens tumorais
de mama apresentaram uma maior producdo de CCL5 e que administracdo de antagonista
para seu receptor (Met-CCL5), nestes mesmos animais, proporcionou regressdo significativa
no tamanho dos tumores, indicando uma relacdo direta do envolvimento desta quimiocina

com carciomas de mama.
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Relatos indicam que os niveis séricos de CCL5 estdo elevados em pacientes com
carcinoma de mama, em comparacdo com individuos saudaveis, podendo ter valor
diagnostico e/ou prognostico, e ainda, podendo servir como marcador de doenca ativa,
necessitando de investigacbes complementares (Niwa et al., 2001). Smeets et al. (2013)
observaram que os niveis plasmaticos e séricos de CCL5 tenderam a ser mais elevados em
pacientes com metastases linfonodais, se comparados a pacientes com carcinoma de mama
linfonodo-negativo, aumentando com o estadio clinico. Entretanto, essa diferenca ndo foi
significativa (p=0.22).

Estudos moleculares deram suporte para a correlacdo entre expressdao de CCL5 e
doenga agressiva, uma vez que a expressao de CCLS5 esta aumentada em ‘carcinomas
inflamatorios’, forma altamente agressiva da doenca, se comparado a tumores n&o
inflamatorios (Bieche et al., 2004). Nesse sentido, estudos tem demonstrado que a expressdo
de CCL5 por células tumorais pode ser um valioso fator preditivo para deteccdo de pacientes
em estadio 1l com risco de progressdo da doenca (Yaal-Hahoshen et al., 2006)

Metéastase representa a causa de 90% das mortes por tumores sélidos, surgindo a partir
da evolucdo somética de uma populacdo geneticamente variada de células tumorais, sob
pressdes seletivas de um ambiente, que impde normas variadas sobre 0 comportamento
celular (Gupta e Massague, 2006). Assim, a quimiocina CCL5 tem sido relacionada com a
progressdo de uma serie de neoplasias malignas e com indugdo de metéstase no carcinoma de
mama (Vaday et al., 2006).

Em um estudo onde as células tumorais de mama foram estimuladas a super-expressar
CCL5, evidenciou-se que esta potencializa metéstases aumentando a motilidade e o
extravasamento de células tumorais para locais distantes do sitio primario. Ainda, foi
demonstrado que o CCL5 é capaz de promover metéastases pela inducdo da secrecdo de
metaloproteinases que degradam as proteinas da matriz extra-celular circundantes, facilitando
0 movimento das células tumorais, in vitro. Além disso foi verificado que células tumorais
migraram em direcdo a células progenitoras produtoras de CCL5 (Swamydas et al., 2013) De
fato, alta expressdo de CCL5 esta associada a alta expressao de enzimas degradantes de matriz
extracelular (Espinoza-Sanchez et al., 2017).

Células progenitoras mesenquimais sdo células multipontentes, requisitadas na
regeneracdo de tecidos como cartilagem, osso e masculo (Pittenger et al., 1999). Essas
células sdo encontradas em grande parte da medula dssea, mas também encontram-se

presentes no estroma associado ao tumor (De Ugarte et al., 2003). Secretam CCL5 por
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estimulo das celulas tumorais, que entdo age de uma forma paracrina sobre as celulas
cancerosas, induzindo invasdo e metastases (Karnoub e Weinberg, 2006). As células
progenitoras mesenquimais, derivadas de tecido adiposo humano, podem promover a invasao
de células de tumor da mama (MDA MB 231), quando co-cultivadas, o que significa que as
células progenitoras de tecido residente podem ser estimuladas por células do tumor de mama
humano para secretar CCL5 e, assim, promover a invasao das células cancerosas (Yamaguchi
et al., 2008).

Analisados em conjunto, esses dados sugerem que o CCL5 induz processos de
progressdo e agressividade tumoral. Diante de varios estudos sobre a contribuicdo de CCL5
como fator critico no cancer de mama, ainda ha necessidade de estudos complementares que
elucidem os mecanismos moleculares ativados por esta quimiocina no processo de

desenvolvimento e progressao tumoral.

1.7 RECEPTORES DE QUIMIOCINAS

A maioria dos receptores de quimiocinas reconhece mais de uma quimiocina e muitas
quimiocinas se ligam a mais de um receptor. Contudo, os receptores CC ligam-se somente as
quimiocinas CC, e do mesmo modo os receptores CXC ligam-se somente as quimiocinas
CXC. Esta restricdo, ligante-receptor, provavelmente esta relacionada as diferencas estruturais
entre as quimiocinas CC e CXC, as quais tém estruturas primarias, secundarias e terciarias
similares, mas quaternérias diferentes (Baggiolini, 2001).

Os receptores para quimiocinas sdo expressos em diferentes tipos de leucocitos;
porém, alguns receptores estdo restritos a determinados tipos celulares, como o CXCR1,
predominantemente presente em neutréfilos, enquanto outros sdo mais amplamente expressos
em outros tipos celulares, como CCR2 em mondcitos, células T, células NK, células
dendriticas e basofilos. Estes receptores sdo expressos constitutivamente ou induzidos,
dependendo de tipos celulares. Como exemplo, os receptores CCR1 e CCR2 sdo expressos
constitutivamente em mondcitos, mas nos linfécitos sdo expressos somente apds a
estimulacdo pela IL-2 (Loetscher et al., 1996).

A identificacdo de um grande numero de receptores de quimiocinas e a caracterizacao
de sua seletividade e expressdo em diferentes tipos de leucocitos tem fornecido informacdes
sobre a regulacdo do trafego leucocitario na saude e na doenga. Fagdcitos sanguineos
expressam diferentes tipos e combinacfes de receptores de quimiocinas, como CXCR1 e
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CXCR2, e os receptores de IL-8 sdo encontrados exclusivamente em neutréfilos, os quais
estdo envolvidos principalmente na imunidade contra bactérias. Mondcitos, eosinofilos e
basofilos compartilham alguns receptores e expressam outros com exclusividade (CCR3 em
eosindfilos e baséfilos e CCR5 em mondcitos) e, portanto podem ser recrutados seletivamente
por quimiocinas apropriadas (Baggiolini, 2001).

Os receptores de quimiocinas, assim como outros membros da familia de receptores
tipo proteina G acoplados, estdo funcionalmente ligados as fosfolipases através das proteinas
G (Premack e Schall, 1996, Bokoch, 1995). A ativacdo do receptor leva a uma cascata de
sinalizacdo celular, incluindo a geracdo de trifosfato de inositol, a liberacdo de célcio
intracelular e a ativacdo da proteina quinase C. A sinalizacdo por meio do receptor de
guimiocina também leva a ativacdo de proteinas ligantes tipo guanosina trifosfato da familia
de RAS (Laudanna et al., 1996). As proteinas ligantes estdo envolvidas na motilidade celular
através da regulacdo de processos actina-dependentes, tais como ondulacdo da membrana,
formacéo de pseudopodos e organizacdo de complexos de adeséo celular. Portanto, o que tem
sido demonstrado é que os receptores de quimiocinas ativam maultiplas vias sinalizadoras da
celula, os quais regulam a maquinaria intracelular necessaria para muitas das respostas
celulares.

O CCR5, receptor da familia CC, apresenta sete dominios transmembrana
hidrofobicos e exerce sua atividade via proteina G. Liga-se as quimiocinas CCL5, CCL3 e
CCL4 (Samson et al., 1996) e e codificado pelo locus CMBKR5 localizado no cromossomo 3
(Loetscher, Uguccioni, et al., 1998). Esta envolvido na quimiotaxia de leucdcitos para 0s
sitios de inflamacéo (Baggiolini, 1998), desempenhando importante papel no recrutamento de
macrofagos, mondcitos e células T na inflamacdo (Panzer et al., 2005). E normalmente
expresso em linfécitos T e células dendriticas, dirigindo a resposta imune preferencialmente
para Thl (Loetscher, Gong, et al., 1998).

1.8 RECEPTOR CCR5 NO CANCER

Quimiocinas quando ligadas aos seus receptores podem induzir uma série de reacGes
em cascata intracelulares que podem regular a migracdo de células tumorais (Ben-Baruch,
2006). Alguns relatos indicam que a expressao de receptores de quimiocinas em muitas
células tumorais ndo é aleatéria (Zlotnik, 2006) e podem ter um papel no processo de

metastase.
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Tem sido discutido que o receptor CCR5 pode, também, apresentar um efeito indireto
sobre a progressdo de tumores, por meio do controle de uma resposta imune antitumoral
(Manes et al., 2003) e que a retencdo de células T no local do tumor parece ser mediada por
mecanismos dependentes de CCR5 da célula imune e do tumor.

