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RESUMO

Introducio: O cancer de mama triplo-negativo (CMTN) ¢ um subtipo agressivo, que afeta
principalmente mulheres com menos de 50 anos. Caracterizado pela auséncia de receptores de
estrogénio e progesterona e pouca/auséncia da superexpressdo do gene do fator de crescimento
epidérmico humano 2 (HER2). A interleucina 33 (IL-33) é uma citocina pleiotropica que
sinaliza via receptor ST2. A identificagdo de novos marcadores prognosticos € essencial para
melhorar os resultados terapéuticos. Objetivo: Avaliar a associagao da expressao de 1L-33/ST2
com parametros clinico-patologicos no CMTN e seu significado progndstico, além de
investigar in vitro a polarizagdo de macrofagos apos exposi¢ao a células tumorais incubadas
com quimioterapicos. Metodologia: O estudo foi dividido em clinico e experimental. O estudo
clinico foi retrospectivo e transversal, com dados clinico-patologicos de 73 pacientes atendidos
no Hospital Haroldo Juagaba. A expressao de IL-33 e ST2 foi analisada por Imunofluorescéncia
Indireta (IFT) e Imuno-histoquimica (IHQ) nas amostras de core-biopsy. Na parte experimental,
investigou-se a via IL-33/ST2 em linhagens tumorais d¢ CMTN (MDA-MB-231) e luminais
(MCF-7), incubadas ou ndo com doxorrubicina (DOX) e/ou paclitaxel (PTX) por IFI. Para
avaliar os macrdfagos, a linhagem RAW 264.7 foi exposta por 24h ao sobrenadante das células
tumorais, incubadas ou ndo com quimioterapicos. O sobrenadante foi coletado para a dosagem
das citocinas (IL-33, TNF-alfa, IL-10 e IL-18). Também foi dosada a IL-33 nas linhagens
tumorais. Adicionalmente, investigou-se a expressdo de iNOS (6xido nitrico sintase induzivel)
(fenotipo M1) e Arginase-1 (fendtipo M2) por IFI, e a expressdo génica para o fendtipo M1
(Tnf-alfa, inos, 1l-18 e Tgf-beta) e M2 (Mmp9, Cd206, Argl) por qPCR, além da dosagem de
nitrito pelo ensaio de Griess. Resultados: A maioria das pacientes tinha > 50 anos (63,01%),
com média de 53,27 + 11,86 anos. A histéria familiar de cancer da mama foi relatada em 41,10%
dos casos. O indice de proliferacao Ki-67 (>20%) foi o mais prevalente (84,93%). A expressao
baixa de IL-33 foi encontrada em 56,45% das amostras (p=0,0068 vs. expressao alta), Ki-
67>20% (p=0,0068) e recidiva tumoral (p=0,0440) com CMTN. Nao houve diferenga
significativa na sobrevida global entre os pacientes com baixa e alta expressdo de IL-33
(p=0,84). Nao houve associagdes significativas com ST2 (p>0,05). Nos ensaios in vitro, houve
um aumento da expressdo da IL-33 nas linhagens tumorais, especialmente nos grupos
incubados com DOX ou DOX/PTX (p<0,05). Na RAW 264.7 ativada com LPS, houve maior
producdo de 6xido nitrico (NO) apos incubagdo com o sobrenadante das células tumorais. Nos
outros grupos, mesmo sem estimulo com LPS, também foi observada producao de NO. Houve

aumento nos niveis de TNF-alfa (p<0,05) e na expressao génica de Tnf-alfa, I1I-18 ¢ inos,



sugerindo polarizacdo para M1. Conclusao: A baixa expressao de IL-33 esta associada a um
indice de proliferacdo Ki-67 elevado e a recorréncia do tumor (p<0,05). Sua presenca no
microambiente tumoral CMTN pode regular negativamente a biologia do tumor. O meio
condicionado das células tumorais incubadas com quimioterdpicos induz a polarizagdao de

macrdfagos para o fenotipo M1, o que pode influenciar a resposta imunoldgica tumoral.

Palavras-chave: IL-33; ST2; cancer de mama triplo negativo; macréfagos.



ABSTRACT
TRANSLATIONAL STUDY OF IL-33 EXPRESSION AND ITS PROGNOSTIC ROLE IN
TRIPLE-NEGATIVE BREAST CANCER: M1 MACROPHAGE POLARIZATION

Introduction: Triple-negative breast cancer (TNBC) is an aggressive subtype that primarily
affects women under the age of 50. It is characterized by the absence of estrogen and
progesterone receptors and little to no overexpression of the human epidermal growth factor
receptor 2 (HER2) gene. Interleukin 33 (IL-33) is a pleiotropic cytokine that signals through
the ST2 receptor. The identification of new prognostic markers is essential for improving
therapeutic outcomes. Objective: To evaluate the association between IL-33/ST2 expression
and clinicopathological parameters in TNBC and its prognostic significance, as well as to
investigate in vitro macrophage polarization after exposure to tumor cells incubated with
chemotherapeutics. Methodology: The study was divided into clinical and experimental
components. The clinical study was retrospective and cross-sectional, using clinicopathological
data from 73 patients treated at the Haroldo Juacaba Hospital. IL-33 and ST2 expression was
analyzed by Indirect Immunofluorescence (IFI) and Immunohistochemistry (IHC) in core
biopsy samples. In the experimental part, the 1L-33/ST2 pathway was investigated in TNBC
cell lines (MDA-MB-231) and luminal cell lines (MCF-7), incubated with or without
doxorubicin (DOX) and/or paclitaxel (PTX) by IFI. To evaluate macrophages, the RAW 264.7
cell line was exposed to the supernatant of tumor cells, incubated or not with chemotherapeutics,
for 24 hours. The supernatant was collected for cytokine measurement (IL-33, TNF-alpha, IL-
10, and IL-18). IL-33 levels were also measured in tumor cell lines. Additionally, the expression
of iNOS (inducible nitric oxide synthase, M1 phenotype) and Arginase-1 (M2 phenotype) was
investigated by IFI, and gene expression for M1 (Tnf-alpha, inos, I1-18, and Tgf-beta) and M2
(Mmp9, Cd206, Argl) was analyzed by qPCR. Nitrite levels were measured by the Griess assay.
Results: Most patients were >50 years old (63.01%), with a mean age of 53.27 + 11.86 years.
A family history of breast cancer was reported in 41.10% of the cases. The Ki-67 proliferation
index (>20%) was the most prevalent (84.93%). Low IL-33 expression was found in 56.45%
of the samples (p=0.0068 vs. high expression), with Ki-67>20% (p=0.0068) and tumor
recurrence (p=0.0440) associated with TNBC. No significant difference in overall survival was
observed between patients with low and high IL-33 expression (p=0.84). No significant
associations were found with ST2 (p>0.05). In vitro assays showed an increase in IL-33
expression in tumor cell lines, especially in groups incubated with DOX or DOX/PTX (p<0.05).
In LPS-activated RAW 264.7 cells, increased nitric oxide (NO) production was observed after



incubation with the tumor cell supernatant. NO production was also observed in other groups,
even without LPS stimulation. TNF-alpha levels (p<0.05) and gene expression of Tnf-alpha, I1-
18, and inos were increased, suggesting polarization toward the M1 phenotype. Conclusion:
Low IL-33 expression is associated with a high Ki-67 proliferation index and tumor recurrence
(p<0.05). Its presence in the TNBC tumor microenvironment may negatively regulate tumor
biology. The conditioned medium from tumor cells incubated with chemotherapeutics induces
macrophage polarization toward the M1 phenotype, which may influence the tumor immune

response.

Keywords: IL-33; ST2 receptor; triple-negative breast cancer; macrophage.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer de mama

O cancer ¢ uma doencga multifatorial que apresenta do ponto de vista celular uma
rapida proliferagdo e habilidade de invadir outros tecidos (INCA, 2023). De acordo com o
Observatorio Global do Cancer (GCO) (do inglés, Global Cancer Observatory) da
International Agency for Research on Cancer (IARC) foram registradas 9.743.832 mortes por
cancer em todo o mundo em 2022, evidenciando o impacto negativo da doenca. (Ferlay et al.,
2024). Além disso, dez de 36 tipos de cancer identificados representaram, juntos,
aproximadamente dois ter¢os dos novos de cancer em todo o mundo, dentre eles, o cancer de
mama contribuiu para esses dados (Ferlay et al., 2024). No Brasil, o cenario ¢ igualmente
preocupante, com uma estimativa de mais de 3 milhdes de novos casos de cancer de mama em
mulheres entre os anos de 2022 ¢ 2050 (GCO, 2022).

O cancer de mama ¢ uma das neoplasias mais prevalentes entre as mulheres,
contribuindo para uma significativa taxa de morbidade e mortalidade. De acordo com o Instituto
Nacional do Cancer (INCA) estima-se mais de 70 mil novos casos de cancer de mama em
mulheres, representando 30,1% do total de cancer, no triénio de 2023 a 2025 (Figura 1) (INCA,
2023). Dessa forma, sdo utilizados cerca de 60 bilhdes de dolares anualmente de recursos

publicos devido ao aumento dos casos de cancer (Barros ef al., 2024).

Figura 1 —Incidéncia estimada de casos de cancer em mulheres para cada ano do triénio 2023-

2025 no Brasil.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025). Adaptado de Amorim et al., 2024.
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Portanto, os nimeros de casos e suas respectivas taxas brutas de incidéncia estimada
para 100 mil mulheres, nas regides do Brasil, sdo: Norte (2.410 casos; 24,99/100 mil), Nordeste
(15.690 casos; 52,20/100 mil), Centro-Oeste (4.950 casos; 57,28/100 mil), Sudeste (39.330
casos; 84,46/100 mil) e Sul (11.230 casos; 71,44/100 mil). Em resumo, no Pais, estima-se um
total de 73.610 novos casos, com taxa bruta de 66,54/100 mil. Este tipo de cancer apresenta
incidéncia maior a partir dos 50 anos (faixa etaria de maior risco variando de 50 a 69 anos). Por
sua vez, dados do estudo realizado no AC Camargo Cancer Center demostram uma incidéncia
de 11,9% em mulheres jovens (Zhao ef al., 2023). No estado do Cearé,considerando o mapa
dinamico do INCA, , a faixa etaria compreende os valores médios entre 48,4 a 74,8 anos (INCA,
2024; Zhao et al., 2023).

Segundo Brito et al. (2024) o cancer (CA) de mama consiste na multiplicagdo
maligna de células localizadas nas areas ao redor dos ductos e/ou 16bulos mamarios. De maneira
geral, as neoplasias mamarias sdo majoritariamente adenocarcinomas que se desenvolvem a
partir das células que compdem as glandulas responsaveis pela producao do leite (16bulos) ou
nos ductos lactiferos. Por isso, a localizagao anatomica dos carcinomas de mama ¢ nomeada
em “ductal” e “lobular” (Figura 2). Ademais, os carcinomas ductais e lobulares sdo
classificados quanto ao grau de invasividade, como: carcinomas ductais in situ (em inglés,
DCIS), carcinomas ductais invasivos (em inglés, IDC), carcinomas lobulares 17 sifu (em inglés,

LCIS) e carcinomas lobulares invasivos (em inglés, ILC) (Oliveira, 2024).

Figura 2 - Representagdo grafica da anatomia da mama em corte sagital.
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Fonte: Oliveira, 2024, modificado pela autora.
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Esta neoplasia que afeta principalmente mulheres, sendo em homens considerada
rara, ¢ acomete <1% da populacdo do total de casos (INCA, 2024). Tendo em vista a
Classificacdao Internacional de Doengas e Problemas relacionados a saude — décima revisao
(CID 10), o cancer de mama feminina ¢ classificado como C50. A etiologia dessa doenca ¢
multifatorial, e envolve a participagdo de diversos fatores, tais como, genéticos, ambientais,
endocrinos e fisiopatologicos (Lima, Silva e Oliveira, 2024).

Segundo o estudo de Silva et al. (2024), em que foram considerados os dados
Sistema de Informacao sobre Mortalidade (SIM) e o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) no periodo de 2005 a 2019, foi observado uma tendéncia de aumento da taxa
de mortalidade padronizada por cancer de mama no Brasil. Nesta pesquisa, as regides Norte e
Nordeste mostraram um maior aumento nas taxas de mortalidade enquanto as regides Sul e
Sudeste demonstraram uma tendéncia decrescente das taxas. Assim, em consonancia com tais
dados, o ultimo relatério emitido pelo Instituto Nacional de Cancer (INCA) divulgado em 2023
apontou o cancer de mama como o mais incidente em mulheres em todas as regides no Pais,
sendo mais prevalente nas regides Sul e Sudeste. A maior incidéncia do cdncer de mama nas
regides Sul e Sudeste podem ser explicadas pelas caracteristicas socio-demograficas da
populacdo, como a maior expectativa de vida, a gestacdo tardia ¢ o menor niumero de filhos
(Barros et al., 2024).

Em 2020, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) observou que o numero de
novos casos de cancer de mama ultrapassou o cancer de pulmao, excluindo o cancer de pele do
tipo ndo melanoma, representando 11,7% dos canceres em mulheres (Dias ef al., 2024). Nesse
sentido, em 2021, a OMS definiu como objetivo reduzir a mortalidade global por cancer de
mama para 2,5% ao ano entre 2020 e 2040. Apesar disso, no Brasil, algumas estatisticas, como
os numeros de casos apontados pelo INCA, indicam um aumento percentual, ao contrario da
meta estabelecida pela OMS (WHO, 2023a). Tal cendrio ¢ presente sobretudo em paises de
média e baixa renda, em decorréncia da dificuldade de diagnosticos e tratamentos (WHO,
2023b).

Em relagdo a taxa de mortalidade, no Brasil, o CA de mama ¢ a principal causa de
morte por cancer, com taxas distintas entre as regides, e ocupa elevada incidéncia e prevaléncia
na populagdo (INCA, 2023). Portanto, considerando a taxa de mortalidade para cada 100 mil
mulheres, as regides Sudeste e Sul apresentam as maiores taxas (12,43 e 12,69 6bitos/100 mil,
respectivamente), seguidas do Nordeste (10,75 6bitos/100 mil), Centro-Oeste (10,90 6bitos/100
mil) e Norte (8,59 6bitos//100 mil (INCA, 2020). Por isso, torna-se importante o diagndstico

precoce, bem como o rastreamento do cancer de mama na atencao primaria da satde.
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O principal exame para a deteccdo precoce do cancer de mama ¢ a mamografia,
uma vez que ¢ possivel encontrar lesdes ndo-palpaveis, como ¢ o caso de microcalcificagdes,
que podem evoluir para carcinoma ductal in situ, por exemplo. Além disso, a ultrassonografia
(US) e ressonancia magnética (RM) sao exames complementares para o diagnostico. Pois, a US
e a RM sdo importantes para detec¢@o da lesdo nodular que pode ser cistica ou solida (Oliveira
et al., 2024). Os exames de imagem estdo associados ao exame fisico, por um profissional
médico ou enfermeiro, para detectar nodulos e/ou tumores palpaveis ou até mesmo alteragdes

no aspecto da pele (Figura 3).

Figura 3 - Sintomas do Cancer de Mama.
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Fonte: Adaptado de Freepik, 2024.

De forma complementar ainda existem os exames confirmatdrios que podem incluir
a pungao aspirativa por agulha fina (PAAF), exame citologico da secrecdo mamilar e a bidpsia
de fragmento (core biopsy) (Oliveira et al., 2024). Quanto as opg¢des de tratamento do cancer
de mama podem ser categorizadas em local e sistémica. O tratamento local (ndo medicamentoso)
consiste na cirurgia e radioterapia. Ja o sistémico (medicamentoso) consiste na quimioterapia,
hormonioterapia e terapia biologica (INCA, 2024). Para a escolha do tipo de tratamento o
oncologista realiza a avaliacdo das caracteristicas clinicas-patologicas individuais de cada

paciente.
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No Brasil, o Sistema Unico de Satde (SUS) oferece tratamento para o cancer de
mama em hospitais especializados. Portanto, o tratamento medicamentoso que serd discutido
adiante faz parte do Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas (PCDT) do Cancer de Mama,
da Comissdo Nacional de Incorporagdo de Tecnologias (CONITEC), o qual foi baseado na
literatura cientifica (Brasil, 2024). De forma geral, a quimioterapia pode ser administrada de
duas formas: neoadjuvante (antes da cirurgia) ou adjuvante (pos-cirurgia).

A quimioterapia neoadjuvante (QTneo) consiste na administracdo de terapias
sist€émicas antes da cirurgia, possibilitando a redu¢do tumoral e aumentando as chances para
uma cirurgia conservadora da mama, tornando o tumor operavel (Vasconcelos et al., 2024). A
quimioterapia adjuvante desempenha um papel importante na reducdo da mortalidade do CA
de mama na grande maioria dos paises ocidentais. Isso se torna evidente ao analisar a sobrevida
livre de doencas e a sobrevida global apds 15 anos de acompanhamento. A quimioterapia
adjuvante é recomendada para pacientes com alto risco de recidiva, que comumente apresentam
tumores maiores, linfonodos positivos ou subtipo molecular mais agressivo. Para potencializar
o efeito desse tratamento ¢ realizada uma combinacdo de quimioterapicos para aumentar os
efeitos sinérgicos e minimizar a resisténcia tumoral (Santos ef al., 2024).

Os grupos farmacologicos usados nos esquemas de quimioterapia em pacientes com
cancer de mama envolvem as antraciclinas (doxorrubicina e epirrubicina), taxanos (docetaxel e
paclitaxel), agentes alquilantes (ciclofosfamida), antimetabolitos (5-fluorouracil; metotrexato),
platina (carboplatina), dentre outros. Dentre esses faArmacos, os mais utilizados para a QT seriam
as antraciclinas e os taxanos (Brasil, 2024).

Para a escolha do melhor esquema de quimioterapia os aspectos moleculares sao
considerados. Por isso, existem diversas formas de classificar o subtipo de CA de mama com
base nas variaveis clinico-patoldgicas, como, origem, tipo histologico, estado linfonodal
regional (invasdao vascular linfatica), estadiamento (TNM) (fumor, nodes, metastasis
classification) ¢ Indice de proliferagio Ki67 (Lima, Silva e Oliveira, 2024). A estratificagdo
molecular do cancer de mama ¢ baseada na presenga ou auséncia dos marcadores para
receptores de estrogénio (ER), progesterona (PR) e fator de crescimento epidérmico humano
(HER2) observados utilizando-se a técnica de imunohistoquimica (IHQ). Além disso, por esta
mesma técnica € possivel investigar indicadores de prognosticos, como ¢ o caso do indice de
Ki67 (antigeno nuclear de células em proliferacao) (Oliveira, 2024).

Diante desse cenario, torna-se imprescindivel pesquisas voltadas o cancer de mama,

uma vez que se trata de uma doenca complexa, caracterizada pela heterogeneidade, com
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diferentes morfologias, caracteristicas moleculares e bioldgicas, cursos clinicos e prognosticos

(Zhang et al., 2023).

1.1.1 Subtipos moleculares

Historicamente, os subtipos moleculares comegaram a ser classificados a partir do
estudo de Perou et al. (2000), que utilizaram microarranjos de DNA para avaliar amostras de
pacientes com cancer de mama. Neste estudo, foram propostos quatro subtipos moleculares,
sendo estes: estrogeno (ER)+/luminal-like, basal-like, também chamado de triplo negativo (o
(ER- / PR- / HER-), HER+ e mama normal (Perou et al., 2000). Em estudos posteriores, o
luminal like foi subdividido em luminal A e luminal B (Sorlie et al., 2003).

Tais subtipos apresentam diferencas na expressao desses marcadores moleculares,
além de padroes histologicos, caracteristicas clinico-patoldgicas e prognosticos variados, e
consequentemente, possuem respostas ao tratamento diferentes. Por isso, a investigagdo de cada
subtipo ¢ uma ferramenta util para o direcionamento do tratamento (Zhang et al., 2023). Essas
divergéncias entre as caracteristicas clinico-patoldgicas, bem como os prognosticos entre os
subtipos moleculares sdo explicadas pelas peculiaridades a nivel molecular. De forma resumida,

a classificacao dos diferentes subtipos moleculares esté sintetizada no Quadro 1.

Quadro 1 - Classificagdo dos subtipos moleculares de aproximac¢do baseados pela expressao

de biomarcadores pela técnica de imuno-histoquimica segundo S7 Gallen 2013.

Receptor de
. Receptor de Progesterona (PR) HER2

Subtipo molecular Estrogénio (ER)
Luminal A Positivo e/ou Positivo Negativo
Luminal B Positivo e/ou Positivo ou negativo: Negativo
Luminal B / HER2 Positivo e/ou Positivo ou negativor Positivo
HER 2-enriquecido Negativo Negativo Positivo
Triplo negativo (TPN) Negativo Negativo Negativo

Fonte: adaptado de GOLDHIRSCH et al., 2013. Legenda: «: PR<20% e Ki-67>14%; *: qualquer valor de PR e Ki-
67. Legenda: ER: receptor de estrogénio; PR: receptor de progesterona; HER2: receptor 2 do fator de crescimento

epidérmico humano (HER2).
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Os tumores luminais A apresentam um melhor prognéstico, por apresentar
caracteristicas clinico-patologicas mais favoraveis (exemplo, menor tamanho tumoral, baixo
grau histologico, estagios iniciais, além de menor indice de metastase linfonodal e a distancia),
com taxas de sobrevivéncia elevadas e indices de recorréncia reduzidos. Este subtipo ¢
caracterizado por possuir receptores hormonais positivos (estrogénio e progesterona), o que
possibilita o uso de terapia hormonal. Além disso, apresentam negatividade para a expressao de
HERZ2, e baixos niveis de Ki67 (Lima, Silva e Oliveira et al., 2024). J4a o subtipo luminal B ¢
positivo para os receptores hormonais (estrogeno e progesterona) e expressa HER2. Este
subtipo apresenta caracteristicas clinico-patoldgicas favoraveis, porém, inferior ao luminal A,
por mostrar um alto indice de metastase linfonodal, com um comportamento mais agressivo e
proliferativo (Lima, Silva e Oliveira et al., 2024).

