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RESUMO

O cancer de mama consiste em uma doenca heterogénea com multiplos comportamentos
biologicos e clinicos. Para o estadiamento desta neoplasia utiliza-se uma classificacao
molecular baseada na expressdo molecular de receptores de estrogénio (ER), progesterona
(PR) e do fator de crescimento epidérmico humano (HER-2). Neste estudo, definimos o perfil
inflamatorio dos principais subtipos moleculares de pacientes com cancer de mama: luminal
(ER e PR positivo, HER-2 negativo), HER-2 positivo e triplo negativo (ER, PR e HER-2
negativo). Para avliacdo do perfil de citocinas foi realizada a determinacdo da TNF-a, TGF-b,
IL-1, IL-12 os niveis plasmaticos de IL-10 e. O perfil oxidativo foi avaliado pela
determina¢do da peroxidacdo lipidica, capacidade antioxidante total do plasma, os niveis de
malondialdeido, carbonilagdo proteica e 6xido nitrico (NO). Os dados clinicos foram
correlacionados com os achados inflamatorios. Nossos resultados demonstraram que
pacientes portadores do subtipo luminal apresentavam niveis de estresse oxidativo elevado,
TNF-a, TGF B-com concentragdes elevadas associado com a redugdo de IL-12. Grupo de
HER-2 positivo apresentou maiores niveis de TNF-a, IL-12 e TGF B associado com um
aumento do estresse oxidativo. O subtipo triplo-negativo exibiu o perfil mais agressivo de
comportamento da doenga, com redugdo tanto TNF-a e TGF B, com altogin de
lipoperoxidagdo e NO. A importancia clinica dos resultados reside no fato de que o estado
inflamatério varia de formas distintas em relagdo aos subtipos moleculares, podendo
futuramente determinar a utilizagdo de terapias alvo.

Palavras-chave: Mama. Cancer. Citocinas. Estresse oxidativo. Receptores hormonais.
Patologia experimental.



HERRERA, Ana Cristina da Silva do Amaral. Perfil oxidativo sistémico do cancer de
mama e sua significancia clinico-patologica: papel do TGF-beta 1 e caracterizagdo dos
subtipos moleculares. 2013. 55 f. Tese (Doutorado em Patologia Experimental). Centro de
Ciéncias Biologicas, Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2013.

ABSTRACT

Breast cancer consists in a disease with multiple biological and clinical behaviors. Based on
high throughput technologies data, this disease is currently classified according to the
molecular expression of estrogen (ER), progesterone (PR) and human epidermal growth
factor (HER-2) receptors. In this study, we defined the inflammatory profile of the main
molecular subtypes of breast cancer patients: luminal (ER and PR positive, HER-2 negative),
HER-2 enriched (HER-2 positive) and triple negative (ER, PR and HER-2 negative).
Cytokines panel was assessed by measurement of TNF-a, TGF-b, IL-1, IL-10 and IL-12
plasmatic levels. Oxidative profile was assessed by determination of lipid peroxidation, total
antioxidant capacity of plasma, malondialdehyde levels, carbonyl con- tent and nitric oxide
(NO). Clinical data were correlated with inflammatory findings. Our findings demonstrated
that patients bearing the luminal subtype displayed high TNF-a, TGF-b and enhanced
oxidative stress levels associated with reduced IL-12. HER-2-enriched group exhibited higher
levels of TNF-a, IL-12 and TGF-b associated with enhanced oxidative stress. Triple-negative
subtype exhibited the most aggressive profile of disease behavior, with reduction in both
TNF-a and TGF-b, with high levels of lipid peroxidation and NO. The clinical importance of
our findings lies in the fact that the inflammatory status varies in distinct ways due to
molecular subtype of breast cancer, opening potential therapeutic targets to future therapies.

Keywords:Breast. Cancer. Cytokines. Oxidative stress. Hormone receptors. Experimental
pathology.
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DNA acido desoxirribonucleico
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IL-1 interleucina 1
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INCA Instituto Nacional do Cancer
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NO oxido nitrico
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TNM sistema de classificagdo de tumores baseado no tamanho do tumor (T), presenca
de metastases (M) e positividade de linfonodos (N).