Foi demonstrado que a expressdao de CCR5 pode promover o crescimento tumoral e
contribuir para a metastase. Van Deventer et al. (2005)mostraram que camundongos com
metastase pulmonar de melanoma, que expressam CCR5, apresentam crescimento tumoral e
resposta inadequada a terapia, quando comparados com camundongos knockout para CCR5.
Os autores demonstraram que a expressao de CCR5 em células estromais contribuiu para o
processo de metastase.

CCR5 também esta envolvido na metastatizacdo de condrossarcomas (Tang et al.,
2010) e de células de tumor oral (Chuang et al., 2009). Por outro lado, no contexto
hematopoiético, a expressao de CCR5 correlaciona-se com a capacidade agressiva das
doencas linfoproliferativas tipo NK-cell, para se infiltrar em multiplos 6rgdos (Makishima et
al., 2007), bem como o crescimento de células de mieloma maultiplo (Menu et al., 2006).

A interacdo entre CCL5/CCRS pode favorecer o desenvolvimento tumoral de vérias
maneiras: agindo como fator de crescimento, estimulando a angiogénese, modulando a matriz
extracelular, induzindo o recrutamento de células inflamatérias e estromais adicionais, e
fazendo parte de mecanismos de evasdo imune (Kershaw et al., 2013).

Com relacdo a importancia do eixo CCL5/CCR5 na carcinogénese mamaria, foi
demonstrado que células endoteliais progenitoras, derivadas da medula dssea, requerem o
receptor CCR5 para promocdo de angiogénese. Nesse estudo, a supressdo do eixo
CCL5/CCR5, na medula d&ssea, levou a diminuicdo do crescimento tumoral.
Surprendentemente, a restauracao deste na medula 6ssea, ndo reverteu o crescimento tumoral.
Tais achados sugerem que as celulas endoteliais do microambiente tumoral necessitam de
CCLS5 produzido diretamente pelas células tumorais para promover angiogénese (John Sax et
al., 2016).

Lin et al. (2012) verificaram que CCRS5 foi altamente expresso em céancer de mama
com presenca de metastase em linfonodos. O tratamento com a citocina TNF-a induziu a
expressao aumentada de CCR5 em células MCF-7; IFN-y sozinho induziu aumento
acentuado na expressdo de CCR5. Isto foi também observado nas células MDA-MB-231 de
linhagem celular altamente metastatica. No entanto, expressdo basal de um receptor de
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quimiocina por si s6 nao pode ser considerado um bom marcador de agressividade uma vez

que pode estar sujeito a alteracdes pelo microambiente.

1.9 POLIMORFISMO GENETICO NO RECEPTOR CCR5

Um polimorfismo no gene CCRS5 foi identificado, consistindo na delegdo de 32 pares
de bases, sendo denominado de CCR5-delta32 (rs333) (Liu et al., 1996). Esta variante resulta
em uma forma ndo funcional do receptor, impedindo a sua interagdo com suas quimiocinas
ligantes (Smith et al., 1997; Sidoti et al., 2005).

A variante delta32 é comum entre Europeus caucasoides (frequéncia alélica variando
entre 0,05 - 0,15), porém raro ou ausente na maioria dos outros grupos étnicos, como nativos
africanos e amerindios (Martinson et al., 1997; Mcnicholl et al., 1997). A auséncia desta
variante também foi relatada na populacdo nativa da América do Sul, como populacdes
nativas da Amazonia Brasileira (Leboute et al., 1999; Chies e Hutz, 2003), e em Asiaticos
(O'Brien e Moore, 2000; Wang et al., 2003; Chang et al., 2005).

No Brasil, Vargas et al. (2006) encontraram boa correlacdo entre a frequéncia desse
alelo e a classificagdo populacional de acordo com a cor da pele (15,9% em pardos, 7,1% em
negros e 6,6% em brancos). A frequéncia de 1,5% foi descrita em doadores de sangue
saudaveis homozigotos e de 8,2% em heterozigotos para delta32, na populacdo de Londrina e
regido (Reiche et al., 2008).

As diferencas na distribuicdo mundial do CCR5-delta32 podem ser explicadas pela
hipdtese de que esta mutagdo surgiu na populacdo caucasoide (Libert et al., 1998) e teve sua
frequéncia rapidamente aumentada devido a forte pressdo seletiva, possivelmente originada
por patdgenos que infectam macrofagos: Yersinia pestis, Shigella, Salmonella ou
Mycobacterium tuberculosis, sendo que estes patdgenos poderiam provocar apoptose nestas
células de uma maneira CCR5-dependente (Stephens et al., 1998). Muito provavelmente teve
sua origem na Islandia e, aparentemente, esta delecdo disseminou-se nos séculos VIII, IX e X
com os ataques Vikings (Martinson et al., 1997).

Estudos sustentam que a delecdo poderia estar associada a resisténcia a infeccao pelo
HIV (Dean et al., 1996; Samson et al., 1996; Zuniga et al., 2003), e que pacientes portadores
desse alelo poderiam ter melhor prognéstico na leishmaniose (Brajao De Oliveira et al.,
2007), na esclerose multipla (Kaimen-Maciel et al., 2007), no lipus eritematoso sistémico
(Schauren et al., 2013; na asma em criangas com infeccdo por Mycoplasma pneumoniae
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(Ungvari et al., 2007) e na rejeicdo de enxerto renal em modelos animais (Kruger et al.,
2007).

De um modo geral, a compreensdo dos mecanismos celulares e moleculares da
patogénese do cancer é extremamente importante para o desenvolvimento de novas
abordagens para o tratamento desta doenca. Estudos mostram que as células e seus receptores
desempenham um papel essencial em processos moleculares e fisioldgicos (Do Val Carneiro
et al., 2009; Aoki et al., 2011).

Assim, o cancer é uma doenca complexa, onde muitas alteracdes ainda merecem uma
abordagem molecular aprofundada. A interagdo entre quimiocinas e seus receptores depende
da interacdo com moléculas de sinalizacdo por células do sistema imunolégico e ndo
imunologico, e este pode ser modificado por alteracdes genéticas relacionadas a
polimorfismos, expressdo génica e proteica. O receptor CCR5 no céancer poderia influenciar
na progressdo, formacdo tumoral e progndstico, mas essa influéncia ainda néo esté elucidada.
Assim, a compreensaodo papel do eixo CCL5/CCR5 no microambiente tumoral pode sugerir
estas moléculas como marcadores para prognastico, e até mesmo para o tratamento do cancer
de mama.

Com base no que foi relatado e frente ao fato de que recentemente tem sido explorado
o papel da quimiocina CCL5 e do receptor CCR5 no microambiente tumoral da mama, neste
estudo, pretende-se investigar este eixo em relacdo a suscetibilidade e ao progndstico do

carcinoma mamario.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:

<> Analisar o polimorfismo delta32 no gene do receptor CCR5 e a expresséo

proteica de CCL5 em amostras de pacientes com carcinoma de mama.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Artigo 1:

<> Avaliar o polimorfismo CCR5-delta32 em pacientes com carcinoma de mama e
em controles livres de carcinoma mamario, em um estudo de associacao do tipo caso-controle;

X Avaliar a presenca da variante CCR5-delta32 em relacdo a pardmetros
prognosticos da doenga;

& Avaliar a expressdo da proteina CCL5 em amostras de tecido normal adjacente
e tumoral da mama, bem como sua possivel correlacdo com parametros prognosticos da

doenca;

X/

X8 Correlacionar os dados do polimorfismo genético CCR5-delta32 com a

expressao proteica de CCL5.

Artigo 2:

<> Analisar o polimorfismo genético CCR5-delta32 em pacientes com carcinoma
de mama e procurar uma correlacdo com parametros prognosticos da doenca;

X Analisar a expressao da proteina CCL5 em amostras de sobrenadante tumoral e
normal de pacientes com cancer mama e correlaciona-la com parametros prognoésticos da
doenca;

X Avaliar a possivel correlacdo entre a presenca da variante alélica delta32 e a

expressao proteica de CCL5.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 SELECAO E CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

O convite as pacientes com diagnostico de cancer de mama para participarem deste
estudo ocorreu durante o atendimento Clinico Oncoldgico no Hospital do Céncer de Londrina
no periodo de 2011 a 2015. O grupo controle foi proveniente da Unidade Bésica de Salde
(UBS) Orlando Sestari, Bairro Unido da Vitoria, Londrina, PR. As atividades de pesquisa
foram realizadas no Laboratorio de Polimorfismos de DNA e Imunologia e Genética
Molecular, Departamento de Ciéncias Patoldgicas, Centro de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Estadual de Londrina. Foram obtidas para o presente estudo:

e 167 amostras de sangue periférico de pacientes portadoras de carcinoma de
mama para o estudo de associagédo caso-controle;

e 179 amostras de sangue periférico de mulheres livres de carcinoma de mama
para o estudo de associagédo caso-controle;

e 24 blocos de parafina contendo tecido normal e tumoral para as analises de
imunohistoquimica;

e 49 amostras de sobrenadante de tecidos tumorais e normais a fresco para as

analises de expressdo proteica por método de enzimaimunoensaio (ELISA);

O presente estudo foi aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
da Universidade Estadual de Londrina (CAAE 17123113400005231, segundo resolugédo
466/2012). Todas as participantes do estudo (pacientes e controles) assinaram o termo de

consentimento livre e esclarecido previamente a obtencao das amostras.