O subtipo superexpressao do receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico
humano (HER2) possui elevada expressao da oncoproteina HER2. Este subtipo estd associado
ao segundo pior progndstico em comparagdo aos outros subtipos, por apresentar um alto
potencial metastatico. Contudo, o uso de terapia alvo-especifica, como o trastuzumabe, tem
melhorado o progndstico dos pacientes (Cirqueira et al, 2011). Por fim, o tltimo subtipo
molecular ¢ o triplo negativo (TN), é considerado de pior prognostico € com taxa de sobrevida
reduzida, por ser extremamente invasivo. O TN € caracterizado pela auséncia dos receptores de
estrogeno, de progesterona e da molécula HER2 por imunohistoquimica, € o seu tratamento
ainda permanece limitado. Apesar dos avancgos, ainda ndo existe um tratamento especifico para
esse tipo. Dessa forma, estudar os mecanismos moleculares envolvidos neste subtipo ¢
fundamental para contribuir com o avango no desenvolvimento de novas alternativas de

tratamento e de marcadores prognosticos (Fragomeni, Sciallis e Jeruss, 2018).

1.1.2 Cancer de Mama Triplo Negativo (CMTN)

O Cancer de Mama Triplo Negativo (CMTN), também chamado de basal-like, ¢
considerado o subtipo com as piores caracteristicas clinico-patologicas, por apresentar maior
tamanho tumoral, elevado grau histologico e estagios mais avangados (Oliveira, 2024). No
Brasil, o CA de mama representa 29,5% do ntimero total de canceres entre mulheres. Deste
total, o CMTN representa 15% dos casos. Este subtipo apresenta uma maior incidéncia em

mulheres negras, bem como um pior prognostico quando comparado a mulheres brancas com

CMTN (INCA, 2024).
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Os pacientes diagnosticados com este subtipo apresentam uma taxa de sobrevida
reduzida, com uma taxa de mortalidade de 40% nos primeiros 5 anos apds o diagndstico.
Embora, este subtipo apresenta baixa disseminagdo metastase linfonodal (Lima, Silva e
Oliveira, 2024; Oliveira, 2024). Em razao do perfil molecular (ER-/PR-/HER2-), esse subtipo
ndo responde aos tratamentos hormonais e as terapias moleculares.

Com o avango das pesquisas, foi possivel estabelecer por meio da analise gendmica
e epigendmica, a classificagdo em quatro variagdes, sendo estes: basal-like 1, basal-like 2,
mesenquimal e androgeno luminal, apresentando variagdes de acordo com a expressao de
diferentes genes, os quais estdo ilustrados na Figura 4 (Mahmoud, Ordo6fiez-Moran e Allegrucci,

2022).

Figura 4 - Subtipos do cancer de mama triplo negativo, com as principais caracteristicas

histologicas, marcadores e vias de sinalizacao.

Heterogeneidade do Céancer de Mama Triplo Negativo (CMTN)

Subtipo 1 Subtipo 2 Subtipo Subtipo de receptor
Basal-Like (BL-1) . Basal-Like (BL-2) | Mesenquimal (M) de androgenio
' : i : luminal (LAR)

Histopatologia Carcinoma Carcinoma

inci ' i . | Filédios malignos |  Lobular invasivo
principal ; Medular ; Metaplasico - & :

Elevados genes

Citoqueratinas basais | Citoqueratinas basais, | % o . | Citoqueratinas luminais

Marcadores e vias

i (KRT5, 6A, 68, 14, H smahzggag m?tabmlca ' células estaminais i (KRT7,8,18e19)e

. 16,17,23e81) i esinalizagdo de ' (Wnt/B-cateniina, TGFb, ! marcadores luminais
- Sinalizacdo de : factores de crescimento | e(c)e genes de fatores | (XBP1 e FOXAT)

' NOTCH1/1/2 i (MET, EGFR, etc.) i de crescimento H

Fonte: Mahmoud, Ordéfiez-Moran e Allegrucci, 2022.

A partir desses subtipos € evidente a heterogeneidade a nivel transcricional de cada
subtipo. Tais caracteristicas irdo impactar no desfecho clinico e patologico do paciente. Contudo,
na rotina laboratorial ainda ndo ¢ possivel identificar esses subtipos do Cancer de Mama Triplo
Negativo (CMTN) nas bidpsias dos pacientes. Entretanto, nas linhagens celulares utilizadas em
estudos in vitro € possivel classificar em dois subtipos, basal-like A e basal-like B. Exemplo

disso, seria a linhagem MDA-MB-231, considerada do tipo basal-like B. Apesar dos esforgos,



35

o CMTN nao possui um tratamento especifico. Apesar disso, em decorréncia da alta taxa de
renovagdo celular, representado pelo alto indice de proliferacdo de Ki67, alguns pacientes
apresentam uma alta taxa de resposta & quimioterapia. Diante disso, ¢ imprescindivel dar
continuidade a pesquisa de marcadores moleculares.

Dentre os subtipos moleculares, sabe-se que o cancer de mama triplo negativo
apresenta um dificil manejo clinico em decorréncia da auséncia dos receptores hormonais e da
proteina HER2, as opgdes de tratamento ficam limitadas. Os esquemas de terapia utilizados
nesses pacientes sdo baseados em antraciclinas, como AC-T, outra opgao ¢ o esquema AC em
dose densa (ddAC). Além disso, os esquemas de quimioterapia neoadjuvante e adjuvante com
carboplatina melhoraram a sobrevida global e a sobrevida livre de doenga nos pacientes com
cancer de mama triplo negativo inicial (Mason ef al., 2023) sendo mais indicados para pacientes
com axila positiva (Brasil, 2024) e tumores triplo negativos com muta¢do germinativa no gene
de reparo BRCA. Contudo, os regimes a base de carboplatina estdo relacionadas a uma maior
toxicidade hematologica e neuropatica, frequentemente resultando em redu¢do da dose e atrasos
no tratamento quimioterapico (Mason et al., 2023).

Diante disso, os possiveis esquemas terapéuticos disponibilizados pelo SUS através
do PCDT para quimioterapia (neoadjuvante e adjuvante) em pacientes com cancer de mama

inicial ou localmente avangado triplo-negativo estao organizados no Quadro 2, abaixo.

Quadro 2 - Descri¢do do esquema de quimioterapia (neoadjuvante e adjuvante) em pacientes

com cancer de mama (continua).

Sigla Descricdo do esquema de quimioterapia
AC doxorrubicina + ciclofosfamida
AC-T (doxorrubicina + ciclofosfamida) com ou sem fatores estimuladores de

colonias de macrofagos/granulécitos seguido de docetaxel ou paclitaxel

AC em dose (doxorrubicina + ciclofosfamida) seguido por paclitaxel (semanal ou a cada

densa (ddAC) | 2 semanas) (podendo-se alterar a sequéncia)

CMF (ciclofosfamida + metotrexato + 5-fluorouracil)
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Quadro 2 - Descrigdo do esquema de quimioterapia (neoadjuvante e adjuvante) em pacientes

com cancer de mama (conclusao).

Sigla Descricio do esquema de quimioterapia

TC (docetaxel + ciclofosfamida)

- Capecitabina (doenca residual)

T seguido de C (paclitaxel seguido de doxorrubicina + ciclofosfamida)

AC

CMF (ciclofosfamida associada ao metotrexato + S-fluorouracil) (pacientes
idosas)

PCb (paclitaxel associado a carboplatina)

- Docetaxel + carboplatina

Fonte: Adaptado de CONITEC, 2024.

Observa-se que as antraciclinas (doxorrubicina, epirubicina) e os taxanos
(paclitaxel, docetaxel) estdo presentes em grande parte dos esquemas de quimioterapia
(neoadjuvante e adjuvante). Esses antineopldsicos sdo farmacos citotdxicos, que ndao afetam
apenas as células cancerigenas, e por isso, possuem diversos efeitos colaterais observados na
clinica, além da quimiorresisténcia e toxicidade a longo prazo. Nesse contexto, a resposta
imunologica do paciente tem uma relacdo direta com a progressdo da doenga e com o seu
desfecho clinico. Atualmente, no laudo anatomopatolégico, a quantidade de linfdcitos
infiltrantes de tumor (TILs) nas amostras de core-biopsy das pacientes com CMTN ¢ utilizada
como fator preditivo e progndstico de resposta a QTneo (Bense et al., 2017).

Nesse sentido, ap6s anos de pesquisa voltado para a modulacdo do sistema
imunologico surgiu o quinto pilar terapéutico no cancer: a imunoterapia (Schadendorf et al.,
2015). Dessa maneira, foi lancada como nova perspectiva terapéutica os anticorpos
monoclonais. Nos ultimos anos a incorporagao de fArmacos imunoterapicos inibidores de ponto
de checagem imunolégica (checkpoint inhibitors) aumentaram a sobrevida dos pacientes em
diversos tipos de canceres (Tavares et al., 2021).

A imunoterapia surgiu para revolucionar o tratamento do cancer, uma vez que

modula o sistema imunologico para combater a doenga. Os tumores conseguem evadir o sistema
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imunoldgico ao expressar marcadores de superficie, como o PD-L1 (ligante do programmed
cell death receptor-1). Quando o PDL-1 se liga ao seu receptor PD-1 (presente nas células T)
ocorre uma contrarregulagdo da ativacdo de células T, levando a sua inibicdo e morte,
permitindo a manutengcdo das células tumorais. Dessa forma, os inibidores de PD-1
(pembrolizumabe e nivolumabe) e PDL-1 (atezolizumabe, avelumabe e durvalumabe)
revolucionaram o tratamento dos pacientes com cancer. Estudos clinicos mostraram uma
melhora significativa na sobrevida livre da progressao da doenga e na sobrevida global das
pacientes com CMTN, especialmente quando combinados a quimioterapia citotoxica. Diante
disso, tem-se intensificado os ensaios clinicos voltados para a combinagdo dos imunoterapicos
com quimioterapicos citotoxicos, visando buscar novas abordagens terapéuticas para o CMTN

(Schmid et al., 2018).

1.2 Inflamacio e cancer: um elo crucial na carcinogénese

No contexto do cancer de mama, a deteccao de niveis séricos de varias citocinas
esta sendo estudada para seu uso como biomarcadores de prognostico de doengas, uma vez que,
diversas citocinas estdo sendo relacionadas com progressao tumoral (Franga, Lacerda e Lacerda
et al., 2024). Portanto, se sabe que as citocinas sdo importantes mediadores na comunicagao
das células neoplasicas com o microambiente tumoral, tornando-se imprescindivel estuda-las.

O estudo de marcadores moleculares tornou-se imprescindivel no contexto do
cancer, uma vez que permite a compreensao dos mecanismos biologicos de desenvolvimento
tumoral, bem como realizar a busca de novos biomarcadores prognosticos para serem
incorporados na clinica (Freitas et al, 2024). Assim, investigar as populagdes celulares e o
papel de citocinas moduladoras envolvidas no microambiente tumoral ¢ fundamental para
compreender a evolucdo da doenca.

A citocina IL-33, que, nos ultimos anos, ganhou destaque por seu papel ambiguo
no cancer ora pro-tumoral e ora anti-tumoral, a depender do cenario. A via de sinalizacdo
citocinas/receptor, 1L-33/ST2, desempenha um papel importante em diversas condi¢des, como
por exemplo, em alergias, obesidade, doengas de Alzheimer e cancer (Y1, Lian e Li e al., 2022).
Tal citocina vem sendo estudada em diferentes tipos de céancer, tais como, cancer gastrico,
cancer de figado, cancer de mama e cancer de colon, visando compreender o seu papel na
biologia tumoral. Na literatura algumas pesquisas ja demonstraram que o sinal de IL-33/ST2

facilita a progressao do cancer e remodela o microambiente tumoral (TME) imunossupressor,
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participando assim do desenvolvimento e da manuteng¢ao de células imunossupressoras (Nan et
al., 2024).

No contexto do cancer de mama tem-se estudado a contribui¢do da IL 33 na
progressao € metastase, assim como sua influéncia no microambiente e metabolismo tumoral.
Na literatura, ja existem estudos que buscam investigar as implicagdes da IL-33/sST2 (receptor
da IL-33 na forma soluvel). Curiosamente, foram encontradas concentracgdes séricas de I1L.-33 e
sST2 aumentadas em pacientes com CA de mama. Além disso, foi encontrado uma correlagao
forte dessas concentragcdes com o Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF), uma
proteina importante para o processo de angiogénese, contribuindo para o crescimento e
progressdo tumoral (Stojanovic ef al., 2023). Esses achados evidenciaram o papel desse eixo
IL-33/sST2 nesse contexto. Nos topicos seguintes serdo esclarecidas as principais

caracteristicas desse eixo (IL-33/ST2), bem como os achados na literatura no cenario do CMTN.

1.2.1 Eixo IL-33/8T2

A interleucina-33 (IL-33), também conhecida como IL-1F11, faz parte da familia
das citocinas IL-1, essa ¢ liberada ativamente para o meio extracelular como alarmina ap6s um
dano celular ou estresse, e por isso € conhecida por participar da resposta imune inata (Haghbin
et al.,2023). A familia de genes IL-1 ¢ conhecida pelo seu papel na resposta inflamatoria (Silva,
2021). Essa familia ¢ composta por 11 membros, sendo eles: IL-1a, IL-1f, IL-1RA, IL-18, IL-
33, IL-36 RA, IL-36 a, IL-36 B, IL-36 v, IL-37 e IL-38. A IL-33 ¢ expressa constitutivamente
em células epiteliais e endoteliais, fibroblastos, adipocitos, cardiomidcitos, € em algumas
células do sistema imune, como, macréfagos, mastdcitos e natural killer. J& em 6rgaos, pode ser
detectada em orgdos linfoides, cérebro, pulmao, tecidos de barreira epiteliais e tecidos
inflamados (Yi, Lian e Li, 2022).

O receptor celular da IL-33 (IL-33R), também conhecido como ST-2 (do inglés,
suppression of tumorigenicity 2), possui quatro isoformas, sendo elas: IL-33R de comprimento
total, sST2, ST2V e ST2LV. Dessa forma, cada isoforma possui caracteristicas distintas, quanto
a sua ligacdo a IL-33. A IL-33R de comprimento total refere-se a forma transmembréanica, a
qual possui um dominio intracelular e transmembrana. Este tipo estd expresso em varias células
imunes, como macrofagos, natural killer (NK) (Yi, Lian e Li, 2022). J& a forma soltavel (sST2)
ndo apresenta dominios intracelulares e transmembranares, apenas uma sequéncia C-terminal
de nove aminodcidos. Neste contexto, o sST2, sendo um receptor soluvel, impede a transdugao

de sinal induzida pela IL-33 dentro da célula, e assim evitando a ativagao de respostas celulares.
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Normalmente, em condigdes fisioldgicas, o sSST2 ¢ encontrado na forma glicosilada. J4 o ST2V
¢ encontrado na superficie celular do estdmago humano, intestino delgado e célon, e por tltimo,
a isoforma ST2LV foi encontrada apenas em frangos (Yi, Lian e Li, 2022).

Quanto as vias de sinalizagdo, sabe-se que essa citocina atua como uma alarmina,
ou um DAMP (padrao molecular associado ao dano), e ¢ secretada apds lesdo celular ou
infeccdo. O processo de sinalizagdo da IL-33 ¢ iniciado pela mudanga conformacional
desencadeada pela IL-33 ao se ligar com o IL-33R transmembranar (ST-2), seguida do
recrutamento de IL-1RACcP. Este complexo recruta a sinalizagdo de proteinas, como MyD88 e
TRAF6, e em seguida ativa quinases associadas a IL-1R, como IRAKI1 e 4. Essas quinases, NF-
kB e MAP quinase (MAPK), que resultam em sinais bioldgicos que colaboram na transcri¢ao
de diversas citocinas e quimiocinas (Pisani et al., 2021; Yi, Lian e Li, 2022). Por outro lado, o

receptor soluvel (sST2) compete com o IL-33R pela ligagdo com o ligante (IL-33) (Figura 5).

Figura 5 — Vias de sinalizacao da IL-33/ST2.
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Fonte: Yi, Lian e Li, 2022. Notas: SIGIRR: interrompe a ligacdo do IL-33R e IL-1RAcP. USP38: atua como

regulador negativo da sinalizagdo da IL33, promovendo uma regulag@o negativa da IL-33R.
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Diferentemente de outras citocinas da familia IL-1, a IL-33 é capaz de induzir
respostas imunes do tipo Th2, uma vez que o seu receptor (ST2) estd expresso seletivamente
nas células T do tipo 2, Treg e células linfoides inatas do tipo 2 (ILC2). Sua interagdo com o
seu receptor ST2 estimula a ativagdo de mastocitos e linfocitos T auxiliares Th2 nos tecidos em
processos inflamatérios agudos e cronicos. (Pedrosa, 2017). No trabalho de Rank e
colaboradores, foi demonstrado a influéncia da IL-33 através da ativacao de células dendriticas
murinas na polarizag¢ao das células T NAIVE para o fen6tipo Th2 (Rank et al., 2009).

Em um estudo com cancer de pulmao pré-clinico foi observado que o bloqueio da
IL-33 inibiu o crescimento tumoral, além de revogar a polarizacdo de macrofagos associados a
tumores (TAMs) M2, inibindo a expressdao de genes relacionados ao M2 (arginase-1, IL-10 e
Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF)) e reduzir o acumulo de células T
reguladoras (Tregs) no microambiente tumoral (TME) (Wang et al., 2017). Em um estudo
clinico, Sun e colaboradores (2011) avaliaram pacientes com cancer gastrico e relacionaram o
aumento da IL-33 plasmatica a estadiamentos mais avancados (Sun et al., 2011).

Nos estudos de correlacdo da IL-33 e os canceres de mama, foram observadas
concentragdes séricas aumentadas de IL-33 e sST2 (receptor soluvel) no soro dos pacientes em
compara¢do com individuos saudaveis. Outro achado importante encontrado foi a correlagao
do VEGTF, fator este importante para o processo de angiogénese, com as concentracoes séricas
de IL-33 e sST2 (Larsen et al., 2018).

Nos estudos do Cancer de Mama Triplo Negativo, a interleucina-33 estd ganhando
notoriedade, principalmente, pela sua associacdo com a proteina FOXP3 (do inglés, Forkhead
Box P3) presentes células T reguladoras (Tregs), um subtipo de linfocitos infiltrantes de tumor
(TILs).

Apesar disso, os mecanismos de regulacdo da IL-33 no microambiente tumoral em
humanos ndo sdo bem compreendidos (Gorbacheva, Kuprash e Mitkin, 2021). Por isso, ¢

importante dar continuidade aos estudos dessa citocina.

1.2.2 Macrdfagos associados ao tumor e 0 microambiente tumoral

Uma das células imunoldgicas mais bem documentadas presentes no
microambiente tumoral e associadas a diferentes estagios na progressao neoplasica ¢ o
macrofago (Noy e Pollard, 2014). Os macréfagos sao células com habilidades fagocitarias que
desempenham um papel dual, em decorréncia da sua alta plasticidade fenotipica. Existem dois

subtipos de macrofagos que se distinguem entre si, desde a expressao de receptores de
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superficie até a liberagdo de citocinas, sdo eles: o macréfago M1 e o macrofago M2 (Boutilier
e Elsawa, 2021).

A dualidade intrinseca do macrofago confere uma plasticidade significante no
contexto das diferentes doencas, especialmente, no cancer, visto que sua patogénese envolve
um perfil inflamatério com diversos fatores, estimulos e moléculas envolvidas (Pan et al., 2020).
Os macréfagos possuem uma participagdo ativa na inflamacgao, resposta imune e manutengao
da homeostase tecidual. Portanto, dependendo dos estimulos ou condi¢cdes do TME, os
macrofagos irdo polarizar para M1 ou M2 (Pan et al., 2020).

Os macrofagos com perfil M1 sdo células pro-inflamatérias, que possuem
resposta imediata na imunidade inata contra invasdo patogénica e sao capazes de orquestrar
respostas citotoxicas nas células neoplasicas, além de produzir e liberar citocinas pro-
inflamatoérias, como Interleucina 1 e 12 (IL1, IL-12) (Boutilier ¢ Elsawa, 2021). Portanto, o
fen6tipo M1 exerce um papel anti-tumoral, e promovendo uma reposta imune do tipo 1. Ja os
macrofagos com perfil M2 sdo células anti-inflamatorias e regulam a remodelagao tecidual,
angiogénese e cicatrizacdo de feridas, e por isso sdo considerados pro-tumorais (Noy e Pollard,
2014). Esses macrofagos possuem como perfil de secre¢do de citocinas a IL-4 e a IL-13, que
sdo envolvidas em processos anti-inflamatorios.

Boutilier e Elsawa (2021) postulam que as condi¢des do TME que estimulam a
polarizacdo do macrdéfago envolvem inflamagdo e hipdxia. Nesse sentido, ja € sabido que o
principal de macrofagos associados aos tumores (TAMs) ¢ o0 M2. Os TAMs representam mais
da metade da populagdo no microambiente tumoral, facilitando o estabelecimento e o
desenvolvimento do tumor (Aras e Zaidi, 2017). Nesse aspecto, Rahal e colaboradores (2018),
por meio de seus achados, acreditam que € possivel levantar questionamentos sobre a
contribui¢do dos TAMs as respostas refratarias ao tratamento quimioterapico. Dessa forma, dar
continuidade aos estudos que investigam sobre esse papel ¢ fundamental.

Nos ultimos anos, o estudo sobre o papel dos TAMs no céancer triplo negativo
vem ganhando destaque, uma vez que, se intensificou a busca de novas abordagens terapéuticas.
Nesse sentido, as pesquisas voltadas para o tratamento que abrange as células imunes presentes
no microambiente tumoral, tem se intensificado pela facilidade dessas células acessares a
arquitetura do tumor (Xiao e Yu, 2021).

Como nao ¢ possivel discorrer sobre cancer e microambiente tumoral sem
envolver uma cascata inflamatoria inerente a eles, hipotetizou-se, neste trabalho, um
protagonismo dos macrofagos na producdo e liberagdo de IL-33 como potencializador da

evolugdo agressiva dos tumores triplo-negativos. A expressao de IL-33 pode ser pesquisada
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com associagdo aos macrofagos, pois ja esta bem documentado que eles sdo capazes de produzi-
la ativamente e libera-la em resposta a lesdes e danos no ambiente em que se encontram,
especialmente, por meio da resposta imune anti-tumoral (Gao et al., 2015). Ou ainda, elas
podem ser liberadas pelas células neoplasicas e interferirem nas respostas dos macroéfagos no
sitio adjacente ao tumor. Fang Min e colaboradores (2017) observaram que a IL-33 foi capaz
de recrutar macrdéfagos para o TME e estimular a producao de prostaglandina E2, contribuindo
com a estaminalidade do cancer de c6lon e o desenvolvimento tumoral.

