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RESUMO

A quimioterapia pode alterar fungdes de neutréfilos, mesmo ap6s o periodo de
recuperacdo da aplasia medular, acarretando aumento na incidéncia e/ou gravidade
de infecgdes. O objetivo deste estudo foi avaliar possiveis mecanismos envolvidos na
reducdo da migracdo de neutréfilos apds tratamento quimioterdapico (QT) em
pacientes com cancer de mama. Foram avaliadas 35 mulheres com cancer de mama
em estadios Il a IV (Committee of the International Union against Cancer) e 17 mulheres
sadias como controles. Sangue venoso periférico foi coletado no momento do
diagnostico e depois (21 dias ap6s o término do 3° ou 4° ciclo) do tratamento
quimioterdpico contendo antraciclinas, para purificagdo de neutroéfilos e obtencao do
soro. Neutrofilos de controles foram incubados com soro de pacientes tratadas com
QT e a migracdo de neutréfilos foi avaliada em microcdmara de quimiotaxia, em
resposta aos quimioatraentes (107M) fMLP, LTB4 e IL-8. O soro obtido de pacientes
reduziu a migracdo de neutréfilos normais de forma dose-dependente, em resposta
aos estimulos quimioatraentes, comparado aos neutréfilos controles incubados com
maior concentracdo de soro heter6logo normal. Os niveis de metabolitos de 6xido
nitrico (NO, Reagdo de Griess) e das citocinas IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a (ELISA) foram
quantificados no soro de 22 pacientes e 17 controles. Concentra¢des aumentadas de
IL-8 foram encontradas em pacientes comparado ao grupo controle, mas os niveis
das citocinas ndo foram alterados significativamente comparando pacientes antes e
ap6s quimioterapia. Por outro lado, a producdo de NO, parcialmente produzido
pelas células mononucleares, foi significativamente aumentada apés a QT
comparado ao pré-QT. Neutrofilos obtidos de 13 pacientes e 12 controles foram
avaliados quanto a expressao de receptores CXCR1 e CXCR2, CD11b (citometria de
fluxo) e polimerizagdo da actina (microscopia de fluorescéncia). A expressao de
ambos receptores CXCRs foi reduzida em pacientes no momento do diagnéstico,
comparado aos controles, sendo este efeito mantido apds tratamento. Também em
pacientes, a polimerizagao de actina foi reduzida ap6s a quimioterapia comparado ao
pré tratamento. Em conclusdao, em pacientes tratadas com QT foi observada
associacdo entre o efeito inibitério do soro sobre a migracao de neutréfilos, aumento
da produgao de NO e reducao da polimerizagdo dos filamentos de actina.

Palavras-chave: Cancer de Mama. Quimiotaxia de Neutrofilos. Quimioterapia. Oxido
Nitrico.Vias de Sinalizacao.



ABSTRACT

Chemotherapy may alter neutrophil function, even after recovery of bone
marrow aplasia, and favor an increase in the incidence and/or severity of infection
episodes. The aim of this study was to investigate possible mechanisms involved in
the reduction of neutrophil migration after chemotherapy (CHT) in breast cancer
patients. Thirty five breast cancer women at disease stage II to IV (Committee of the
International Union against Cancer) and 17 healthy women (control group) were
evaluated. Peripheral venous blood was collected on diagnosis and after (21 days
after the 34 or 4t cycles) anthracycline-based chemotherapy, for neutrophil
purification and obtention of serum. Control neutrophils (n=5) were incubated with
serum of patients treated with CHT (n=8) and neutrophil migration was assayed in a
microchemotaxis chamber in response to the chemoattractants (107 M) fMLP, LTB4
and IL-8. The serum obtained from patients reduced the migration of control
neutrophils in a dose-dependent way, in response to the chemotactic stimuli,
compared to control neutrophils incubated with the highest concentration of normal
heterologous serum. The levels of nitric oxide (NO) metabolites (Griess reaction) and
the cytokines IL-6, IL-8, IL-10 and TNF-a (ELISA) were quantified in sera of 22
patients and 17 controls. Increased IL-8 concentrations were found in patients than
controls, but cytokine levels were not significantly altered comparing patients before
and after CHT. But the NO production, at least partially provided by mononuclear
cells, was significantly increased after CHT than before treatment. Purified
neutrophils obtained from 13 patients and 12 controls were evaluated for the
expression of the receptors CXCR1 and CXCR2, CD11b (flow cytometry) and actin
polymerization (fluorescence microscopy). The expression of both CXCRs was
reduced in patients upon diagnosis, compared to controls, being this effect
maintained after CHT. Also in patients, actin polymerization was reduced after CHT
compared to pretreatment. In conclusion, in patients treated with chemotherapy it
was observed association among the inhibitory effect of serum on neutrophil
migration, augmented NO production and reduction in the polymerization of actin
tilaments.

Keywords: Breast cancer. Neutrophil migration. Chemotherapy. Nitric oxide.
Signaling pathways.
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1.1. Cancer de mama
1.1.1. Incidéncia de ciancer no Brasil e no mundo

A industrializagdo e a urbanizacdo desencadearam significativa alteracdo na
demografia mundial devido a reducgdo nas taxas de natalidade e mortalidade com
aumento da expectativa de vida e envelhecimento populacional. Como conseqiiéncia,
houve importante modificagdo nos padrdes de satide-doencga caracterizados pela
alteracdo no perfil de mortalidade com diminuicdo da taxa de doencas infecciosas e
aumento da taxa de doencas cronico-degenerativas, especialmente doengas
cardiovasculares e cancer (WHO, 2003; JEMAL et al., 2008).

No ano de 2005, de um total de 35 milhdes de mortes ocorridas no mundo, o
cancer foi responsavel por 7,6 milhdes representando 21,7% de todas as mortes
(WHO, 2005). Estima-se que em 2020, o nimero de novos casos anuais seja da ordem
de 15 milhoes e até 2030 o cancer devera alcancar a maior taxa de mortalidade
comparada a outras doengas, até entdo consideradas como de maior ocorréncia

(Figura 1) (WHO, 2007; JEMAL et al., 2008).
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Figura 1. Mortes projetadas por causas selecionadas para 2030. Fonte: WHO: World Health
Statistics 2007 (http://www.who.int/healthinfo/)
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No Brasil, desde o ano de 2000, considerando as causas de morte por doenga,
excluindo-se as causas externas e as nao-definidas, o cancer constitui a segunda
causa de mortalidade entre a populacdo (BRASIL, 2006). Sua distribuicao
epidemioldgica demonstra aumento entre os tipos de cancer normalmente associados
ou a maior status sécio-econdmico (cdncer de mama, prostata, célon e reto) ou a
pobreza (cancer de colo de tutero, pénis, estomago e cavidade oral) (BRASIL, 2002;
KOIFMAN; KOIFMAN, 2003).

Dentre os diferentes sitios primarios de tumores, o cancer de mama representa
o segundo tipo mais freqiiente na populacao geral e 0 mais comum entre as mulheres
(PARKIN; BRAY; DEVESA, 2001). No Brasil, a doenga constitui a primeira causa de
morte por cancer entre as mulheres (BOING; VARGAS; CRIS-BOING, 2007).

Nos altimos 20 anos, de 1979 a 2000, a taxa de mortalidade por cancer de
mama entre as mulheres brasileiras teve um aumento consideravel, passando de
5,77/100.000 a 9,74/100.000, correspondendo a uma variacdo percentual relativa de
+80,3% (BRASIL, 2003). As taxas de incidéncia do cancer de mama no Brasil indicam
que a doenga tende a manter-se como a primeira causa de morte em mulheres. Para o
ano de 2008, o namero de casos novos esperados para o Brasil é de 49,4 (Figura 2),

com risco estimado de 51 casos a cada 100 mil mulheres (BRASIL, 2007).
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Figura 2. Tipos de cancer mais incidentes, estimados para o ano de 2008, na populacdo
brasileira, sem pele ndo melanoma. Fonte: Estimativas 2008: Incidéncia de Céancer no
Brasil. Rio de Janeiro: INCA, 2007.
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O cancer de mama constitui um problema de satde publica no Brasil e em
diferentes paises tais como Estados Unidos, Reino Unido, Suécia, Itdlia e Uruguai.
Nestes paises as taxas anuais de incidéncia e mortalidade pela doenca sdao superiores
a 100 casos/100.000 mulheres e cerca de 40 6bitos/100.000 casos, respectivamente
(JEMAL et al, 2008). Nos Estados Unidos foi estimado que uma em cada nove
mulheres poderd desenvolver cancer de mama em determinado momento de suas

vidas (FEUER et al, 1993).

1.1.2. Fatores de risco para o cancer de mama

O aumento das taxas de incidéncia e mortalidade por cancer de mama é
associado a diferentes fatores de risco. A interacdo de fatores genéticos (genes de
predisposicao) com estilo de vida, habitos reprodutivos e meio ambiente estdo
envolvidas no seu desenvolvimento (JOHNSON-THOMPSON; GUTHRIE, 2000).
Estudos epidemiol6égicos apontam que fatores ambientais estdo envolvidos na
incidéncia do cancer de mama em 80% dos casos; enquanto que fatores genéticos, ou
histéria familiar, correspondem a somente 5% dos casos, ou a 25% quando a doenga
aparece em mulheres jovens ainda na pré-menopausa (BRASIL, 2003).

Os fatores ambientais podem ser divididos por hierarquia, de acordo com o
risco que representam. Idade acima de 50 anos, presenca de doencas proliferativas
benignas na mama, como hiperplasia ou carcinoma lobular in situ, presenca de tecido
mamario mais denso e altos indices de radiacdo ionizante representam risco 2 a 4
vezes maior para o desenvolvimento do cancer de mama. Dentre os fatores que
representam menor risco estdo a idade a primeira gravidez (acima de 30 anos),
histéria de cancer de ovario ou endométrio, menopausa tardia, menarca precoce e
nuliparidade. A terapia de reposicdo hormonal é considerada outro possivel fator de
risco, porém, restrito a mulheres que a utilizaram por longo periodo ou em altas
doses de hormonio; e pelo uso de anticoncepcionais orais, principalmente entre as
mulheres acima de 45 anos ou abaixo de 20 anos de idade (FRIEDENREICH et al.,
2001).
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1.1.3. Diagnostico e tratamento do cancer de mama

A prevencdo priméria do cancer de mama ainda nao é totalmente possivel
devido a variacdo dos fatores de risco e as caracteristicas genéticas que estdo
envolvidas em sua etiologia. Até o momento, a realizacdo periédica de exame clinico
e mamografico constitui a principal estratégia de rastreamento da doenga, cujo
principal objetivo é sua deteccdo precoce (ELMORE et al., 2005). O auto-exame das
mamas é considerado importante estratégia para a deteccdo do tumor de mama em
estadiamento inicial (MENDONCA et al.,, 2008), embora ndo esteja relacionado a
reducdo da taxa de mortalidade pela doenga (KOSTERS; GOTZSCHE, 2003).