3.2 ESTADIAMENTO DO CANCER DE MAMA SEGUNDO UICC

O critério para a classificagdo dos tumores envolvidos no presente estudo seguiu a
sistematizacdo da Unido Internacional Contra o Cancer (UICC), denominado Sistema Tumor-
NoOdulo-Metéstase (TNM). Apoés a avaliagdo destes fatores, os casos foram classificados em
estadiamentos que variaram de | a IV graus crescentes de gravidade da doenca os quais
sintetizam as classificagdes conforme o tamanho do tumor (T), comprometimento nodular (N)

e metastases (M), além de agrupar as diversas combinacdes possiveis (Sobin et al., 2009).



32

3.3 OBTENCAO DO DNA DE SANGUE PERIFERICO E DE TECIDO MAMARIO

O DNA gendmico proveniente de leucdcitos do sangue periférico de pacientes e
controles foi extraido a partir de 200 puL do sangue total, coletado com EDTA como
anticoagulante, utilizando-se 0 método de coluna de resina (Kit de Extracdo Mini Spin Plus,
BioPur, Curitiba, Parana, Brasil), de acordo com as instrucdes do fabricante. O DNA obtido
foi eluido em 50uL do tampéo fornecido e estocado a -20°C.

Os tecidos mamarios tumoral e normal pds-cirdrgico, previamente separados pelo
anatomopatologista, foram homogeneizados por pingamentos sucessivos em solucdo
fisiolOgica estéril e posteriormente centrifugados a 2000 rpm para obtencdo das células do
tecido. A partir destas, foram obtidos os DNAs, tanto dos tecidos normais quanto dos
tumorais, apos digestdo protéica com Proteinase K, e ressuspendidos em 50 pL de agua milli-
Q autoclavada, e o sobrenadante reservado e armazenado a -20°C para reacdo de ELISA.

Suas concentracdes foram determinadas por espectrofotometria a 260nm (NanoDrop
ND-2000-ThermoScientific, Wilmington, DE, EUA).

3.4 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) PARA 0 POLIMORFISMO CCR5-DELTA32

Os primers para 0 gene CCR5 foram sintetizadas de acordo com as sequéncias
depositadas no GenBank, sob nimero de acesso AF009962 (Aoki et al., 2009).

As reacoes de amplificacdo em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas em
termociclador Master cycler Gradient (Eppendorf, Hamburg, Germany) e consistiram de um
ciclo com uma temperatura inicial de 94°C durante 5 minutos, seguidos de 35 ciclos de um
minuto a 94°C para desnaturagdo, um minuto a 57° para anelamento e um minuto a 72°C para
extensdo das fitas, e por fim uma temperatura de 72°C durante 10 minutos para uma extensao
final.

Todas as reagdes foram efetuadas com um controle negativo (auséncia de DNA)
para assegurar a ndo contaminagdo com acidos nucléicos, e com um controle positivo, no qual
se utilizou DNA de amostra previamente testada e positiva. As amostras foram analisadas e

visualizadas em gel de poliacrilamida 10%, corado com nitrato de prata.
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3.5 ANALISE DE IMUNOHISTOQUIMICA

Para analise de expressao por imunohistoquimica, foram utilizados cortes histologicos
de 5um de tecido tumoral de mama e tecido normal adjacente ao tumor, embebidos em blocos
de parafina.

O processo de coloracdo foi realizado por automagdo em equipamento BenchMark
XTsystem (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, EUA), de acordo com instrucbes do
fabricante. Para recuperacdo antigénica foram utilizados reagentes proprios (cell conditionner
1, por 60 mn - Ventana Medical Systems — Tucson, AZ, EUA), (pH 8)
contendo Tris/Borate/EDTA, e posterior adicdo do anticorpo monoclonal primario-IgG de
coelho anti-CCL5 humano na diluicdo 1/200, durante 32 minutos (clone 236A/E7; Abcam,
Cambridge, UK; eBioscience).

As amostras foram incubadas com anticorpo secundario biotinelado especifico for 30
minutos. Streptavidin horseradish peroxidase e 3,3-diaminobenzidine foram utilizados de
acordo com as instrucdes do fabricante (DAB Ultraview paraffin detection Kit, Ventana
Medical Systems, Tucson, AZ, EUA).

A contra coloragdo dos cortes foi realizada com hematoxilina de Gill e a montagem
das laminas realizada em balsamo do Canada.

Né&o foi possivel estabelecer um controle positivo do anticorpo primario uma vez que
n&o existe descrigéo na literatura de tecido normal que expresse CCL5.

A andlise das laminas foi realizada com auxilio de patologista especializado. O
protocolo de andlise foi estabelecido no proprio laboratorio de pesquisa. Foram considerados
0s seguintes padrdes de marcacdo: O=auséncia de marcacdo; +: marcacdo fraca; ++: marcacao

moderada e +++: marcacao forte.

3.6 ANALISE DA EXPRESSAO PROTEICA DE CCL5 POR ELISA

Amostras de tumores e tecidos adjacentes normais da glandula mamaria foram
ressuspendidas em 5 mL de solucéo fisiologica. Apos centrifugacdo a 500xg, 0 sobrenadante
foi recolhido e reservado para ELISA.

A anélise foi realizada utilizando RayBio® Human Rantes (RayBiotech, Norcross,
GA, EUA). O sobrenadante de cada grupo foi recolhido, adicionado a placa pré-revestida com
anticorpo monoclonal anti-CCL5 humano e incubado durante a noite a 4-8°C. Em seguida, as
amostras foram lavadas e o anticorpo secundario biotinilado-Horse Radish Peroxidase + Sav
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conjugado foram adicionados. Apds lavagem, adicionou-se imediatamente o substrato
perdxido de hidrogénio (H,O;) e cromodgeno 3,3",5,5 -tetrametilbenzidina (TMB), seguido por
solucdo de bloqueio de acido fosférico 1M. A placa de ELISA foi lida no comprimento de
onda de 450 nm utilizando ELX-300 Reader (BioTek, Instrument Corporation, VT, EUA).

Os resultados foram expressos em pg/mL. Cada amostra tumoral e normal foi
realizada em duas repeticdes. A sensibilidade do ensaio foi de 2 pg/mL. O processamento de

dados foi realizado utilizando o software Gen5 (BioTek, Instrument Corporation, VT, EUA).
3.7 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis categoricas foram expressas em nimero absoluto (n) e porcentagens (%).

As variaveis continuas foram expressas em média e desvio padrdo (DP).

O estudo de associacgdo do tipo caso controle foi realizado pelo célculo da Odds Ratio
(OR) com intervalo de confianca a 95%. As demais andlises estatisticas foram realizadas
pelos testes de Mann—Whitney e correlacdo Tau b de Kendal, utilizando-se os programa SPSS
Statistics 20.0 (SPSS inc., Chicago, Illinois, USA) e Graph Pad 5 (Graph Pad Software, San

Diego, USA). Para todos os dados, o nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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4 PRODUCAO BIBLIOGRAFICA

Artigo 1

“CCR5-delta32 allelic variant and CCLS5 protein expression in breast cancer
susceptibility and prognosis”

Abstract

Chemokines can act as pro-tumoral or anti-tumoral regulators of malignancy by
affecting cells of the tumor microenvironment and the tumor cells themselves. The chemokine
(C-C motif) ligand 5 (CCL5/RANTES) has been identified as a key node in the bidirectional
communication between breast cancer (BC) and normal cells. The activation of the C-C motif
chemokine receptor 5 (CCR5)in BC cells controlsinvasiveness serving as a driver for
metastasis. In this context, the aim of the present study was to determine whether a
polymorphism in CCR5 gene (rs333/delta32) and the CCL5 protein expression, by
conventional polymerase chain reaction (PCR) and immunohistochemistry (IHC),
respectively, were associated with BC susceptibility and prognosis. The peripheral blood
samples (167) and tissue samples (24) were obtained form BC patients, and peripheral blood
samples form 179 were taken as controls. It was found no significant association between
CCRG5 allelic variant and BC susceptibility (OR=1.35; CI195%=0,63-2.91). Analysis in relation
to prognostic parameters found a significant association between CCR5-delta32 and lymph
nodes commitment and/or metastasis (p= 0.02). The IHC analysis showed that the tumoral
cell cytoplasm staining was predominant in all tissue samples and when it was compared the
CCLS5 staining profile and prognostic parameters from patients, there were no significant
associations. The fact that CCR5-delta32 has been shown to be associated with metastatic
process and that cytoplasm tumoral staining was more intense requiring future validation, but
may indicate this axis chemokine/receptor as a candidate marker for prognosis in breast

carcinogenesis.