TRAP capacidade antioxidante total

VEGF vascular endothelial growth fator, fator de crescimento vascular Endotelial
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INTRODUCAO GERAL

O cancer de mama ¢ o segundo tipo de neoplasia mais frequente e a principal
causa de mortes relacionadas a neoplasias em mulheres do mundo todo. Em 2012
foram diagnosticados 52.680 casos e foram notificados 12.705 6bitos em mulheres no
Brasil. A taxa de mortalidade mantem-se elevada no Brasil devido ao diagnostico
geralmente tardio da doenca (INCA, 2012).Trata-se de uma doenca complexa e
heterogénea e seu prognostico e comportamento biologico dependem de uma série de
caracteristicas tanto do tumor, quanto do hospedeiro (POURZAND et. al. 2011) (SU
et. al..2011). Estima-se que 90% das neoplasias mamarias seja esporadicas e
resultantes de mutagdes somaticas acumuladas ao longo da vida (BILIMORIA &

MOROW, 1995).

O acimulo de mutagdes esta relacionado ao surgimento de neoplasias pela
acdo direta de substincias altamente reativas que promovem lesdes oxidativas capazes
de causar danos irreversiveis ao DNA, particularmente os radicais livres

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2006).

Espécies reativas de oxigénio (EROS) ou radicais livres sdo substancias
produzidas durante a respiracdo celular. No organismo humano existe um balango
entre a producdo de radicais livres e sua neutralizacdo pelos sistemas antioxidantes,
visto que as espécies reativas de oxigénio desempenham diversas funcdes fisiologicas.
Quando a produgdo de EROS ¢ superior a sua neutralizacdo, instala-se uma situacao
denominada estresse oxidativo. A maior parte dos tecidos ¢ capaz de tolerar niveis
moderados de estresse, porém niveis intensos podem levar a alteragdes metabdlicas e
danos 4s estruturas celulares como lipideos, proteinas e DNA ( HALLIWELL &

GUTTERIDGE, 2006).
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No cancer o estresse oxidativo pode ser gerado continuamente pela sinalizacao
metabodlica resultante do processo inflamatdrio cronico, através da producdo excessiva
de EROS, espécies reativas de nitrogénio (ERNS) e aldeidos DNA-reativos que
resultam em acumulo progressivo de mutagdes e mitogénese favorecendo a
patogénese do cancer e etapas da carcinogénese (BARTSCH & NAIR, 20006).
Estudos sugerem um papel regulatorio dos metabolitos do estresse oxidativo durante o
processo de desenvolvimento e progressdo tumoral. Produtos do metabolismo
oxidativo tém sido descritos como um dos mecanismos protetores anticarcinogénico,
sugerindo que o balanco de alguns metabdlitos originados pela acdo dos radicais
livres esteja significantemente associado ao prognostico da doenga (GAGO-
DOMINGUES et al., 2007). Desta forma, a participagdo do estresse oxidativo nos
diversos aspectos do cancer depende de caracteristicas especificas da doenga. Estudos
do nosso grupo tem demonstrado que fatores como a quimioterapia e estadiamento da
doenga sdo capazes de modular os niveis de estresse oxidativo sistémico em pacientes
portadoras de cancer de mama, sugerindo que os niveis de estresse oxidativo possam
variar de acordo com outros aspectos clinicos desta doenga ( PANIS et al., 2011;

PANIS et al., 2012; PANIS et al., 2012; PANIS et al., 2012).

A inflamagdo cronica ¢ um fator de risco bem descrito na patogénese das
neoplasias. Em 1863, Virchow postulou que o cancer seria uma doenga originada em
locais de inflamacao (DAVID, 1988). Essa hipotese baseia-se no fato de que quando
as células sofrem algum tipo de dano, a resposta inflamatéria ¢ ativada para o
processo de reparo e cicatrizacdo. Entretanto, quando ha persisténcia da inflamagao,
ocorrem proliferagdo e ativacdo celular persistente que gera mediadores bioativos

capazes de promover a carcinogénese (ROBBINS et al., 2000).
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Assim como a inflamagdo por si s6 pode promover o processo de
carcinogénese através da perpetuacdo do estresse oxidativo e outros fatores pro-
tumorais, esta também ¢ capaz de desencadear uma resposta imunologica através da
secrecdo de citocinas e recrutamento de leucocitos. Estudos demonstram que o
microambiente tumoral possui uma assinatura imunologica especifica e que esta
capacidade esta diretamente relacionada com um aumento na sobrevida dos pacientes

a diversos tipos de cancer, incluindo o cancer de mama (DISIS & PARK, 2009).