Diferentes estudos tém focado na presenga de macrofagos no TME, na IL33
como influenciadora na doenga e até mesmo no curso patolégico do CMTN. No entanto, este
trabalho se torna inovador porque busca investigar a expressdao de IL-33 no carcinoma tripo-

negativo, a partir de amostras teciduais de pacientes e em células de macrofagos (RAW 264.7).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a expressao de IL-33 e ST2 em pacientes com Cancer de Mama Triplo Negativo
e sua correlagdo com parametros clinicos-patoldgicos, assim como a sua modulagao em

linhagens de macrofagos.

2.2 Objetivos especificos

Caracterizar o perfil dos pacientes de acordo com as variaveis incluidas no estudo;
Avaliar a expressdo intracelular de IL-33 e ST2 por imuno-histoquimica e
imunofluorescéncia em biopsias de pacientes com Cancer de Mama Triplo Negativo
(CMTN);

Associar os parametros clinicos-patologicos com a intensidade de expressao de I[L-33 e
ST2;

Analisar a curva de sobrevida global dos pacientes com CMTN de acordo com a
expressao de 1L-33

Avaliar o nivel de expressao intracelular de IL-33 e ST2 em linhagens celulares de
cancer de mama triplo negativo (MDA-MB-231) e nao triplo negativo (MCF-7)
incubadas com doxorrubicina e paclitaxel;

Analisar o fen6tipo de macréfago M1 ou M2 em linhagens de macrofago incubadas com
sobrenadante das células tumorais triplo negativo e ndo triplo negativo previamente

estimulados com doxorrubicina ou paclitaxel.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado em duas vertentes: a pesquisa clinica e

experimental (in vitro). O fluxograma geral para a execugao deste estudo estd esquematizado

na Figura 6.

Figura 6 - Esquema geral do protocolo experimental adotado no estudo.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025). Legenda: IL-33: Interleucina 33. ST2: receptor 1 do fator de necrose tumoral.
MCF-7: Linhagem celular de cancer de mama do subtipo luminal. MDA-MB-231: Linhagem celular de cancer
de mama do subtipo triplo negativo. RAW 264.7: Linhagem celular de macréfagos murinos. iNOS: 6xido nitrico
sintase induzivel. TNF-alfa: Fator de necrose tumoral alfa. IL-18: Interleucina 18. IL-10: Interleucina 10. TGF-
beta: do inglés, Transforming Growth Factor Beta. MMP9: Metaloproteinase de matriz 9. Argl: arginase-1.
CD206: do inglés, Cluster of Differentiation 206.

3.1 Estudo Clinico

A parte clinica envolvendo o recrutamento dos pacientes foi divido em dois estudos

independentes: estudo retrospectivo (utilizando as biopsias de mama para imunofluorescéncia)

e prospectivo (utilizando amostras de plasma para dosagem de citocinas). Portanto, para fins de

organiza¢do a metodologia experimental serd comentada de forma separada:
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ESTUDO RETROSPECTIVO

3.1.1 Protocolo 1: Investigar a expressio dos marcadores IL-33 e ST2 por

imunohistoquimica e imunofluorescéncia no tumor primdrio de paciente com CMTN

A avaliacdo da expressdo dos marcadores IL-33 e ST2 foi feita pelas técnicas de
Imunofluorescéncia (IF) e Imunohistoquimica (IHQ), ambas qualitativas. O esquema de

trabalho para o protocolo 1 esta disponivel na Figura 7 abaixo.

Figura 7 — Resumo do protocolo experimental 1.
Protocolo I: Investigacao da expressao de marcadores no tumor primario

— P PN 13
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2. Aplicacdo dos critérios \/ 3. Montagem de TMA e
= =

de incluso e exclusio. corte das laminas

Legenda: ' Imunofluorescéncia. #Imunohistoquimica.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025). Legenda: IF: imunofluorescéncia. IHQ: Imunohistoquimica.

3.1.1.1 Delineamento e local da pesquisa

Trata-se de um estudo retrospectivo e observacional realizado com 73 pacientes
com Cancer de Mama Triplo Negativo atendidos no Hospital do Cancer Haroldo Juagaba do
Instituto do Cancer do Cearad (HHJ/ICC), localizado na cidade de Fortaleza - CE, no periodo de
2012 a 2020.

3.1.1.2 Sele¢do dos pacientes

Para este protocolo, foram adotados os seguintes critérios de inclusdo e exclusdo:

1) Critérios de Inclusdo:

a) Diagnéstico de Cancer de Mama Triplo Negativo (CMTN);
b) Presenca do material de core-biopsy arquivado e conservado em bloco de parafina (em

inglés, Formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE);
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c) Idade igual ou superior a 18 anos e inferior a 85 anos.
2) Critérios de Exclusao:

a) Bloco de parafina insuficiente ou indisponivel;

b) Doenga metastatica ao diagndstico;

c) Outra malignidade prévia,

d) Perda do acompanhamento.

3.1.1.3 Procedimento de coleta das amostras clinicas

As amostras foram obtidas a partir do material de core-biopsy do tumor primério
do diagndstico de pacientes, ou seja, virgem de tratamento, fixado em formalina e conservados
em parafina sob dominio do Hospital Haroldo Juacaba (HHJ).

Os dados sociodemograficos, clinicos e patoldgicos foram obtidos a partir do
prontuario fisico e/ou eletronicos arquivados na unidade. Portanto, as variaveis estudadas sdo
divididas em:

1. Varidveis sociodemogréficas: sexo (masculino, feminino), idade, raca (branca /

parda/nao informado).

2. Variaveis clinicas-patologicas: histérico familiar, estadiamento clinico TNM ao

diagnostico, subtipo histologico, invasdo linfovascular, resposta patoldgica, grau histologico,
indice de proliferagdo celular Ki-67 (< ou igual a 20% /> 20%), metastase a distancia, local da

metastase, resposta a quimioterapia, recidiva e obito.

3.1.1.4 Andlise anatomopatologico das pacientes

3.1.1.4.1 Montagem de Tissue Microarray (TMA)

Para a realizagdo da técnica dos blocos de microarranjos teciduais (do inglés, tissue
microarray) que consiste em retirar um fragmento cilindrico do tecido proveniente do bloco
doador e colocar um bloco receptor, de forma a criar sequéncia de amostras teciduais
conhecidas pelo pesquisador. Esta técnica proporciona uma diminui¢do dos custos envolvidos
para as analises teciduais.

Para isso, os blocos de parafina e suas respectivas laminas de HE (Hematoxilina-
Eosina) foram analisados por uma patologista, a fim de realizar a marcagdo de duas areas com

os maiores percentuais de células tumorais. Posteriormente, uma agulha com o didmetro de
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2mm (Quick Ray, UNITMA®) foi utilizada para retirar o fragmento cilindrico do bloco doador
[bloco de parafina com bidpsia/core biopsy de mama do diagnostico inicial] e logo seguida foi
colocado em um bloco receptor com a capacidade de 60 pogos. Este bloco foi organizado da
seguinte forma: controles positivos um em cada canto do bloco, totalizando 4, sendo eles: figado,
pulmdo, placenta e pele; 28 casos em duplicata de CMTN. Os controles positivos foram
fornecidos pelo Hospital Haroldo Juagaba (HHJ). Por fim, foram obtidos 3 blocos de TMA para

esta pesquisa. O procedimento descrito acima encontra-se esquematizado logo abaixo (Figura

8).

Figura 8 - Técnica do Tissue Microarray (TMA).
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Fonte: Adaptado de MYmAD Biologics, 2024. Elaborada pela autora (2025).

A partir desses blocos de TMA foi realizado o corte histologico com espessura de

2um com o equipamento micrétomo e colocados em laminas silanizadas.
3.1.1.5 Avaliag¢do da expressao dos marcadores IL-33/ST2
A principio, foram adotadas duas técnicas, imunofluorescéncia indireta e

imunohistoquimica para avaliar a expressao da IL-33/ST2, as quais serdo descritas a seguir dos

seguintes topicos (3.5.1 € 3.5.2).



48

3.1.1.5.1 Imunofluorescéncia

Inicialmente, as laminas foram colocadas na estufa por 1 hora a 65°C.
Posteriormente, foi feito dois banhos em xilol por 10 minutos cada para desparafinagao dos
tecidos. Apds isto, foi realizada a submersdo das ldminas em banhos sucessivos de etanol em
concentragdo de forma decrescente (99,98%; 90%, 70% e 50%) para retirar o excesso de xilol
e promover a reidratacao dos tecidos: duas vezes em alcool absoluto por 10 minutos, e depois
1 banho de etanol nas concentragdes 90%, 70%, 50% por 05 minutos cada. Encerrado esse
processo, as laminas foram lavadas em agua corrente por 10 minutos, seguido de 03 banhos de
salina tamponada com fosfato (PBS) (do inglés, Phosphate Buffered Saline). Em seguida,
realizou-se a recuperagdo antigénica com tampao citrato de sodio 0,1 M (pH 6,0), a 95°C por
18 minutos em banho-maria. Para tal, as laminas foram imersas em um recipiente contendo o
tampao, de modo a garantir a submersao total.

Decorrido esse tempo, as laminas foram retiradas do banho-maria ¢ mantidas
submersas no tampao para o resfriamento a temperatura ambiente por 20 minutos. Logo apos,
as laminas foram lavadas trés vezes com PBS de 5 minutos cada. Em seguida, realizou-se a
permeabilizacdo da membrana celular por 10 minutos com uma solucdo contendo 200 mL de
PBS, 4 mL de Albumina Sérica Bovina (BSA) 5 % (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA) e
200 pl de Triton X-100 (0,1%) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA).

Em seguida, foram realizadas 3 lavagens com PBS de 5 minutos cada. O bloqueio
das ligagdes inespecificas foi realizado com Glicina 0,3 M (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, EUA) em BSA 5% por 30 minutos. Finalizado isso, foi colocado 200uL do anticorpo
primario feito em mouse anti-IL-33 (diluigdo 1:200, MAS-15772, Invitrogen®, Life
Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) e rabbit anti-ST-2 (dilui¢ao 1:400,
PAS5-20077, Invitrogen®, Life Technologies,Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA)
em cada lamina para a incubagdo durante a noite (overnight) na geladeira (4°C).

No dia seguinte, retirar as laminas da geladeira e deixar resfriar em temperatura
ambiente por 20 minutos. Apds isso, foram realizadas 3 lavagens com PBS, cada uma com
duracdo de 5 minutos. Na sequéncia, foi realizada a incubag@o com o anticorpo secundario goat
anti-IgG mouse ou rabbit Alexa Fluor 568 (Invitrogen®, Life Technologies, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA) em amostras separadas, na dilui¢do de 1:400, durante 1 hora e
30 minutos. Finalizado esse tempo, foi realizada a incubacdo do DAPI - 4',6-diamidino-2-

phenylindole, marcador de ntcleo (Invitrogen®, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific,
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Waltham, MA, EUA), durante 30 minutos, na propor¢ao 4 pl em 200 ml de PBS (1X), seguido
por 3 lavagens de dgua destilada de 5 minutos cada.

Para montagem das laminas, utilizou-se o meio Prolong Gold Antifade Mountant
(Invitrogen®, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) para
preservar a fluorescéncia nas amostras.

Por fim, as laminas foram fotografadas no leitor multiespectral (Cytation™ 3,
BioTek, Agilent, Santa Clara, CA, EUA) disponibilizado no Nucleo de Pesquisa e
Desenvolvimento de Medicamentos (NDPM). As imagens obtidas foram analisadas com o
auxilio de um “software” de imagem (Fiji Image J, National Institutes of Health, Washington,
DC, EUA).

A metodologia aplicada para execu¢do da imunofluorescéncia estd esquematizada

logo abaixo (Figura 9):

Figura 9 - Fluxograma resumido da metodologia de imunofluorescéncia.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

3.1.1.5.2 Imunohistoquimica

De forma similar a técnica de imunofluorescéncia descrita anteriormente.
Primeiramente, as laminas foram a estufa por 1 hora a 65°C. Em seguida, as 1dminas foram

submetidas a dois banhos de xilol para desparafinizagdo por 3 minutos cada. As laminas
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seguiram para a hidratacdo com etanol, ou seja, banhos sucessivos em ordem decrescente de
concentragdo, obedecendo a ordem: alcool absoluto, 95%, 70% por 3 minutos cada. Em seguida,
as laminas foram colocadas em agua corrente por 10 minutos, seguido de 03 banhos de PBS
(1X) de 3 minutos cada. Posteriormente, foi realizada a recuperacao antigé€nica com tampao
citrato de sodio 0,1 M (pH 6,0), a 95°C, por 18 minutos em banho-maria, seguidas do
resfriamento por 20 minutos a temperatura ambiente ainda submersos em solu¢do tampao. Apos
isto, foram feitos 3 banhos de PBS (1X) de 3 minutos cada. Finalizado isso, foi retirado o
excesso de PBS com papel toalha por capilaridade nas bordas de cada lamina. Feito isto, foi
pipetado 250ul de peréxido de hidrogénio 3% sob cada tecido e esperar agir por 30 minutos.

Em seguida, foram realizados 2 banhos de PBS (1X) por 3 minutos cada. Apds os
banhos, foi feito o bloqueio das ligacdes inespecificas com BSA 5% (do inglés, Bovine Serum
Albumin) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA), que foi deixado agir por 20 minutos. Apos
esse tempo, foram pipetados 200ul nas respectivas laminas com os anticorpos primdrios: em
mouse anti-1L-33 (dilui¢do 1:200, MAS5-15772, Invitrogen®, Life Technologies, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA) e rabbit anti-ST-2 (dilui¢do 1:200, PA5-20077, Invitrogen®,
Life Technologies,Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), onde permaneceram
durante a noite (overnight) na geladeira (4°C) em camara imida com PBS (1X) no fundo.

No dia seguinte, a cdmara imida com as laminas foi retirada da geladeira para
resfriar a temperatura ambiente por 20 minutos. Decorrido esse tempo, foram realizadas 3
lavagens com PBS (1X) por 5 minutos cada. Em seguida foi retirado o excesso de PBS (1X)
com papel toalha. Feito isto, o anticorpo secundario goat anti-IgG mouse ou rabbit ligado a
peroxidase (SM802, EnVision FLEX/HRP, Dako®, Copenhagen, Dinamarca) foi incubado por
30 minutos a temperatura de 22°C a 25°C e ap0s essa etapa as laminas foram lavadas 4 vezes
com PBS (1X) por 5 minutos cada.

ApoOs isso, para a revelacdo da coloragcdo foi aplicado o cromégeno 3,3-
diaminobenzidina (DAB) (K8000, K8002 ou K8023, EnVision FLEX DAB+CHROMOGEN,
Dako®, Copenhagen, Dinamarca) com o seu respectivo diluente (SM803, EnVision FLEX,
Dako®, Copenhagen, Dinamarca). A coloragdo “marrom” foi entdo observada a “olho nu”. A
reagdo foi interrompida mergulhando as ldminas em agua destilada por 5 minutos e a contra-
coloragdo foi realizada com hematoxilina de Harris a temperatura ambiente por 45 segundos.
Vale ressaltar que o controle negativo da reagdo foi processado simultaneamente para assegurar
resultados falso-negativos e excluir “reacdo cruzada”. Em seguida, para retirar o excesso de

hematoxilina da etapa anterior, que pode interferir na visualizag¢do do tecido. Para tal, foi feito
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1 banho de agua destilada com 6 gotas de acetona por 10 segundos, seguida de 1 banho de dgua
destilada por 5 minutos.

Por fim, os tecidos foram desidratados em 4lcool (95% e Alcool absoluto) por 10
segundos cada, seguidos de 1 banho de xilol, também por 10 segundos. Logo em seguida, foi
iniciado o procedimento para a montagem das ldminas. Para montar as 1aminas, foi necessario
pingar uma gota de Entellan (REF 107961, Merk®, Darmstadt, Alemanha) sobre o tecido, a fim
de preservar e facilitar a visualizagdo no microscopio; em seguida, foi encaixada a laminula.

Finalizadas as laminas, foi iniciada as fotomicrografias no microscépio Optico
DM2000, Leica®, Alemanha, (200x e 400x) acoplado a camera digital (DFC295, Leica®,
Wetzlar, Alemanha) com o software Nikon Infinity AnalyzeTM para posterior quantificacao da
area da expressao dos marcadores I1L-33 e ST2.

Além disso, as 1dminas foram encaminhadas para avalia¢ao do Patologista MPSSC
que classificou os tecidos quanto a intensidade de expressao a partir de um sistema de escores

graduados de 0 a 3, conforme Quadro 3 abaixo.

Quadro 3 - Intensidade de expressao da marcagao por imunohistoquimica.

Intensidade de expressao | Graduacio

0 marcacao em menos de 5% das células tumorais.

1 marcacgao discreta em mais de 5% ou moderada em menos de

50% das células tumorais.

2 marca¢ao moderada em mais de 50% das células ou intensa em

até 50% das células tumorais.

3 Marcacgao intensa em mais de 50% das células tumorais.

Fonte: Febronio, 2024.
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A metodologia aplicada para execugdo da imunohistoquimica estd esquematizada

logo abaixo (Figura 10):

Figura 10 - Fluxograma resumido da metodologia de imunohistoquimica.
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3.1.2 Protocolo 2: Dosar a interleucina 33 no plasma das pacientes com cdincer de mama

Luminais e Triplo-negativo.

A dosagem de IL-33 foi realizada por ELISA (técnica quantitativa) para quantificar

os niveis plasmaticos dessa interleucina no plasma dos pacientes. O esquema de trabalho para

o protocolo 2 esta disponivel na Figura 11 abaixo.



53

Figura 11 - Resumo do protocolo experimental 2.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025). Legenda: ELISA: do inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay. LAFICA:

Laboratorio de Farmacologia da Inflamagao e do Cancer.
ESTUDO PROSPECTIVO:
3.1.2.1 Delineamento e local da pesquisa

Trata-se de um estudo prospectivo, transversal e observacional realizado com 70
pacientes de Cancer de Mama, com o subtipo Luminal (A e B) ou Triplo Negativo, atendidas
no Hospital do Cancer Haroldo Juagaba do Instituto do Cancer do Ceara (HHJ/ICC) e Hospital
Universitario Walter Cantidio (HUWC), ambos localizados na cidade de Fortaleza - CE, no
periodo de outubro de 2021 a marco de 2023.

3.1.2.2 Sele¢do dos pacientes

Para este protocolo, foram adotados os seguintes critérios de inclusdo e exclusdo:

1) Critérios de Inclusdo:
a) Pacientes que concordaram e assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido
(TCLE);

b) Diagnoéstico de Cancer de Mama, subtipos Luminal (A ou B) ou Triplo Negativo

(CMTN);
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c) Pacientes submetidos a quimioterapia neoadjuvante (QTneo) baseada em

doxorrubicina/ciclofosfamida seguido de paclitaxel (Protocolo AC-T);

d) Pacientes sem o uso de firmacos imunossupressores;

e) Idade igual ou superior a 18 anos ou inferior a 75 anos;

2) Critérios de Exclusdo:

a) Doenga metastatica ao diagnoéstico;

b) Outra malignidade prévia;

c) Perda do acompanhamento;

d) auséncia de resultados dos exames imuno-histoquimicos para os marcadores
prognosticos

3.1.2.3 Procedimento de coleta das amostras clinicas

Previamente, antes do contato pessoal com as pacientes, a equipe de pesquisadores
realizou uma triagem em cada unidade hospitalar para verificar os critérios de inclusdo e
exclusdo. Apos isto, as pacientes que atenderam aos critérios estabelecidos foram convidadas a
participar da pesquisa intitulada “Estudo da associacdo entre a obesidade e mecanismos de
resisténcia em pacientes com carcinoma mamario nao-responsivo a terapia neoadjuvante”, a
qual fez parte do Programa de Pesquisa para o SUS: Gestdo compartilhada em Satde/PPSUS—
CE (financiada pela FUNCAP) (Freitas, 2024; Quispe-Choquenaira, 2023).

Foram realizadas trés coletas de sangue periférico (10mL cada) nas pacientes
incluidas no estudo. As coletas foram realizadas com o auxilio de técnicos e enfermeiros de
cada Unidade Hospitalar, utilizando um tubo a vacuo contendo EDTA (tampa roxa), a partir do
acesso venoso. Apos a coleta, a amostra foi encaminhada para o LAFICA para o processamento
e armazenamento a -80°C. A primeira coleta foi realizada antes do inicio dos ciclos de
quimioterapia, a segunda apos quatro ciclos de ciclofosfamida (AC), e a tltima ap6s o segundo

ciclo de taxano (AC/T).

3.1.2.4 Andlise por ImunoEnsaio Enzimatico (ELISA)

Para a dosagem da Interleucina 33 no plasma dos pacientes ou sobrenadantes de

células foi utilizado kit de DuoSet® ELISA, da marca R&D System (Human IL-33, catdlogo #
DY995). Este kit possui: anticorpo de captura, deteccao e padrao.
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Primeiramente, em uma placa de ELISA com 96 pogos, foi incubado 100 pl/pogo
de anticorpo de captura por overnight (minimo 12 h) na geladeira (4°C). Decorrido esse tempo,
as placas foram retiradas da geladeira para resfriar a temperatura ambiente de 10 a 15 minutos.
Em seguida, as placas foram lavadas trés vezes com tampao de lavagem (PBS 1X + Tween 20
0,05%). Feito isto, as placas foram incubadas a temperatura ambiente por 1 hora com BSA 1%
(100 pl/pogo). Em seguida, foram lavadas trés vezes com tampao de lavagem. Depois, foi
adicionado 100ul/pogo de cada amostra, assim como a curva padrdo seriada, e incubadas por
2h a 4°C. Apos o periodo de incubacgao, as placas foram lavadas novamente com o tampao de
lavagem e, em seguida, foi adicionado 100 pl/poco do anticorpo de deteccdo para incubagdo
por 2h a temperatura ambiente. Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com tampao
de lavagem e, logo apds, incubadas com 100 pL/poco de Streptoavidina-HRP (1:40) por 20
minutos, protegidas da luz, a temperatura ambiente. As placas foram lavadas trés vezes com
tampao de lavagem e, em seguida, incubadas com 100 pL/pogo de solugdo substrato A+B
(peroxido de hidrogénio:tetrametilbenzidina, 1:1) por 5 a 15 minutos. Nessa etapa ¢
imprescindivel observar a reagdo colorimétrica das amostras ¢ da curva. A reagdo
imunoenzimatica foi interrompida com 50 ul da solucao de parada (acido sulfurico 2N), sendo
a absorbancia analisada a 540 nm em um espectrofotometro. As leituras foram plotadas no

Microsoft Excel conforme recomendagdes do fabricante.