Keywords: prognosis; CCL5; CCR5; immunohistochemistry; polymorphism; breast cancer.
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Introduction

Breast cancer (BC) present highest incidence and mortality in women population in
the world, both in developing and developed countries. For Brazil, in 2016, it was expected
57,960 new cases of BC, with an estimated risk of 56.20 cases per 100,000 women (INCA
2015).

BC cells can be found in different types of human body tissue and lymph nodes, which
have a favorable microenvironment for BC cells survival. Specific chemo-attractive
molecules and signaling pathways can promote migration and growth of breast tumors to
these distant places, as chemokines superfamily and their receptors (Karnoub and Weinberg
2006, Hinton, Avraham et al. 2010).

Chemokines can act as pro-tumoral or anti-tumoral regulators of malignancy by
affecting cells of the tumor microenvironment (leukocytes, endothelial cells, fibroblasts) and
the tumor cells themselves (migration, invasion, proliferation, resistance to chemotherapy).
The chemokine (C-C motif) ligand 5 (CCL5/RANTES), which can be secreted either by
tumor cells or by mesenchymal stromal cells recruited to the tumor, has been identified as a
key node in the bidirectional communication between tumoral and normal breast cells
(Velasco-Velazquez and Pestell 2013). CCL5 produced by mesenchymal stem cells (MSCs)
acts to induce malignancy-associated changes in BC cells, to promote spread through binding
with its cognate receptor, the C-C motif chemokine receptor 5 (CCR5) (Karnoub, Dash et al.
2007).

The activation of CCR5 in BC cells controls their invasiveness serving as a driver for
metastasis. It is a seven transmembrane protein expressed by the main cells of immune
system, such as macrophages, T cells, immature dendritic cells and monocytes, playing
important roles in the inflammatory responses, and also enhancing the immune reaction by
stimulating the activation and proliferation of T cells and macrophages (Alkhatib 20009,
Flanagan 2014). Polymorphic variations in CCR5 gene, in particular thedelta32 leads to
decreased expression and dysfunction of the receptor (Nahon, Sutton et al. 2008,
Ahmadabadi, Hassanshahi et al. 2013). CCR5-delta32 consists is a 32-base pair deletion in
the coding region, encodes a truncated inactive receptor that is not expressed on the cell

membrane (Liu, Paxton et al. 1996).
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CCL5/CCR5 antagonism has been shown to inhibit BC metastasis (Velasco-
Velazquez, Jiao et al. 2012), leading to tumors that are pale and necrotic (Robinson, Scott et
al. 2003). Specific therapies inhibiting CCL5/CCR5 axis may not only prevent malignant
progression, but also significantly delay tumor growth by inhibiting the angiogenic switch in
primary tumors and disseminated micrometastasis (Sax at al. 2016). Furthermore, this axis
participates in the (Robinson, Scott et al. 2003) recruitment of specific immune cells into
tumors, inducing local immunosuppression and favoring tumor progression (Velasco-
Velazquez, Xolalpa et al. 2014, Weitzenfeld and Ben-Baruch 2014).

In this context, the aim of the present study was to determine whether the genetic
variant CCR5-delta32 and the CCL5 protein expression were associated with BC

susceptibility and prognosis in a breast cancer patient’s sample.

Materials and methods
Human subjects

Human Ethics Committee of the State University of Londrina, Parana, Brazil,
approved the present study (CAAE 17123113400005231). Patients and controls were

informed in detail regarding the research, and the Consent Term was obtained.

The peripheral blood samples (167) and tissue samples (24) were obtained from BC
patients, who had undergone surgery at the Londrina Cancer Hospital (LCH), Parana State,
Brazil, and peripheral blood from 179 control women, from Basic Assistance Unity Orlando
Sestari, Londrina, PR. Control group, taken from the same patients Parana, Brazil, geographic
region, had no BC confirmed by clinical and imaging examination, no self-declared family

history of BC and personal history of any malignant disease.
Prognostic parameters

Data relating to clinicopathologic parameters and immunohistochemistry (IHC)
subgroups of BC were kindly provided by LCH. The parameters included: tumor size, lymph
nodes involvement and/or distant metastasis, nuclear grade and tumoral staging (TNM
classification), were determined according to the Union of International Control of Cancer

classification criteria (Sobin, Gospodarowicz et al. 2009).
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BC subgroups were determined according to IHC profile of estrogen (ER) and
progesterone (EP) receptors and human epidermal growth factor 2 (HER2) oncogene adopted
in the LCH, available in the medical records. IHC were performed by pathologists who
followed the score criteria present in the American Society of Clinical Oncology/College of
American Pathologists guideline recommendations (Hammond, Hayes et al. 2010, Wolff,
Hammond et al. 2013). The parameter tumor size was subdivided into classes according to a
criterion based on the chemotherapy treatment adopted by the LCH: absence of chemotherapy
(up to 1.5 cm), adjuvant chemotherapy (between 1.5 and 3 cm) and neoadjuvant

chemotherapy (greater than 3 cm).

BC subgroups were termed: 76.65% Luminal A or B (positive for ER and/or EP
receptors), 7.18% HER2+ (positive for the HER2 overexpression) and 16.17% triple negative

(TN) (negative for the hormone receptors and for HER2 overexpression).
Genomic DNA extraction

Genomic DNA was obtained from samples of peripheral blood cells of 167 BC
women and 179 healthy control women, using Biopur Mini Spin Plus Kit (Biometrix
Diagnostica, Curitiba, Parana, Brazil), according to manufacturer instructions. DNA was
resuspended in 50 uL of elution buffer and quantified by NanoDrop 2000c Spectrophotometer
(Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) at a wavelength of 260/280 nm. Final preparation

was stored at -20C° and used as template in polymerase chain reactions (PCRS).
CCR5-delta32 polymorphism

Genotyping of CCR5-delta32 was determined by conventional PCR, using specific
primers according to sequences deposited in GenBank, under accession number AF009962
(Aoki et al. 2009). Samples were amplified with genomic DNA (100 ng) and the buffer kit
plus 1.25 units of Taq polymerase (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA) at 25 uL of final
volume, in a Master Cycler Gradient thermal (Eppendorf, Hamburg, Germany). Negative

controls were employed to make sure that no contaminants were introduced.

PCR conditions were as follows: denaturation at 94°C for 5 min, 35 cycles of 1 min at
94°C, 1 min at 57°C and 1 min at 72°C and 10 min of elongation at72°C. All PCR products

were analyzed on polyacrylamide gel (10%) eletroforesis, stained with silver nitrate.
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CCLS5 protein expression

For IHC, 5um of tissue sections were obtained from 24 BC tumors samples. IHC was
assessed according to manufacturer recommendations on an immune staining (Benchmark XT
system, Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA). Antigen retrieval was performed with
proprietary reagents (cell conditioner 1 for 60mn, Ventana Medical Systems). A mouse/rabbit
monoclonal antibody for human CCL5 (clone 236A/E7; Abcam, Cambridge, UK;
eBioscience) was applied on each sample, at room temperature, for 32 min. Sections were
incubated with a specific secondary biotinylated antibody for 30 min. Streptavidin horseradish
peroxidase, and 3,3-diaminobenzidine were used according to the manufacturer’s instructions
(DAB Ultraview paraffin detection kit, Ventana Medical Systems). Finally, sections were
counterstained with hematoxylin and mounted with Canada balsam.

CCLS5 staining was evaluated in tumor and normal adjacent tissues by an experienced
pathologist. The protocol was established at the research laboratory. For the staining scores
were considered: 0: no staining, +: weak staining, ++: moderate staining and +++: strong

staining.
Statistical analysis

The categorical variables were expressed as absolute numbers. genotypes and allele
frequencies were determined using Fisher’s exact test. For case control study, an estimative of
the relative risk, at 95% confidence intervals (Cl) was calculated as the Odds ratio (OR).
Correlation analyses involving the allelic variant and IHC profile in relation to prognostic
parameters were performed by Kendall’s Tau b test (SPSS 20.0 Inc., Chicago, IL, USA). P<

0.05 values were considered statistically significant.

Results

The range of mean age for BC patients was 56 years and for control group was 53
years (p>0.05). Although some clinicopathologic characteristics were not available, it was
observed that 90.65% of patients presented ductal carcinoma, 2.92% presented lobular

carcinoma, 5.26% presented in situ carcinoma and 1.17% presented rare subtypes of BC.