Na inflamag¢do cronica ocorre uma polarizagdo mediada por citocinas
imunossupressoras do padrdo Th2 e células T regulatérias que reprimem a
citotoxidade mediada por linfocitos TCD8" e macrofagos através da secrecio de
interleucinas e fator de crescimento transformador beta (TGF ) que propiciam a
perpetuagdo tumoral. Esta polarizacdo Th2 gera um microambiente pro-tumoral e pro-
angiogénese por possibilitar a producdo de fator de crescimento vascular endotelial

(VEGF) por macréfagos (DENARDO & COUSSENS, 2007).

O fator de crescimento transformador beta 1 (TGF B-1) faz parte de uma
familia de fatores de crescimento que afetam tanto o tecido mamario normal, quanto o
neoplasico. Esta citocina ¢ implicada na regulacio da remodelacdo tecidual e
apoptose no desenvolvimento mamario normal (NGUYEN et al., 2011). Evidéncias
apontam que o TGF -1 participa de todas as etapas da carcinogénese, podendo
suprimir ou estimular a progressdo tumoral (FLANDERS & WAKEFIELD, 2009).
Esta via de sinalizagdo pode estimular a producdo de quimiocinas e o
desenvolvimento de metéstases, pois alteragdes na sinalizacdo dependente deTGF [3-1
estdo associadas ao mau progndstico em pacientes com neoplasias, especialmente de
mama, coOlon e prostata (BIERIE & MOSES, 2009; BARCELLOS-HOFF &

AKHURST, 2009; GIAMPIERI et al., 2009). Apesar do papel de TGF -1 estar bem
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definido in vitro no cancer de mama, sua caracterizacdo em niveis circulantes em

pacientes e seus aspectos clinico-patoldgicos ainda sdo pouco conhecidos.

O tecido tumoral mamario, formado por células estromais benignas, sistema
imune e células-tronco residentes, ¢ capaz de influenciar a progressdo tumoral e o
desenvolvimento de metastases através da secrecao de diversos fatores soliiveis como
interleucinas, proteinas da familia do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)) e TGF B-
1 (DEMICHELLE et al., 2009; MUEHLBERG et al.,2009; WALTER,2009;
POCZOBUTT et al.,, 2010; PELEKANOU et al., 2008; IKUSHIMA & MIYAZONO,
2010). Adicionalmente, o processo de angiogénese tumoral mamaria esta diretamente
ligado ao fator de necrose tumoral alfa (TNF-0) e ao oxido nitrico (NO), moléculas
paradoxalmente envolvidas na resposta Thl de elimina¢do de tumores. Desta forma,
fica evidente o papel controverso dos mediadores da inflama¢do na modulacdo da
relacdo tumor-hospedeiro. Nosso grupo tem realizado diversos estudos para melhorar
o entendimento dos efeitos dos metabolitos gerados durante a inflamagdo e estresse

oxidativo no cancer de mama (PANIS et al., 2011).

Um outro aspecto importante do cAncer de mama se refere ao estadiamento da
doenga. Em 1942 foi criado o sistema TNM (tumor, nodes, metastasis classification) o
qual atribui um prognostico ao cancer baseado no tamanho do tumor primadrio,
presenca e extensdao da doenga para linfonodos regionais, € na presenca de metastases
a distancia. Atualmente além do sistema TNM, utiliza-se uma classificacdo molecular
do cancer de mama baseada na expressdo imunoistoquimica de receptores de
estrogeno (RE) e progesterona (RP) e do receptor do fator de crescimento epidermal