O diagnéstico do cancer de mama em estadio inicial possibilita um tratamento
mais efetivo e menos agressivo (SINGLETARY; CONNOLLY, 2006). O aumento
global na sobrevida de mulheres com cancer de mama ocorre principalmente para os
casos em que a doenga se encontra em estadios clinicos iniciais. Nos Estados Unidos,
considerando a sobrevida de 1,3 milhdes de mulheres com cancer de mama em 10
anos de seguimento (1985 a 1996), apenas 5% a 12% das pacientes em estadio inicial
(0, T ou II) morreram. Porém, para os casos mais avangados (III ou IV) cerca de 90%
foram a 6bito (BLAND et al., 1998).

De acordo com dados do Ministério da Saude, 60% dos casos de cancer de
mama no Brasil sdo detectados em estadios mais avangados, o que tem por
conseqiiéncia o aumento de recidivas, aparecimento de metéastases e reducdo da
sobrevida (BRASIL, 2007). Tal situagdo exige um tratamento mais agressivo que
inclui o uso de drogas quimioterapicas, cujo beneficio consiste na reducdo da
progressao tumoral. Sabe-se que a resposta a quimioterapia neoadjuvante é um fator
preditivo de sobrevida livre de doenca e sobrevida global (BONADONNA et al,,
1998).

A quimioterapia (QT) consiste no emprego de substancias quimicas, isoladas
ou em combinagdo, com o objetivo de tratar por via sistémica as neoplasias através
da redugdo do processo de crescimento e divisdo celular (CLEATOR; PARTON;
DOWSETT, 2002). Contudo, as drogas utilizadas no tratamento quimioterapico

atuam sem especificidade, destruindo ou inibindo nao s6 as células neoplasicas como
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também células normais do paciente. Alteracdes da resposta imune celular tém sido
demonstradas em pacientes com cancer apds o uso de drogas quimioterapicas. Tais
alteracoes podem desencadear diminuicdo da resisténcia frente aos microrganismos
(LEJEUNE et al., 1996) e, conseqiientemente, pode ocorrer aumento da incidéncia
e/ou gravidade de infeccdes nas pacientes tratadas, provocadas ndao s6 pela
leucopenia induzida pelas drogas (RAHMAN et al., 1997), mas também por uma
reducdo da capacidade de migracdo dos neutrofilos, mesmo apds o periodo de

recuperagao da aplasia medular MENDONCA et al., 2006).

1.2. Resposta inflamatdéria - migracao dos neutréfilos circulantes

1.2.1. Inflamacgdo: aspectos gerais

A inflamacdo é uma reagdo dos tecidos vascularizados frente a um agente
agressor, cuja finalidade é a reparacdo de estruturas e funcdes e, conseqiientemente,
manutencdo da homeostasia tecidual (DEJANA; CORADA; LAMPUGNANI, 1995).
Em principios gerais, o agente agressor, que pode ser quimico (drogas), fisico (calor),
biolégico (microrganismos), auto-imune ou células tumorais, age sobre as células
residentes induzindo a liberagdo de mediadores soltveis que, via receptores de
membrana, produzem aumento da permeabilidade vascular e exsudagao de plasma e
células sanguineas para o meio extravascular (HENSON, 2005).

O processo inflamatério envolve complexos mecanismos moleculares e
celulares. A migracdo celular é um evento central na resposta inflamatoria,
independente de sua etiologia. Os leucdcitos - neutréfilos, basoéfilos, eosinéfilos,
linfécitos e mondcitos - representam o segundo grupo de células presentes no
sangue, em valores numéricos, e diferem entre si por diversas caracteristicas, dentre
as quais suas quantidades relativas, morfologia e, principalmente, suas fungdes
(DITTMAR et al., 2000).

Dentre os leucdcitos circulantes, os neutroéfilos representam as principais células
recrutadas para o sitio inflamatério na fase aguda e também os maiores efetores da

lesdo tecidual, através da producdo de proteases e radicais derivados do
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metabolismo do oxigénio e nitrogénio (KEEL et al., 1997). Devido suas funcdes, os
neutrdfilos sdo considerados como essenciais na resposta do organismo contra
agentes infecciosos além de desempenhar importante papel na vigilancia e destruicao

de células neoplasicas (VOLLMER; MANDELL, 1993).

1.2.2. Migragdo dos neutrdfilos circulantes até o sitio inflamatorio

Os neutréfilos representam cerca de 60-70% dos leucdcitos circulantes. Sao
células provenientes de células-tronco pluripotentes (“haematopoietic stem cells”) as
quais ddo origem as células brancas, células vermelhas e plaquetas. Os processos de
diferenciagdo, proliferacdo e maturacdo dos neutréfilos ocorrem ainda na medula
Ossea sob estimulagdo de fatores de crescimento hematopoiéticos como o fator
estimulador da colonia de granulécitos (G-CSF), fator estimulador de colonia de
granuldcitos-macréfagos (GM-CSF) e interleucina (IL)-3 (REYES et al., 1999). Apés a
maturacdo, os neutrdfilos entram na corrente sangtiinea onde se mantém por
aproximadamente 6 a 9 horas. Neste local, encontram-se, em sua maioria, sob forma
madura (51-67%), apresentando ntcleo segmentado (polimorfonuclear) e citoplasma
com granulagdes que assumem um aspecto caracteristico quando observadas ao
microscopio. Essas células também podem migrar para os tecidos, nos quais o tempo
maximo de permanéncia é de 2 a 4 dias (JANEWAY et al., 2000).

O processo de recrutamento ou migracdo dos neutréfilos circulantes depende
da liberagao de fatores quimiotaticos no sitio da lesao, que sdo capazes de orientar o
movimento das células através de um gradiente de concentracdo (DITTMAR et al.,
2000). Substancias quimiotaticas, tais como compostos formilados (formil-metil-
leucil-fenilalanina - fMLP), fragmentos do sistema complemento (Cba), fatores
derivados da parede bacteriana (lipopolissacarideo - LPS), mediadores lipidicos
como fator de agregacao plaquetéria (PAF) e leucotrieno (LT)-Bs, e citocinas como IL-
1B e fator de necrose tumoral (TNF)-a, constituem mediadores classicos na ativagao
de neutroéfilos assim como de outros subtipos de leucécitos (BOKOCH, 1995; GURA,
1996). Citocinas quimiotaticas, denominadas quimiocinas, também sao reconhecidas

na ativacdo de leucdcitos, porém com maior especificidade (PROOST; WUYTS; VAN
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DAMME, 1996). Quimiocinas especificas para neutréfilos incluem interleucina (IL)-8,
peptideo ativador de neutréfilos derivado de células epiteliais (ENA), proteina
inflamatoéria de macroéfagos (MIP)-2a e -23 e oncogenes reguladores do crescimento
(GRO)-a, -3 e -0 (FUHLER et al., 2005).

Os quimioatraentes ndo apenas direcionam os leucécitos como também
ativam essas células. A ativagdo é um pré-requisito para a migracdo celular uma vez
que determina a capacidade proé-adesiva dessas células ao endotélio, via receptores
de membrana e sinalizagdo intracelular, e subseqiiente extravasamento dos
neutréfilos (MOSER; WILLIMANN, 2004).

A ativagdo dos neutroéfilos desencadeia uma série de eventos celulares que se
apresentam de maneira seqiiencial (rolamento, adesdo e transmigracdo) de acordo
com a capacidade de interacdo leucdcito-endotélio, coordenada por diferentes
moléculas de adesao (Figura 3) (KADONO et al., 2002).

Durante a inflamacdo, os neutréfilos circulantes interagem transitoriamente
com moléculas expressas na superficie das células endoteliais, resultando em
rolamento celular sobre a parede dos vasos sanguineos. Este contato inicial
representa a primeira etapa de uma cascata de interacdes moleculares entre
leucdcitos e endotélio ativados (Figura 3) (RADI et al., 2001; LEY, 2002).

O rolamento dos neutréfilos no endotélio é mediado pela ligagdo reversivel
das glicoproteinas selectinas e seus contra-receptores. As selectinas sdo expressas
constitutivamente na superficie dos leucécitos (L-selectina) e, de maneira induzida,
nas células endoteliais (E- e P-selectina) e nas plaquetas (P-selectina) (Figura 3). A
interacdo entre as moléculas E-selectina e L-selectina confere uma ligacdo de baixa
afinidade entre endotélio e leucécito, a qual favorece uma redugdo da velocidade
com que os leucécitos passam pelos vasos, permitindo a essas células rolar e, desde
que suficientemente estimuladas, aderir firmemente ao endotélio (LEY et al., 1995).
Em pacientes portadores da sindrome da Deficiéncia de Adesao de Leucdcitos tipo 2
- defeito metabodlico em via sintética comum para todos os ligantes de selectinas -
observa-se faléncia da migracdo de neutréfilos associada a reducdo de rolamento e
aderéncia dessas células ao endotélio (ETZIONI et al.,, 1995). O mesmo tem sido

demonstrado em camundongos nocaute para L- e/ou E- selectina, sugerindo que o
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rolamento, realizado por meio das selectinas, é pré-requisito para a firme adesao do
neutréfilo ao endotélio e, conseqiientemente, para o seu recrutamento normal (LEY,

2002).

Activating substances

relaasad by bactaria and @ Lipopolysascharides,
qamgﬁms ; ‘interteukin-, and

C3a Coa,
chemokines,
histamin;,
prostaglandins,
~and laukotrienes

Figura 3. Seqtiéncia de eventos envolvidos no processo de transmigracdo celular.
Modificado de Holgate ST, Church MK, Lichtenstein LM — Allerqy, 2end edition,
London: Mosby, 2001.

A aderéncia ou firme adesdo dos leucécitos ao endotélio tem como objetivo
imobilizar o rolamento dessas células e possibilitar uma maior interagao leucdcito-
endotélio. A firme adesdo dos neutroéfilos é mediada especialmente por moléculas de
adesdo pertencentes a familia de Integrinas 2 (ou CD18) - expressas na superficie
dos leucécitos - e moléculas de adesao intercelular (ICAM), apresentadas na
superficie das células endoteliais (GAHMBERG, 1997).

As integrinas, também conhecidas como receptores CR3, sdo glicoproteinas
heterodiméricas transmembrana compostas de duas cadeias de peptideos, a (CD11a,
CD11b ou CD1lc) e B (CD18), ligadas ndo covalentemente que integram as
atividades da matriz extracelular e do citoesqueleto (KIM; CARMAN; SPRINGER,
2003).