3.1.6 Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa estatistico
SPSS® versao 22.0 ou GraphPad Prism® versao 8.0, realizando-se o Teste do Qui-quadrado
(x2) e Teste Exato de Fisher para as avaliagdes de associacdo entre varidveis qualitativas.
Adicionalmente, foi realizada empregando o teste de anélise de variancia (ANOVA) seguida do
teste de comparagdes multiplas de Bonferoni. Foram considerados estatisticamente significantes,
valores de p<0,05. Para analises de sobrevida foram realizados o teste de Log Rank Mantel x

nas curvas de sobrevida de Kaplan Meier.
3.1.7 Aspectos Eticos
Este estudo foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa do Instituto do Cancer do

Ceara / Hospital Haroldo Juacaba obedecendo a Resolugdo n® 466/2012 do Conselho Nacional
de Saude (CNS), com o parecer consubstanciado do CEP n°® 5.614.936 (Amostras de blocos de
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parafina) e aprovado pelo parecer consubstanciado do CEP n°® 4.664.756 do Instituto do Cancer
do Ceara/Hospital Haroldo Juagaba e 4.470.803 do Hospital Universitario Walter (Amostras de

plasma).

ESTUDO In vitro

3.2 Estudo in vitro

Nesta se¢do, serdo apresentadas as linhagens celulares utilizadas, bem como os
protocolos experimentais executados para responder as perguntas de partida e hipoteses da

pesquisa.

3.2.1 Linhagens celulares

Para este estudo, foram utilizadas trés linhagens celulares, sendo elas:

a) MCF-7: Célula tumoral de adenocarcinoma de mama. Essa linhagem expressa
receptores de estrogénio (ER) e progesterona (PR).

b) MDA-MB-231: Célula tumoral de adenocarcinoma de mama triplo negativo,

do subtipo basal-like B. Essa linhagem ndo expressa os receptores de estrogénio (ER),
progesterona (PR) e HER2.

¢) RAW 264.7: Linhagem celular de macréfago produzida a partir de um tumor em

um camundongo BALB/c macho induzido pelo virus da leucemia murina Abelson.

Quanto ao cultivo celular, as linhagens de MCF-7, MDA-MB-231 e RAW 264.7
(Figura 12), coincidentemente foram cultivadas com o mesmo meio de cultura e suplementagao
em garrafa de cultivo de 75cm2. Portanto, as células foram cultivadas em meio de cultura
Dulbecco's Modified Eagle Medium High Glucose with L-Glutamine (DMEM, Capricorn, Sao
Paulo, Brasil) suplementadas com 10% de soro bovino fetal inativado e mantidas em uma

incubadora com 5% de CO2 a 37°C.



Figura 12 - Células MDA-MB-231, MCF-7 e RAW 264.7.
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Cultivadas em DMEM high glucose
with L-Glutamine
Soro Bovino Fetal 10%

Mantidas na incubadora
37°C, 5% CO,

Fonte: Elaborado pelo autor (2025). Fotomicrografia registrada em microscopio dptico na objetiva de 10x.

3.2.2 Reagentes e farmacos

As drogas utilizadas nesse estudo estdo organizadas no Quadro 4 abaixo:

Quadro 4 - Drogas e seus respectivos codigos.

Reagente (sigla)

Codigo

Cloridrato de doxorrubicina (DOX)

(D1515, Sigma-Aldrich)

Paclitaxel (PTX)

(T7402, Sigma-Aldrich)

Lipopolissacarideos de Escherichia coli O111:B4 (LPS)

(L4391, SigmaAldrich)

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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3.2.3 Planejamentos experimentais

3.2.3.1 Protocolo 1: Dados de experimentos anteriores do grupo

Para dar inicio ao protocolo experimental com as linhagens celulares MDA-MB-
231 e MCF-7, foi necessario definir a concentracao inibitoria média (CI50) dos quimioterapicos
a serem utilizados (paclitaxel - PTX e doxorrubicina - DOX) no estudo. No entanto, no estudo
de Choquenaira-Quispe (2023), uma pesquisa realizada no Laboratorio de Farmacologia da
Inflamagao e do Cancer (LAFICA), na perspectiva do cancer de mama utilizando as mesmas
linhagens celulares (MDA-MB-231 ¢ MCF-7) tratadas com os mesmos quimioterapicos (DOX
e PTX), foi definido o CI50 no ensaio da sulforodamina B, para investigar o PTX e a DOX no
contexto da ativagdo de receptores toll-like e proteinas de sua sinalizagdo, PI3K e AKT,
conforme ilustrado na Figura 13. Portanto, as concentragdes apresentadas abaixo foram

utilizadas em todos os protocolos que serdo descritos nos topicos seguintes.

Figura 13 - Resumo da concentracdo inibitéria média (CI50) obtida pelo ensaio de

sulforodamina B.

B0  Cultura de células 5 ) Plagueamento MCF-7 ou 3 Sulforodamina B
Py MDA-MB-231
MDA-MB-231 s R 3y 10 celsimL i CI50
"9 = |
Condicdes: DOX: 0,1 uM
/_‘ 24h, 37°C, 5% €O , MCF-7 PTX: 5 lJMp
b ] i
A
(O . ;
- MaAte oAl DOX 0.3 UM
PTX: 5 nM

Fonte: Choquenaira-Quispe, 2023.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025). Legenda: PTX: paclitaxel; DOX: Cloridrato de doxorrubicina; CI50:
concentragdo inibitoria média. MCF-7: Linhagem celular de cincer de mama do subtipo luminal. MDA-MB-
231: Linhagem celular de cancer de mama do subtipo triplo negativo.

3.2.3.2 Protocolo 2: Quantificacdo da citocina IL-33 por ELISA linhagens MDA-MB-231 e
MCF-7.

Inicialmente, as linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 foram cultivadas em placas de
6 pocos com densidade celular de 3x10* células/mL. Apés 24h de plaqueamento, as células

foram incubadas com as concentragdes correspondentes ao CIS0 de cada farmaco isolado ou
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combinados por um tempo adicional de 24 h, conforme indicado a seguir: MCF-7 (PTX: 5 uM;
DOX: 0,1 uM; PTX + DOX: 2,5uM ¢ 0,05 uM) e MDA- MB-231 (PTX: 5 nM; DOX: 0,3 uM;
PTX + DOX: 2,5 nM ¢ 0,15 uM). Os grupos controles foram estabelecidos a partir do diluente
de cada farmaco, sendo eles: Dimetilsulféxido (DMSO) para o PTX e tampao fosfato-salino
(PBS) para a DOX. Além disso, foi reservado um pog¢o sem nenhum tratamento e/ou reagente,
ou seja, apenas meio de cultura (DMEM). Decorrido as 24h de tratamento, os sobrenadantes
foram coletados para o ELISA (técnica descrita no topico 3.1.2.4.)

Para ilustrar, o desenho da placa de 6 pocos com seus respectivos tratamentos esté

disponivel abaixo (Figura 14).

Figura 14 - Desenho da placa de 6 pocos para o tratamento com PTX e/ou DOX e seus
respectivos CI50das linhagens MCF-7 e MDA-MB-231.
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6. PTX+DOX 3 x 10% céls/mL )
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025). Legenda: PTX: paclitaxel; DOX: Cloridrato de doxorrubicina; DMSO:
Dimetilsulféxido; PBS: tampéo fosfato-salino (PBS). MCF-7: Linhagem celular de cancer de mama do subtipo
luminal. MDA-MB-231: Linhagem celular de cancer de mama do subtipo triplo negativo. ELISA: do inglés,
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay.



60

3.2.3.3 Protocolo 3: Avaliar da co-marcacao de IL-33/ST2 nas linhagens MDA-MB-231 e

MCF-7 por Imunofluorescéncia Indireta

Para avaliar a expressdo da co-marcacao de IL-33/ST2 nas linhagens tumorais de
cancer de mama (MCF-7 e MDA-MB-231) antes da transferéncia dos respectivos
sobrenadantes para a RAW 264.7 (conforme serd apresentado no protocolo 4) foi realizado uma
Imunofluorescéncia Indireta dessas células.

Para isso, as linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 foram cultivadas em placas de 24
pocos com densidade celular de 3x10* células/mL e tratadas conforme descrito anteriormente
no protocolo 2. Adicionalmente, foi incluido um grupo com estimulo de LPS (MCF-7: 20
pg/mL e MDA-MB-231: 10 pg/mL), na qual estd concentragdo foi definida no trabalho de
Choquenaira-Quispe (2023). Decorrido o tempo de tratamento, as células foram fixadas para a
aplicagdo da técnica de Imunofluorescéncia Indireta (método qualitativo), a qual sera descrita
no topico a seguir. O resumo do desenho experimental deste protocolo esta ilustrado na Figura

15, a seguir.

Figura 15 — Resumo do protocolo experimental 3.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025). Legenda: PTX: paclitaxel; DOX: Cloridrato de doxorrubicina; DMSO:
Dimetilsulfoxido; PBS: tampao fosfato-salino (PBS); LPS: Lipopolissacarideo; MCF-7: Linhagem celular de
cancer de mama do subtipo luminal. MDA-MB-231: Linhagem celular de cancer de mama do subtipo triplo

negativo.

3.2.3.3.1 Imunofluorescéncia de células

A imunofluorescéncia foi realizada para avaliar a expressdao de IL-33/ST2 nas
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células tumorais (MCF-7 ¢ MDA-MB-231) sem ou com exposicdo a quimioterapia.
Inicialmente, as laminulas de vidro (didmetro 13mm) que seriam colocadas no fundo da placa
de 24 pogos passaram por um processo de lavagem e esterilizagdo. As laminulas ficaram
mergulhadas em acido cloridrico (HCl) 1M por overnight. No dia seguinte, enxaguar pelo
menos duas vezes com agua destilada e sonicar por 30 minutos. Esse processo foi repetido por
duas vezes. Em seguida, as laminulas foram transferidas para alcool 70% e absoluto, e
sonicadas por 30 minutos em cada alcool. As laminulas embebidas no alcool absoluto foram
colocadas no fluxo laminar para UV por 30 minutos.

Apbs isso, com o auxilio de uma pinga, as laminulas foram retiradas do alcool, secas
uma por uma com um pano do tipo perfex e, em seguida, colocadas nos pogos da placa de 24
pogos. Apos isso, as linhagens tumorais foram devidamente plaqueadas em cima da laminula,
a qual aderiram e cresceram em sua superficie. Apds 24 horas, foi realizado o tratamento de
acordo com cada linhagem: MCF-7 (LPS: 20 pg/mL; PTX: 5 uM; DOX: 0,1 uM; PTX + DOX:
2,5uM e 0,05 uM) e MDA- MB-231 (LPS: 10 pg/mL; PTX: 5 nM; DOX: 0,3 uM; PTX + DOX:
2,5nMe 0,15 uM).

Decorrido esse tempo, foi iniciado o protocolo de imunofluorescéncia.
Primeiramente, o sobrenadante foi coletado e armazenado a -80°C ultra freezer para posterior
ensaio imunoenzimatico (ELISA) da citocina IL-33, se caso fosse necessario. Em seguida, os
pocos foram lavados trés vezes com PBS de 3 minutos cada. Logo ap0s, as cé€lulas foram fixadas
em paraformaldeido 4% (Sigma-Aldrich®) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Logo
apos a fixagao, os pocos foram lavados trés vezes com PBS por 3 minutos cada. Em seguida,
as c¢lulas foram permeabilizadas com Triton 100 a 0,1% (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO,
EUA) (diluido em PBS 1X) e incubadas por 10 minutos. Feito isto, os pogos foram lavados por
3 vezes com PBS de 3 minutos cada. Apds isso, foi feito o bloqueio de ligagdes inespecificas
com BSA 1% (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA) por 20 minutos. Ao término do bloqueio,
os pogos foram lavados 3 vezes com PBS por 3 minutos cada.

As laminulas com as células fixadas foram incubadas com cada anticorpo primario,
de forma isolada ou combinados para caso de co-marcagao, sendo eles: anti-ST2 (dilui¢do 1:200,
PAS5-20077, Rabbit, Invitrogen®, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
EUA) e mouse anti-IL-33 (diluicao 1:200, MAS-15772, Mouse, Invitrogen®, Life
Technologies,Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) em cada laminula para a
incubac¢do durante a noite (overnight) na geladeira (4°C).

No dia seguinte, foi retirado da geladeira a placa com as laminulas e deixado resfriar

em temperatura ambiente por 20 minutos. Apos isso, foram realizadas 3 lavagens com PBS,
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cada uma com duracdo de 3 minutos. Posteriormente, foi a realizada a incubacdo com o
anticorpo secundario goat anti-IgG mouse ou rabbit Alexa Fluor 568 ou 488(Invitrogen®, Life
Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), na dilui¢ao de 1:400, durante 2
horas. Finalizado esse tempo, com a intengao de marcar os nucleos, as células foram incubadas
com DAPI (Invitrogen®, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA),
durante 30 minutos, com a propor¢ao de 4 ul em 200 ml de PBS 1X, seguido por 4 lavagens de
agua destilada de 3 minutos cada. Feito isto, foi realizada a montagem das laminulas.

Para a montagem das laminulas, foi utilizado o Prolong Gold Antifade Mountant
(Invitrogen®, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) para
preservar a fluorescéncia nas amostras. Por fim, as laminulas foram fotografadas no
equipamento multiusario (Cytation™ 3, BioTek, Agilent, Santa Clara, CA, EUA)
disponibilizado no Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NDPM) e as
imagens obtidas foram analisadas com o “software” de imagem (Fiji Image J, National

Institutes of Health, Washington, DC, EUA).

3.2.3.4 Protocolo 4: Avaliacdo do perfil da polarizacido de macrdéfagos (M1 e M2) na
linhagem RAW 264.7 por ELISA, imunofluorescéncia e expressio génica por qPCR e,
estimulados com o sobrenadante das linhagens tumorais MCF-7 e MDA-MB-231 na RAW
264.7.

Primeiramente, as linhagens tumorais (MCF-7 e MDA-MB-231) foram cultivadas
em uma placa de 6 pocos e tratadas conforme descrito anteriormente no protocolo 2. Apos o
tempo de tratamento das cé€lulas tumorais, os sobrenadantes foram transferidos para as células
RAW 264.7 (cultivadas sobre as laminulas localizadas no fundo da placa de 24 pogos) e
incubados por 24 horas. Para controle positivo da polarizagdo M1, os macréfagos foram
estimulados com LPS (1000 ng/mL). Além disso, havia o grupo estimulado com LPS 24 horas
antes de receberem o sobrenadante das linhagens MCF-7 ou MDA-MB-231.

Ademais, foram mantidos pelo menos dois pogos como controle basal, conhecido
como MO. Por fim, os sobrenadantes foram coletados para dosagem do perfil de citocinas (TNF-
alfa, IL-10, IL-18 e IL-33) e nitrito, ambos métodos quantitativos. Vale ressaltar, que a
metodologia do ELISA foi a mesma adotada do item 3.1.2.4. Sendo assim, foram utilizados os
kits de DuoSet® ELISA, da marca R&D System para mouse TNF-alfa (# DY995), mouse IL-
10 (# DY417), mouse IL-18 (# DY7625-05) e mouse IL-33 (# DY3626).
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Jé4 as células foram fixadas para aplicagdo da Imunofluorescéncia Indireta (método
qualitativo) para investigar a polarizagdo dos macrofagos para M1 (marcador iNOS) e M2
(marcador arginase-1) apds exposicdo do sobrenadante da MDA-MB-231 ou MCF-7. As
células fixadas foram incubadas com cada anticorpo primario, sendo eles: anti- iNOS (dilui¢ao
1:200, D6B6S, Rabbit, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EUA) ou anti-Arginase-1
(diluicao 1:200, D4E3M, Rabbit, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EUA).

Adicionalmente, foi realizada a qPCR da RAW 264.7 para o perfil M1 (inos, tnf-
alfa, 1l-18 e Tgf-beta) e M2 (mmp9, argl e cd206).

O detalhamento da técnica de imunofluorescéncia e ELISA ja foram abordados nos
topicos anteriores, com exce¢do da dosagem de nitrito e qPCR, e por isso, nao foi abordado
neste protocolo.

O resumo do protocolo experimental encontra-se esquematizado abaixo (Figura

16).

Figura 16 - Resumo do protocolo experimental 4.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025). Legenda: PTX: paclitaxel; DOX: Cloridrato de doxorrubicina; DMSO:
Dimetilsulféxido; PBS: tampéo fosfato-salino (PBS). MCF-7: Linhagem celular de cancer de mama do subtipo
luminal. MDA-MB-231: Linhagem celular de cancer de mama do subtipo triplo negativo. RAW 264.7: Linhagem
celular de macrofagos murinos. iNOS: 6xido nitrico sintase induzivel. TNF-alfa: Fator de necrose tumoral alfa.
IL-18: Interleucina 18. IL-10: Interleucina 10. TGF-beta: do inglés, Transforming Growth Factor Beta. MMP9:
Metaloproteinase de matriz 9. Argl: arginase-1. CD206: do inglés, Cluster of Differentiation 206.
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3.2.3.4.1 Expressao génica por qPCR

Foi realizada uma andlise no perfil de polarizacdo dos macrofagos a partir da
expressao de genes para M1 (Tnf-alfa, inos, Tgf-beta e II-18) e M2 (mmp9, argl e cd206).

Para a extracdo do RNA, foi adicionado ImL o reagente Trizol (Invitrogen®, Life
Technologies,Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) para cada grupo experimental e
com o auxilio de um “scraper” as cé¢lulas foram arrastadas no fundo do pogo, e logo em seguida,
armazenadas em um microtubo de 2mL. Feito isto, a extragdo do RNA total seguiu o protocolo
do fabricante do Trizol.

A qualidade do RNA extraido foi quantificado em um Espectrofotometro de
Microplacas Epoch™ (BioTek) nos comprimentos de onda de 260 nm e da razao 260/280 nm,
Ap6s isso, a transcrigdo do RNA em cDNA (DNA complementar) foi realizada com o High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Life Technologies, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) em um terminociclador. Por fim, o qPCR foi feito no
QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Life Technologies,Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) utilizando o SyBr Green (Applied Biosystems, Life
Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), de acordo com as especificagdes
do fabricante.

Por fim, a expressao do mRNA foi determinada a partir da normaliza¢do dos dados
com o gene de referéncia Gapdh. A expressao relativa foi calculada pelo método 2-AACt. Para

a qPCR foi utilizada a lista dos seguintes primers (Quadro 5).

Quadro 5 - Sequéncia de primers utilizados no qRT-PCR

Primer Forward Reverse

Tnf-alfa 5'- CATCTTCTCAAAATTCGAGACAA -3' 5'- TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC-3'
inos 5'- GGCAGCCTGTGAGACCTTTG-3' 5'- GCATTGGAAGTGAAGCGTTTC-3'
Tgf-beta 5'- CACTGGAGTTGTACGGCAGTG-3' 5'- AGAGCAGTGAGCGCTGAATC-3'
1l-18 5'- CAGGCCTGACATCTTCTGCAA-3' 5'- TCTGACATGGCAGCCATTGT-3'
cd206 5'- CTCGTGGATCTCCGTGACAC-3' 5'- GCAAATGGAGCCGTCTGTGC-3'

argl 5'- CCAGAAGAATGGAAGAGTCAGTGT-3" | 5'- GCAGATATGCAGGGAGTCACC-3'
mmp9 5'- AACATCTGGCACTCCAC-3' 5'- GCAGAAGTTCTATGGCCTGC-3'
Gadph 5'- GGGTGTGAACCACGAGAAAT-3' 5'-CCTTCCACAATGCCAAAGTT-3'

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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3.2.3.4.1 Dosagem de Nitrito

Para avaliar o estimulo dos sobrenadantes das linhagens tumorais (MCF-7 ¢ MDA-
MB-231) nas células RAW 264.7 para a produgdao de oxido nitrico (NO), foi dosada a
quantidade de nitrito (NO>") pelo método de Griess. Para analise do NO, foram adicionados 50
pL do reagente de Griess (Sulfanilamida 1% em dacido fosforico 5% / N-(1-naftil)-
etilenodiamina (NEED) 0,1% em 4gua destilada) a 50 pL. das amostras de sobrenadantes das
culturas. A reacao ocorreu em uma placa de 96 pogos, por 15 minutos, a temperatura ambiente,
sem iluminacdo. Em seguida, foi efetuada a leitura no espectrofotdmetro com o comprimento
de onda de 540 nm. A concentragao de nitrito (uM) foi determinada a partir da curva padrdo de
nitrito de sddio (NaNO>), em uma diluicao seriada a partir de 200uM. Por fim, as absorbancias
foram tabuladas no Excel e definidamente calculadas pela equagao da reta obtida a partir da

curva padrdo.
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4 RESULTADOS

4.1 Estudo Clinico

4.1.1 Dados clinicos e patologicos de pacientes com cdncer de mama triplo negativo

Os resultados que serdo apresentados a seguir foram obtidos a partir de 73 pacientes
apos considerar os critérios de inclusdo e exclusdo, com Cancer de Mama Triplo Negativo entre
os estagios I a III, todas do sexo feminino, com admissao no periodo de 2012 a 2020 atendidos
no Hospital Haroldo Juagaba. Por conseguinte, serd apresentado na Tabela 1 os dados clinicos
e patologicos das pacientes do estudo.