humano (HER-2).
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Com base neste padrdo imunoistoquimico o cancer de mama pode ser
classificado em 3 grupos: Luminal (A e B), HER-2 positivo e Triplo negativo
(VODUC et al., 2010). Os tumores do subtipo luminal sdo caracterizados por alta
expressdo de receptores hormonais (RE e RP) e correspondem a 70% das neoplasias
de mama. O subtipo HER-2 positivo ¢ caracterizado por superexpressao de receptores
HER-2 e expressdo negativa de receptores hormonais e correspondem a
aproximadamente 15% dos tumores da mama. O subtipo que apresenta o pior
prognostico € o triplo negativo (ou basal-like) e ndo apresenta expressdo de receptores
hormonais e de HER-2 (SCHNIT, 2010). As estratégias terapéuticas sdo determinadas
a partir desta classificacdo molecular, além de fatores clinicos que permitem
individualizar o tratamento para atingir os melhores resultados. Nosso entendimento
sobre os subtipos de cancer de mama ¢ limitado, especialmente porque a maioria dos
resultados se baseiam em analises experimentais e in vitro. Além disso, ndo ha
informagdes sobre as citocinas derivadas de cada subtipo de cancer de mama em
humanos. Encontra-se bem documentado o envolvimento dos receptores de estrégeno,
progesterona e HER-2 no estresse oxidativo mediando vias de inflamacao (KOBIELA
et al., 2007; TESAROVA et al.,2007), entdo ¢ possivel hipotetizar que a combinacao
de cada receptor (que conferem subtipos especificos para cada tumor de mama) pode
resultar em diferentes padrdes de estimulos por citocinas e também explicar os
diferentes comportamentos de cada subtipo, permitindo futuras intervengdes

terapéuticas.
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OBJETIVOS

Neste contexto, o objetivo deste trabalho ¢ avaliar o perfil sistémico do TGF-
B1 em relacdo aos aspectos clinicos do cancer de mama, bem como caracterizar o
padrdo de estresse oxidativo plasmatico em relacdo aos principais subtipos de cancer

de mama (luminal, HER-2 positivo, e triplo negativo).

METODOLOGIA

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina e pelo Conselho Nacional de Etica
em Pesquisa (CONEP). Todas as mulheres que participaram deste estudo assinaram
termos de consentimento livre e esclarecido. Neste estudo foram recrutadas 60
mulheres atendidas pelo SUS diagnosticadas como portadoras de carcinoma ductal
infiltrativo de mama atendidas no Instituto do Cancer de Londrina, Londrina-PR, no
perido de janeiro de 2009 a agosto de 2011. Voluntarias saudaveis foram convidadas
a compor o grupo controle (n = 100), pareadas com as pacientes com cancer por idade
e indice de massa corporal. Para caracterizagdo clinicopatoldgica desta coorte foram
considerados os seguintes parametros: idade ao diagndstico da doenga, peso, altura,
comorbidades, classificacao internacional de tumores de mama TNM, status hormonal
dos tumores e tipo de regime quimioterapico. Foram utilizados como critérios de
exclusdo em todos os grupos: historico de quimioterapia prévia, tabagistas, portadoras
de disfuncdo hepatica, renal ou cardiaca, diabetes e outras condi¢des patologicas
crOnicas que poderiam interferir na analise dos resultados.

As mulheres envolvidas neste estudo foram categorizadas em 2 estudos

distintos:
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1. Perfil de citocinas e status oxidativo sistémico em pacientes
portadoras dos subtipos de cancer de mama Iluminal, HER-2

amplificado e triplo negativo.

2. Estudo do perfil dos niveis de TGF-B1 circulantes e sua correlacdo

clinicopatologica.

Amostras de sangue foram obtidas por puncdo venosa periférica e
coletadas em tubos contendo EDTA e armazenadas a -70° para analises posteriores.
Laminas histoldgicas contendo amostras de tecido tumoral obtidas ao diagnostico (5
um da bidpsia por lamina) foram empregadas para realizagdo da subtipagem
molecular dos tumores de mama por imunoistoquimica, para os anticorpos primarios
anti-receptor de estrégeno (ER), anti-receptor de progesterona (PR) em anti-receptor
do fator epidermal de crescimento humano (HER2), utilizando-se kit comercial
(LSAB® Dako). Todos os anticorpos empregados foram diluidos segundo
recomendagdes do fabricante (Dako™). Controles negativos foram obtidos omitindo-se
0s respectivos anticorpos primarios. Para categorizagdo das amostras, seguiram-se os
critérios preconizados por guidelines internacionais (Colégio Americano de
Patologistas/ASCO). Para marca¢do de ER e PR, considerou-se positiva amostra
contendo pelo menos 10% de marcagdo nuclear na 4rea de tecido tumoral. Para
HER2, somente foram consideradas positivas laminas com marcacao de 3 cruzes, ou
laminas com 2 cruzes com amplificacdo confirmada pelo teste de hibridizagdo in situ
para HER2 (FISH, PharmaDX, Dako®).