Os neutréfilos expressam dois membros da familia CDI18 tais como

CD11a/CD18 (ou antigeno associado a fungdo de leucocitos - LFA-1) e CD11b/CD18
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(ou antigeno macrofagico - Mac-1), que reconhecem moléculas de adesdo

intercelular-1 (ICAM-1) expressas nas células endoteliais ativadas (Figura 4) (LEY,

2002).

POSTRAPILLARY
VENULES

Firm
adhesion

Figura 4. Participacdo das moléculas de adesao nas interagdes leucécito-endotélio. Fonte:
www.biocarta.com/.../h_neutrophilpathway.asp

Mac-1 é considerada como a molécula de maior relevancia na maioria dos
modelos de resposta inflamatéria (WAGNER; ROTH, 1999) e em conjunto com as
quimiocinas, constitui o componente mais importante no controle da migracdo de
neutréfilos (FAGERHOLM et al., 2006). Mac-1 estd envolvida ndo s6 na adesdo
dessas células ao endotélio como também em sua transmigragdo, fagocitose,
apoptose e degranulacdo (GAHMBERG, 1997). Além disso, Mac-1 parece participar
da sinalizacdo realizada por outros receptores expressos na superficie dos
neutrdfilos, incluindo proteina ligante de LPS, receptor de fMLP e receptores Fc
(LEY, 2002). Desta forma, alteragdes na expressao de Mac-1 podem contribuir para a
disfuncdo dos neutroéfilos, comprometendo a capacidade de defesa do organismo e

favorecendo maior susceptibilidade ao desenvolvimento de infecgdes, como
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demonstrado em pacientes com mutacdo do gene CD18 (TSAI et al., 2008) e em
neutrdfilos normais tratados com anticorpos monoclonais para integrinas [
(GAHMBERG, 1997).

Os efeitos observados para as integrinas (32 estdo diretamente relacionados a
capacidade de ligacdo ou adesividade (afinidade e avidez) dessas moléculas aos seus
receptores endoteliais (LAUDANNA et al.,, 2002). A ligacdo de Mac-1 ocorre sob
sinais de ativacdo, os quais sdo responsdveis ndo s6 pelo controle da adesividade
como também da expressdao dessas moléculas. Quimioatraentes (PAF, IL-8, fMLP,
Cb5a), citocinas (TNF-a), fatores de crescimento (GM-CSF) e produtos bacterianos
(peptideos formilados e LPS) favorecem o aumento da expressao de Mac-1
(CANETTI et al., 2001). Por outro lado, o aumento da adesividade ou avidez desta
molécula parece ser estimulado particularmente pela quimiocina IL-8, como
demonstrado em modelos animais apds o uso de anticorpos monoclonais anti-IL-8
(DETMERS et al., 1990; POBER; COTRAN, 1990).

Uma vez aderidos ao endotélio, os neutréfilos migram até os tecidos
subjacentes por espacos abertos entre as células endoteliais (diapedese) (Figura 4) ou
por dentro de fissuras formadas no préprio endotélio (migracdo transendotelial)
(RADI et al.,, 2001). A diapedese e a migragdo transendotelial (transmigracdo) dos
neutréfilos ocorrem devido a expressdo de moléculas de adesdo pertencentes a
superfamilia das imunoglobulinas, tais como moléculas de adesao celular endotelial
e plaquetaria (PECAM)-1, expressas na superficie dos neutréfilos e das células
endoteliais (Figura 4), e moléculas de adesao juncional (JAM), expressas apenas no
endotélio (ZIMMERMAN et al., 1994). Selectinas e integrinas B, também estdo
envolvidas no processo de diapedese dos neutréfilos, direta ou indiretamente. Em
modelos experimentais de isquemia/reperfusao foi demonstrado que a emigracao de
neutroéfilos previamente ativados foi reduzida apds o uso de anticorpos monoclonais
para varias glicoproteinas de adesao, incluindo CD18, CD11b, ICAM-1 e L-selectina
(KUBES; JUTILA; PAINE, 1995).

Ap6s a transmigracao até o sitio de lesdo, os leucécitos podem desempenhar
uma grande variedade de fun¢des dependendo do seu modo de ativagdo. Dentre

elas, incluem-se a capacidade de apresentacdo de antigenos, citotoxicidade celular,
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remocao de fragmentos celulares, remodelamento tecidual e regulacdo da
inflamacdo. Podem também inibir ou facilitar o crescimento tumoral através de
diferentes mecanismos (AL-SARIREH; EREMIN, 2000).

Em resumo, a capacidade de migracao do neutroéfilo é essencial para manter
outras importantes funcdes dessa célula, como a fagocitose e atividade microbicida
(KEEL et al., 1997). O processo de migracdo dos neutréfilos envolve eventos
sequienciais, sendo cada um deles pré-requisito para a etapa subseqiiente. Estes
eventos sdo coordenados pela interacdo molecular entre receptores (moléculas de
adesdo) e seu ligantes, expressos na superficie dos neutréfilos e das células
endoteliais. A expressdo e a capacidade de ligacdo (afinidade e avidez) das moléculas
de adesdo determinam a habilidade dos neutréfilos circulantes chegarem ao sitio

inflamatadrio.

1.3. Fatores quimiotaticos envolvidos na migracao de neutréfilos - papel das

quimiocinas

Os neutroéfilos circulantes sdo atraidos para o sitio inflamatério por meio da
producgao, no local da lesdo, de diferentes fatores quimioatraentes, tais como fMLP,
C5a, IL-8, TNF-a e LTBs4 (HEIT et al., 2002). No entanto, o papel dos mediadores
frente a uma determinada agressdo tecidual estd relacionado a concentracdo e ao
compartimento organico (tecido ou circulagao sistémica) no qual eles sdo liberados.
Nos tecidos, TNF-a, IL-8 e IL-13 medeiam a defesa local do hospedeiro, através de
ativacdo e migracdo de neutréfilos (RIBEIRO et al., 1991). Por outro lado, niveis
sistémicos elevados destas citocinas resultam em efeitos inibitérios sobre a fungao de
leucécitos, incluindo a migracdo dos neutréfilos (TAVARES-MURTA; CUNHA;
FERREIRA, 1998).

Dentre os varios mediadores ja citados, as quimiocinas representam os
principais mediadores envolvidos na ativacdo e migracdo de neutrofilos,
provavelmente devido sua especificidade sobre essas células (FIGARELLA-

BRANGER et al., 2003). As quimiocinas sdo classificadas em familias com base no

namero e localizacdo dos residuos de cisteina N-terminais. As duas principais
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familias sdo a das quimiocinas CC, nas quais os residuos de cisteina sdo adjacentes, e
a familia CXC, na qual esses residuos sdo separados por um aminoacido. As citocinas
quimiotaticas pertencentes aos grupos CXC e CC constituem as subfamilias de
quimiocinas mais envolvidas na resposta imune celular, cujas atividades biolégicas
diferem quanto a capacidade de estimular tipos especificos de células efetoras.
Enquanto as quimiocinas CXC (por exemplo, IL-8, ENA-78, MIP-2 e GRO) atraem
principalmente neutréfilos (FIGARELLA-BRANGER et al., 2003), as quimiocinas CC
(por exemplo, proteina quimiotatica de mondcitos (MCP)-1 e quimiocina regulada
sob ativacdo normalmente expressa e secretada por células T (RANTES)) atraem uma
variedade de leucécitos (KAPLAN, 2001).

Dentre as quimiocinas CXC em humanos, considera-se a IL-8 como o fator
quimiotatico de maior especificidade para neutréfilos, cuja acdo é mediada pela
ligacdo de alta afinidade a dois receptores transmembrana especificos, incluindo
receptores de quimiocinas CXC - CXCR1 (ou IL-8RA) e CXCR2 (ou IL-8RB)
(HARADA et al., 1994). Esses receptores ativam as proteinas G triméricas nos
neutroéfilos, iniciando deste modo a sinalizacdo intracelular que permitira a estas
células migrarem para os sitios inflamatoérios (KATANAEYV, 2001).

A producdo de IL-8 é realizada especialmente pelos mondcitos, macréfagos,
fibroblastos e células endoteliais (CHALY et al., 2000), sendo sua sintese e secrecao
induzidas por estimulos externos como o LPS e por substancias endégenas como
6xido nitrico (NO) (AJUEBOR et al., 1998), TNF-a e IL-13 (FURIE; RANDOLPH,
1995).

A importancia da IL-8 sobre a fungdo dos neutréfilos estd diretamente
relacionada a sua capacidade de controlar ndo apenas a ativacdo e o recrutamento
dessas células (HARADA et al., 1994; FURIE; RANDOLPH, 1995), como também a
expressao e adesividade das moléculas de adesdao Mac-1 e fungdes efetoras como a
degranulacao (SPRINGER, 1990).

Em resumo, a IL-8 liberada pelos agentes infecciosos e/ou células imunes
participa da ativagao celular, da ligacdo dos leucécitos ao endotélio, da migragao das
células circulantes para os tecidos subjacentes e ativacdo de funcoes efetoras dos

neutréfilos (SPRINGER, 1990). Estes efeitos, no entanto, estdo condicionados a
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concentracdo da quimiocina e ao compartimento organico onde foi liberada.
Portanto, a reducdo tecidual ou o aumento sérico de IL-8 é capaz de inibir o
recrutamento de neutroéfilos até o sitio inflamatério, comprometendo a defesa do

organismo frente a uma injaria tecidual.

14. Motilidade de neutrdfilos - vias de sinalizacao envolvidas e participagao

dos filamentos de actina

A habilidade dos leucécitos em detectar pequenas concentracdes de
quimioatraentes permite a essas células locomover pelo tecido e até o sitio
inflamatério. A motilidade dos neutréfilos é controlada por receptores
quimioatraentes especificos ligados a mediadores quimiotéaticos produzidos pelo
agente infeccioso e/ou por células teciduais (LEE et al., 1992; WUYTS et al., 1997). A
maioria dos quimioatraentes, independente de sua natureza quimica, exerce sua agao
via receptores acoplados a proteina G (GPCR) controlando complexas cascatas de
eventos sinalizadores (DEVALAJARA; RICHMOND, 1999; CUMMINGS et al., 1999).

Os receptores GPCR sdo expressos na superficie dos neutréfilos e possuem
uma estrutura caracteristica de sete dominios a-helicoidais transmembranas
acoplados a proteina G. Eles sao divididos em cinco grupos, de acordo com os
mediadores envolvidos na ativagdo celular, incluindo receptores para fMLP, PAF,
C5a, LTBs (YOKOMIZO et al., 1997) e receptores para quimiocinas da familia CXC,
principalmente receptores CXCR1 e CXCR?2 para IL-8 (PREMACK; SCHALL, 1996).