Eletrophoretic profile for CCR5-delta32 polymorphism is demonstrated in Figure 1.

Genotype distribution and case control study association are showed in Table 1. In the present
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study, we did not find any association between delta-32 genetic variant and BC susceptibility
(CCR5-delta32: OR=1.35; Cl 95%=0.63-2.91).

225bp —
193bp __

Figurel. Eletrophoretic profile of CCR5-delta32 polymorphism. PCR products were
detected using silver staining method after polyacrylamide gel electrophoresis. Lane 1: wild-
type homozygous genotype (wt/wt) yields 225-bp; Lane 2: heterozygous genotype (wt/delta32) yields
225-bp and 193-bp; Lane 3: mutated homozygous genotype (delta32/delta32) yielded a 193-bp
product. L: 100bp DNA ladder (Invitrogen™, Carlshad, California, USA); 4: negative control.

Table 1. Allelic and genotypic frequencies in a case control study of CCR5-delta32
polymorphism in BC patients and neoplasia-free controls.

BC Control OR (C195%) p value?
N% N%
WT/WT 151 90.42 166  92.74
Genotypes WT/ delta32 16 9.58 12 6.70 1.35(0.63-2.91) 0.45
delta32/delta32 0 0 1 0.56
Allele WT 318 9042 344  96.09 1.24 (0.59 -2.58)  0.58
frequency  delta32 16 9.58 14 3.91

OR: Odds ratio; Cl: confidence interval. 2 Fisher’s exact test

WT/WT: wild-type homozygous genotype, Wt/delta32: heterozygou genotype, delta32/delta-32: mutated
homozygous genotype

Analysis in relation to prognostic parameters significant correlation was not found in
relation to tumor size, tumor staging and carcinoma subtypes. On the other hand, it was a
significant correlation between CCR5-delta32 and lymph nodes commitment and/or

metastasis parameter (p=0.02) (Table 2).



Table 2: CCR5-delta32 analysis in relation to BC clinical prognostic parameters.

CCR5-delta32 genotypes

Number of
. individuals WT/delta32 +
Prognostic Parameters n (%) V\r/]'l'(loy\;T delta32/deltas?
i n (%)
0-15 50 (30.30) 45 (27.27) 5(3.03)
>1.5-3.0 99 (60.00) 89 (53.94) 10 (6.06)
Tumor size (cm)
(= 165) >3.0 16 (9.70) 15 (9.09) 1(0.61)
t=-0.021 p=0.79
Absent 77 (46.95) 74 (45.12) 3(1.83)
Lymph nodes
commitment Present 87 (53.05) 74 (45.12) 13 (7.93)
and/or metastasis
(n=164) t=0.19 p=0.02*
| 40 (24.10) 39 (23.49) 1 (0.61)
I 70 (42.17) 62 (37.35) 8(4.82)
Tumoral staging " 43 (25.90) 37 (22.29) 6 (3.61)
(n =166) v 13 (7.83) 12 (7.23) 1 (0.60)
1=0.10 p =0.16
Negative 95 (56.89) 85 (50.90) 10 (5.99)
Progesterone receptor Positive 72 (43.11) 66 (39.52) 6 (3.59)
(n=167)
t=-0.04 p =0.634
Negative 41 (24.55) 36 (21.56) 5(2.99)
Estrogen receptor Positive 126(75.45) 115 (68.86) 11 (6.59)
(n = 167)
1=-0.05 p =0.51
Negative 136 (83.95) 122 (75.32) 14 (8.63)
HER2 overexpression Positive 26 (16.05) 24 (14.81) 2(1.24)
(n=162)
1=-0.13 p =0.68
Ves 26 (15.67) 21 (12.65) 5 (3.02)
T”ps'jb':)e/gzt“’e No 140 (84.33) 129 (77.71) 11 (6.62)
(n = 166)
1=0.19 p =0.07

Tau_b Kendall, p<0.05 values were considered statistically significant

41

WT/WT: wild-type homozygous genotype, WT/delta32: heterozygou genotype, delta32/delta-32: mutated

homozygous genotype
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Figure 2. CCL5 protein expression in breast carcinoma tissue samples. CCL5
immunoreactivity was observed in the cell membrane and on cytoplasm of tumor epithelial
cells. Representative micrograph result for positive CCL5 staining: (A) not staining, (B) weak
staining = 1, (C) moderate staining = 2, and (D) strong staining = 3. CCL5 cytoplasmic
expression in invasive breast carcinoma (200x).

Immunohistochemistry analysis

In 24 BC patients analyzed for CCL5 protein expression, tumoral cytoplasm staining
was predominant in all samples (Figure 1). When it was compared CCL5 staining and BC
prognostic parameters, there was no significant correlation in relation to tumor size (p=0.86),
lymph node involvement and/or metastasis (p=0.97), tumor staging (p=0.80), Ki67 (p=0.60),
progesterone receptor (p=0.63), estrogen receptor (p=0.92) and HER2 overexpression
(p=0.902). CCL5 protein profile was also analyzed in relation to CCR5-delta32 variant, but

no significant correlation was found (Table 3).
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Table 3: CCL5 staining status in breast cancer samples in relation to CCR5-delta32

polymorphism.

CCRS5 genotypes
Staining WT/WT WT/delta32
scores n(%) n(%)
+ 5 (20.83) 3(12.50)
CCLS5 staining ++ 4 (16.67) 3(12.50)
+++ 3 (12.50) 6 (25.00)

=024  p=0.23

Kendalls’ tau_b test; +: weak, ++: moderate, and +++: strong.

WT/WT: wild-type homozygous genotype, Wt/delta32: heterozygous genotype

Discussion

The main findings of the present study were that CCR5-delta32 analysis in relation to
prognosis showed a significant correlation in relation to lymph nodes commitment and/or
metastasis parameter (p=0.02). This association warrants further investigation in BC larger
samples, but may sugest this receptor as a candidate prognostic marker for mammary
carcinogenesis. Also, CCL5 protein immunostaining in cytoplasm was predominant in all BC

samples, either in normal and tumoral cells.

It was found that the frequency of CC5-delta32 genotypes and alleles were in
agreement with previous studies carried out in other Brazilian populations (Brajao de
Oliveira, Reiche et al. 2007, Kaimen-Maciel, Reiche et al. 2007, Reiche, Ehara Watanabe et
al. 2008, Baltus, Kallaur et al. 2016) and in worldwide populations.

CCRS5 is the major receptor for the CC chemokine and is capable to bind to CCL3
(MIP1a), CCL4 (MIP1p), and CCLS5. It is expressed not only in immune cells, such as Thl
cells, Treg cells, and NK cells, but also in non-immune cells including neurons, fibroblasts,
epithelial, and endothelial cells(Mackay 2001, Shachar and Karin 2013). CCL5 is as one of
the key chemotactic factors for macrophages in BC. It was shown that tumor cell-derived
CCL5 promoted BC by recruiting macrophages into the tumor microenvironment (Datar, Qiu
et al. 2015).
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In many years, association between chemokines and their receptors for BC neoplasia
has become a hot topic (Muller, Homey et al. 2001). Epidemiological studies showed that
CCR5rs333 polymorphism was associated with cancer development, including prostate and
bladder cancers (Balistreri, Carruba et al. 2009, Kucukgergin, Isman et al. 2012). However,
some studies indicated that there was no significant association between delta-32 and cancer
susceptibility, such as prostate cancer (Zambra, Biolchi et al. 2013), and also BC (Degerli,
Yilmaz et al. 2005, Aoki, da Silva do Amaral Herrera et al. 2009).

In a study realized by our research group, Aoki, da Silva do Amaral Herrera et al.
(2009) no differences were detected for delta-32 variant between BC patients and control
donors. Also involving a Brazilian population de Oliveira, Amarante et al. (2014) observed no
significant differences in CCR5-delta32 genotypes between acute lymphoblastic leukemia
(ALL) and a neoplasia-free group, indicating no effect of this genetic variant on susceptibility
and recurrence risk for this disease. In this study, we did not find any association between this
genetic variantand BC susceptibility. These all results may reflect absence of association, but
should be interpreted with caution, especially given the low frequency of this polymorphism
in South Brazilian population, which hinders association studies involving low penetrance
genes. In a meta-analysis approach to compile various studies involving CCR5-delta32 in
Brazilian populations, it was found a moderate frequency; moreover, this allele was found to
occur slightly more frequent in South and Southeast than in populations from North and
Northeast regions, reflecting Brazilian migration patterns, which involved mixing of different

ethnic populations (Silva-Carvalho, de Moura et al. 2016).