As dosagens de TGF-B1, TNF-a, IL-1f, IL-10 e IL-12 foram realizadas
no plasma utilizando-se kits comerciais de enzimaimunoensaio (E-Biosciences®). As
analises de caracterizagdo do perfil oxidativo sistémico realizadas foram:

lipoperoxidacdo plasmatica e capacidade antioxidante total (TRAP) avaliadas por



17

quimiluminescéncia, determina¢do dos niveis de malondialdeido (MDA) pela técnica
colorimétrica de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARs), conteudo de
proteinas carboniladas por espectrofotometria em ultravioleta e estimativa dos niveis
de oxido nitrico (NO). Andlises de marcadores bioquimicos foram realizadas no
aparelho Dimension RxL® (Dade-Behring - Siemens Corp.).

Todas as andlises laboratoriais descritas foram conduzidas em triplicatas e
categorizadas de acordo com o subtipo molecular de cancer de mama. As
comparagdes estatisticas realizadas foram entre o grupo controle e os diferentes
aspectos clinicos do grupo de mulheres com cancer. Os dados foram apresentados
como médiasterro padrdo da média e apresentados graficamente em forma de barras
ou dispersao individual acompanhados da mediana de cada grupo. Todas as analises
estatiticas foram conduzidas no software GraphPad Prism versdo 5.0 (GRAPHPAD
Software, San Diego, CA), utilizando a ferramenta on-line quick calcs

(http://www.graphpad.com/quickcalcs/Grubbsl.cfm) para detec¢do de individuos

outliers. As diferencas entre os grupos foram avaliadas por andlise de variancia
(ANOVA) seguida de teste de Bonferroni para as curvas de lipoperoxidagao e teste t
de Student (dados paramétricos) ou teste de Mann-Whitney (dados nao-paramétricos)
para os demais pardmetros. As curvas de sobrevida foram avaliadas pelo método de
Kaplan-Meyer, seguidas do teste de logrank e teste de regressdo de Cox. O resultado

foi considerado significativo quando p<0,05.

RESULTADOS:

Artigo 1: O estudo envolveu 53 mulheres com diagnostico de cancer e 53
controles saudaveis. A maior parte das pacientes recrutadas neste periodo apresentou

o subtipo luminal (n=35), enquanto que o subtipo triplo negativo foi a minoria (n=9).
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Os grupos HER-2 e triplo negativo apresentaram as menores médias de idade ao
diagnostico (47.27 anos e 48.16 anos, respectivamente) quando comparados ao grupo
luminal (59.16 anos), ambos com um percentual relevante de pacientes com menos de
40 anos (18.18 e 28.57%, respectivamente). O estadiamento TNM das pacientes com
subtipo luminal demonstraram uma distribui¢do similar entre precoce (TNM I e I, n
= 11) e avangcado (TNM III e IV n = 24), enquanto o subtipo HER-2 positivo
apresentou a maioria das pacientes em estdgios avangados (n = 7). Todos os grupos
foram tratados posteriormente com regimes de quimioterapia contendo paclitaxel
(175mg/m2) e doxorrubicina (6Omg/m2). O envolvimento linfonodal foi observado em
todos os grupos (luminal = 54%, HER-2 positivo = 50% e triplo negativo = 57%). O
grupo triplo negativo foi o que apresentou o maior numero de pacientes com
envolvimento linfonodal (70%) e a menor taxa de invasdo linfo vascular (43%) em
rela¢do ao luminal (54% dos linfonodos positivos, p = 0.0175 e 75% de invasdo linfo
vascular, p = 0.004) e HER-2 positivo (63% dos linfonodos positivos, p = 0.0053 e
81% de invasdo linfo vascular, p = 0.003). Metastases a distancia estavam presentes
em todos os grupos, mas um namero significativo de pacientes no subtipo HER-2
positivo (50% dos casos, p < 0.001). Os subtipos triplo negativo e HER-2 positivo
apresentaram as maiores taxa de obitos (28.6 e 18.2%, respectivamente) ao final de 40

mescEs.