Proteinas G sdao moléculas triméricas, com trés subunidades, a, 3 e y, sendo a
subunidade a ligada a guanosina difosfato (GDP) (Figura 5). Quando ativadas, as
subunidades Gy sao liberadas em decorréncia da formagao do complexo GTP-Ga e
a partir de entdo, trés vias distintas de sinalizagdo podem ser induzidas, incluindo
fosfolipase C (PLC), fosfoinositol 3-quinase (PI3K) e adenilil ciclase (AC) (HOWARD;
BEN-BARUCH; OPPENHEIM, 1996). A ativacdo da via PLC resulta na formacdo de
diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3), responsaveis pela ativacao de proteina
quinase C (PKC) e aumento de calcio citoplasmatico (LU; FURUYA,; GRINSTEIN,
1993). A ativagdo da AC favorece a producdo de cAMP, o qual é responsavel pela
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ativacdo de proteina quinase A (PKA). Ambas as vias, PLC e AC, participam
indiretamente da resposta motora dos neutréfilos através de seus produtos PKC e
PKA (ALTERAIFI; ZHELEV, 1997).

PI3K, através do acamulo de seu produto fosfatidilinositol trifosfato (PIPs), é
considerada como a principal molécula sinalizadora da motilidade dos neutréfilos
(BEN-BARUCH; MICHIEL; OPPENHEIM, 1995), provavelmente devido sua estreita
relacdo com as proteinas tirosina quinases e os filamentos de actina (BRUYNINCKX

et al., 2001).

Figura 5. Esquema representativo das vias de sinalizagdo intracelulares envolvidas na
migragdo de neutréfilos apds ativagdo. Participacdo dos receptores acoplados a proteina
G e moléculas de adesdo integrinas ;. Fonte: ZHELEV, DV e ALTERAIFI, A. In: Annals
of Biomedical Engineering, v. 30, p. 357, 2002.

A ativagdo da via tirosina quinase, realizada diretamente pela ligacdo e
ativacdo das moléculas de adesdo integrina (. (Figura 5), é evento chave na

polimerizacao de actina que é fundamental na resposta motora dos neutréfilos
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(KATANAEV, 2001). O mecanismo da motilidade dos neutréfilos ativados esta
associado inicialmente a uma alteragdo conformacional destas células, permitindo
sua movimentacdo (“crawling”) ao longo do endotélio em direcdo ao gradiente
quimioatraente (FIRTEL;, CHUNG, 2000).

Durante a fase inicial da motilidade, os neutréfilos movimentam-se
estendendo um pseudépodo que impulsiona o restante da célula na direcdo da
extensdo. O interior do pseudépodo é constituido por uma rede ramificada de
filamentos compostos de actina e de uma proteina contratil, a miosina. O neutroéfilo
utiliza associagdo e dissociacdo rapidas de actina, a fim de expandir e contrair o
pseudépodo (SULLIVAN; MANDELL, 1983; STOSSEL et al., 1984). Este fendmeno ¢é
controlado por ions de célcio (liberados especialmente pela acdao das fosfolipases) e
intimeras proteinas reguladoras, tais como proteinas fixadoras de actina ou de célcio
(LU; FURUYA; GRINSTEIN, 1993).

A polimerizacdo dos filamentos de actina é evento determinante na migragao
de neutroéfilos. Alteracdes em quaisquer etapas que precedem este evento, tais como
reconhecimento de mediadores quimiotaticos e acoplamento de resposta, podem
resultar em reducdo na capacidade quimiotatica, comprometendo a defesa do

organismo e aumentando a suscetibilidade ao desenvolvimento de infeccdes.

1.5. Alteracdes de funcdes de neutréfilos em doencas/cancer - participacao de

mediadores

Em doengas infecciosas, o papel dos neutréfilos como células de defesa é bem
documentado. Em pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) foi demonstrada reducado significativa da quimiotaxia (HEIT et al., 2006) e
tagocitose (PUGLIESE et al., 2005) de neutréfilos em resposta aos estimulos IL-8 e
fMLP. Estes defeitos foram associados a ocorréncia de infeccdes bacterianas e
tangicas e, consequentemente, ao aumento da morbidade/mortalidade neste grupo
de pacientes (HEIT et al, 2006). Em pacientes com sepse que posteriormente
evoluiram para 6bito, a funcdo quimiotatica de neutréfilos foi significativamente

menor que aquela apresentada por voluntarios sadios, sugerindo que este tipo de
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disfuncdo também pode contribuir para o prognodstico da doenca (TAVARES-
MURTA et al., 2002).

Pacientes com cancer podem apresentar alteragdes de fungdes de leucdcitos
induzidas pela prépria doenca (PICKERING; ERICSSON; KOHL, 1978). Pacientes
com cancer gastrointestinal, no momento do diagnéstico, apresentaram reducao da
funcado quimiotatica de neutréfilos comparado a voluntarios sadios (DUIGNAN et
al., 1986). Em mulheres com cancer ginecolédgico de diferentes origens, foi encontrada
reducdo na producado de radicais superdxidos, ja em estddios iniciais e de forma mais
marcada com a evolugdo da doenga. Nao esta claro se as alteragdes na produgao de
superdxidos apresentam relacdo causal com o desenvolvimento da doenga ou se
seriam conseqiiéncia desta doenca (POKA et al., 2000). Recentemente nosso grupo de
pesquisa demonstrou reducdo da capacidade de migracdo dos neutréfilos de
pacientes com cancer invasivo de colo uterino, comparado ao grupo em
estadiamentos iniciais e ao grupo controle (FERNANDES JUNIOR et al., 2007).

Mediadores sistémicos como as citocinas e o 6xido nitrico (NO) estao
envolvidos no fendémeno de inibicdo de fungdes celulares. Em modelos de sepse, a
faléncia da migragdo de neutréfilos para o sitio inflamatério é mediada por TNF-a e
IL-8 presentes na circulagao, através da producdo do NO (TAVARES-MURTA et al,,
1998). Em modelo de endotoxemia (TAVARES-MURTA et al., 2001) ou sepse
induzida por ligadura e perfuracdo cecal, a administracdo de inibidor seletivo da
sintese de NO, aminoguanidina, preveniu a faléncia da migracdo de neutréfilos,
demonstrando o papel do NO neste modelo experimental (BENJAMIM et al., 2000).

Em pacientes com cancer também observam-se alteracdes na producdo de
mediadores sistémicos. Concentracoes séricas elevadas de TNF-a, IL-8, IL-10 e NO
sdo descritas para pacientes com cancer de diferentes etiologias comparado a
voluntarios sadios (MERENDINO et al., 1999; COSKUN et al., 2003). Alteracdes de
fungdes de neutrofilos tém sido verificadas também, e principalmente, entre os ciclos

de administra¢do de drogas quimioterépicas.
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1.6. Quimioterapia antineoplasica - aspectos terapéuticos e toxicos

A cirurgia como tratamento isolado do céncer é ineficaz em pacientes com
tumores localmente avancados. Nos dltimos anos, estabeleceu-se consenso mundial
na utilizacdo e indicacdo da quimioterapia adjuvante, ou seja, administrada apods a
retirada cirargica da mama. A terapia neoadjuvante, inicialmente definida como
terapia sistémica realizada antes do tratamento local, é mais recente e também
amplamente utilizada (CLEATOR; PARTON; DOWSETT, 2002).

A quimioterapia consiste no emprego de substancias quimicas, isoladas ou em
combinacdo, com o objetivo de tratar, por via sistémica, as neoplasias através da
reducdo do processo de crescimento e divisdo celular. Contudo, a maioria destas
substancias ndo possui especificidade, ou seja, nao destrdi seletiva e exclusivamente
as células tumorais. Os tecidos formados por células de rdpida proliferacdo, por
apresentarem semelhanga as células neoplasicas - alta atividade mitética e ciclos
celulares curtos - representam os principais alvos da toxicidade quimioterapica
(CLEATOR; PARTON; DOWSETT, 2002).

Mielossupressao, especialmente neutropenia, ¢ um dos efeitos adversos mais
comuns da quimioterapia e estd associada ao aumento de risco de infecgdes
(ELOMAA; JOENSUU; BLOMQUIST, 2003). No entanto, alguns estudos sugerem
que a contagem de neutréfilos isoladamente ndo tem valor preditivo na ocorréncia de
infeccdes, como demonstrado em pacientes com cancer ovariano (GREGORY et al.,
2000) ou de mama (RAHMAN et al., 1997) submetidas a quimioterapia. Além da
perda quantitativa de leucdcitos circulantes, as drogas quimioterapicas sdo também
capazes de afetar a capacidade funcional dessas células (LEHRNBECHER et al.,
1997).

A maioria dos trabalhos descritos em literatura demonstra efeito direto da
quimioterapia sobre as funcdes de leucdcitos, associando leucopenia, alteracdes
funcionais de células e ocorréncia de infeccdes (RAHMAN et al., 1997). Por outro
lado, efeitos indiretos - aqueles que ocorrem quando nao existe droga circulante -
também sdo observados. Recentemente, demonstramos que os neutroéfilos obtidos de

mulheres com cancer de mama apresentaram capacidade de migragdo semelhante a
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mulheres voluntarias. Porém, o tratamento quimioterdpico reduziu a migracdo de
neutroéfilos frente a diferentes estimulos, principalmente nas pacientes com episédios
de infeccio (MENDONCA et al., 2006). Neste estudo, os neutroéfilos foram coletados
no tempo minimo de 21 dias ap6s o ciclo de quimioterapia, quando considera-se que
ja houve recuperacdo da aplasia medular e depuracdo das drogas do organismo
(CALABRESE; CHABNER, 2001). Também em pacientes com cdncer de mama
recebendo antraciclinas foi observada reducédo significativa das fung¢des fagocitica e
microbicida de neutréfilos imediatamente antes do 2° ciclo de QT, sendo este efeito
mantido durante os ciclos subseqtientes (WIJAYAHADI et al., 2007). Em pacientes
com glioma maligno foi demonstrada reducdo da producao de superéxidos por
neutréfilos no tempo de 6-8 semanas apds o término do tratamento quimioterapico
(HARTMANN et al.,, 2004). Alteracao funcional semelhante foi demonstrada em
pacientes com cancer ovariano no 14° dia apds a quimioterapia, comparada ao tempo
pré-QT. Na fase de total recuperacdo da aplasia medular houve aumento da
capacidade de producdo de superéxidos por neutréfilos, contudo ainda abaixo dos
niveis normais. Foi sugerido que a quimioterapia pode alterar diretamente a funcao
celular e, de maneira indireta, destruir o microambiente da medula 6ssea (HIDAKA
et al., 2003).