Association between CCR5-delta32 polymorphism, clinical features and prognosis of
BC has been investigated (Zhang, Meng et al. 2013). In this context, we also investigated
whether this polymorphism could be involved with BC prognostic parameters. It was found
no significant correlation in relation to tumor size, tumor staging and carcinoma subtypes. On
the other hand, it was a significant correlation between CCR5-delta32 and lymph nodes
commitment and/or metastasis parameter. Axillary lymph nodes and metastasis are considered
to be the most important prognostic factors for BC (Eisenberg, Koifman et al. 2001). In a
study carried out by Zhang, Meng et al. (2013) CCR5 receptor plays a role in BC
susceptibility and axillary lymph node metastasis parameter, and it can be used indirectly as a
marker of prognosis.

Altered expression of chemokines and their receptors and outcome parameters have

been found in many pathological conditions, including cancer. CCL5 produced by cells in the
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tumor microenvironment has been established as an important contributor to metastatic
disease (Khalid, Wolfram et al. 2015). In this study, CCL5 protein immunostaining in
cytoplasm was predominant in all samples; however, when it was compared to BC prognostic
parameters, there were no significant associations. In this context, Niwa, Akamatsu et al.
(2001) and Luboshits, Shina et al. (1999) have reported elevated CCLS5 levels in BC patients.
It has been also showed by immunohistochemistry that CCL5 protein expression was co-
localized with lymphatic endothelial cells in the lungs of tumor-bearing mice; however,
normal mice without tumors did not show CCL5 expression in lymphatic endothelial cells
(Lee, Fertig et al. 2014).

All in all, CCR5-delta32 has been shown to be associated with metastatic process and
CCL5 cytoplasmic staining was predominant in both normal and tumoral tissue. These both
results require future validation, but possibly indicate this axis chemokine/receptor as

candidate marker in breast carcinogenesis.
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ARTIGO 2

“CCLS protein level: influence on breast cancer staging and lymph nodes commitment”

Abstract

Many tumor cells express chemokines and chemokine receptors, and these molecules
can contribute to distinct modes of metastasis processes. It is known that they play a crucial
role inbreast cancer (BC) tumorigenesis and progression. Considering this, it was
investigated a possible role for C—Chemokine receptor type 5(CCR5) polymorphism
(rs333/delta32) by conventional polymerase chain reaction (PCR) and CCL5 (C-C motif
chemokine ligand 5) protein level by immunosorbent assay (ELISA) in 49 BC patients
(resulting in 49 tumoral tissue samples and 49 adjacent normal tissue samples). There was a
significant difference between CCLS5 level in tumoral and adjacent normal tissues for the
same BC patients (p< 0.0001). A significant association was also found for CCL5 level in
relation to lymph nodes commitment (p=0.03). Likewise, there was a significant difference in
CCL5 level from tumor tissue of stage Il in relation to stage | (p<0.02). On the other hand, it
was verified that CCR5-delta32 polymorphism presented no significant association in relation
to CCL5 protein level. Considering the present findings, we suggest that CCL5 may be

involved in BC staging and metastasis.

Keywords: CCL5, ELISA, tumoral stages, breast cancer, CCR5, polymorphism.
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Introduction

Secreted factors from each of the diverse cells in a tumor regulate inter-cellular
signaling between tumor cells and microenvironment to promote breast cancer (BC)
progression (Lee, Fertig et al. 2014). Specifically, cytokines, growth factors and chemokines
contribute to distinct modes of metastasis and subsequent mortality (Hanahan and Weinberg
2011).

The chemokine (C-C motif) ligand 5 (CCL5), which can be secreted either by tumor
cells or mesenchymal stromal cells recruited to the tumor, has been identified as a key node in
the bidirectional communication between tumoral and normal breast cells (Velasco-Velazquez
and Pestell 2013).

In a study involving BC cells and CCL5 overexpressed, it was found that the
chemokine enhances metastasis by increasing the motility and extravasation of cancer cells,
from blood to distant sites in the body (Karnoub, Dash et al. 2007). The same study also
demonstrated that the CCL5-induced metastatic phenotype is reversible, since cells that have
already formed metastatic lesions do not display enhanced invasiveness. Additionally, CCL5
was also shown to promote metastasis by inducing the secretion of metalloproteinases that
break down surrounding extracellular matrix proteins, thereby facilitating the movement of

tumor cells (Swamydas, Ricci et al. 2013).

CCRS5 gene, located on chromosome 3p21, encodes the CC chemokine receptor 5
(CCR5) (Liu, Paxton et al. 1996, Barmania, Potgieter et al. 2013). Its ligands include CCL3,
CCL4, CCL8 and the CCL5 chemokines (Szpakowska, Fievez et al. 2012). A specific
polymorphism in CCR5gene (rs333/delta32) was found to be associated with poor prognosis
and cancer risk, such as oral, colorectal, bladder, metastatic melanoma and also breast one
(Manes, Mira et al. 2003, Ugurel, Schrama et al. 2008). This CCR5-delta32 variant consists of
a 32bp deletion that results in a frameshift in the coding sequence producing a defective
protein, which lacks the receptor expression on the cell surface (Liu, Paxton et al. 1996,
Samson, Libert et al. 1996). Some studies have shown that disease-free survival is shorter in
BC patients bearing the mutated allele, on the other hand, these individuals exhibit a
significantly longer metastasis-free survival (Span, Pollakis et al. 2015).

Elevated levels of CCL5 and CCR5 have been detected in more than 58% of BC
molecular subtypes (basal and HER2+) (Velasco-Velazquez and Pestell 2013). Additionally,

CCL5-CCR5 interactions in the tumor microenvironment regulate metabolic events,
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specifically glycolysis, to promote proliferation and invasion in BC cells (Gao, Rahbar et al.
2016).

Inside this context, the present study attempts to investigate the influence of CCL5
protein level on breast tumor microenvironment and in relation to a CCR5-delta32

polymorphism and disease prognostic parameters.

METHODS
Human subjects

Following approval from the Human Ethics Committee of State University of
Londrina (CAAE 17123113400005231), tissue samples from surgeries were collected from
BC patients. A term of free and informed consent was signed by all sample donors prior to
biologic material collection. Clinical staging was determined according to the Union of
International Control of Cancer (UICC) classification criteria and pathological features
included: histopathological grade, proliferation index (measured by Ki67 immunostaining),
p53 immunostaining, and lymph node metastasis (Sobin, Gospodarowicz et al. 2009).
Surgical excision tissue was obtained from BC patients (98 samples: 49 tumoral tissues and
49 normal adjacent tissues), free of adjuvant or neoadjuvant chemotherapy and with clinical

and pathological data available from Londrina Cancer Hospital (LCH), Parana State, Brazil.

The parameter tumor size was subdivided into classes according to a criterion based
on the chemotherapy treatment adopted by the LCH: absence of chemotherapy (up to 1.5 cm),
adjuvant chemotherapy (between 1.5 and 3 cm) and neoadjuvant chemotherapy (greater than
3cm)."

Due to high miscegenation rates observed in Brazilian populations, it is not reliable
to classify individuals into ethnic groups by physical examination (Pimenta, Zuccherato et al.
2006). The patients were from Londrina and nearby cities, located in southern Brazilian
region, which shows high degree of European inheritance (Caucasoid ethnicity) (Pena,
Bastos-Rodrigues et al. 2009).

Genomic DNA extraction

Genomic DNA was obtained from tissue samples by salting-out method (Kirby 1993).
DNA was resuspended in 50 uL of H,O milliQ and quantified by NanoDrop
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2000c®Spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) at a wavelength of
260/280 nm. Final preparation was stored at —20°C and used as template in polymerase

chain reactions (PCRs).

CCRS5 (rs 333) polymorphism genotyping

Genotyping of CCR5-delta32 was determined by conventional PCR, using specific
primers according to the sequences deposited in GenBank, under accession number
AF009962 (Aoki, da Silva do Amaral Herrera et al. 2009)

The reaction was carried out in a final volume of 25 pL, using 0.1 Mm dNTPs, 1.5mM
MgCl,, 1x reaction buffer, 0.15 umol of each primer and 1 unit of Tag DNA polymerase
(Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA). PCR conditions were: denaturation step at 94°C for
5 min, 35 cycles of 1 min at 94°C, 1 min at 58°C and 1 min at 72°C, and 10 min of elongation

at 72°C.

PCR products were a 225 bp fragment (for wild-type) or 193 bp fragment (for deleted
allele delta32 that were analyzed on polyacrylamide gel (10%), stained with silver nitrate
(AgNOg3). Negative controls were employed to make sure that no contaminants were

introduced.