Os tumores do grupo luminal apresentaram a maior média de tamanho (3.87+
0.66 cm) em relacdo ao grupo HER-2 positivo (1.634+0.44 cm, p = 0.0385) e o grupo
triplo negativo ( 2.35+ 0.65 cm, p = 0.044). Por outro lado, os tumores triplo
negativos tiveram o maior grau histolégicodo que os tumores do grupo luminal e do

grupo HER-2 positivo (p = 0.0035).
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O perfil de citocinas demonstrou que os grupos luminal e HER-2 positivo
apresentaram concentracdes significativamente mais altas de TNF-a do que o grupo
controle, com p = 0.0122 e 0.0108, respectivamente. O grupo triplo negativo revelou
uma importante reducdo nas concentragdes de TNF-a quando comparado ao grupo
luminal (p = 0.0429). As concentragdes de IL-12 estiveram reduzidos no grupo
luminal em relagdo ao grupo controle (p = 0.0014. O grupo HER-2 apresentou
concentragdes mais altas de IL-12 quando comparado ao grupo luminal com p =
0.0290. As concentracdes de TGF-f estiveram aumentadas nos grupos luminal e
HER-2 positivo em relagdo ao grupo controle. O grupo triplo negativo apresentou
concentragdes mais baixas do que o grupo luminal (p = 0.0176). IL-1 e IL-10 nao

apresentaram diferengas significativas.

A caracterizacdo do perfil oxidativo demonstrou que o grupo luminal
apresentou niveis significativamente altos de malondialdeido (p = 0.0356) e reducao
na capacidade antioxidante total (p = 0.0047). O grupo HER-2 positivo apresentou os
maiores niveis de malondialdeido ( p < 0.0001), altos niveis de proteina carbonilica (p
= 0.0867) e reducdo na capacidade antioxidante total (p = 0.0251). O grupo HER-2
positivo também apresentou diferencas nos niveis de malondialdeido quando
comparado ao grupo luminal (161 £+ 20.2 nM, p = 0.0155) e ao grupo triplo negativo
(p = 0.0275). O grupo triplo negativo apenas apresentou niveis significativos de

nitrito (p = 0.0829), sem qualquer variacdo em outros parametros oxidativos .

O perfil de lipoperoxidagdo foi avaliada por quimiluminescéncia de alta
sensibilidade. Pacientes do subtipo luminal revelaram maiores niveis de
lipoperoxidacdo quando comparado ao grupo controle em relacdo ao perfil total da
curva, avaliados por ANOVA two-way (p <0,001) e quantitativamente em 26 pontos

quando analisadas pelo teste de Bonferroni (p <0,001). Teste de Mann-Whitney
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apontou aumento significativo nas curvas medianas (p <0,0001). Nenhuma diferenga
foi detectada na area sob a curva de integracdo de todos os grupos (17.995 + 6.572
RLU nos controles, 37.773 + 8.067 RLU em luminal, 21.669 + 6.554 em HER-2
positivo e 57.004 + 16.962 RLU em triplo negativos). Pacientes HER-2 positivas nao
exibem significativa lipoperoxidacdo em qualquer uma das avaliacdes estatisticas
realizadas, enquanto as triplo negativos exibiram uma curva com perfil
significativamente distinto por two-way ANOVA (p <0,01) e estatisticamente
diferente da média sob a curva (p <0,001). Todos os subtipos apresentaram
diferentcas significativas quando comparados entre si (p <0,001).

Finalmente, algumas correlagdes foram encontradas entre parametros clinicos
e plasmaticos nos pacientes, evidenciados pelo teste de Spearman. O grupo luminal
apresentou correlagdo positiva entre a idade ao diagndstico e a capacidade
antioxidante (p = 0.0016). O grupo HER-2 positivo demonstrou que a idade ao
diagnodstico foi positivamente correlacionada a lipoperoxidagdo (R = 0.8420, p =
0.0175), e os niveis de oxido nitrico foram altamente associados ao tamanho do tumor
(R=1, p < 0.0001). O subtipo triplo negativo apresentou alta correlagdo entre grau

histolégico do tumor e niveis de TGF- (R = 0.9719, p = 0.0020).

Artigo 2: A média de idade ao diagnodstico foi de 59,1 anos e todas as
mulheres recrutadas foram diagnosticadas com carcinoma ductal infiltrante da mama.
O status do receptor molecular apresentou uma distribui¢ao freqlientemente observada
na populagdo em geral . O estadiamento TNM exibida uma distribuigdo equivalente
entre estagio inicial (TNM I e II) e doenga avancada (Ill e IV) .