A toxicidade da quimioterapia antineoplasica ndo ocorre de forma uniforme,
variando de individuo para individuo e de uma droga para outra (COLLINS, 1995).
Em criangas leucémicas foi demonstrado que as fungdes neutrofilicas sao
diferentemente sensiveis aos efeitos toxicos da quimioterapia. Embora a maior parte
das funcdes seja restaurada apds a recuperacdo medular, como a quimiotaxia,
observou-se a persisténcia do defeito bactericida (LEJEUNE et al., 1996). Outros
pacientes com leucemia aguda, na fase de remissao da doenca, apresentam aumento
da capacidade de quimiotaxia dos neutréfilos, contudo muito abaixo dos niveis
normais. O indice de fagocitose tende a normalizar-se mas, ainda assim, observa-se
que nesses pacientes a incidéncia de infec¢des mantém-se aumentada (HOFMANN;]
STAUCH; HOFFKEN, 1998). Em pacientes com cancer de mama previamente
submetidas a quimioterapia ou radioterapia, a reducdo na mobilizacdo de células

progenitoras a partir da medula 6ssea sugere a presenca de um “fator circulante”,
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responsavel pelo efeito indireto do quimioterapico (DEMIRKAZIK et al., 2002).

O esclarecimento dos mecanismos envolvidos nas alteracoes de funcgdes
leucocitérias poderd definir uma estratégia efetiva capaz de limitar os efeitos
deletérios da inflamacdo aguda e, ao mesmo tempo, preservar a defesa do
hospedeiro contra infec¢des bacterianas, como ocorre em pacientes com cancer em

tratamento quimioterapico.



2. HIPOTESE E OBJETIVOS
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2.1. HIPOTESE

A reducdo da migracdo de neutréfilos observada em pacientes com cancer de
mama tratadas com quimioterapia pode ser mediada por fatores circulantes que

interferem em algum evento essencial a migracgdo celular.

2.2. OBJETIVOS

Avaliar mecanismos envolvidos na redugdo da migracdo de neutréfilos em
pacientes com cancer de mama tratadas com quimioterapia, através dos seguintes

procedimentos experimentais:

a) Efeito do soro obtido de pacientes com cancer de mama apds tratamento
quimioterdpico sobre a migracdo de neutréfilos normais;

b) Quantificacdo da producao sistémica de mediadores NO, IL-6, IL-8, TNF-a e
IL-10;

c) Quantificacdo da producao de mediadores NO, IL-6, IL-8, TNF-a e IL-10 em
sobrenadantes da cultura de neutréfilos e células mononucleares;

d) Quantificacdo da expressao de receptores de quimiocinas (CXCR1 e CXCR2) e
de moléculas de adesao (CD11b) em neutroéfilos;

e) Quantificacdo da polimerizacdo dos filamentos de F-actina.



3. PACIENTES E METODOS
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3.1 Pacientes e controles

Foram avaliadas mulheres com diagndstico de cancer de mama, independente
do estadiamento tumoral, sem qualquer tipo de tratamento antineoplasico anterior
para a doenca ou uso de drogas imunossupressoras, atendidas no Servigo de
Mastologia da Disciplina de Ginecologia e Obstetricia do Hospital Escola da
Universidade Federal do Tridngulo Mineiro (UFTM). O diagnéstico foi realizado
através de exame clinico e mamografico e confirmado através de Puncdo para
Biopsia Aspirativa por Agulha Fina (PBAAF) e/ou “Core Biopsy”. O estadiamento
anatomo-patolégico seguiu a recomendacdo do American Joint Committee on Cancer
(AJCC) juntamente com o Committee of the International Union against Cancer (UICC).
Tal procedimento reflete a extensdo tumoral em TNM - tamanho do tumor (T),
presenca de nodo axilar (N) e/ou metastase (M) - e permite priorizar o tratamento
mais adequado (SINGLETARY; CONNOLLY, 2006).

Os controles foram mulheres voluntdrias sadias, ou seja, sem doenca
diagnosticada e sem uso de drogas imunossupressoras, abordadas no momento da
realizagdo do ensaio de quimiotaxia.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFTM e o termo
de “Consentimento livre e esclarecido para participacao em pesquisa” foi assinado,
perante testemunha, pela paciente ou seu responsdvel, quando de acordo em

participar da pesquisa.

3.2. Tratamento quimioterapico

Pacientes em diferentes estadios foram submetidas a quimioterapia, de acordo
com a rotina do Servico de Mastologia. O tratamento foi realizado em 6 ou 8 ciclos,
com intervalo de 21 dias entre cada ciclo e contagem total de leucécitos maior ou
igual a 2000/ mm?, avaliada através de leucograma realizado, em média, 5 dias antes
do inicio de cada ciclo. O tratamento quimioterdpico foi constituido da combinagao
das seguintes drogas: (1) adriamicina ou epirrubicina (50 - 60 mg/m?) e

ciclofosftamida (500 - 600 mg/m?): esquema AC ou EC, (2) 5-fluoruracil (600 mg/m?),



Pacientes e Métodos 37

adriamicina ou epirrubicina (50 - 60 mg/m?) e ciclofosfamida (500 - 600 mg/m?):
esquema FAC ou FEC e (3) ciclofosfamida (500 - 600 mg/m?), metotrexato (50
mg/m?) e 5-fluoruracil (600 mg/m?): esquema CMF. Por ser o tratamento
individualizado, a manutengdo do mesmo por periodo maior ou menor do que o
prescrito inicialmente foi dependente da resposta tumoral. Pacientes que
apresentaram regressdo tumoral total apds o 6° ciclo tiveram seu tratamento
quimioterdpico interrompido, seguindo para o tratamento cirtrgico. Em mulheres
com resposta parcial (mais que 50% de reducao da area tumoral) ou com progressao
tumoral (aumento de 25% ou mais no volume do tumor) ou auséncia de resposta
(regressao menor que 50%) ao final do 6° ciclo, a quimioterapia foi modificada por
meio da suspensdo do esquema até entdo utilizado e introducdo do Taxol (50

mg/m?), associado ou nao a radioterapia.

3.3. Coleta de sangue

Amostras de sangue venoso periférico foram coletadas das pacientes,
utilizando material descartavel e esterilizado, seguindo todos os principios de
assepsia, em dois momentos distintos: (1) antes do 1° ciclo de quimioterapia quando
a paciente ainda nado havia recebido nenhum tipo de tratamento antineoplésico
sistémico e (2) 21 dias (periodo necessario para a recuperagao da aplasia medular
induzida pela quimioterapia) ap6és o término do 3° ou 4° ciclo, imediatamente antes
do ciclo seguinte.

Em cada tempo foram coletadas duas amostras contendo 5 mL de
sangue/amostra, sendo uma sem anticoagulante, utilizada para a dosagem de
mediadores no soro, e outra com heparina (100 U/mL) utilizada para purificacdo de
neutrofilos e avaliagdo da expressao de receptores de membrana.

O mesmo procedimento técnico foi realizado para a coleta de sangue das

voluntéarias sadias.



Pacientes e Métodos 38

3.4. Obtencao e purificacdo de neutrofilos

Os neutrdfilos presentes no sangue venoso de pacientes e controles foram
isolados através do meio Histopaque (densidade 1119) de acordo com as instrugdes
do fabricante (Sigma Diagnostics, St. Louis, MO, USA). O sangue coletado foi
adicionado a um tubo de centrifuga contendo Histopaque, na proporcao de 4,0 mL
sangue/4,0 mL Histopaque. Os tubos foram centrifugados a 600 x g, em temperatura
ambiente, até a completa separacdo da banda de neutrofilos (Figura 6).

A camada de neutrdfilos foi coletada com o auxilio de micropipeta e a seguir
as células foram lavadas com meio de cultura RPMI-1640 (Sigma Chemical, St. Louis,
MO, USA) contendo soroalbumina bovina (BSA) 0,01%, através de centrifugacao
(1200 rpm, 5 min, temperatura ambiente), procedimento este que foi repetido outras
duas vezes. Em seguida, os neutroéfilos isolados foram ressuspensos em 1 mL do

mesmo meio. A viabilidade das células foi analisada por exclusdo em azul de Tripan.

Centrifugacao

s ~ = Plasma
angue A - Mononuclear
600 x
—p < 9 D —> B - Neutréfilos
-
C - Eritrocitos
Histopaque

Figura 6. Separacdo de leucécitos a partir do sangue total coletado com heparina. Sangue
heparinizado obtido de controles e pacientes com cancer de mama é colocado em tubos
Falcon contendo Histopaque (Tubo 1) e centrifugado em velocidade de 600 vezes a forca da
gravidade (x g). Duas camadas celulares sdo formadas (Tubo 2), sendo uma superior (A) e
outra inferior (B) constituidas de células mononucleares e neutréfilos, respectivamente.

Foi realizada a contagem total e diferencial dos leucécitos purificados. Para a
contagem total, 20 UL da solucado de células foram adicionados a solugao de Turk (400

HL) e as células foram contadas em camara de Neubauer. A contagem diferencial foi
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feita em lamina lapidada preparada com 20 pL da solucdo de células em
citocentrifuga (1000 rpm, 5 min, Cito-Spin, Incibréds). A ldmina foi corada (May-
Grunwald-Giemsa) e observada em microscopio 6ptico com objetiva em 6leo de
imersdo (100x). Foram contadas 100 células diferenciando-se os tipos celulares -
neutroéfilos, mononucleares, eosinéfilos e baséfilos. O grau de purificagdo obtido foi,

em média, superior a 95%.

3.5. Tratamento de neutr6filos normais com soro de pacientes

Para avaliar um possivel efeito do soro obtido de pacientes com cancer de
mama sobre a funcdo quimiotatica de neutréfilos normais, estas células purificadas
foram incubadas com soro heterélogo normal (50%) ou na presenca de soro de
pacientes diluido em RPMI-BSA (concentracdes de 0,5%, 5% e 50%) durante 30
minutos, a 37°C e 5% de CO.. Apo6s esse tempo foi realizado o ensaio de quimiotaxia

utilizando microcamara de quimiotaxia (Figura 7).

3.6. Ensaio de quimiotaxia

A capacidade de migracdo de neutrodfilos foi avaliada em microcdmara de
quimiotaxia de 48 pogos (Neuro Probe, Cabin John, MD, USA) (figura 7), separadas
por membrana de policarbonato com poros de 5 pm de didmetro. Na camara inferior
foram colocados 28 UL do meio de cultura RPMI-BSA 0,01% ou 28 pL dos estimulos
quimiotaticos separadamente: fMLP, LTBy e IL-8 diluidos em RPMI-BSA.