Quanto a analise descritiva da idade, observa-se uma média de 53 anos, com a
minima de 26 anos e maxima de 86 anos. Ao categorizar por faixa etdria (<50 ou > 50),
observou-se que 46 pacientes (63,01%) tinham mais de 50 anos. Quanto a raga, 44 (60,27%)
pacientes eram pardas, 19 (26,03%) eram brancas e 10 (13,70%) pacientes ndo tinham essa
informagdo no prontuario. Além disso, das 46 pacientes que possuiam informagdo sobre
histérico familiar de cancer, 41,10% apresentavam historico familiar (mae, tia, prima e
sobrinhas) para cancer, dentre eles, mama. Contudo, vale salientar que, das 73 pacientes, 27
(36,99%) nao possuiam essa informagdo no prontuario. 70 (95,89%)

Com relacdo ao tipo histoldgico, a maioria das pacientes foi classificada como
carcinoma invasivo tipo nao especial (TNE), representando 95,89% (n=70) da amostra. Para
finalizar, os menos comuns foram o papilar com 1,37% (n=1) e o mucinoso metaplasico com
2,74% (n=2). Quanto ao grau histologico, a maior frequéncia foi de escala II e III,
contabilizando 24 (32,88%) e 48 (65,75%) pacientes, respectivamente (Tabela 1).

Quanto ao estadiamento clinico ao diagndstico, observou-se que a maioria das
pacientes estava no estagio II, representando 45,21% (n=33) da amostra. Em sequéncia, o
estagio III foi o segundo mais frequente, com 35,62% (n=26), e, por ultimo, o estdgio I com
9,59% (n=7). Dos 73 pacientes, a maioria apresentou uma classificagdo de tumor primario entre
T2 e T3, de acordo com a classificagdo TNM. Além disso, entre os 66 pacientes com
informagdes sobre o Estadiamento N (nddulo linfatico), observou-se que 33 pacientes (N1 a
N3) apresentaram comprometimento linfatico, conforme detalhado na tabela 1.

A presenga da invasdo vascular linfética e perineural esteve presente em 42,47% e
26,03% pacientes, respectivamente. Em relagdo ao indice de proliferagao celular, mesurado pela

imunomarcag¢do do Ki-67 foi escolhido como ponto de corte >20% obtendo como resultado que
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84,93% (n=62) das pacientes apresentaram elevado indice de proliferacdo. No que diz respeito
ao tratamento adotado, das 73 pacientes do estudo, 46 (63,01%) ndo realizaram a quimioterapia
neoadjuvante, enquanto 44 (60,27%) fizeram quimioterapia adjuvante. Quanto a resposta

clinica a quimioterapia evidenciou-se que 10 pacientes progrediram a doenga.



Tabela 1 — Dados clinicos e patoldgicos de pacientes com cancer de mama triplo negativo

(continua).
Variavel N (%)

Idade (anos)

Média + Desvio padrdo 53,27 £14,27
<50 27 (36,99%)
>50 46 (63,01%)
Raca

Parda 44 (60,27%)
Branca 19 (26,03%)

Sem informag&o
Historico Familiar
Sim

Niao

NA

Tipo histolégico
Carcinoma Invasivo tipo ndo especial (TNE)
Papilar
Mucinoso Metaplasico
Grau histolégico
I

II

11
Estadiamento

I

11

I

NA
Estadiamento T
T1

T2

T3

T4

NA
Estadiamento N
NO

N1

N2

N3

NA

Metastase

MO

NA

pT

In situ

1

3

4

Sem informacao
pN

0

1

2

3

Sem informacao

10 (13,70%)

30 (41,10%)
16 (21,92%)
27 (36,99%)

70 (95,89%)
1 (1,37%)
2 (2,74%)

1 (1,37%)
24 (32,88%)
48 (65,75%)

7(9,59%)
33 (45,21%)
26 (35,62%)

7(9,59%)

8 (10,96%)
28 (38,36%)
16 (21,92%)
11 (15,07%)
10 (13,70%)

30 (41,10%)
16 (21,92%)
14 (19,18%)
3 (4,11%)
10 (13,70%)

63 (86,30%)
10 (13,70%)

1(1,37%)
5 (6,85%)
13 (17,81%)
34 (46,58%)
11 (15,07%)
5 (6,85%)
4 (5,48%)

43 (58,90%)
13 (17,81%)
6 (8,22%)
6 (8,22%)
5 (6,85%)
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Tabela 1 — Dados clinicos e patoldgicos de pacientes com cancer de mama triplo negativo

(conclusao).

Variavel N (%)
Invasao vascular linfatica

Sim 31 (42,47%)
Nio 40 (54,79%)
Sem informagao 2 (2,74%)
Invasao perineural

Sim 19 (26,03%)
Nio 52 (71,23%)
Sem informag&o 2 (2,74%)
indice de proliferacio ki67

<20% 10 (13,70%)
>20% 62 (84,93%)
NA 1(1,37%)
Quimioterapia Neoadjuvante

Sim 26 (2,74%)
Nio 46 (63,01%)
Sem informag&o 1(1,37%)
Quimioterapia Adjuvante

Sim 44 (60,27%)
Nio 29 (39,73%)
Resposta clinica

Resposta completa 5 (6,94%)
Resposta parcial 9 (12,50%)
Progressdo da doenca 10 (13,89%)
NA 48 (66,67%)
Sem informag&o 1(1,37%)

Radioterapia
Sim
Nao
NA

Recidiva
Sim
Nao
NA

53 (72,60%)
19 (26,03%)
1(1,37%)

34 (46,58%)
39 (53,42%)
2 (2,74%)

Fonte: Dados da pesquisa (2025).
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4.1.2 Imunofluorescéncia do eixo IL-33/ST2 e as associagcdoes com os pardmetros patolégicos

e clinicos de pacientes com Céancer de Mama Triplo Negativo.

Para classificar os pacientes em alto (do inglés, High) e baixo (do inglés, low)
expressor, foi necessario definir um cut-off, também conhecido como ponto de corte. O cut-off
foi estabelecido a partir da mediana das porcentagens da quantifica¢do da area da fluorescéncia,
a distribuigdo da expressao da fluorescéncia esta ilustrada na Figura 17, abaixo. Para o
marcador IL-33, os casos com valor maior ou igual a 35,48% como alto expressor para IL-33,
enquanto os valores inferiores a 35,48% foram classificados como baixo expressor. Ja para o
ST-2, os valores iguais ou superior a 9,03% foram classificados como alto expressor para ST-2

e os valores inferiores como sendo baixo expressor.

Figura 17 — Distribui¢do da area fluorescente das pacientes Cancer de Mama Triplo Negativo

com ponto de corte (cut-off) definido pela mediana.
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Fonte: Dados da Pesquisa (2025). A figura mostra a distribui¢do do percentual da area fluorescentes dos
marcadores IL-33 e ST2 nos 73 pacientes. Cada ponto representa o percentual de cada paciente. A linha pontilhada
indica a mediana (cut-off) das amostras analisadas. a) O percentual minimo da area fluorescente de IL-33 foi 0,94%

e 0 maximo foi de 169,4%. b) O valor minimo do receptor da IL-33 (ST2) foi 0,33% e o maximo foi 117,4%.

De maneira geral, a fluorescéncia dos dois marcadores (IL-33 e ST-2) se mostrou
com um padrdo varidvel, ja que tiveram casos com alta e baixa expressdo, conforme

representado logo a seguir nas Figuras 18 e 19.
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Figura 18 - Expressao de IL-33 por imunofluorescéncia das amostras em pacientes com Cancer

de Mama Triplo Negativo (CMTN).

IL-33

HIGH NEGATIVO

LOW

Fonte: Dados da pesquisa (2025). As laminas de parafina de 7issue Microarray (TMA) com as amostras de core-
biopsy foram submetidas a Imunofluorescéncia Indireta (IFI) para avaliar a expressdo da IL-33. O controle
negativo foi incubado com anticorpo secunddrio para observar a presenga do background. O “high” representa um
paciente com marcacdo da area de fluorescéncia > 35,48%, enquanto “low” representa o paciente com marcagéo
<35,48%. Legenda: IL-33 (em vermelho); DAPI (marcador nuclear, em azul); Merge: sobreposi¢do da IL-33 e
DAPI. Aumento: 200 x. Escala: 100pm.
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Figura 19 - Expressdo de ST-2 por imunofluorescéncia das amostras em pacientes com Cancer
de Mama Triplo Negativo (CMTN).

ST2 DAPI MERGE

Fonte: Dados da pesquisa (2025). As laminas de parafina de 7issue Microarray (TMA) com as amostras de core-
biopsy foram submetidas a Imunofluorescéncia Indireta (IFI) para avaliar a expressdo de ST2. O controle negativo
foi incubado com anticorpo secundario para observar a presenca do background. O “high” representa um paciente
com marcagdo da area de fluorescéncia >9,03%, enquanto “/ow” representa o paciente com marcagio < 9,03%.
Legenda: ST2 (em vermelho); DAPI (marcador nuclear, em azul); Merge: sobreposi¢do da ST2 e DAPI. Aumento:
200 x. Escala: 100um.

NEGATIVO

HIGH

LOW
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A Tabela 2 resume a analise da associacao da area de fluorescéncia de IL-33 ¢ ST2
entre as varidveis clinico-patologicas das pacientes com CMTN. Os dados evidenciaram um
pior prognostico nos pacientes com cancer de mama triplo negativo € que apresentaram baixo
nivel de expressao da IL-33. Houve uma significancia estatistica (p<0,05) nos pacientes que
ndo recidivaram e com alto indice de proliferacdo com o aumento da expressdo de IL-33 na

biopsia de pacientes com cancer de mama triplo negativo.



Tabela 2 - Associagdo dos parametros clinicos-patologicos com a expressao de IL-33 e ST-2 por imunofluorescéncia (continua).

Expressdo de IL-33 Expressdo de ST2
Total High Low High Low
Variaveis n (%) n (%) n (%) p-Value n (%) n (%) p-Value
> 35,48% <35,48% >9,03% (<9,03%)

Sexo
Feminino 73 (100%) 37 (50,68%) 36 (49,32%) - 35 (47,95%) 38 (52,05%) -
Idade (anos)
<50 27 (36,99%) 13 (35,14%) 14 (38,89%) 0,8108 14 (40,00%) 13 (34,21%) 0,6356
>50 46 (63,01%) 24 (64,86%) 22 (61,11%) 21 (60,00%) 25 (65,79%)
Racga
Parda 44 (60,27%) 25 (67,57%) 19 (52,78%) 17 (48,57%) 27 (71,05%)
Branca 19 (26,03%) 7 (18,92%) 12 (33,33%) 0,1769 9 (25,71%) 10 (26,32%) 0,5834
Sem informagdo 10 (13,70%) 5(13,51%) 5(13,89%) 9 (25,71%) 1(2,63%)
Historico Familiar
Sim 30 (41,10%) 17 (45,95%) 13 (36,11%) 13 (37,14%) 17 (44,74%)
Nao 16 (21,92%) 8 (21,62%) 8(22,22%) 0,7604 5 (14,29%) 11 (28,95%) 0,5326
NA 27 (36,99%) 12 (32,43%) 15 (41,67%) 17 (48,57%) 10 (26,32%)
Tipo histolégico
TNE 70 (95,89%) 35 (94,6%) 35(97,22%) 33 (94,28%) 37 (97,37%)
Papilar 1 (1,37%) 1 (2,70%) 0 (0,00%) - 1 (2,86%) 0 (0,00%) -
Mucinoso Metaplasico 2 (2,74%) 1 (2,70%) 1 (2,78%) 1 (2,86%) 1(2,63%)
Grau histologico
I 1(1,37%) 1 (2,70%) 0 (0,00%) 0 (0,00%) 1 (263%)
11 24 (32,88%) 14 (37,84%) 10 (27,78%) 0,3703 16 (45,71%) 8(21,05%) 0,0597
m 48 (65,75%) 22 (59,46%) 26 (72,22%) 19 (54,29%) 29 (76,32%)
Estadiamento
I 7 (9,59%) 5(13,51%) 2 (5,56%) 4 (11,43%) 3 (7,89%)
11 33 (45,21%) 19 (51,35%) 14 (38,89%) 0.1051 13 (37,14%) 20 (52,63%) 0.4619
I 26 (35,62%) 9 (24,32%) 17 (47,22%) ’ 14 (40,00%) 12 (31,58%) ’
NA 7 (9,59%) 4 (10,81%) 3 (8,33%) 4 (11,43%) 3 (7,89%)
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Tabela 2 - Associacdo dos parametros clinicos-patologicos com a expressao de IL-33 e ST-2 por imunofluorescéncia (continua).

Expressao de IL-33 Expressdo de ST2
o Total High Low High Low
Variaveis n (%) n (%) n (%) p-Value n (%) n (%) p-Value
> 35,48% <35,48% >9,03% (<9,03%)
Estadiamento T
Tl 8 (10,96%) 5(13,51%) 3 (8,33%) 6 (17,14%) 2 (5,26%)
T2 28 (38,36%) 16 (43,24%) 12 (33,33%) 12 (34,29%) 16 (42,11%)
T3 16 (21,92%) 6 (16,22%) 10 (27,78%) 0,4114 7 (20,00%) 9 (23,68%) 0,4275
T4 11 (15,07%) 4 (10,81%) 7 (19,44%) 5 (14,29%) 6 (15,79%)
NA 10 (13,70%) 6 (16,22%) 4 (11,11%) 5(14,29%) 5(13,16%)
Estadiamento N
NO 30 (41,10%) 16 (43,24%) 14 (38,89%) 12 (34,29%) 18 (47,37%)
N1 16 (21,92%) 10 (37,50%) 6 (16,67%) 9 (25,71%) 7 (18,42%)
N2 14 (19,18%) 3 (78,57%) 11 (30,56%) 0,1105 6 (17,14%) 8(21,05%) 0,2033
N3 3 (4,11%) 2 (33,33%) 1 (2,78%) 3 (8,57%) 0 (0,00%)
NA 10 (13,70%) 6 (40,00%) 4 (11,11%) 5(14,29%) 5(13,16%)
pT
In situ 1 (1,37%) 1 (2,70%) 0 (0,00%) 1 (2,86%) 0 (0,00%)
0 5 (6,85%) 2 (5,41%) 3 (8,33%) 3 (8,57%) 2 (5,26%)
1 13 (17,81%) 6 (16,22%) 7 (19,44%) 8 (22,86%) 5(13,16%)
2 34 (46,58%) 18 (48,65%) 16 (44,44%) 0,8082 13 (37,14%) 21 (55,26%) 0,5900
3 11 (15,07%) 7 (18,92%) 4 (11,11%) 5(14,29%) 6 (14,79%)
4 5 (6,85%) 2 (5,41%) 3 (8,33%) 2 (5,71%) 3 (7,89%)
Sem informagdo 4 (5,48%) 1 (2,70%) 3 (8,33%) 3 (8,57%) 1(2,63%)
pN
0 43 (58,90%) 22 (59,46%) 21 (58,33%) 20 (57,14%) 23 (60,53%)
1 13 (17,81%) 8 (21,62%) 5(13,89%) 6 (17,14%) 7 (18,42%)
2 6 (8,22%) 2 (5,41%) 4 (11,11%) 0,6106 1 (2,86%) 5(13,16%) 0,3743
3 6 (8,22%) 4 (10,81%) 2 (5,56%) 4 (11,43%) 2 (5,26%)
NA 5 (6,85%) 1 (2,70%) 4 (11,11%) 4 (11,43%) 1 (2,63%)



Tabela 2 - Associagdo dos parametros clinicos-patologicos com a expressao de IL-33 e ST-2 por imunofluorescéncia (continua).

Expressado de IL-33 Expressdo de ST2
Total High Low High Low

Variaveis n (%) n (%) n (%) p-Value n (%) n (%) p-Value

> 35,48% <35,48% 2>9,03% (<9,03%)
Invasao vascular
linfatica
Sim 31 (42,47%) 14 (37,84%) 17 (47,22%) 14 (40,00%) 17 (44,74%)
Nao 40 (54,79%) 21 (56,76%) 19 (52,78%) 0,5396 20 (57,14%) 20 (52,63%) 0,6856
Sem informagdo 2 (2,74%) 2 (5,41%) 0 (0,00%) 1(2,86%) 1(2,63%)
Invasdo perineural
Sim 19 (26,03%) 8 (21,62%) 11 (30,56%) 6 (17,14%) 13 (34,21%)
Nao 52 (71,23%) 27 (72,97%) 25 (69,44%) 0,4638 28 (80,00%) 24 (63,16%) 0,0964
Sem informacdo 2 (2,74%) 2 (5,41%) 0 (0,00%) 1 (2,86%) 1(2,63%)
indice de proliferacio
ki67
<20% 10 (13,70%) 9 (24,32%) 1 (2,78%) 5(14,29%) 5(13,16%)
>20% 62 (84,93%) 27 (72,97%) 35(97,22%) 0,0068* 30 (85,71%) 32 (84,21%) 0,9246
NA 1 (1,37%) 1(2,70%) 0 (0,00%) 0 (0,00%) 1(2,63%)
Quimioterapia
Neoadjuvante
Sim 26 (35,62%) 9 (24,32%) 17 (47,22%) 13 (37,14%) 13 (34,21%)
Nao 46 (63,01%) 27 (72,97%) 19 (52,78%) 0,0497* 22 (62,86%) 24 (63,16%) 0,8593
Sem informagdo 1 (1,37%) 1(2,70%) 0 (0,00%) 0 (0,00%) 1(2,63%)
Quimioterapia
Adjuvante
Sim 44 (60,27%) 25 (67,57%) 19 (52,78%) 0.1967 20 (57,14%) 24 (63,16%) 0.5998
Nao 29 (39,73%) 12 (32,43%) 17 (47,22%) ’ 15 (42,86%) 14 (36,84%) ’
Radioterapia
Sim 53 (72,60%) 26 (70,27%) 27 (75,00%) 23 (65,71%) 30 (78,95%)
Nao 19 (26,03%) 11 (29,73%) 8(22,22%) 0,5084 12 (34,29%) 7 (18,42%) 0,1392
NA 1 (1,37%) 0 (0,00%) 1 (2,78%) 0 (0,00%) 1(2,63%)
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Tabela 2 - Associacdo dos parametros clinicos-patologicos com a expressao de IL-33 e ST-2 por imunofluorescéncia (conclusao).

Expressao de IL-33 Expressdo de ST2
Total High Low High Low

Variaveis n (%) n (%) n (%) p-Value n (%) n (%) p-Value

= 35,48% <35,48% =9,03% (<9,03%)
Resposta clinica
Resposta completa 5 (6,94%) 1 (2,70%) 4 (11,11%) 3 (8,57%) 2 (5,26%)
Resposta parcial 9 (12,50%) 4 (10,81%) 5(13,89%) 4 (11,43%) 5(13,16%)
Progressdo da doenca 10 (13,89%) 4 (10,81%) 6 (16,67%) 0,6488 5 (14,29%) 5(13,16%) 0,8559
NA 48 (66,67%) 27 (72,97%) 21 (58,33%) 23 (65,71%) 25 (65,79%)
Sem informagao 1 (1,37%) 1 (2,70%) 0 (0,00%) 0 (0,00%) 1 (2,63%)
Recidiva
Sim 34 (46,58%) 13 (35,14%) 21 (58,33%) 18 (51,43%) 16 (42,11%)
Nio 39 (53,42%) 23 (62,16%) 14 (38,89%) 0,0440* 17 (48,57%) 20 (52,63%) 0,5559
NA 2 (2,74%) 1 (2,70%) 1 (2,78%) 0 (0,00%) 2 (5,26%)

Fonte: Dados da pesquisa (2025).



4.1.3 Imuno-histoquimica de IL-33 e ST-2 em pacientes com Cdncer de Mama Triplo

Negativo.

Os resultados obtidos entre a associagao das variaveis clinico-patologicas com os
escores obtidos pela expressdao de IL-33 e ST2 por imuno-histoquimica estdo organizados na
Tabela 3 Contudo, ndo foram encontrados valores significativos (p>0,05) nas varidveis
analisadas em ambos os marcadores. As Figuras 20 e 21 de forma representativa os escores da

imuno-histoquimica.
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Tabela 3 - Associacdo entre os escores de imuno-histoquimica para IL-33 e as variaveis clinico-

patologicas em pacientes com CMTN (continua).

IL-33 (Escores de THQ)

e o
Varidvel N (%) Escore 0-1 Escore 2 p

Total (n) 38 (100,0%) 20 (100,0%) 18 (100,0%)

Idade (anos)

<50 17 (44,7%) 6 (30,0%) 11 (61,1%) 0,1042

>50 21 (55,3%) 14 (70,0%) 7 (38,9%)

Raca 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Parda 20 (52,6%) 9 (45,0%) 11 (61,1%) 0,7958

Branca 10 (26,3%) 5 (25,0%) 5(27,8%)

Sem informagao 8 (21,1%) 6 (30,0%) 2 (11,1%)

Historico Familiar

Sim 14 (36,8%) 6 (30,0%) 8 (44,4%) 0,5000

Néo 2 (5,3%) 0 (0,0%) 2 (11,1%)

NA 22 (57,9%) 14 (70,0%) 8 (44,4%)

Tipo histolégico

Carcinoma Invasivo tipo

ndo especial (TNE) 37 (97,4%) 20 (100,0%) 17 (94,4%) -

Papilar 1 (2,6%) 0 (0,0%) 1 (5,6%)

Grau histolégico

I 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0,9442

11 15 (39,5%) 8 (40,0%) 7 (38,9%)

1 23 (60,5%) 12 (60,0%) 11 (61,1%)

Estadiamento Clinico

I 4 (10,5%) 2 (10,0%) 2 (11,1%) 0,7849

I 17 (44,7%) 10 (50,0%) 7 (38,9%)

I 17 (44,7%) 8 (40,0%) 9 (50,0%)

Estadiamento T

T1 6 (15,8%) 3 (15,0%) 3 (16,7%) 0,5346

T2 14 (36,8%) 8 (40,0%) 6 (33,3%)

T3 9 (23,7%) 3 (15,0%) 6 (33,3%)

T4 9 (23,7%) 6 (30,0%) 3 (16,7%)

Estadiamento N

NO 18 (47,4%) 10 (50,0%) 8 (44,4%) 0,9049

N1 8 (21,1%) 4 (20,0%) 4(22,2%)

N2 9 (23,7%) 4 (20,0%) 5(27,8%)

N3 3 (7,9%) 2 (10,0%) 1 (5,6%)

pT

0 5 (13,2%) 1 (5,0%) 4 (22,2%) 0,2162

1 9 (23,7%) 4 (20,0%) 5(27,8%)

2 13 (34,2%) 8 (40,0%) 5(27,8%)

3 5(13,2%) 2 (10,0%) 3 (16,7%)

4 3 (7,9%) 3 (15,0%) 0 (0,0%)

NA 1 (2,6%) 0 (0,0%) 1 (5,6%)

pN

0 23 (60,5%) 11 (55,0%) 12 (66,7%) 0,3406

1 6 (15,8%) 3 (15,0%) 3 (16,7%)

2 3 (7,9%) 1 (5,0%) 2 (11,1%)

3 3 (7,9%) 3 (15,0%) 0 (0,0%)

NA 1 (2,6%) 0 (0,0%) 1 (5,6%)

Invasao vascular 0,2638

linfatica

Sim 19 (50,0%) 8 (40,0%) 11 (61,1%)

Nao 19 (50,0%) 12 (60,0%) 8 (44,4%)
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Tabela 3 - Associacdo entre os escores de imuno-histoquimica para IL-33 e as varidveis clinico-

patologicas em pacientes com CMTN (conclusao).