Determination of tissue CCLS5 levels

Samples from tumor and normal adjacent tissues of mammary gland were resuspended
in 5 mL of saline solution. After centrifugation at 500xg the supernatant was collected and
reserved for enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). Analysis was performed using
RayBio® Human Rantes (RayBiotech, Norcross, GA, USA). In brief, from each group
supernatant was collected, added into the precoated plate with anti-human CCL5 monoclonal
antibody and incubated overnight at 4-8°C. After, samples were washed and biotinilated
secondary antibody-HRP + Sav conjugated were added. After washing, 3,3°,5,5’-
tetramethylbenzidine (TMB) peroxidase substrate was immediately added, followed by 1M

phosphoric acid stop solution. The ELISA plate was read at wave length of 450 nm using

ELX-300 Reader (BioTek, Instrument Corporation, VT, USA).
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The results were expressed in pg/mL for CCL5. Each experimental and control sample
was assayed in two biological replicates. Assay sensibility was 2 pg/mL. Data processing was
performed using the analytical curve-fitting software Gen5 (BioTek, Instrument Corporation,
VT, USA).

Statistical analyses

CCL5 levels were compared to CCR5 genotypes by Mann-Whitney U test. The
continuous variables were expressed as mean and * standard deviation (£SD). Statistical
analysis was performed using Prism 5 software (Graph Pad Software, San Diego, USA).
Analyses involving CCL5 level in relation to prognostic parameters were performed by Chi
square test (SPSS 20.0 Inc., Chicago, IL, USA). P<0.05 values were considered statistically
significant.

RESULTS

It was observed that 92.0% of patients presented ductal carcinoma, 4.0% lobular
carcinoma and 4.0% presented in situ carcinoma. The mean age of patients was 52 years.

The electrophoretic profile for CCR5-delta32 polymorphism is demonstrated in Figure
1. In the present sample, 72.92% of patients were homozygous for wild type genotype (wt/wt)

and 27.08% were delta32carriers (heterozygous).

193 bp

Figurel. Eletrophoretic profile of CCR5-delta32 polymorphism. The genotypes were analyzed
on polyacrylamide gel (10%), stained with silver nitrate. Lane 1 wild-type homozygous genotype
(wt/wt), 225 base pairs (bp); lane 2 heterozygous genotype (wt/delta32), 225bp and 193bp; lane 3:
negative control; L: 100bp ladder (Invitrogen™, Carlsbad, California, USA).
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CCLS5 level in breast tumor and normal adjacent tissues for the same patients are
shown in Figure 2. The supernatant of the normal adjacent tissue presented mean
concentration of 50.56 pg/mL, while tumor tissues showed higher concentration, 172.0 pg/mL
(p <0.0001)

250 = p<0.0001

2001

1501

1009

CCL5 supernatant
concentration (pg/mL)

0 T
Adjacent Tumor

Figure 2. CCL5 chemokine level. CCL5 level was evaluated by ELISA in the supernatant of
normal adjacent and tumoral tissues from BC patients. Each case and control sample was assayed in
two biological replicates. Data processing was performed using the analytical curve-fitting software
Genb.

For CCL5 protein level in the tumor tissue, although there was no significant
association between patients in stages Il and IV when compared to stage | (p= 0.36 and p=
0.45, respectively), there was a significant difference between stage Il in relation to stage |
(p=0.02) (Figure 3).

400 - | p=0.02 |

300

2004

1001

CCL5 supernatant
concentration (pg/mL)

Stage
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Figure 3. CCL5 chemokine protein level according to tumor staging. CCL5 was evaluated in
relation to clinical staging in supernatant of breast tumor tissues. Bars showing CCL5 mean tissue
concentration.

In the present study, there was no significant difference between CCLS5 levels in

tumor or normal adjacent tissues in relation to CCR5-delta32 genotypes (Figure 4).

300 - p=10.33

2001

p=0.36
100 -

- T

CCL5 supernatant
concentration (pg/mL)

0 T T
wt/wt wt/delta32 wt/wt wt/delta32
Adjacent Adjacent Tumor Tumor

Figure 4. CCLS5 level according to CCR5-delta32 genotypes. Concentration in the supernatant
of the normal adjacent and tumor tissues from BC patients in relation to CCR5 rs333 genetic
polymorphism.

Regarding prognostic parameters and CCL5 protein level, there was no significant
difference for metastasis, estrogen and progesterone receptors, Ki67 index, p53 staining and
HER2 amplification patient’s parameters. However, it was verified a significant high level of

CCL5 in relation to lymph nodes commitment (p= 0.03) (Table 1).



Table 1. CCL5 tumor tissue level in relation to patients prognostic parameters.

Prognostic Parameters

Tumor size (cm)
(n=47)

Histological grade
(n=47)

Metastasis
(n=47)

Lymph nodes
commitment
(n=47)

Progesterone
receptor status
(n=47)

Estrogen
receptor status
(n=47)

HER2
overexpression
(n=47)

Ki67 status
(n =47)

p53 status
(n=46)

0-15
>1.5-3.0
>3.0

Absent
Present

Absent
Present

Negative
Positive

Negative
Positive

Negative
Positive

Low
Moderate
High

Negative
Positive

Number of

patients
n (%)
10 (21.27)
21 (44.68)
16 (34.05)

18 (38.30)
21 (44.68)
8 (17.02)

21 (44.68)
26 (55.32)

23 (48.94)
24 (51.06)

28 (59.57)
19 (40.43)

13 (27.66)
34 (72.34)

41 (87.23)
6 (12.77)

10 (21.28)
22 (46.80)
15 (31.92)

26 (56.52)
20 (43.48)

CCL5

Tumor tissue level

<100 pg/mL

n (%)
8 (17.02)
9 (19.15)
6 (12.77)

12 (25.53)
7 (14.89)
4 (851)

13 (27.66)
10 (21.28)

15 (31.91)
8 (17.02)

16 (34.04)
7 (14.90)

9 (19.15)
14 (29.79)

20 (42.55)
3(6.38)

7 (14.89)
8 (17.00)
8 (17.04)

12 (26.09)
11 (23.91)

p=0.08

p=0.17

p=0.11

p =0.03*

p=0.17

p =0.08

p =0.95

p =0.19

p =0.55

>100 pg/mL
n (%)
2 (4.25)
12 (25.53)

10 (21.28)

6 (12.77)
14 (29.79)
4 (8.51)

8 (17.02)
16 (34.04)

8 (16.98)
16 (34.04)

12 (25.53)
12 (25.53)

4 (8.51)
20 (42.55)

21 (44.68)
3 (6.38)

3 (6.39)
14 (29.80)
7 (14.90)

14 (30.43)
9 (19.57)

* X’test p<0.05 values were considered statistically significant.
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Discussion

The main findings of the present study were that the tumoral tissue presented higher
CCL5 concentration than the normal adjacent tissue, and that it was also a significant
difference between the protein concentration in tumor tissue from stage Il in relation to stage

I. It was also observed a high CCL5 concentration in relation to lymph node involvement.

Studies have emphasized the possible involvement of chemokines and their receptors
in BC progression (Lee, Fertig et al. 2014, Gao, Rahbar et al. 2016). They have been shown to
affect many cellular functions, including survival, adhesion, invasion and proliferation. Inside
this context, it was investigated the CCLS5 protein level on tumor microenvironment and its
relation to CCR5-delta32 polymorphism, also taking into account the prognostic parameters

of BC patients.

Velasco-Velazquez, Jiao et al. (2012) showed that about 7% of MDA-MB-231 cells
expressed high levels of CCR5 and that these cells were more invasive than cells expressing
low levels of CCR5. Norton, Popel et al. (2015) established that among the triple-negative BC
cells it is possible to observe two distinct populations of cells expressing different numbers of
cell-surface receptor. The authors also established that CCR5 is a possible candidate receptor
for influencing the differences in metastatic ability of the two similar cell lines, MDA-MB-
231 and MDA-MB-231-luc. Therefore, the CCR5 high cells could be the cells that are most
likely to migrate and metastasize. In the present study, there was no significant difference
between CCL5 levels in tumor or normal adjacent tissues in relation to CCR5-delta32
genotypes.

CCL5 is one of the key chemotactic factors for macrophages in the tumor
microenvironment (Soria and Ben-Baruch 2008, Borsig, Wolf et al. 2014). The exact
functions of this cytokine in tumor biology are still unclear, but it is known that CCL5 is
important to trigger and amplify the anti-tumor host response and inducing proper immune
responses against tumors (Nesbeth, Scarlett et al. 2009).