A concentragao utilizada para os estimulos em todos os ensaios foi de 107M,
selecionada através da andlise da curva dose-efeito da migracdo de neutréfilos, em
resposta a diferentes concentracdes dos estimulos quimiotéticos, realizada em
voluntarias (Figura 8). Na cdmara superior foram colocados 50 YL dos neutroéfilos
purificados normais (1,0 x 10 células/mL RPMI/BSA), previamente tratados com
diferentes concentragdes de soro obtido de voluntarias ou de pacientes com céncer de

mama. O ensaio foi feito em triplicata para cada uma das amostras.
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As camaras foram incubadas por 1 h, a 37°C e 5% CO,. Ap6s esse tempo a
membrana de policarbonato foi removida, fixada e corada (kit de coloracdo Hema 3
Stain set, Biochemical Sciences, Bridgeport, NJ). O ntiimero de neutréfilos emigrados
para a parte inferior do filtro foi contado (objetiva 100x) em 10 campos aleatérios e
para cada grupo realizado em triplicada. Os neutroéfilos diluidos em RPMI que
emigraram em direcdo aos estimulos quimiotaticos foram considerados como
migracdo direcionada e os que migraram em direcdo ao RPMI como migracao
aleatoria. Os resultados foram expressos como nimero de neutréfilos emigrados por

campo.

“-‘J ' 2 X «  gnferier - 285 pL de meio EPRO oun
? estimulos guimieotaticos (fMLP,

oy _J- T LTB, ¢ IL-8)
R gt

Superior — 501 de neutréfilos (108 5 9 $

celulas)

L MMembrana de silicone

Figura 7. MicrocAmara de quimiotaxia. Apresentacdo das partes da microcamara de
quimiotaxia: cAmara inferior, membrana de silicone e cAmara superior
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Figura 8. Curva dose-efeito da migracdo de neutréfilos em resposta a diferentes
concentracdes de estimulos quimiotaticos. As barras representam o ndmero de
neutréfilos (média + EPM) emigrados por campo, obtidos de mulheres voluntérias (n=>5),
em resposta ao RPMI (controle) e a diferentes concentra¢des molares (10, 107, 10-%) dos
estimulos quimiotaticos fMLP, LTBy4 e IL-8 . **p<0,01 e ***p<0,001 comparado ao RPMI
(ANOVA + Dunnett).
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3.7 Cultura de leucdcitos para avaliacdo da producao de mediadores

inflamatorios

Para avaliar a producao de mediadores inflamatdérios por leucécitos circulantes
obtidos de mulheres voluntarias sadias (controles) e de pacientes com cancer de
mama antes e apds tratamento quimioterapico, neutroéfilos e células mononucleares
(1 x 106/ml) purificados foram estimulados ou ndao com endotoxina (LPS E.coli, 1
pg/ml) e incubados (37°C, 5% de COz) durante 24 e 48 horas em placas de 96 pogos.
Ap6s cada tempo, as amostras foram transferidas para tubos de centrifuga e a
viabilidade celular foi determinada por exclusao em azul de Tripan. Em seguida, a
solugao foi centrifugada (10 min, 1500 rpm) e os sobrenadantes foram coletados e
estocados (-70°C) em amostras de 200 pL, até a dosagem dos mediadores realizada

através da reacao de Griess ou de ensaio imunoenzimatico.

3.8. Ensaio imunoenzimatico para dosagem de citocinas

O soro dos controles e das pacientes foi obtido por centrifugacao (1500 rpm
durante 10 min) do sangue total (amostra sem anticoagulante) e estocado em
amostras de 200pL em freezer (-70°C), até o dia do experimento.

As concentracdes de TNF-a, IL-6, IL-8 e IL-10 nas amostras de soro ou de
sobrenadantes da cultura de leucécitos foram determinadas por meio de ensaio
imunoenzimético (ELISA) (Figura 9). Para a captura de anticorpos, placas de 96
pocos foram revestidas com 50 UL/ pogo do anticorpo especifico para cada uma das
citocinas acima, diluidos (1 a 3 pg/mL) em solugao tampao de ligagdo (Na:HPOs4) e
incubados por 16-24 h em temperatura de 4°C. As placas foram entdo lavadas
(PBS/Tween 20 0,05%) trés vezes e a ligagdo ndo-especifica foi bloqueada (2 h, 37°C)
com PBS/BSA 1% (100 pL/poco). As amostras e padrdes (curva padrao) foram
colocados nas placas (50 pPL/pogo) e incubados por 16-24 h a 4°C. Para a curva
padrao foram utilizados anticorpos recombinantes humanos previamente diluidos

em PBS/Tween 20 (2,5 a 10 pg/mL). As placas foram lavadas e em seguida, foi
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adicionado anticorpo anti-citocina biotinilado (0,5 a 1 pg/mL) diluido em tampao de
bloqueio (PBS/BSA 1%). Apdés 1 h de incubacdo (37°C), as placas foram lavadas
(PBS/Tween 20) e o conjugado avidina-peroxidase previamente diluido em tampao
de bloqueio (1:5000) foi adicionado (100 pL/poco). A placa foi novamente incubada
por 30 min em temperatura ambiente. Apds este periodo de tempo as placas foram
lavadas e, em seguida, foi realizada a reacdo de coloragdo adicionando-se o substrato
o-fenilenediamina dihidrocloreto - OPD (100 pL). As placas foram entdo incubadas
em temperatura ambiente por 15 a 20 min. A reacdo foi interrompida com H>SO4 (50
UL, IM) e a absorbancia medida a 490 Nm em leitor de placa de ELISA. Os resultados
foram expressos em picogramas de cada citocina por mililitro de soro ou

sobrenadante (BENJAMIM et al., 2000).
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Figura 9. Ensaio de Imunoabsorcao
por ligacdo enzimatica “em
sanduiche”. Apresentagdo das etapas
de captura de anticorpos (A), adicdo
da amostra ou padrdo (B), remocdo
dos antigenos nao ligados (C),
detecgdo de anticorpos (D) e reacdo de
coloracdo (E). Modificado de Abul K.
Abbas, Andrew H. Lichtman -—

Imunologia Celular e Molecular. 5t
edit¢cdo. Rio de Janeiro, 2005.
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3.9. Ensaio colorimétrico para quantificacio de metabdlitos de 6xido nitrico

A quantificagdo do nitrato em amostras de soro obtidas de controles e
pacientes foi determinada por meio da reducdo enzimética do nitrito com a nitrato
redutase, conforme descrito (SCHMIDT et al., 1989). As amostras (40 pl) foram
incubadas com o mesmo volume de tampao redutase (fosfato de potéssio 0,1M, pH
7,5; contendo 1 mM de fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo-NADPH, 10
mM de flavina adenina dinucleotideo-FAD e 4U de nitrato redutase/ml) durante 20
h a 37°C. Uma curva padrao de nitrato foi determinada por incubacdo de nitrato
sodico (10 a 200 pM) com tampao. A quantidade total de metabdlitos de NO foi entdao
determinada pelo ensaio colorimétrico baseado na reacao de Griess (GREEN et al.,
1981). O mesmo procedimento foi utilizado para a quantificagio de nitrito em
amostras de sobrenadante, exceto a utilizacdo da enzima nitrato redutase. A

absorbéncia foi medida a 546 nm. Os resultados foram expressos como UM de nitrato

(NOs)+ nitrito( NO2").

3.10. Citometria de fluxo para quantificacio da expressao de receptores CXCR1,

CXCR2 e CD11b na superficie de neutréfilos

Marcacdo das células

Amostras de sangue heparinizado de controles e pacientes com cancer de
mama foram distribuidas em 7 tubos de FACs (100 pL/cada). Anticorpo controle
(isotipo) de marcagdo inespecifica (IgGp - fluorocromo de isotiocianato de
fluorosceina (FICT) ou fluorocromo ficoeritrina (PE) ou IgG: - fluorocromo de
ficoeritrina-cianina 5.1 (PECy5); BD Bioscience Pharmingen, San Diego, CA) foi
adicionado aos tubos 2, 3 e 4. Os anticorpos conjugados anti-CXCR1/FITC, anti-
CXCR2/PECy5 e anti-CD11b/PE foram adicionados (1 pL/cada) aos tubos 5, 6 e 7,
respectivamente. No primeiro tubo (tubo 1) nenhuma marcacéo foi realizada, sendo

este considerado como controle negativo (Figura 10).
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As amostras foram incubadas em temperatura ambiente e sob protecdo da
luz durante 30 minutos. As células foram entdo fixadas com PBS/paraformaldeido
(PF) 1% por 5 min e em seguida foi adicionado tampao de lise (3 mL/cada tubo) para
realizacdo da lise de hemacias. Os tubos foram levemente agitados e centrifugados a
1200 rpm durante 10 min, procedimento este repetido outras duas vezes. O
sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas com tampao PBS/BSA 1%
através de centrifugacdo (1200 rpm, 5 min, 20°C). Ap6s trés lavagens, o sobrenadante
foi entao desprezado e as células foram ressuspensas em 300uL de PBS/PF 1%. As
células foram analisadas através de citometria de fluxo (Fluorescence Activated Cell

Analyser FACSort; Becton Dickinson, San Jose, CA - USA).

1 2 3 4 5 6 7

CXCR1
CD11b

IPE

IPECyY5 .
CXCR2 .

Controle
IFITC

Figura 10. Marcagdo de células para avaliagdo da expressdao de moléculas de adesdo e
receptores de membrana. Sangue total foi colocado em tubos de FACS (representados
por ntimeros de 1 a 7). Em cada tubo, a excecdo do tubo 1 (controle), foi adicionado
anticorpo inespecifico (isotipo (I) conjugado a FITC, PE ou PECy5) ou anticorpos
especificos anti -CXCR1 (tubo 5), -CXCR?2 (tubo 6) e -CD11b (tubo 7).

Pardametros adotados na citometria de fluxo

Para a leitura e a andlise das amostras foi utilizado o Cell Quest Software,
versao 3.1 (Cell QuestTM Software, Becton Dickinson immunocytometry systems,
San Jose, CA, USA) com aquisicdo de 20.000 eventos utilizando-se uma janela de
analise (gate) a partir dos parametros FSC e SSC (Figura 11). Considerando a gate das
células de interesse, foram obtidos histogramas de intensidade de fluorescéncia do
respectivo fluorocromo (FITC, PE e/ou Cy5) em escala logaritmica fornecida pelo

citbmetro.
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Os resultados foram fornecidos na forma de percentagem e ntmero
absoluto de células positivas e, de forma quantitativa, foram representados pela
intensidade média de fluorescéncia - razdo entre a intensidade média de
fluorescéncia (IMF) da amostra em estudo e do respectivo controle negativo

(ARRAES et al., 2006).
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Figura 11. Histograma de células normais do sangue periférico. O histograma foi obtido
em fungdo da positividade CDgs lida no scatter SS

3.11. Quantificacao da polimerizacao de F-actina em neutréfilos estimulados

Neutrofilos purificados de pacientes (1 x 100 células/mL RPMI/BSA) foram
incubados na presenca ou auséncia de IL-8 (107M) por 10 minutos em temperatura
ambiente. Para cada amostra foi preparada uma ladmina lapidada com 50 pL da
solucdo de células (5 x 10* células) utilizando citocentrifuga (Cito-Spin, Incibras)
durante 5 min e 1000 rpm. Em seguida, as células foram fixadas com solucdo de
paraformaldeido-sacarose 4% (PF 4%) por 20 minutos em temperatura ambiente.
Apoés este tempo as laminas foram lavadas trés vezes com PBS, sendo que para cada
lavado foi dada uma pausa de 3 min. As laminas foram entdo secadas e armazenadas
em freezer a -20°C até o dia da realizacdo do ensaio de citoquimica.