IL-33 (Escores de IHQ)

Variavel N (%)
Escore 0-1 Escore 2 p

Invasio perineural
Sim 8 (21,1%) 2 (10,0%) 6 (33,3%) 0,0781
Nao 30 (78,9%) 18 (90,0%) 12 (66,7%)
Indice de proliferacao
ki67
<20% 4 (10,5%) 3 (15,0%) 1 (5,6%) 0,3435
>20% 34 (89,5%) 17 (85,0%) 17 (94,4%)
Mama
Direita 16 (42,1%) 8 (40,0%) 8 (44,4%) 0,7817
Esquerda 22 (57,9%) 12 (60,0%) 10 (55,6%)
Cirurgia
Sim 35 (92,1%) 18 (90,0%) 17 (94,4%) 0,6119
Nio 3(7,9%) 2 (10,0%) 1 (5,6%)
Tipo de cirurgia
Nao 1 (2,6%) 1 (5,0%) 0 (0,0%) 0,5624
Mastectomia 22 (57,9%) 12 (60,0%) 10 (55,6%)
Quadrantectomia 13 (34,2%) 6 (30,0%) 7 (38,9%)
NA 2 (5,3%) 1(5,0%) 1 (5,6%)
Linfadenectomia
Sim 30 (78,9%) 16 (80,0%) 14 (77,8%) 0,8555
Nao 7 (18,4%) 4 (20,0%) 3(16,7%)
NA 1(2,6%) 0 (0,0%) 1(5,6%)
Linfonodo sentinela
Nao 17 (44,7%) 10 (50,0%) 7 (38,9%) 0,6232
Sim 14 (36,8%) 7 (35,0%) 7 (38,9%)
NA 7 (18,4%) 3 (15,0%) 4(22,2%)
Quimioterapia
Neoadjuvante
Sim 17 (44,7%) 8 (40,0%) 9 (50,0%) 0,5359
Nio 21 (55,3%) 12 (60,0%) 9 (50,0%)
Quimioterapia
Adjuvante
Sim 19 (50,0%) 10 (50,0%) 9 (50,0%) >0,9999
Nio 19 (50,0%) 10 (50,0%) 9 (50,0%)
Resposta clinica
Resposta completa 4 (10,5%) 1 (5,0%) 3 (16,7%) 0,2296
Resposta parcial 7 (18,4%) 3 (15,0%) 4 (22,2%)
Progressdo da doenca 5(13,2%) 4 (20,0%) 1 (5,6%)
NA 22 (57,9%) 13 (65,0%) 9 (50,0%)
Radioterapia
Sim 26 (68,4%) 12 (60,0%) 14 (77,8%) 0,3308
Nao 11 (28,9%) 7 (35,0%) 4(22,2%)
NA 1 (2,6%) 1 (5,0%) 0 (0,0%)
Recidiva
Sim 21 (55,3%) 12 (60,0%) 9 (50,0%) 0,4290
Nio 17 (44,7%) 8 (40,0%) 10 (55,6%)

Fonte: Dados da Pesquisa (2025)



81

Tabela 4 - Associagdo entre os escores de imuno-histoquimica para ST2 e as variaveis clinico-

patologicas em pacientes com CMTN (continua).

., ST2 (Escores de THQ)
Variavel N (%)
Escore 0-1 Escore 2-3 p
Total (n) 35(100,0%) 31 (100,0%) 4 (100,0%)
Idade (anos)
<50 16 (45,7%) 14 (45,2%) 2 (50,0%) 0,9185
>50 21 (60,0%) 19 (61,3%) 3 (75,0%)
Raca 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Parda 9 (25,7%) 8 (25,8%) 1 (25,0%) 0,1495
Branca 18 (51,4%) 18 (58,1%) 0 (0,0%)
Sem informagao 8 (22,9%) 5(16,1%) 3 (75,0%)
Historico Familiar
Sim 13 (37,1%) 12 (38,7%) 1 (25,0%) 0,5933
Nio 22 (62,9%) 19 (61,3%) 3 (75,0%)
Tipo histolégico
Carcinoma Invasivo tipo
ndo especial (TNE) 34 (97,1%) 30 (96,8%) 4 (100,0%) -
Papilar 1 (2,9%) 1 (3,2%) 0 (0,0%)
Grau histolégico
1I 13 (37,1%) 10 (32,3%) 3 (75,0%) 0,0959
11 22 (62,9%) 21 (67,7%) 1 (25,0%)
Estadiamento Clinico
I 3 (8,6%) 2 (6,5%) 1 (25,0%) 0,3937
1I 16 (45,7%) 15 (48,4%) 1 (25,0%)
111 16 (45,7%) 14 (45,2%) 2 (50,0%)
Estadiamento T
Tl 5 (14,3%) 4 (12,9%) 1 (25,0%) 0,9073
T2 13 (37,1%) 12 (38,7%) 1 (25,0%)
T3 9 (25,7%) 8 (25,8%) 1 (25,0%)
T4 8 (22,9%) 7 (22,6%) 1 (25,0%)
Estadiamento N
NO 16 (45,7%) 14 (45,2%) 2 (50,0%) 0,9354
N1 8 (22,9%) 7 (22,6%) 1 (25,0%)
N2 8 (22,9%) 7 (22,6%) 1 (25,0%)
N3 3 (8,6%) 3(9,7%) 0(0,0%)
pT
0 5(14,3%) 4 (12,9%) 1 (25,0%) 0,8014
1 8 (22,9%) 7 (22,6%) 1 (25,0%)
2 12 (34,3%) 11 (35,5%) 1 (25,0%)
3 5(14,3%) 5(16,1%) 0(0,0%)
4 3 (8,6%) 3(9,7%) 0(0,0%)
NA 1(2,9%) 1.(3,2%) 0 (0,0%)
pN
0 21 (60,0%) 18 (58,1%) 3 (75,0%) 0,5965
1 6 (17,1%) 6 (19,4%) 0 (0,0%)
2 3 (8,6%) 3(9,7%) 0 (0,0%)
3 3 (8,6%) 3(9,7%) 0 (0,0%)
NA 1(2,9%) 1 (3,2%) 0 (0,0%)
Invasio vascular linfatica
Sim 18 (51,4%) 16 (51,6%) 2 (50,0%) 0,06074

Néo 17 (48,6%) 15 (48,4%) 2 (50,0%)
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Tabela 4 - Associagdo entre os escores de imuno-histoquimica para ST2 e as variaveis clinico-

patologicas em pacientes com CMTN (conclusdo).

., ST2 (Escores de THQ)
Variavel N (%)
Escore 0-1 Escore 2-3 p
Invasio perineural
Sim 8 (22,9%) 7 (22,6%) 1 (25,0%) 0,9136
Nao 27 (77,1%) 24 (77,4%) 3 (75,0%)
Indice de proliferacio
ki67
<20% 3 (8,6%) 2 (6,5%) 1 (25,0%) 0,2123
>20% 32 (91,4%) 29 (93,5%) 3 (75,0%)
Mama
Direita 15 (42,9%) 13 (41,9%) 2 (50,0%) 0,7590
Esquerda 20 (57,1%) 18 (58,1%) 2 (50,0%)
Cirurgia
Sim 33 (94,3%) 30 (96,8%) 3 (75,0%) 0,0774
Nao 2(5,7%) 1 (3.2%) 1 (25,0%)
Tipo de cirurgia
Nao 2(5,7%) 1 (3,2%) 1 (25,0%) 0,2061
Mastectomia 20 (57,1%) 18 (58,1%) 2 (50,0%)
Quadrantectomia 13 (37,1%) 12 (38,7%) 1(25,0%)
Linfadenectomia
Sim 28 (80,0%) 25 (80,6%) 3 (75,0%) 0,6813
Nao 6 (17,1%) 5(16,1%) 1 (25,0%)
NA 1(2,9%) 1 (3,.2%) 0 (0,0%)
Linfonodo sentinela
Nao 15 (42,9%) 12 (38,7%) 3 (75,0%) 0,0772
Sim 14 (40,0%) 14 (45,2%) 0 (0,0%)
NA 6 (17,1%) 5(16,1%) 1 (25,0%)
Quimioterapia
Neoadjuvante
Sim 16 (45,7%) 14 (45,2%) 2 (50,0%) 0,8549
Nio 19 (54,3%) 17 (54,8%) 2 (50,0%)
Quimioterapia
Adjuvante
Sim 17 (48,6%) 16 (51,6%) 1 (25,0%) 0,3162
Nio 18 (51,4%) 15 (48,4%) 3 (75,0%)
Resposta clinica
Resposta completa 4 (11,4%) 3(9,7%) 1 (25,0%) 0,4008
Resposta parcial 7 (20,0%) 7 (22,6%) 0 (0,0%)
Progressdo da doenca 5(14,3%) 4 (12,9%) 1 (25,0%)
NA 19 (54,3%) 17 (54,8%) 2 (50,0%)
Radioterapia
Sim 25 (71,4%) 23 (74,2%) 2 (50,0%) 0,2561
Nio 9 (25,7%) 7 (22,6%) 2 (50,0%)
NA 1(2,9%) 1 (3,2%) 0 (0,0%)
Recidiva
Sim 18 (51,4%) 15 (48,4%) 3 (75,0%) 0,3162
Nio 17 (48,6%) 16 (51,6%) 1 (25,0%)

Fonte: Dados da Pesquisa (2025).
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Figura 20 - Fotomicrografias representativas da expressdo de I1L-33 por imuno-histoquimica

das amostras de core-biopsy em pacientes com Cancer de Mama Triplo Negativo (CMTN).

ESCORE 1 ESCORE 0 POSITIVO

ESCORE 2

Fonte: Dados da Pesquisa (2025). Controle positivo: linfonodo (recomendagdes do fabricante do anticorpo).
Fotomicrografias representativas da expressdo de IL-33 por imuno-histoquimica analisadas a intensidade de

marcacdo por escores em diferentes escalas capturadas por microscopio Optico, com aumento de 100x, 200x, 400x.



84

Figura 21 - Fotomicrografias representativas da expressdao de ST2 por imuno-histoquimica das

amostras de core-biopsy em pacientes com Cancer de Mama Triplo Negativo (CMTN).
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Fonte: Dados da Pesquisa (2025). Controle positivo: cancer de pulméao (recomendagdes do fabricante do anticorpo).
Fotomicrografias representativas da expressao de ST2 por imuno-histoquimica em diferentes escalas capturadas

por microscopio optico, com aumento de 100x, 200x, 400x.
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Figura 22 - Andlise de sobrevida global dos pacientes com alta e baixa expressao de I1L-33.
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A analise de Kaplan-Meier mostra que ndo ha diferenga na sobrevida global de dez anos nos subgrupos de cancer

de mama triplo-negativo de pacientes que apresentam expressdo alta ou baixa de IL-33. O valor P foi obtido pelo

teste de log-rank das curvas de Kaplan-Meier.
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4.2 Estudo in vitro

4.2.1 Fotomicrografias das linhagens MDA-MB-231 e MCF-7 apds o tratamento com

quimioterdpicos.

Para exemplificar o estado morfolégico das linhagens celulares tumorais apos o
tratamento com paclitaxel e doxorrubicina, foram registradas, em microscopio Optico, as
imagens dos grupos experimentais de MCF-7 e MDA-MB-2631, conforme observado nas
Figuras 23 e 24. Diante disso, ¢ visivelmente notério a mudanga morfoldgica de ambas as

linhagens ap6s o tratamento.

Figura 23 — Grupos experimentais da linhagem MCF-7 na placa de 6 pocos.

DMEM

Fonte: Dados da Pesquisa (2025). Aumento: 100x. Escala: 100um. As células MCF-7 (linhagem ndo triplo
negativo) (3x10* células/ml) foram incubadas com PBS, DMSO, LPS (20 pg/ml), PTX (5 uM), DOX (0,1 uM) e
PTX (2,5 uM) combinado com DOX (0,05 uM) por 24 horas. Nas imagens, ¢ notorio que existem diferencas
morfologicas entre os grupos incubados com diluentes e/ou quimioterapicos em comparagdo ao grupo controle
(DMEM). Essas mudangas incluem alteragdes no tamanho, forma e adesdo celular. Além disso, ¢ observado a
diminuigdo da proliferagdo celular pelo CI50 (concentragdo inibitoria capaz de inibir 50% do crescimento celular),

indicado o efeito citotoxico dos antineoplasicos.
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Figura 24 — Grupos experimentais da linhagem MDA-MB-231 na placa de 6 pocos.

DMSO

Fonte: Dados da Pesquisa (2025). Aumento: 100x. Escala: 100um. Legenda: As células MDA-MB-231 (linhagem
triplo negativo) (3x10* células/ml) foram incubadas com PBS, DMSO, PTX (5 nM), DOX (0,3 uM) e PTX (2,5
nM) combinado com DOX (0,15 uM) por 24 horas. Nas imagens, ¢ notorio que existem diferengas morfologicas
entre os grupos incubados com diluentes e/ou quimioterapicos em comparacdo ao grupo controle (DMEM). Essas

mudangas incluem alteragdes no tamanho, forma e adesdo celular.
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4.2.2 Imunofluorescéncia do eixo IL-33/ST2 nas linhagens MDA-MB-231 e MCF-7.

Para avaliar a expressao da interleucina-33, e de seu receptor ST2, nas células
tumorais (MCF-7 e MDA-MB-231) foi realizada a co-marca¢ao do eixo IL-33/ST2 por
Imunofluorescéncia.

A partir disso, foi possivel observar visualmente a presenca desse eixo em todos os
grupos experimentais, com ou sem tratamento quimioterapico, de ambas as linhagens tumorais,
incluindo o grupo controle (apenas meio de cultura), conforme ilustrado qualitativamente nas
Figuras 27 e 28. Contudo, para verificar a diferenca quantitativa da area fluorescente (Figuras
25 e 26) entre os grupos experimentais, foi realizada a quantificacdo da expressdo desses
marcadores, sendo possivel observar uma diferenga estaticamente significativa em todos os
grupos, independentemente da linhagem tumoral.

Quanto a area fluorescente de IL-33 tantos as linhagens de triplo negativo (MDA -
MB-231) como nao triplo negativo (MCF-7), o grupo incubado com doxorrubicina apresentou
um aumento significativo na expressdo de IL-33 em relagdo aos outros grupos, assim como, a
combinac¢do de quimioterdpicos paclitaxel e doxorrubicina, como ilustra a figura 25A e 26A,

respectivamente.
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Figura 25 - Quantificag¢do da area fluorescente do eixo IL-33/ST2 da linhagem tumoral MCF-

7 (linhagem nao triplo negativo).
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Fonte: Dados da pesquisa (2025). Os resultados da quantificacao da area fluorescente realizada com o auxilio do

Imagel, foram expressos como média + E.P.M. de trés experimentos independentes. As células MCF-7 (linhagem

ndo triplo-negativo) (3x10* células/mL) foram incubadas com LPS (20 pg/ml), DMSO, PBS, DOX e/ou PTX por

24 horas. Apds esse periodo, as células foram fixadas com paraformaldeido para iniciar o protocolo da

imunofluorescéncia. a) As células MCF-7 incubadas com DOX ¢ PTX+DOX mostraram um aumento significativo

da expressdo de IL-33 versus paclitaxel (PTX). b) As cé¢lulas MCF-7 incubadas com PTX apresentaram uma menor

expressdo do receptor ST2 versus os grupos DMEM (controle) e DMSO (diluente do PTX). O grupo incubado

com DOX e PTX+DOX apresentou um aumento da expressdo de ST2 versus PTX. Foi realizada a analise de one-

way ANOVA, seguida pelo pds-teste de Tukey, na qual indicou diferengas estatisticamente significativas de

#p<0,05, **p>0,005 e ***p<0,0001.
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Figura 26 - Quantificacdo da area fluorescente do eixo IL-33/ST2 da linhagem tumoral MDA-
MB-231.
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Fonte: Dados da pesquisa (2025). Os resultados da quantificagdo da area fluorescente, realizada com o auxilio do
ImagelJ, foram expressos como média + E.P.M. de trés experimentos independentes. As células MDA-MB-231
(linhagem triplo negativo) (3x10* células/mL) foram incubadas com LPS (10 pg/ml), DMSO, PBS, DOX e/ou
PTX por 24 horas. Apos esse periodo, as células foram fixadas com paraformaldeido para iniciar o protocolo da
imunofluorescéncia. a) As células MDA-MB-231 incubadas com PTX+DOX apresentaram um aumento
significativo da expressdo de IL-33 versus DMSO (diluente do PTX). b) As células MDA-MB-231 incubadas com
DOX e PTX+DOX apresentaram um aumento da expressdo de ST2 versus LPS. O grupo PTX+DOX apresentou
um aumento na expressdo de ST2 versus DMSO. Foi realizada a analise de one-way ANOVA, seguida pelo pos-

teste de Tukey, na qual indicou diferengas estatisticamente significativas de *p<0,05, **p>0,005 e ***p<0,0001.
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Figura 27 A - Expressdo de IL-33/ST2 na linhagem tumoral de CMTN (MDA-MB-231)
incubadas com DMEM, PBS, DMSO.
ST2 IL33 DAPI MERGE
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Fonte: Dados da pesquisa (2025). Legenda: As células MDA-MB-231 (3x10* células/ml) foram tratadas com PBS,

DMSO, LPS (10 pg/ml), PTX (5 nM), DOX (0,3 uM) e PTX (2,5 nM) combinado com DOX (0,15 pM) por 24

horas. Decorrido o tempo de tratamento, as células foram fixadas para o protocolo de Imunofluorescéncia. MERGE:
sobreposi¢do da IL-33, ST2 e Dapi. VERDE: IL-33; VERMELHO: ST2; azul: DAPI (marcador nuclear). Negativo:
incubado apenas com anticorpo secundario. Na figura, observa-se qualitativamente uma redugéo da fluorescéncia

de IL-33/ST2 no grupo DMSO em comparagdo ao grupo PBS. Aumento: 400x. Escala: 10um. Foto realizada no

microscéopio confocal de varredura a laser (Zeiss LSM 710, Carl Zeiss, Jena, Alemanha) na Central Analitica da

UFC.
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Figura 27 B - Expressdo de IL-33/ST2 na linhagem tumoral de CMTN (MDA-MB-231)
incubadas com LPS, DOX, PTX e DOX/PTX.
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Fonte: Dados da pesquisa (2025). Legenda: As células MDA-MB-231 (3x10* células/ml) foram tratadas com PBS,

DMSO, LPS (10 pg/ml), PTX (5§ nM), DOX (0,3 uM) e PTX (2,5 nM) combinado com DOX (0,15 uM) por 24

horas. Decorrido o tempo de tratamento, as células foram fixadas para o protocolo de Imunofluorescéncia. MERGE:
sobreposi¢do da IL-33, ST2 e Dapi. VERDE: IL-33; VERMELHO: ST2; azul: DAPI (marcador nuclear). Negativo:
incubado apenas com anticorpo secundario. Na figura, observa-se quantitativamente um aumento da fluorescéncia
de IL-33 no grupo PTX+DOX versus DMSO. Aumento: 400x. Escala: 10um. Foto realizada no microscopio

confocal de varredura a laser (Zeiss LSM 710, Carl Zeiss, Jena, Alemanha) na Central Analitica da UFC.



Figura 28 A- Expressdo de IL-33/ST2 na linhagem tumoral MCF-7 incubadas com DMEM,
PBS e DMSO.
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Fonte: Dados da pesquisa (2025). Legenda: As células MCF-7 (3x10* células/ml) foram tratadas com PBS, DMSO,
LPS (20 pg/ml), PTX (5 uM), DOX (0,1 uM) e PTX (2,5 uM) combinado com DOX (0,05 uM) por 24 horas.
Decorrido o tempo de tratamento, as células foram fixadas para o protocolo de Imunofluorescéncia. MERGE:
sobreposi¢do da IL-33, ST2 e Dapi. VERDE: IL-33; VERMELHO: ST2; azul: DAPI (marcador nuclear). Negativo:
incubado apenas com anticorpo secundério. Na figura, observa-se qualitativamente uma semelhanga dqa
fluorescéncia de IL-33/ST2 entre os diluentes (PBS e DMSO). Aumento: 400x. Escala: 10um. Foto realizada no
microscopio confocal de varredura a laser (Zeiss LSM 710, Carl Zeiss, Jena, Alemanha) na Central Analitica da
UFC.



9

S

Figura 28 B - Expressdo de IL-33/ST2 na linhagem tumoral MCF-7 incubadas com LPS, DOX,
PTX e DOX/PTX.
ST2 IL33 DAPI MERGE
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Fonte: Dados da pesquisa (2025). Legenda: As células MCF-7 (3x10* células/ml) foram tratadas com PBS, DMSO,
LPS (20 pg/ml), PTX (5 uM), DOX (0,1 uM) e PTX (2,5 uM) combinado com DOX (0,05 uM) por 24 horas.
Decorrido o tempo de tratamento, as células foram fixadas para o protocolo de Imunofluorescéncia. MERGE:
sobreposi¢do da IL-33, ST2 e Dapi. VERDE: IL-33; VERMELHO: ST2; azul: DAPI (marcador nuclear). Negativo:
incubado apenas com anticorpo secundario. Na figura, um aumento da expressdo de ST2 dos grupos DMEM,
DMSO e DOX versus PTX (p<0,05). Adicionalmente, quantitativamente o grupo PTX+DOX apresentou uma
expressdo maior de ST2 versus PTX (p<0,05). Aumento: 400x. Escala: 10um. Foto realizada no microscdopio
confocal de varredura a laser (Zeiss LSM 710, Carl Zeiss, Jena, Alemanha) na Central Analitica da UFC.
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A Figura 29 apresenta os dados obtidos na quantificagdo de IL-33 tanto para o
sobrenadante advindos diretamente das linhagens tumorais MDA-MB-231 (triplo negativo) e
MCF-7 (nao triplo negativo), quanto para o sobrenadante condicionado com linhagem tumoral
que estava em contato com RAW 264.7 (macrofagos).