It has been also reported that CCL5 is associated with cancer progression and
metastasis because it promotes tumor cell survival, proliferation, and invasion (Lapteva and
Huang 2010). Notably, considerable emphasis has been placed on studying metastasis as a
dynamic process that is highly dependent on the tumor microenvironment and, in regard to
BC, CCL5 has been established as an important contributor to metastatic disease (Khalid,
Wolfram et al. 2015).
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Tumor-derived CCLS5 is detected in many clinical specimens of BC and is greater in
plasma levels of patients with progressive and more advanced disease, than those in remission
(Niwa, Akamatsu et al. 2001, Azenshtein, Luboshits et al. 2002, Nouh MA 2005). It also
constitutes a prominent part of a poor prognosis signature of inflammatory disease (Wigler,
Shina et al. 2002, Bieche, Lerebours et al. 2004). It has been described that circulating CCL5
levels tended to be higher in BC patients with larger tumor sizes, lymphovascular invasion,
multifocal tumors and with positive lymph-node status (Smeets, Brouwers et al. 2013).

In the present study, we found that the tumor presented higher CCL5 concentration
than normal adjacent tissue. It was also a significant difference between the protein
concentrations in tumor tissue from stage Il in relation to stage I, which can indicate CCL5
level as a poor prognostic factor, also related to more advanced disease.

Clinicopathological parameters have been validated and serve as a guide for the use of
systemic therapy and prognostication. These include age, tumor size, histological grade,
vascular invasion, histological type and lymph node stage (Lacroix 2006). The status of the
axillary lymph nodes is one of the most important prognostic factors in women with BC.
Histological examination of lymph nodes is the most accurate method for assessing spread of
disease to these nodes (Mabry and Giuliano 2007). Regarding prognostic parameters and
CCLS5 protein level, it was verified a significant high level of CCL5 in relation to lymph
nodes commitment, which may indicate this cytokine as a prognosis marker in breast
pathogenesis.This fact also can indicate CCL5 level as a poor prognostic factor.

Some limitations deserve be discerned, such as the low number of patients in group
IV and the sensibility of immunohistochemistry and ELISA. This result should be interpreted
with caution, since according to Smeets, Brouwers et al. 2013, circulating CCL5
concentration to known clinicopathological predictors for node involvement did not allow

more precise prediction of the lymph node status.

In summary, the present findings contribute to the evidence of CCL5 involvement in
BC microenvironment, in which it could affect tumor progression, especially in the context of
metastatic process. The data for staging and lymph node involvement may suggest that CCL5
could be a poor prognostic marker in BC. Overall, these results should also take into account

the molecular subtypes of BC.
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5. CONCLUSOES

Conclusodes do Artigo 1:

- Néo foi observada associacdo significativa entre a variante genética CCR5-delta32 e a
suscetibilidade ao cancer de mama;

- As analises em relacdo aos parametros progndsticos indicaram uma correlacao significativa
entre CCR5-delta32 e acometimento de linfonodos e/ou metastase a distancia;

- Com relagdo a expressdo proteica de CCL5 por imunohistoquimica, foi observada a
predominancia de marcacao citoplasmatica tanto no tecido tumoral quanto normal da mama;

-N&o foram observadas correlagdes significativas entre a expressdo proteica de CCL5 em
relacdo aos parametros prognosticos e nem em relacdo aos genotipos de CCR5-delta32.

Conclusdes do Artigo 2:

- Com relacdo a expressdo de CCL5 por ELISA, foi observada uma concentracdo maior da
proteina no sobrenadante de tecido tumoral quando comparado ao sobrenadante do tecido
normal adjacente;

- Quando esta expressao foi comparada nos diferentes estadiamentos tumorais, foi observada
uma diferenca significativa entre os estadiamentos de classe | e Il1;

- Quando a expressdo de CCL5 foi averiguada em relacdo aos parametros prognosticos, foi
observada uma maior concentracdo da proteina em relacdo ao comprometimento linfonodal.

- Ndo foram observadas correlagdes significativas entre a expressdo proteica de CCL5 em
tecido normal e tumoral em relacad aos diferentes genotipos de CCR5-delta32.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A presenca de CCL5 em niveis elevados no tecido tumoral e sua forte associacdo
com metéastases linfonodais constituem evidéncias de seu papel na patogénese do cancer de
mama. Assim, o receptor CCR5 e a quimiocina CCL5 podem influenciar no desenvolvimento
tumoral e na progressao da doenca, mas essa influéncia ainda ndo esta elucidada.

A compreensdo do papel do eixo CCL5/CCR5 no microambiente tumoral pode
definir estas moléculas como marcadores para prognostico e até mesmo tratamento do cancer
de mama, o que requer estudos adicionais para sua validacao.
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ANEXO B
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE LONDRINA
Termo De Consentimento Livre E Esclarecido

Informacdes sobre a pesquisa:

Vocé estd sendo convidada a participar, como voluntéria, da pesquisa intitulada “Estudo de
marcadores genéticos, epigenéticos, moleculares e imunol6gicos em cancer”, que tem por objetivo
analisar determinadas moléculas que podem influenciar na imunidade da paciente. VVocé sera esclarecida
sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. Sua participacdo ndo é obrigatéria e, a qualquer
momento, vocé podera desistir de participar e retirar seu consentimento, sem que isso acarrete qualquer
penalidade.

Procedimentos do Estudo:
Os procedimentos da pesquisa envolvem a obtencdo de 5mL de sangue periférico para analise das

células e moléculas do sistema imunolégico. Em caso de tecido mamario tumoral, o tecido retirado
durante a cirurgia sera encaminhado para analise e o restante sera utilizado para a realizagdo deste projeto.

Confidencialidade da Pesquisa

As informacdes obtidas através desta pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo sobre
sua participacdo. Os dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar sua identificacéo.

A amostra de sangue e tecido obtidos, serdo utilizados para obtencdo de DNA, RNA e plasma
para a realizacdo deste projeto. A participa¢do no estudo ndo acarretara custos para vocé e ndo havera
compensacdo financeira adicional. A coordenadora do projeto € a Profe. Dr* Maria Angelica Ehara
Watanabe, que pode ser encontrada no endereco: Rod. Celso Garcia cid, 445, Departamento de Ciéncias
Patoldgicas, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Estadual de Londrina, CEP: 86051-970, Tel /
Fax: (43) 3371-5629, como também procurar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
da Universidade Estadual de Londrina, na Avenida Robert Kock, n° 60, ou no telefone 3371 — 2490.

Pesquisador Responsavel

RG:

Consentimento livre esclarecido e informado:

Eu, , RG , declaro que estou de
acordo com as informacbes contidas neste documento, fui devidamente esclarecida pelo(s)
pesquisador(es) dos objetivos e procedimentos da pesquisa de maneira clara e detalhada, e esclareci
minhas ddvidas. Concordo em participar voluntariamente desse estudo sendo que poderei retirar meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizos no meu
atendimento neste projeto.

Londrina, de , 20

Assinatura do doador (ou responsavel):
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ANEXO C
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE LONDRINA

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Informacdes sobre a pesquisa:

Vocé estd sendo convidada a participar, como voluntaria saudavel, da pesquisa intitulada
“Estudo de marcadores genéticos, epigenéticos, moleculares e imunologicos em cancer”, que tem por
objetivo analisar determinadas moléculas que podem influenciar na imunidade da paciente. Vocé sera
esclarecida sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. Sua participagdo ndo é obrigatdria e, a
qualquer momento, vocé podera desistir de participar e retirar seu consentimento, sem que isso acarrete
qualquer penalidade.

Procedimentos do Estudo:
Os procedimentos da pesquisa envolvem a obtencao de 5mL de sangue periférico para anélise das
células e moléculas do sistema imunoldgico.

Confidencialidade da Pesquisa

As informacdes obtidas através desta pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo sobre
sua participacéo. Os dados néo serdo divulgados de forma a possibilitar sua identificagéo. A
amostra de sangue e tecido obtidos, serdo utilizados para obtencdo de DNA, RNA e plasma para a
realizacdo deste projeto. A participacdo no estudo ndo acarretard custos para vocé e ndo havera
compensacdo financeira adicional. A coordenadora do projeto é a Proft. Dr2 Maria Angelica Ehara
Watanabe, que pode ser encontrada no endereco: Rod. Celso Garcia cid, 445, Departamento de Ciéncias
Patoldgicas, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Estadual de Londrina, CEP: 86051-970, Tel /
Fax: (43) 3371-5629, como também procurar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
da Universidade Estadual de Londrina, na Avenida Robert Kock, n° 60, ou no telefone 3371 — 2490.

Pesquisador Responsavel

RG:

Consentimento livre esclarecido e informado:

Eu, , RG , declaro que estou de
acordo com as informacBes contidas neste documento, fui devidamente esclarecida pelo(s)
pesquisador(es) dos objetivos e procedimentos da pesquisa de maneira clara e detalhada, e esclareci
minhas duvidas. Concordo em participar voluntariamente como doadora saudavel desse estudo sendo que
poderei retirar meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante a execugédo deste projeto.

Londrina, de , 20

Assinatura do doador (ou responsavel):