No dia do experimento, as laminas foram retiradas do gelo e mantidas em
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camara umida e escura e em temperatura ambiente durante todo procedimento de
marcacdo das células. As laminas foram inicialmente cobertas por PBS durante 3
minutos, sendo este procedimento repetido outras duas vezes. Apds secagem das
laminas as células foram tratadas com PBS-Triton X-100 0,2% e incubadas por 5
minutos. Sem lavagem, as laminas foram novamente secadas e as células foram
tratadas com 100 pL de faloidina conjugada a isotiocianato de rodamina-tetrametil
(TRITC; Sigma), previamente diluida em PBS (1:3000). As laminas foram incubadas
por 2 h e, em seguida, lavadas trés vezes com PBS por 3 min cada lavado. Laminulas
foram montadas sobre as células utilizando solucdo de N-propilgalacto (20 pM) e
glicerol (20%) diluidos previamente em PBS. A polimerizacdo de actina foi entdo
determinada por meio da microscopia de fluorescéncia (Olympus BX40, Tokyo,
Japan) a partir da captura de imagens de células marcadas. Os resultados foram
representados através da intensidade média de fluorescéncia obtida através do

software Image J.

3.12. Analise estatistica

Os dados foram avaliados por meio dos programas SigmaStatt 2.0, GraphPad
Prism 4 e GraphPad InStatl. A distribuicdo das variéreis foi avaliada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov e os valores expressos em mediana e percentis. Os grupos
(controles e pacientes) foram analisados pelo teste de Mann-Whitney e pelo teste de
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn para comparacdo de mais de dois grupos
(tratamento de neutréfilos normais com soro de pacientes em diferentes
concentracdes). A comparacdo entre os grupos pareados (antes e apds tratamento
quimioterdpico) foi feita através do teste de Wilcoxon.

Fixou-se o nivel de significincia em 5% (p<0,05).

3.13. Preparo de meios de cultura, solucdes, reagentes e drogas

3.13.1. Meios de cultura, solucdes e corantes utilizados para purificacio de
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neutrofilos e ensaio de quimiotaxia

a) Meio de cultura RPMI 1640 simples, com glutamina, sem bicarbonato de sédio:

RPMI 1640 (SIZIMA) ..ouvviiiiiiiiiciciiiiiee e 104 ¢
Bicarbonato de s6dio (IMerck) ........cccoevevieinenicinineieerercenenceeceeeees 22¢g
Agua bi-destilada e deionizada q.5. ...o.oeveevververireriessiesie e, 10L

O pH do meio foi acertado para 7,4 e a solucdo filtrada (filtros de Millipore 0,22

Hm) e armazenada em geladeira antes do uso.

b) Meio de cultura RPMI contendo BSA 0,01%
O meio de cultura foi preparado conforme descrito no item a, acrescido de BSA
fracdo V (Sigma), na concentracdo de 0,01 g/100 mL, imediatamente antes do

uso, e esterilizado por filtros Millipore 0,22 pum antes do uso.

c) Solugao de Turk

Acido acético glacial P.A. (Merck) ........cccoorverrerreerreerreesieensessessssessons. 20,0 mL
Azul de metileno (Merck)......ccoeivieuirinciinieiinciciccecee e 05¢g
Agua deionizada Mili-Q 8. .uveevveeriveriisriessisesissessssssesssses s ssssssssssens 10L

d) Corante pancréomico de Rosenfeld

Giemsa-azul-eosina-azul de metileno ............ccccccoeciiniiiiicinnnnn. 97,0 mg
May-Grunwald-eosina-azul de metileno ..............ccccccooviiiiinnnne. 53,0 mg
Metanol P.A. (IMErCK) .....cocoueiririiciniicieereeereceeeseeeeeve e 100,0 mL

Ap6s o preparo, o corante foi filtrado e estocado em temperatura ambiente.
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e) Azul de Tripan

Azul de Tripan (Reagemn) ..........ccccoevevireniieinieiniiiincinccccceecenes 100,0 mg
PBS 8. P+ cvreeveueitireeeeieieeiree ettt 100,0 M1

3.13.2. Solucdes e tampdes utilizados durante a realizagdao do ELISA

a) Solugao salina tamponada com fosfato (PBS) 10X concentrada

Cloreto de s6dio P.A. (MeTCK) .......ccoueuiniriiiniiniiiiincincceeeeeeneeenee 800¢g
Cloreto de potdssio P.A. (Merck) ......coeoueoimencnnieninicincnceencceeeeee 20g
Fosfato de s6dio dibédsico P.A. (Merck) .......coceeeemenieineneninenenicencneenns 115¢g
Fosfato de potassio monobasico P.A. (Merck) ......c..ccccvevevrenincenccnnnnne. 20¢g
Agua bi-destilada e deionizada q.5.p. ......oevveerveeiveerieniiesisesie i 1,0L

49

O pH da solugao final foi acertado para 7,4 com NaOH 0,1 N e a solugdo
autoclavada (127°C) antes do uso. Para realizagdo dos ensaios a solucdo foi

diluida em agua Mili-Q na proporgcéo 1:10.

b) Solugao PBS contendo BSA 1% - tampao de bloqueio

Para preparacdo do tampao de bloqueio foi utilizado PBS previamente diluido
em agua Mili-Q (1:10), acrescido de BSA fracdo V (Sigma), na concentracao de 1
g/100 mL. A solugdo foi esterilizada por filtros Millipore 0,22 pm e preparada

imediatamente antes do uso.

c) Solucdo tampao de ligacao

Fosfato de sédio dibasico P.A. (MercK)........cccccveerreninecnecnenneennen 0,1Molar
Agua bi-destilada e deionizada q.5.p. .....covverververreerresisiesiesese e, 10L
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O pH da solugao final foi acertado para 9,0 e a solucdo foi armazenada em

geladeira antes do uso.

d) Tampao substrato

Acido CItTICO (METCK) w...vveveeceecveeveeeeeeeeeeees e 4,7 mM
Fosfato de s6dio dibédsico P.A. (Merck) .......cccceeeverenenenenecencncennens 66,7 mM
Agua bi-destilada e deionizada q.5.p. .....ccovreveerverrerieenrierieee e 500,0 mL

O pH da solucao final foi acertado para 5,0 com NaOH 0,1 N e a solugao foi

armazenada em geladeira antes do uso.

e) Solucgao PBS contendo Tween-20 0,05%

Para preparacado da solugdo foi utilizado PBS previamente diluido em dgua mili-

Q (1:10), acrescido de Tween-20 (Sigma), na concentracao de 50 uL/100mL.

f) Substrato para reagdo de coloragao

O-fenilenediamina diidrocloreto (Sigma) ..........cccccooviiiiiiinncciinnns 0,4 mg
Agua oxigenada (Merck) .........c..oovvurverreeroerresseesieessesssssss s sssssesns 0,4 uL
Tampao SUDSLIato .5.0. .cceevvveirieiiiniciiciinccccceee e 1,0 mL

A solugdo foi preparada imediatamente antes do uso.

3.13.3. Tampdes e reagentes para dosagem de NO - reacao de Griess

a) Tampao de ensaio para a enzima nitrato redutase

Para 10 mL:
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NADPH (SIZMQ) ..vviiiiiiiiiiiiiiicccreccceeee e 10,0 mg
Nitrato redutase (Sigma) .........cccceveovreiniiiiniinicinccccce 40U
KH2POy (pPH 7,5; MeTCK) ..o 4,0 mL (0,5 M)
AQua Mili-Q QuS.1. covveeveceeeeeeeeeeeieeeeeeeeesessessseeses s sessssssaens 10,0 mL

b) Reagente de Griess

Solucao A
Sulfanilamida 2% (SigmMa) ........cccoeueerinieiniiiinicicccce, 05¢g
H3PO4 5% (IMETCK) ..o 25,0 mL
Solucao B
N-1-nafitil etilenodiamino dihidrocloreto 0,2% (Sigma) ....................... 005¢g
AgUA Mili-Q ..ot 25,0 mL
Solugao C
H3PO41 5% (Merck) ... 25,0 mL
AGUA MIl-Q .ot 50,0 mL

Como estoque estas solugdes foram armazenadas a 4°C. Para dosagem foi
misturada uma parte da solugdo A, uma parte da solugdo B, uma parte da
solucdo C e uma parte da dgua Mili-Q.

3.13.4. Tampdes e solugdes utilizados para citometria de fluxo

a) Solucdo PBS contendo Paraformaldeido 1%
Para preparacdo da solugao foi utilizado PBS previamente diluido em dgua mili-
Q (1:10), acrescido de Paraformaldeido (Proquimios), na concentracdao de 1

mL/100mL. A solugdo foi preparada e armazenada em geladeira antes do uso.

b) Tampdo para lise de hemacias
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INHCT (MEICK) ..o 802¢g
INAHCO3 (MEICK) ..ttt 084g
EDTA (MEICK) woorivvveieo e 037¢g
AQua Mili-Q QuS.D. vveevereeeeceeeeeeeeeeseeeessesseesees e 1000,0 mL

O pH da solucao final foi acertado para 7,5 com NaOH 0,1 N e a solucao foi

armazenada em geladeira antes do uso.
3.13.5. Solucdes utilizadas durante o ensaio de citoquimica

a) Solucao fixadora de células

Paraformaldeido (Proquimios) ..........cccceveeueeieenenieinenieieiinieeeeeeseeseeeseneenees 4%
SaCAT0SE (SIGIMA) ....vuvviiiiiiiiiee e 4%
PBS .5.1. et 100 mL

b) Solucdo detergente contendo Triton X-100 0,1%

Para preparacado da solugdo foi utilizado PBS previamente diluido em dgua Mili-
Q (1:10), acrescido de Triton X-100 (Sigma), na concentracao de 100 uL/100 mL.