Quanto a dosagem de IL-33 na linhagem tumoral ndo foi possivel observar
nenhuma diferenga estatistica entre os grupos da MDA-MB-231. J4 na MCF-7, foi notério a
redu¢do da concentracdo da IL-33 no grupo PTX+DOX em comparagdao ao grupo DMEM
(p>0,05).

Figura 29 — Dosagem de niveis de IL-33 no sobrenadante das células de macrofagos
previamente estimuladas com a quimioterapia nas células tumorais.
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Legenda: Os valores foram expressos como média *+ erro padrdo da média da quantidade de cada citocina em
pg/ml. IL-33: Interleucina 33. RAW: linhagem de macréfago utilizada RAW 264.7; DMEM: meio de cultivo
celular - Dulbecco's Modified Eagle Medium; PTX: paclitaxel; DOX: doxorrubicina. a) RAW 264.7 incubada com
sobrenadante da MDA-MB-231 (triplo negativo). b) sobrenadante da linhagem tumoral triplo negativo (MDA-
MB-231). ¢) RAW 264.7 incubada com sobrenadante da MCF-7 (nfo triplo negativo). d) sobrenadante da linhagem
tumoral nao triplo negativo (MCF-7). Observou-se uma diminuic¢éo da concentragdo de IL-33 no grupo PTX+DOX
versus DMEM (controle) (p<0,05).
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4.2.3 Avaliacdo da ativacio da linhagem celular RAW 264.7

Para avaliar a melhor concentragdo de LPS de acordo com as condigdes
experimentais para a estimulagio da RAW 264.7 (5,0 x 10° células/mL), foi realizada
inicialmente uma curva de concentragao (10, 100 e 1000 ng/mL) com o tempo de 24h. A Figura
30 demonstra que as células tiveram uma maior producdo de nitrito, ou seja, de forma indireta

a producado de 6xido nitrico (6,87 umol/L) na concentracdo de 1000 ng/mL.

Figura 30 - Producao de 6xido nitrico (NO) no sobrenadante da RAW 264.7 estimulados com
diferentes concentragdes (10, 100 e 1000 ng/mL) de LPS.
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Fonte: Dados da pesquisa (2025). Curva de concentragdo de LPS (10, 100 ¢ 1000 ng/mL) incubado por 24h.
Observou-se que as trés concentragdes estimularam a producdo de NO versus DMEM (controle basal da RAW
264.7). A analise de one-way ANOVA, seguida pelo pos-teste de Tukey indicou diferencas estatisticamente
significativas de ***p<0,0001. Os resultados de NO foram expressos como média + E.P.M. de trés experimentos

independentes.
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4.2.4 Dosagem de Oxido Nitrico

Apos a escolha da concentragdao de LPS para ativagao da RAW 264.7 foi realizado
a dosagem de 6xido nitrico (NO) pela dosagem de nitrito (NO?") no sobrenadante advindo da
linhagem tumoral incubados em RAW 264.7 por 24 horas, pelo reagente de Griess.

Na Figura 31 observa-se que o grupo da RAW 264.7 sem o estimulo de LPS
(controle negativo) ndo apresentou producao significativa de 6xido nitrico quando comparado
ao grupo estimulado com LPS (controle positivo).

Quanto a RAW 264.7 previamente estimulada com LPS antes da transferéncia do
sobrenadante da MDA-MB-231, observou-se uma maior produ¢do de oOxido nitrico em
comparagao ao controle positivo, em decorréncia da exposi¢ao a dois estimulos estressantes. Ja
em relacdo aos outros grupos experimentais, percebe-se que, mesmo sem o estimulo prévio do
LPS na RAW 264.7, todos os sobrenadantes da MDA-MB-231 foram capazes de induzir a
produgdo de 6xido nitrico pelos macrofagos.

Além disso, os resultados mostraram uma menor producao do 6xido nitrico nos
sobrenadantes com quimioterapia (paclitaxel e doxorrubicina) em relacdo aos grupos apenas
com o meio de cultura DMEM ou com os diluentes das drogas (PBS e DMSO), indicando que

o PTX e/ou DOX podem ter inibido a produgdo do 6xido nitrico.
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Figura 31 - Niveis de produ¢do de 6xido nitrico do sobrenadante da MDA-MB-231 incubados
em macrdfagos RAW 264.7 durante 24 horas.
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Fonte: Dados da pesquisa (2025). O controle basal (MO0) apresentou baixa producdo de NO. O controle positivo
para ativagdo do fenotipo M1 (incubado com LPS) apresentou elevada produc@o de 6xido nitrico versus basal. A
linhagem RAW 264.7, previamente estimulada com LPS e incubada com o sobrenadante da linhagem tumoral
triplo negativo, demonstrou aumento na produgdo de NO em comparagdo ao controle positivo. Por conseguinte,
foi observada produgdo de NO em todos os grupos experimentais, mesmo sem estimulo prévio com LPS, apds
incubagdo com o sobrenadante da linhagem tumoral. A analise de Variancia (ANOVA) seguida pelo pds-teste de
Dunnett indicou diferengas estatisticamente significativas de #p<0,0001 em relagdo ao grupo controle positivo,
que seria o grupo da RAW 264.7 incubada estimulada com LPS (positivo). Os resultados de NO foram expressos

como média = E.P.M. de seis experimentos independentes.
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Figura 32 - Niveis de producdo de 6xido nitrico do sobrenadante da MCF-7 incubados em

macrofagos RAW 264.7 durante 24 horas.
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Fonte: Dados da pesquisa (2025). O controle basal (M0) apresentou baixa producéo de NO. O controle positivo
para ativagdo do fenotipo M1 (incubado com LPS) apresentou elevada producdo de 6xido nitrico versus basal. A
linhagem RAW 264.7, previamente estimulada com LPS e incubada com o sobrenadante da linhagem tumoral ndo
triplo negativo, demonstrou aumento na produgdo de NO em comparagdo ao controle positivo. Por conseguinte,
foi observada producdo de NO em todos os grupos experimentais, mesmo sem estimulo prévio com LPS, apds
incubagdo com o sobrenadante da linhagem tumoral. A andlise de one-way ANOVA, seguida pelo pos-teste de
Dunnett indicou diferengas estatisticamente significativas de #p<0,0001 em relagdo ao grupo controle positivo,
que seria o grupo da RAW 264.7 estimulada com LPS (positivo). Os resultados de NO foram expressos como

média + E.P.M. de seis experimentos independentes.
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4.2.5 Imunofluorescéncia de iNOS e Arginase-1 em RAW 264.7 estimulados com o
sobrenadante da MDA-MB-231 e MCF-7.

Em relagao a imunofluorescéncia de iNOS e Arginase-1 em RAW 264.7 incubadas
com o sobrenadante da MDA-MB-231, observou-se que em ambas as linhagens foi observada
a ativacdo da RAW 264.7 para o perfil M1, confirmada pela marcaciao do iNOS.

Quanto a linhagem MCF-7, foi observada uma diferenca significativa entre todos
0s grupos experimentais em relagdo ao grupo DMEM da MCF-7 com RAW 264.7 ativada com
LPS, evidenciando que, mesmo sem ativagdo prévia a RAW 264.7 conseguiu polarizar para o
perfil M1, independentemente da quimioterapia. Contudo, os grupos com quimioterapia

tiveram sua imunofluorescéncia potencializada de iNOS, conforme mostrada na Figura 33.
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Figura 33 - Quantifica¢do da area fluorescente de iNOS da linhagem tumoral MCF-7.
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Fonte: Dados da pesquisa (2025). A analise de one-way ANOVA, seguida pelo pds-teste de Tukey indicou
diferencas estatisticamente significativas de ****p<0,0001. Os resultados da expressdo de iNOS foram expressos

como média = E.P.M. de trés experimentos independentes.
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Quanto a linhagem MDA-MB-231, percebeu-se um comportamento diferente
da linhagem MCF-7. O grupo da RAW 264.7 exposto ao sobrenadante da MDA-MB-231, com
a combinacao de quimioterapicos (PTX+DOX), apresentou uma area fluorescente maior em

relagdo aos outros grupos, conforme observado na Figura 34.

Figura 34 - Quantificagdo da area fluorescente de iNOS da linhagem tumoral MDA-MB-231.
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Fonte: Dados da pesquisa (2025). A analise de one-way ANOVA, seguida pelo pos-teste de Tukey indicou

diferencas estatisticamente significativas de *P<0,05, **p<0,001 e ***p<0,0001. Os resultados da expressdo de

iNOS foram expressos como média + E.P.M. de trés experimentos independentes.
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Figura 35 A- Expressdo de iNOS por Imunofluorescéncia Indireta em RAW 264.7 estimulada

com o sobrenadante da MCF-7 (continua).
iNOS DAPI MERGE

Fonte: Dados da pesquisa (2025). O grupo negativo foi incubado apenas com anticorpo secundario conjugado

NEGATIVO

RAW 264.7

RAW 264.7 COM LPS

DMEM

Sobrenadante da MCF-7 em RAW 264.7

DMEM COM LPS

fluoréforo. Ao incubar a RAW 264.7 basal com anticorpo primario (iNOS), foi possivel confirmar o fendtipo MO,
evidenciando que as células ndo estavam estressadas durante o protocolo experimental. A RAW 264.7 estimulada
com LPS mostrou o controle positivo para fendtipo M1. Os macréfagos incubados com o sobrenadante da
linhagem tumoral nfo triplo negativo expressaram iNOS. Houve um aumento da expressdo de iNOS do grupo
DMEM com LPS versus DMEM (p<0,05). Legenda: VERMELHO: iNOS; azul: DAPI (marcador nuclear).
Aumento: 200 x. Escala: 10pum.
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Figura 35B - Expressdo de iNOS por Imunofluorescéncia Indireta em RAW 264.7 estimulada

com o sobrenadante da MCF-7 (final).
INOS DAPI MERGE

Fonte: Dados da pesquisa (2025). Houve um aumento da expressdo de iNOS no grupo PTX+DOX versus DMEM,
DMSO, PBS e DOX (p<0,05). Legenda: VERMELHO: iNOS; azul: DAPI (marcador nuclear). Aumento: 200 x.
Escala: 10pm.
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Figura 36A - Expressdo de iNOS por Imunofluorescéncia Indireta em RAW 264.7 estimulada

com o sobrenadante da MDA-MB-231 (continua).
iNOS DAPI MERGE

Fonte: Dados da pesquisa (2025). O grupo negativo foi incubado apenas com anticorpo secundario conjugado
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fluoréforo. Ao incubar a RAW 264.7 basal com anticorpo primario (iNOS), foi possivel confirmar o fendtipo MO,
evidenciando que as células ndo estavam estressadas durante o protocolo experimental. A RAW 264.7 estimulada
com LPS mostrou o controle positivo para fendtipo M1. Os macréfagos incubados com o sobrenadante da
linhagem tumoral triplo negativo expressaram iNOS. Houve um aumento da expressdo de iNOS do grupo DMEM
com LPS versus DMEM (p<0,05). Legenda: VERMELHO: iNOS; azul: DAPI (marcador nuclear). Aumento: 200

x. Escala: 10pum.
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Figura 36B - Expressdo de iNOS por Imunofluorescéncia Indireta em RAW 264.7 estimulada

com o sobrenadante da MDA-MB-231 (final).
iNOS DAPI MERGE

Fonte: Dados da pesquisa (2025). Houve um aumento da expressdo de iNOS no grupo PTX+DOX versus DMEM,
DMSO, PBS, PTX e DOX (p<0,05). Legenda: VERMELHO: iNOS; azul: DAPI (marcador nuclear). Aumento:
200 x. Escala: 10um.
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Figura 37A - Expressdo de Arginase-1 por Imunofluorescéncia Indireta em RAW 264.7

estimulada com o sobrenadante da MCF-7 (continua).
Arg1 DAPI MERGE

Fonte: Dados da pesquisa (2025). O grupo negativo foi incubado apenas com anticorpo secundario conjugado
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RAW 264.7

RAW 264.7 COM LPS
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fluordforo. Ao incubar a RAW 264.7 basal com anticorpo primario (Arginase-1) ndo foi nenhuma expressdo para
o fendtipo M2. Legenda: VERMELHO:Arginase-1; azul: DAPI (marcador nuclear). Aumento: 200 x. Escala:
10pm.
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Figura 37B - Expressdo de Arginase-1 por Imunofluorescéncia Indireta em RAW 264.7

estimulada com o sobrenadante da MCF-7 (final).
Arg1 DAPI MERGE

Fonte: Dados da pesquisa (2025). Nao foi observada a expressdo de Arginase-1 em nenhum dos grupos

PBS

Sobrenadante da MCF-7 em RAW 264.7
PTX DMSO

DOX

PTX+DOX

experimentais. Legenda: VERMELHO:Arginase-1; azul: DAPI (marcador nuclear). Aumento: 200 x. Escala:
10pum.
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Figura 38A - Expressdo de Arginase-1 por Imunofluorescéncia Indireta em RAW 264.7

estimulada com o sobrenadante da MDA-MB-231 (continua).
Arg1 DAPI MERGE

Fonte: Dados da pesquisa (2025). N&o foi observada a expressdo de Arginase-1 em nenhum dos grupos

NEGATIVO

RAW 264.7

RAW 264.7 COM LPS
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experimentais. Legenda: VERMELHO: Arginase-1; azul: DAPI (marcador nuclear). Aumento: 200 x. Escala:
10pm.
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Figura 38B - Expressdo de Arginase-1 por Imunofluorescéncia Indireta em RAW 264.7
estimulada com o sobrenadante da MDA-MB-231 (final).
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Fonte: Dados da pesquisa (2025). Nao foi observada a expressdo de Arginase-1 em nenhum dos grupos

experimentais. Legenda: VERMELHO:Arginase-1; azul: DAPI (marcador nuclear). Aumento: 200 x. Escala:

10pum.
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4.2.6 Dosagem de citocinas para avaliacio do perfil de polarizacio de macrofagos (M1 ou

M?2) e IL-33 em macrofagos (RAW 264.7) e linhagens tumorais (MCF-7 e MDA-MB-231)

Apo0s 24h da transferéncia do sobrenadante provenientes da linha triplo negativo
(MDA-MB-231) e nio triplo negativo (MCF-7) para o macrofago. O sobrenadante foi coletado
para dosagem das citocinas (TNF-alfa, IL-18 e IL-10) pelo método ELISA. Os resultados
apresentados na Figura 39 abaixo evidenciaram que o PTX favoreceu um aumento na
concentracdo de TNF-alfa em relagdo ao controle RAW 264.7. Dessa forma, € notorio que o
sobrenadante advindo da célula tumoral incubadas com ou sem quimioterapico, estimulou a
RAW 264.7. Quanto a IL-18, ¢ possivel notar que as células RAW 264.7 conseguiram produzir
essa citocina. Contudo, ao entrarem em contato com o sobrenadante condicionado, foi
observada uma queda brusca em sua produgdo. Apesar disso, o meio condicionado com
quimioterapicos PTX e/ou DOX conseguiu aumentar suavemente essa produ¢do. No entanto,
tais dados nao foram significantes estatisticamente (p>0,05). Por conseguinte, também nao

foram observados resultados significantes para a citocina anti-inflamatoéria (IL-10).
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Figura 39 — Dosagem de citocinas (TNF-alfa, IL-18 e IL-10) da RAW 264.7 com o meio

condicionado das linhagens tumorais triplo negativo e ndo triplo negativo.
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Fonte: Dados da pesquisa (2025). Legenda: Os valores foram expressos como média &+ erro padrdo da média da
quantidade de cada citocina em pg/ml. a) Em relagio aos macrofagos incubados com o sobrenadante da linhagem
triplo negativo (MDA-MB-231), observou-se um aumento na concentragdo de TNF-alfa nos grupos DMEM, PTX
e DOX versus RAW 264.7 basal. d) Quando incubados com o sobrenadante da linhagem néo triplo negativo (MCF-
7) foi observado aumento de TNF-alfa apenas no grupo PTX versus RAW basal. Nao foram encontrados resultados
significativos para outras citocinas (IL-18 e IL-10). RAW: linhagem de macrofago utilizada RAW 264.7; DMEM:
meio de cultivo celular - Dulbecco's Modified Eagle Medium; PTX: paclitaxel; DOX: doxorrubicina.
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4.2.7 Expressdo génica por RT-PCR do perfil de polarizacido de macrofagos (M1) em
macrofagos (RAW 264.7) apos incubar com os sobrenadantes das linhagens tumorais (MCF-

7 e MDA-MB-231)

Para o perfil de polarizagdo M1 foi realizada a anélise de qPCR para a expressao
génica de inos, Tnf-alfa, 1l-18 e Tgf-beta. Conforme observado na Figura 40, houve um
aumento na expressao génica de iNOS no grupo com PTX quando comparado ao grupo controle,
independente da linhagem tumoral que esteve em contato com a RAW 264.7 (p>0,05).
Entretanto, ao incubar a RAW 264.7 com o meio condicionado da linhagem tumoral triplo
negativo com quimioterapico DOX observou-se um aumento significativo (p>0,05) da
expressao de iNOS em relacdo ao grupo controle (apenas RAW 264.7).

Com relagdo ao Tnf-alfa, observou-se que um aumento significativo nos grupos
DMEM, PTX e DOX da linhagem tumoral MDA-MB-231 (triplo negativo) em relagdo ao grupo
controle, nas células RAW 264.7. Por conseguinte, também foi evidenciado um aumento na
expressdo de /L-18 no grupo PTX+DOX vs DMEM. Além disso, também foi avaliado o 7gf-
beta, contudo apesar de ter sido observada uma expressao nos grupos experimentais, nao houve

significancia estatistica.
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Figura 40 — Expressdo génica de inos, Tnf-alfa, 1I-18 e Tgf-beta nas células RAW 264,7

incubadas com o sobrenadante da célula tumoral triplo negativo ou ndo triplo negativo.
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Legenda: Os valores foram expressos como média + E.P.M. da quantidade de cada citocina em pg/ml. As células
MDA-M-231 (triplo negativo) e MCF-7 (ndo triplo negativo) foram incubadas com PTX, DOX e PTX+DOX por
24h. Decorrido esse tempo, o sobrenadante foi transferido para a RAW 264.7 (macrofago). Apos 24h, as células
foram coletadas para a qPCR. RAW: linhagem de macrofago utilizada RAW 264.7, DMEM: meio de cultivo
celular - Dulbecco's Modified Eagle Medium; PTX: paclitaxel; DOX: doxorrubicina.
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4.2.8 Expressio génica por RT-PCR do perfil de polarizacido de macrofagos (M2) em
macrofagos (RAW 264.7) apos incubar com os sobrenadantes das linhagens tumorais (MCF-

7 e MDA-MB-231)

Para o perfil de polarizagdo M2 foi realizada a anélise de qPCR para a expressao
génica de cd206, mmp9 e argl. Conforme observado na Figura 41, observou-se que ocorreu a
expressao génica de cd206 e mmp9, mas nao argl, na RAW 264.7 incubada com o sobrenadante
da linhagem nao triplo negativo (MCF-7). Por conseguinte, foi constatado a expressao de
CD206, MMP9 e ARG1 na RAW 264.7 incubada com o sobrenadante da linhagem triplo
negativo (MDA-MB-231). Apesar disso, nenhum dos dados foram considerados

estatisticamente significantes (p>0,05).
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Figura 41 — Expressao génica de cd206, mmp9 e argl nas células RAW 264,7 incubadas com

o sobrenadante da célula tumoral triplo negativo ou ndo triplo negativo.
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Legenda: Os valores foram expressos como média + E.P.M. da quantidade de cada citocina em pg/ml. As células

MDA-M-231 (triplo negativo) e MCF-7 (ndo triplo negativo) foram incubadas com PTX, DOX e PTX+DOX por

24h. Decorrido esse tempo, o sobrenadante foi transferido para a RAW 264.7 (macrofago). Apos 24h, as células

foram coletadas para iniciar a extragdo do RNA e para futuramente prosseguir para qPCR. Néao foram encontrados

resultados significativos para a expressao génica de cd206, mmp9 e argl. RAW: linhagem de macrofago utilizada

RAW 264.7; DMEM: meio de cultivo celular - Dulbecco's Modified Eagle Medium; PTX: paclitaxel; DOX:

doxorrubicina.
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5 DISCUSSAO

No presente trabalho evidenciou-se a associagdo significativa da IL-33 com os
parametros clinico-patologicos (quimioterapia neoadjuvante, indice de proliferacao Ki-67 e
recidiva). Neste aspecto, foi encontrada uma alta expressao de IL-33 em 61,06% nas pacientes
CMTN sem recidiva tumoral. Além disso, as linhagens de células de mama triplo negativo e
luminais apresentaram aumento da expressao da IL-33 e do receptor ST2 apos a incubagao da
doxorrubicina sozinha e a combinagdo com paclitaxel.

O Cancer de mama triplo negativo ¢ o subtipo que apresenta maior taxa de
proliferacdo celular mensurado pelo marcador de indice de proliferacao celular Ki-67 (Borges,
2017). No estudo de Borges (2017) em que foi avaliado a expressdao de Ki-67 nos subtipos de
cancer de mama luminal e triplo negativo, evidenciou-se uma porcentagem média de nuicleos
corados com anti-Ki67 maior em pacientes de triplo negativo em relagdo ao luminal A pela
técnica de imuno-histoquimica (Borges, 2017). No presente trabalho, pdde-se perceber que
84,93% dos pacientes estavam com um indice de proliferacdo Ki-67 >20% e somente 13,70%
dos pacientes com Ki-67 <20%, sugerindo esse perfil aumentado de proliferagdo celular nos
pacientes analisados.