Os niveis de TGF - B no plasma foram examinados e classificados em

conformidade com os pardmetros clinicos . Pacientes avaliados por estadiamento
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TNM ndo apresentaram diferencas nos niveis de TGF- B . No que diz respeito a
classificagdo molecular dos subtipos de cancer de mama foi observado que os doentes
com tumores triplo-negativos apresentavam niveis significativamente mais baixos de
TGF- B quando comparado com o grupo geral das mulheres com cancer de mama
(p=10,0338) .

A remogao cirrgica da massa tumoral primaria ndo afetou o nivel de TGF- 1
no plasma quando comparados com pacientes ainda apresentavam tumor primario. Os
niveis de TGF - Bl plasmaticos foram também diminuidos em pacientes com
metastases a distdncia, quando comparado com aqueles com doenca ndo metastitica
(p = 0,0442). Mulheres com diagndstico da doenca em idade precoce (< 45 anos de
idade) apresentaram maiores niveis de TGF- B quando comparados aqueles que
tinham de inicio tardio (idade > 45 anos , p = 0,0036) .Observou-se que o nivel de
TGF- B1 dependeu do tipo de regime quimioterapéutico , uma vez que os doentes
submetidos a quimioterapia com doxorrubicina como monoterapia apresentaram uma
reducdo significativa na concentragdo plasmatica TGF- B1 quando comparados com
pacientes que receberam o paclitaxel como monoterapia (p = 0,0088) .

Niveis de TGF- Bl em pacientes com cancer de mama foram maiores em
comparagao com controles saudaveis (p = 0,0435) . Além disso , a avaliagdo do TGF-
B1 em pacientes apos o tratamento com paclitaxel mais doxorubicina , comparadas
antes e apos a infusdo mostrou que a quimioterapia prontamente reduzida de TGF- 1
para niveis menores do que os observados em pacientes com cancer de mama , sem
qualquer tratamento (p = 0,0494) . Em relagdo a resposta a quimioterapia, os niveis de
TGF - B1 nao diferiram em pacientes responsivos e aqueles com doenga resistente .

A andlise do perfil de sobrevida indica que os niveis de TGF- 1 na coorte de

pacientes que sobreviveram e o grupo que foram a 6bito ndo diferiram
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significativamente . Para compreender o impacto dos niveis de TGF- B1 em taxas de
sobrevivéncia , os pacientes foram classificados como tendo baixa (< 20 pg / ml) ,
intermediaria (21-39 pg / ml) ou alta (> 40 pg / ml). Embora nao foram encontradas
diferencas significativas , os pacientes com baixos niveis de TGF- 1 (p = 0,1797)
tenderam a apresentar uma taxa de sobrevida menor quando comparado com
pacientes portadores de niveis elevados de TGF- 1 .

Uma visdo geral da correlagdo entre os niveis de TGF - B1 e parametros de
estresse oxidativo mostrou uma correlagdo significativamente positiva entre o nivel de
TGF- B1 em plasma e o contetdo antioxidante eritrocitario , representada por niveis

de GSH (p = 0,0231) .

CONCLUSAO

Estes dados sugerem que niveis reduzidos de TGF-betal estdo associados a
aspectos clinicos de pior progndstico no cancer de mama. Além disso, estes resultados
indicam que o perfil oxidativo sistémico esta diretamente ligado ao subtipo molecular

de cancer de mama apresentado por cada paciente.
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Abstract Breast cancer consists in a chronic inflammatory
disease with multiple biological and clinical behaviors.
Based on high throughput technologies data, this disease is
currently classified according to the molecular expression of
estrogen (ER), progesterone (PR) and human epidermal
growth factor (HER-2) receptors. In this study, we defined
the inflammatory profile of the main molecular subtypes of
breast cancer patients: luminal (ER and PR positive, HER-2
negative), HER-2 enriched (HER-2 positive) and triple
negative (ER, PR and HER-2 negative). Cytokines panel was
assessed by measurement of TNF-o, TGF-f3, IL-1, IL-10 and
IL-12 plasmatic levels. Oxidative profile was assessed by
determination of lipid peroxidation, total antioxidant
capacity of plasma, malondialdehyde levels, carbonyl con-
tent and nitric oxide (NO). Clinical data were correlated with
inflammatory findings. Our findings demonstrated that
patients bearing the luminal subtype displayed high TNF-a,
TGF-f and enhanced oxidative stress levels associated with
reduced IL-12. HER-2-enriched group exhibited higher
levels of TNF-o, IL-12 and TGF-f associated with enhanced
oxidative stress. Triple-negative subtype exhibited the most
aggressive profile of disease behavior, with reduction in both
TNF-a and TGF-f, with high levels of lipid peroxidation and
NO. The clinical importance of our findings lies in the fact
that the inflammatory status varies in distinct ways due to
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molecular subtype of breast cancer, opening potential ther-
apeutic targets to future therapies.

Keywords Breast cancer - Molecular subtypes - TNF-u -
TGF-f - Oxidative stress

Introduction

Breast cancer is the leading cause of cancer-related deaths
among women worldwide, accounting for 14 % of cancer
deaths in 2008 [1]. It is a complex and heterogeneous
disease, and its prognosis and biological behavior depend
on several tumor and host characteristics [2, 3]. Inflam-
matory status plays a pivotal role in the immunomodulation
of the tumor environment, as cytokines can exert a stim-
ulatory or suppressive effect, affecting prognosis and the
response to therapy [4].

Recent studies have revealed data that were used by
researchers to propose a breast cancer molecular classifi-
cation system based on several parameters, especially tis-
sue expression of estrogen receptor (ER), progesterone
receptor (PR) and human epidermal growth factor receptor
2 (HER-2). On the basis of immunohistochemical staining
and gene expression profiles, breast tumors are grouped
into 3 major subtypes [5]. Luminal tumors (A and B) are
characterized by high expression levels of hormonal
receptors (ER and PR) and comprise approximately 70 %
of invasive breast cancers. The luminal A subtype has a
better prognosis than the luminal B subtype owing to a
lower level of expression of the proliferation marker Ki-67.
The HER-2-positive subtype is characterized by high
expression levels of HER-2 and negative expression of ER
and PR and represents approximately 15 % of invasive
breast cancers. On the other hand, triple-negative tumors
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(or basal-like) show negative expression of HER-2, ER and
PR and are described as the subtype with the worst prog-
nosis [6]. The design of breast cancer therapy strategies is
based on this classification as well as clinical factors,
which are used to categorize patients to achieve the most
adequate and effective treatment response.

Breast cancer is an inflammatory disease and its pro-
gression involves changes in redox metabolism, which lead
to cellular injury and irreversible damage to DNA caused
by reactive species and cytokines [7]. Our group has
recently performed a series of studies to improve the
understanding of the effects of metabolites generated dur-
ing inflammation and oxidative stress in breast cancer and
to clarify the correlation between the cytokine profile and
several aspects of the disease [8—10]. Our understanding of
human breast cancer subtypes is limited, mainly because
most research results are based on in vitro analyses. Fur-
thermore, there is no information about the cytokines
derived from human breast cancer subtypes.

Because the involvement of estrogen, HER-2 and pro-
gesterone receptors [11-13] in oxidative stress-mediated
inflammatory pathways has been well delineated, it is
possible to hypothesize that the combination of such
receptors (which confer specific molecular subtypes to
human breast tumors) could result from the distinct pat-
terns of cytokine stimuli and also explain the singular
behavior of each tumor subtype, allowing future thera-
peutic interventions. Improving our knowledge of these
processes is important as certain breast cancer subtypes
present a very aggressive behavior and often result in
increased mortality due to the lack of therapeutic options.

The present study evaluated the repertoire of cytokines
and the oxidative stress profile in correlation with the
inflammatory status of the major breast cancer subtypes
(luminal, HER positive and triple negative). We hypothe-
sized that the differences among subtypes could be asso-
ciated with distinct cytokine profiles and oxidative status.
To address this question, we assessed the plasma levels of
the cytokines tumor necrosis factor (TNF-x), transforming
growth factor (TGF-p), interleukin 1 (IL-1), interleukin 12
(IL-12) and interleukin 10 (IL-10) and determined the
oxidative status of breast cancer subtypes by measuring the
oxidative damage to lipids and proteins, in addition to
nitric oxide levels. We also correlated these findings with
clinical data regarding disease prognosis.

Methods
Patient selection and study design

This study investigated a total of 53 women diagnosed with
ductal infiltrative carcinoma of the breast, recruited at

@ Springer

Londrina Cancer Institute, Londrina, Parana, Brazil, from
January 2009 to August 2011. Further, 53 healthy women
were selected as age-paired volunteers to compose the
healthy control group. This study was approved by
Research and Ethics National Council (CAAE
0009.0.268.000-07) and all practice approved by Institu-
ti