Adicionalmente, nesse estudo observou-se que a maioria tinha idade igual ou
superior a 50 anos, representando 63,01% (n=46). Contudo, na literatura, apresentam uma
maior frequéncia em mulheres mais jovens, ou seja, com idade inferior a 50 anos (Rossoni et
al., 2020). Quanto a raga, 60,27% da amostra foi composta por autodeclarados pardos. Esses
achados vao ao encontro da literatura, uma vez que, ¢ mais prevalente em mulheres
afrodescendentes. Atualmente, o Instituto do Cancer (INCA) investiga a relacio do CA mama
mais agressivo em mulheres brasileiras negras e suas alteragdes no perfil molecular como
mutacdo no BRCA. (INCA, 2024). Em rela¢ao ao histérico familiar, 41,10% (n=30) das
pacientes apresentaram historico de cancer na familia em parentescos proximos, como tia, irma
e sobrinha.

Quanto ao grau histolégico, foi observado que 65,75% (n=32,88%) dos pacientes
eram do grau III. Tal achado ¢ frequente nos casos de CMTN, pois apresenta caracteristicas
histoldgicas desfavoraveis, como, por exemplo, pobre diferenciacao celular e grau histologico
aumentado (Inocéncio et al., 2024). Em relagdo ao estadiamento no diagndstico, a grande
maioria dos pacientes estavam com o estagio II (45,21%; n=33) ou III (35,62%; n=26). Tal
achado ¢ o mesmo encontrado na literatura, uma vez que apenas cerca de 20% dos casos de

CMTN sao diagnosticados no estagio inicial, e a grande maioria sdo identificados mais
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tardiamente (Silva, 2021).

A IL-33 ¢ uma citocina pleiotropica que exerce fungdes pro-tumorigénicas e anti-
tumorigénicas a depender do cancer. Segundo Gao e colaboradores (2015), a IL-33 ¢ uma
citocina promissora para terapia adjuvante que busca potencializar a taxa de resposta a
imunoterapia contra o cancer, uma vez que, a modulacdo do sistema imunoldgico pode tornar
o tumor mais imunogénico e ajudar no tratamento (Gao et al., 2015). Baseado nisso, surgiu a
seguinte hipotese: Serd que a IL-33 pode exercer um efeito anti-tumoral por meio da modulagao
do microambiente tumoral contribuindo para a polarizagao de macréfagos M1 no contexto do
cancer de mama triplo negativo? Para responder essa pergunta foi realizado o estudo in vitro
com linhagens tumorais triplo negativo (MDA-MB-231) e nao triplo negativo (MCF-7) e seu
impacto na polariza¢do de macrofagos (RAW 264.7)

O cancer de mama triplo negativo, da sigla CMTN, ¢ um dos subtipos moleculares
altamente agressivo, e representa 15% do total de casos de cancer de mama, caracterizado por
sua heterogeneidade e por apresentar terapias limitadas (Yin et al., 2020). Considerando o eixo
IL-33/ST2 como tendo um papel complexo no microambiente tumoral foi investigado a sua
influéncia no contexto do CMTN. Nesse contexto, os nossos resultados da expressao de 1L-33
e ST2 por imunofluorescéncia apresentaram um padrio variavel entre as amostras, para a IL-
33 observamos um range de 0,94% a 169,4% de expressdo. Por sua vez, para o receptor ST2
foi mostrado um intervalo de 0,33 a 117,4% de variagdo de expressdo. Além da
imunofluorescéncia, foi investigado por imuno-histoquimica a expressdo e a localizacdo das
referidas proteinas. Assim, na avaliagdo da expressao de IL-33 e ST2 nas células tumorais por
imunohistoquimica foi evidenciado a imunomarca¢do nuclear, citoplasmatica ¢ membranar
variando em intensidade de escores. Diferentemente dos controles positivos (linfonodos) que
apresentaram apenas a imunomarcagao citoplasmatica.

O aumento da IL-33 em pacientes com cancer de mama durante a quimioterapia
neoadjuvante na populagdo brasileira ja foi estudado pelo grupo de pesquisa liderado por Souto
e colaboradores da Universidade Federal de Pernambuco. A pesquisa foi um estudo de coorte
com 68 pacientes brasileiras com cancer de mama e comparou com voluntarios nao cancer. Os
primeiros resultados evidenciam que a expressdo génica do RNAm da //-33 foi maior nos
pacientes com cancer de mama antes da quimioterapia versus o grupo nao cancer (Albuquerque
et al., 2023). Adicionalmente, ao analisar pelo subtipo de cancer de mama observa-se que o
subtipo molecular triplo negativo apresenta um aumento da expressdo génica da IL-33 na mama
desses pacientes versus o controle e subtipo molecular luminal. Porém, ndo teve aumento da

expressao da IL.33 no subtipo de HER2+ (Albuquerque et al., 2023). Tragando um paralelo com
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o0s nossos resultados, podemos reforcar a hipotese da liberagdo no microambiente tumoral de
IL-33 na mama das pacientes e ndo necessariamente a nivel sistémico plasmatico. No meio
extracelular, a IL-33 atua como alarmina na imunidade inata. Contudo, ndo podemos esquecer
que ¢ uma citocina nuclear auxiliando a ativacao da inflamag¢ao por outros mecanismos, como
ativacao de NFKB e MAPK (Milovanovic et al., 2012).

No estudo de Yang e colaboradores (2015) foi observada uma maior concentragao
plasmatica de IL-33 e ST2 soluvel nas pacientes com cancer de mama antes do tratamento a
base de quimioterapia antineopldsica, em comparagao ao grupo ao controle (voluntarios sem
cancer). Contudo, os proprios autores admitiram uma limitagdo do estudo quanto a avaliagdo
das variaveis clinicas-patologicas, incluindo o subtipo molecular do cancer de mama. Em vista
disso, a dosagem da citocina IL-33 nos pacientes com cancer de mama triplo negativo e
luminais antes e apds a quimioterapia neadjuvante foi realizada neste estudo por meio da técnica
de Ensaio Imunoenzimatico (ELISA). Os nossos resultados mostram que ndo houve reagao
colorimétrica, e, por isso, nao foi possivel quantifica-la a nivel sistémico no plasma. Tal
resultado foi 0 mesmo encontrado por outro trabalho do LAFICA, no qual Choquenaira-Quispe
(2023) também nao conseguiu mensurar niveis plasmaticos da IL-33 nessas mesmas pacientes.
Portanto, tais achados sugerem uma baixa concentracdo dessa alarmina no plasma, tanto em
CMTN quanto nos Luminais antes ou ap6s o protocolo AC-T (Ciclofosfamida, doxorrubicina
e taxol).

A sinalizagdo parécrina da IL-33 ¢ resultado do estresse celular durante a necrose
(Kakkar et al, 2012), o que acontece durante a quimioterapia, esses achados podem ser
explicados pela sua localizagdo nuclear e nao pela funcao de alarmina no meio extracelular. Por
esta razao, Travers et al. (2018) investigaram sobre o significado funcional da localizacao
nuclear e da sua ligacdo a cromatina em células epiteliais, uma vez que, outras alarminas com
papel dual como ¢ o caso da HMGBI, que possui a capacidade de atuar em fatores de
transcricao por se ligar a DNA. A IL-33 nuclear participa da compactacdo da cromatina
resultando na reducao da liberacdo de IL-33 durante os processos de necrose (Travers et al.
2018)

Diferentemente de outras citocinas, a IL-33 possui extensas modificagdes pos-
trasducionais, tornando-a capaz de ativar células que possuem o seu receptor. Na apoptose, a
IL-33 ¢ clivada pelas caspases 3 e 7, resultando em formas incapazes de ativar o receptor ST2
(Travers et al.,2018). A 11-33 ¢ uma citocina amplamente expressa em células endoteliais e que
difere da IL-1 e IL-18 (todas da familia da IL-1) devido a que a clivagem via caspase leva a

ativacdo dessas duas ultimas citocinas. Portanto, tais estudos podem explicar nossos achados,
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uma vez que, as linhagens tumorais (MCF-7 e MDA-MB-231) presentes neste trabalho sao
epiteliais e foram incubadas com quimioterapicos indutores de morte celular (doxorrubicina e
paclitaxel) Por isso, ao analisar qualitativamente as imagens obtidas por fluorescéncia ¢
possivel observar que ao incubar o PTX a MDA-MB-231 observa-se uma reducao de 23% na
fluorescéncia de IL-33, evidenciando o efeito desse quimioterdpico no aumento da necrose
celular. Entretanto, tais dados ndo deram significantes. Contudo, ao analisar a linhagem MCF-
7 (ndo triplo negativo) foi notdria a reducdo da area fluorescente de PTX em comparagdo com
os grupos DOX ou PTX+DOX, sugerindo o processo de necrose celular pelo PTX, resultando
na liberagdo da IL-33 nuclear e tornando-a incapaz de ativar o seu receptor ST2 celular, uma
vez que pode ter sido clivada pelas caspases 3 e 7.

A doxorrubicina (DOX) ¢ uma antraciclina comumente utilizada para tratar
neoplasias, e por isso o seu uso ¢ frequentemente abordado nos esquemas terapéuticos. Contudo,
seu uso clinico requer bastante cuidado, em decorréncia da sua cardiotoxicidade, e subsequente
insuficiéncia cardiaca (Yao et al, 2017). Nesse contexto, em um estudo in vitro envolvendo
cardiomiocitos, foi avaliado o papel cardioprotetor da IL-33, Yao e colaboradores (2017)
evidenciaram que a IL-33 exdgena atenua a apoptose de midcitos induzida por DOX. Nesse
aspecto, nossos achados corroboraram com esse estudo, uma vez que as linhagens tumorais
incubadas com DOX obtiveram uma maior expressao da IL-33, quando comparada ao grupo
PTX ou até mesmo PTX+DOX.

Diante disso, foi hipotetizado que existiria a participa¢ao de células imunoldgicas
do estroma na producao da IL-33 no microambiente tumoral diferente do cenario sistémico. Por
essa razao, iniciou-se a experimentagao in vitro nos macrofagos.

Dentre as células imunoldgicas da imunidade inata, os macrofagos associados ao
tumor (TAMs) exercem um papel importante no microambiente tumoral, sendo classificados
nos fendtipos M1 (pro-inflamatoério e anti-tumoral) ou M2 (anti-inflamatéria e pro-
tumorigénica), dependendo do contexto um desses fenotipos predomina. Assim, a plasticidade
dos macrofagos estd diretamente relacionada com os estimulos inerentes do sistema
imunologico. Em modelos experimentais in vitro, o estimulo de citocinas do fendtipo Thl,
como IFN-y, TNF, ou o lipopolissacarideos (LPS) resulta no perfil M1. A populacdo de
macrofagos M1 quando ativados secretam citocinas pro-inflamatorias (como, por exemplo,
TNF-a, IL-1B, IL6) e quimiocinas, as quais promovem o recrutamento de NK, além de
intensificar e ativar linfocitos Th1l. Ademais, o perfil M1 produz 6xido nitrico sintase (iNOS),
que participa do metabolismo da arginina, convertendo-a em 6xido nitrico e citrulina. Portanto,

esse fenotipo estd associado aos processos inflamatérios induzidos pelo perfil Thl (Yunna et
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al., 2020).

Por outro lado, o perfil M2 ¢ ativado pelas citocinas do perfil Th2, tais como, [L-4
e IL-13, e por quimiocinas (CCL17, CCL22, CCL24 e CCL1). Esse fenotipo ¢ caracterizado
pela expressao de CD206, producao de citocinas (IL-10 e TGF-B) e arginase-1 (Argl) (Yunna
et al., 2020).

Para investigar a origem da IL-33 no microambiente tumoral desses pacientes
hipotetizou-se que os macrofagos estariam atuando como um dos protagonistas na producao
dessa interleucina. Ao realizar a imunofluorescéncia nas células tumorais das linhagens MCF-
7 e MDA-MB-231 para o eixo IL-33/ST2, foi evidenciado uma expressdo paracrina de 1L-33,
bem como do seu receptor ST2, independentemente da incubagdo com a quimioterapia. Foi
notdrio um aumento da expressao de IL-33 no grupo incubado com doxorrubicina, assim como
em sua combinacdo com paclitaxel, em ambas as linhagens, em relacdo ao grupo apenas com
paclitaxel de forma significativa. Nossos achados foram também evidenciados por
Choquenaira-Quispe (2023) onde demonstrou o aumento da IL-33 apds a inoculacdo com
doxorrubicina isoladamente.

Os resultados obtidos da qPCR mostraram que os macrofagos (RAW 264.7)
estimulados com o sobrenadante da linhagem triplo-negativo (MDA-MB-231) teve aumento na
expressao de iNOS nos grupos DMEM, PTX, DOX e PTX+DOX em relagdo a célula no estado
basal (MO0). J4 a linhagem nao-triplo (MCF-7) incubada com PTX (p<0,05) conseguiu estimular
o aumento da expressdo de iNOS na RAW 264.7. Sabe-se que a doxorrubicina ¢ uma forte
indutora de iNOS, uma vez que, favorece a degradagao do complexo inibitorio IkBa facilitando
a translocagdo do fator NF-kB para o nucleo e por fim, ativando a transcri¢ao do gene iNOS
(Boo et al., 2009). Dessa forma, tem-se sugerido que uma parte do efeito citotoxico da
doxorrubicina seria o aumento da sintese de NO e TNF-alfa. O 6xido nitrico desempenha um
importante papel no crescimento, diferenciac¢do e apoptose celular.

Nesse sentido, € valido mencionar a participacgao do paclitaxel, uma vez que, o PTX
pode induzir a expressdo de citocinas pro-inflamatdrias, como por exemplo, TNF-alfa, das
enzimas Oxido nitrico sintase induzida (iNOS) e ciclooxigenase-2 (COX-2) em mondcitos
(Wanderley et al, 2018). Dessa forma, no presente estudo, foi observado o aumento da
expressao de TNF-alfa significante em macrofagos previamente incubados com PTX e DOX
em comparagao ao grupo basal (MO0), principalmente, com a DOX.

Nessa perspectiva, vale ressaltar a quimiorresisténcia provocada pelos farmacos
citotoxicos ¢ um dos principais obstactlos. Em um estudo feito por Zhang e colaboradores, foi

relacionado a gravidade da doenga e a resisténcia a DOX. Ao realizar o knockdown da expressao
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de TNF alfa transmembranar (tmTNF-alfa) na linhagem tumoral MDA-MB-231 (triplo
negativo) observou-se um aumento na sensibilidade dessas células a DOX. Esse mesmo autor
investigou a participagdo do TNF-alfa transmembranar na patogénese do cancer de mama.
Nesse sentido, os autores identificaram a expressao de tmTNF-alfa em 84% de 25 casos de
CMTN, sugerindo que o TNF-alfa seja um possivel biomarcador e alvo no tratamento desses
pacientes (Zhang et al., 2018). Tais achados corroboram com os nossos dados obtidos tanto na
expressao génica por qPCR, como a dosagem de proteina por imunoensaio para o TNF-alfa,
uma vez que, foi observada o aumento da expressao de TNF-alfa na RAW 264.7 (linhagem
macrofagos) que teve contato com o sobrenadante da MDA-MB-231, previamente incubada
com DOX, evidenciando que o fatores soluveis liberados pela célula tumoral combinados com
0 quimioterapico estimularam o macréfago a aumentar essa expressao.

A dosagem de nitrito mostra a producao indireta de 6xido nitrico pelas linhagens
tumorais e também pelos macrofagos apds serem incubadas com diversos estimulos. Nossos
resultados mostraram um aumento da produg¢do de NO apods a incubagdo com LPS e o
sobrenadante da linhagem triplo negativo nos macrofagos. Tais achados estdo alinhados com
os resultados encontrados na Imunofluorescéncia Indireta (IFI), uma vez que todos os
sobrenadantes da MDA-MB-231, na auséncia e presenga da quimioterapia, foram capazes de
induzir a producao de 6xido nitrico pelos macréfagos, indicando a polarizagdo dos macrofagos
para o perfil M1. Nesse contexto, a IFI corroborou com tais achados, uma vez que foi observada
a ativacdo dos macrofagos para o perfil M1, indicada através da expressdao de iNOS. Cabe
ressaltar, que foram realizados os ensaios com os devidos controles experimentais. No controle
negativo ndo foi observado a producao de iNOS e Arginase-1, enquanto no controle positivo
foi evidente apenas a producao de iNOS pela RAW 264.7.

O macrofago possui uma plasticidade celular e consegue apresentar diversos
fenotipos, nesse sentido, investigou-se a possivel participagdo do macréofago M2. Os nossos
resultados demonstraram uma diminuicdo da expressdo de arginase-1, CD-206 e
metaloproteinase (MMP)-9, marcadores desse perfil M2. Dessa forma, nossos achados
verificam o perfil do macréfago M1 no contexto analisado.

Outras células do microambiente tumoral, como os linfocitos infiltrantes de tumor
(TILs) foi bem descrita no cenario do subtipo triplo negativo tornando-se hoje mandatorio
quantificar os TILs no laudo anatomopatoldgico. Dessa forma, o papel do linfocito ¢
orquestrador da modula¢do do microambiente tumoral, muito provavelmente, até maior quando
comparado com os macrofagos infiltrantes de tumor. Li e colaboradores (2016) avaliaram os

linfocitos infiltrantes de tumor (TILs) em pacientes com cancer de mama que foram submetidos
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a quimioterapia neoadjuvante (QTneo). Destes, foi observado um aumento de TILs nos
pacientes que tiveram uma melhor resposta QTneo e uma melhor sobrevida em pacientes com
CMTN. Por outro lado, a presenca de TILs ¢ CD8+ no contexto do CMTN, principalmente em
tumores metastaticos, ¢ inferior quando comparados a estagios iniciais (Li et al., 2016).

Em outro estudo, houve um aumento da IL-33 e TGFf} no estroma do paciente com
CMTN versus o luminal. Além disso, a quantificacdo da IL-33 high foi associada a uma resposta
patologia completa (RCp) maior no triplo negativo e menor nos luminais. Nesse mesmo estudo,
investigaram o papel do linfocito T regulador por meio da quantificagdo do fator de transcrigao
mestre FOXP3+. Os resultados mostraram que o grupo IL-33 high/ TGFp high apresentou um
prognostico favoravel significativo que o grupo de pacientes com CMTN com FOXP3 high
(Goda et al., 2022). De certa forma, esse achado esta alinhado com os nossos resultados. Visto
que, o aumento da IL-33 apresenta melhor resposta a quimioterapia € menor recidiva. Por outro
lado, analisamos a expressdao génica do 7gfS na linhagem de macrofagos incubadas com o
sobrenadante das células tumorais e observamos que nao houve diferenca significativa. Como
perspectiva futura, valeria dosar no plasma de pacientes e no sobrenadante das células o TGFp.

No estudo de Gao et al. (2015) foi evidenciado o papel da IL-33 na resposta
imunoldgica anti-tumoral. Para investigar esse papel, umas das estratégias experimentais
utilizadas pelo grupo de pesquisa foi o transplante de células tumorais da linhagem 4T1 na
gordura mamaria de camundongos BALB/c, cujo resultado encontrado foi o potente efeito anti-
tumoral da IL-33 quando expressa em células tumorais ¢ a promo¢do do microambiente
imunogénico tumoral por linfocitos do tipo Thl. Isso ocorreu em decorréncia da produgdo de
moléculas efetoras do tipo 1, como IFN-y e granzimas, por células CD8" e NK infiltrantes do
tumor. Os autores ainda enfatizaram a aplicagdo clinica dessa interleucina como adjuvante para
imunoterapia contra o cancer (Gao et al., 2015). Além do mais, existem outros trabalhos
publicados pelo mesmo grupo de pesquisa, em que mostraram a relacao dos linfocitos T CD8+
e Thl na producao de maiores niveis de IFN-y em resposta a 1L-33. Nesse contexto, sabe-se
que o Interferon-y ¢ a principal citocina produzida pela resposta Th1, a qual resulta na ativagao
de macrofagos e NK (Gao et al., 2015).

O cancer de mama triplo negativo por apresentar alta agressividade se torna mais
desfavoravel seu progndstico quando associada a mutacao do gene de reparo BRCA. Mehta e
colaboradores demonstraram que pacientes com CMTN e mutagdo de BRCA1 tem maior
infiltracdo de linfécitos e macréfagos associados ao tumor quando comparados com pacientes
sem a mutacdo (BRCA-1 wild type). Os autores usaram marcadores de Células T reguladoras,

como FOXP3+ e CD4+ e macrofagos como CD68+ e CD163+. Os autores acima mencionados,
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realizaram uma abordagem experimental utilizando modelo murino de tumor de mama e a
modula¢do farmacoldgico com inibidor de PARP, conhecido como Olaparibe. Os resultados
apresentaram um aumento de F4/80+CD45+ e co-estimuladores como CD80 apds o tratamento
com olaparibe nos camundongos, indicando o potencial indutor do fen6tipo anti-tumoral pelos
macrofagos e co-estimuladores (Mehta et al., 2021).

Sabe-se que a liberacdo de IL-33 esta associada ao estresse oxidativo € necrose
tecidual. Portanto, considerando que a inflamagdo exerce um importante papel na imunidade,
tem-se intensificado estudos relacionados as respostas inflamatérias associadas ao tumor,
microambiente tumoral e tumorigénese. Nesse contexto, tem-se observado que atividade
pleiotropica da IL-33 depende do tipo de cancer. Por essa razdo, nos ultimos anos, tem-se
estudado o eixo IL-33/ST2 no diagnostico, progndstico ou metéstase no contexto de canceres
(Yang et al., 2015).

A presenca desta citocina no microambiente tumoral CMTN pode regular
negativamente a biologia do tumor. Estudos para verificar a presen¢a dos macrofagos nos
pacientes ¢ algo a se investigar no futuro proximo. Assim, entendemos que o papel da IL-33 e
sua associacdo com o macrofago M1 pode ser tornar um biomarcador de preditor da resposta

ou de prognostico.
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6 CONCLUSAO

A alta expressao de IL-33 esta significativamente associada a uma melhor resposta
a quimioterapia € menor recorréncia do tumor em pacientes com cancer de mama triplo
negativo.

A ativacdo das células tumorais pela quimioterapia induziu uma polarizagdo de

fenodtipo de macréfagos M1, considerado anti-tumoral.
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