A solugdo foi preparada imediatamente antes do uso.
c) Solugdo PBS contendo faloidina conjugada a TRITC

Solucdo PBS foi diluida em agua Mili-Q (1:10) e acrescida de faloidina-TRITC
(Pharmingen), na concentracdo de 1:1000. A solucdo foi preparada

imediatamente antes do uso.
d) Solucdo de glicerol

Glicerol (SIgMA) ....cevveviiiiiiiieiiiciiice e 80%
TamMPAO £OSFALO ..cveuveiieiiieicrec e 0,1M
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e)

O pH da solucao final foi acertado para 8,0 com NaOH 0,1 N e a solucao foi

armazenada em geladeira antes do uso.

Solucao de N-propilgalacto

N-propilgalacto (Merck) ... 50¢g
SOIUCAO de GlCETO] ......oeeveeieeteeeeeeeeee e 100,0 mL

A solugdo foi aquecida em banho-maria (40°C) durante 15 minutos e, em
seguida, agitada até a obtencdo de aspecto cristalino. A solucao foi estocada em

aliquotas de 200 pL em temperatura de -20°C.

3.13.6.  Drogas, citocinas e anticorpos

fMLP (Sigma): a solucdo mae foi preparada na concentracdo de 5 mg/ml, diluida
em 10% de DMSO (dimetil sulféxido, Sigma) e dgua estéril. A solucdo utilizada

nos experimentos foi a seguir diluida em RPMI-BSA.

IL-8 (Sigma): um frasco de 10 ug foi diluido em 1250 pL de PBS estéril com BSA
0,1% (10-°M). Para o experimento, 90 uL da solucao foi diluida em 810 pL de
RPMI/BSA 0,01% (107M).

LTBs (Sigma): um frasco de 100 pg foi diluido em 1 mL de etanol. Para o
experimento a solucdo foi diluida em meio RPMI/BSA para obtencdo da

concentracao utilizada.

Anticorpos purificados (Pharmingen): anti-IL-6, anti-IL-8, anti-IL-10 e anti-TNF-a.

Anticorpos primérios utilizados durante a realizagdo do ELISA.

Citocinas derivadas de DNA recombinante humano (Pharmingen): IL-6, IL-8, IL-
10 e TNF-a. Citocinas utilizadas para realizacdo da curva-padrao durante o

ELISA.
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)

Anticorpos biotinilados anti-citocinas (Pharmingen): anti-IL-6, anti-IL-8, anti-IL-
10 e anti-TNF-0. Anticorpos secundarios utilizados durante a realizagdo do

ELISA.

Anticorpo anti-CXCR1 (Pharmingen): anticorpo conjugado a FITC, utilizado para

marcacao de neutrofilos e avaliado através da citometria de fluxo.

Anticorpo anti-CXCR2 (Pharmingen): anticorpo conjugado a PECy-5, utilizado

para marcacdo de neutréfilos e avaliado através da citometria de fluxo.

Anticorpo anti-CD11b (Pharmingen): anticorpo conjugado a PE, utilizado para

marcacao de neutrofilos e avaliado através da citometria de fluxo.

Anticorpos controle yl e y2 (Pharmingen): anticorpo IgGzp conjugado a FICT,
anticorpo IgGap conjugado a PE e anticorpo IgG: conjugado a PECy-5.



4. RESULTADOS
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4.1. Populacao do estudo

Foram avaliadas 35 mulheres com diagnéstico de cancer de mama,
apresentando idade (média * DP) de 48,4 + 12,3 anos (27-77) e 17 mulheres sadias
como grupo controle com idade de 48,2 + 2,2 anos (29-65). Dentre as pacientes, pouco
mais da metade (51,4%) apresentaram a doenga diagnosticada em estadios iniciais (0,
I ou Ila) e 48,6% em estadios avancados (IIb, III ou IV) (Tabela 1). Para a maioria dos
casos (77,2%) houve indicagdo de quimioterapia como tratamento inicial das
pacientes e 22,8% foram submetidas a tratamento cirtrgico (Tabela 1). Dentre os
esquemas quimioterdpicos, o uso de antraciclinas (adriamicina ou epirrubicina)
ocorreu em 92,6% dos casos e o ntimero de ciclos variou entre 4 (7,4%) e 6 (92,6%), de

acordo com a resposta da paciente ao tratamento (Tabela 1).

4.2. Funcao quimiotatica de neutrdéfilos normais. Efeito do soro de pacientes

com cincer de mama apds tratamento quimioterapico

Para avaliar possivel participacdo de fatores circulantes, liberados apds a
administracdo de drogas quimioterapicas, sobre a reducdo da migracdo de
neutroéfilos, foi realizado ensaio de quimiotaxia utilizando neutroéfilos normais. Essas
células, obtidas de 5 mulheres voluntérias sadias (46,6 * 5,8 anos, 34-63), foram
incubadas com soro heterélogo normal (50%) obtido de outras 5 voluntérias sadias
ou diferentes concentragoes (0,5, 5 e 50%) de soro de pacientes (n=8, idade 48,7 + 5,23
anos, 27-70) obtido no tempo p6s-QT.

A Figura 13 mostra o nimero de neutréfilos normais emigrados em direcao
aos estimulos fMLP, IL-8 e LTB4 subtraido dos valores obtidos da migrac¢do aleatoria
(RPMI). Comparando-se a migra¢do de neutréfilos incubados com soro heterélogo
normal (controles) a migracdo de neutréfilos incubados com soro de pacientes, foi
observada reducdo desta migracao para fMLP e LTBs a partir da menor concentracao
de soro, atingindo valores significativos com a maior concentracdo de soro. Em
resposta a IL-8, uma reducdo significativa da quimiotaxia foi observada desde a

concentracdo intermedidria (5%).
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Tabela 1. Identificagdo das pacientes com cancer de mama quanto 4 idade,

estadiamento tumoral e conduta terapéutica inicial

Classificacéao Esquema N° de
Pacientes Idade TNM Estadiamento  Tratamento  Quimioterapico ciclos

1 64 T1NoMg I Cirurgia
2 55 ToN;Mx lIb QT EC 6
3 41 T,NoMXx lla Cirurgia
4 46 T3N; Mg llla QT EC 6
5 38 ToN;1Mg lIb QT EC 6
6 43 T3N,Mx b QT EC 6
7 41 ToN1Mg lIb Cirurgia

8 41 ToNoMX lla QT EC 6
9 43 T1NoMg I QT EC 6
10 43 ToNoMXx lla QT EC 6
11 41 T3N3MXx llic QT EC 6
12 49 ToN;1Mg lIb QT EC 6
13 64 T,NoMXx lla Cirurgia
14 64 T1NoMg | Cirurgia

15 31 ToNoMg lla QT EC 6
16 30 T4N,Mx lib QT EC 6
17 38 T4N,MX b QT EC 6
18 51 ToNoMXx lla QT EC 6
19 49 T4N,Mg lib QT FEC 6
20 40 ToN1Mg IIb QT EC 6
21 69 TisNoMg 0 Cirurgia
22 37 ToNoMg lla QT FEC 6
23 60 T1NoMg I QT CMF 6
24 77 T4N3sMx \ QT EC 6
25 70 ToN1Mg IIb QT CMF 6
26 41 ToN;1Mg lIb QT FAC 6
27 61 ToN;1Mg lIb QT FAC 6
28 64 T3NoMg lIb QT FEC 6
29 47 T3N; M, llla QT FAC 6
30 45 ToN;1Mg lIb QT AC 4
31 37 T4NoM, b QT AC 4
32 27 ToNoMg lla QT FAC 6
33 49 T1NoMg I Cirurgia
34 42 T1NoMg | Cirurgia

35 57 T3N; M, llla QT FAC 6

As pacientes foram identificadas por nimeros (1 a 35); estadiamento anatomo-patolégico
seguiu a recomendacdo do AJCC e UICC, considerando o tamanho do tumor (T), presenca
de nodo axilar (N) e/ou metastase (M). As drogas 5-fluorouracil (F), adriamicina (A) e
ciclofosfamida (C), associadas entre si (FAC e AC) ou a outros agentes como metotrexato
(M) e epirrubicina (E), foram utilizadas no esquema quimioterapico (QT).
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Figura 13. Migracdo de neutréfilos normais incubados com soro heterélogo normal (50%)
ou diferentes concentracdes de soro de pacientes tratadas com QT, em resposta aos
estimulos (107M) fMLP (painel A), LTB4 (painel B) e IL-8 (painel C) subtraidos da migragao
aleatéria (RPMI). As barras representam as medianas (linha horizontal) e os percentis 25%
e 75%, e as linhas verticais os valores minimo e maximo. Kruskal-Wallis + Dunn: *p<0,05 e
*++p=0,001 comparado ao controle.
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4.3. Concentracao sérica de citocinas em pacientes com cancer de mama

submetidas ao tratamento quimioterapico

Niveis sistémicos elevados de citocinas/quimiocinas resultam em efeitos
inibitérios sobre a fun¢do de leucdcitos, incluindo a migracao dos neutroéfilos, como
demonstrado em modelos de sepse (TAVARES-MURTA; CUNHA; FERREIRA,
1998). A quantificacdo de citocinas foi realizada em amostras de soro de controles
(n=7) e de pacientes com cancer de mama (n=16) submetidas a quimioterapia,
obtidas imediatamente antes do inicio do tratamento (pré-QT) e 21 dias ap6s o 3° ou
4° ciclo (p6s-QT). A Tabela 2 mostra que os niveis séricos (mediana; 25% -75%) de
TNEF-a, IL-6 e IL-10 ndo apresentaram alteragdes significativas comparando-se os
grupos de controles e pacientes no momento do diagnostico e os tempos pré e pos
tratamento. Foi observado aumento da concentracdo sérica de IL-8 no grupo de
pacientes antes do tratamento, comparado ao grupo controle (Mann-Whitney,

p=0,02), porém sem alteraces significativas comparando-se os tempos pré e pés QT.

Tabela 1. Concentracao de citocinas no soro de controles e pacientes com cancer de

mama submetidas a quimioterapia.

Pacientes (n=16)

Citocinas Controles (n=7) Pré.QT P6s-OT
TNF-a 0,0 (0,0 - 241,1) 36,5 (0,0 - 195,0) 34,5 (0,0 - 92,5)
IL-6 10,0 (0,0 - 98,1) 12,0 (0,0 -107,5) 78,3 (0,0 -101,0)
IL-8 0,0 (0,0 - 28,3) 34,8 (0,0 - 100,5)* 8,8 (0,0 - 30,5)
IL-10 25,5 (0,0 - 133.8) 26,2 (0,0 - 89,5) 24,5 (0,0 - 116,0)

Os valores representam as medianas e os valores minimo e maximo dos niveis de citocinas
detectadas em amostras de soro obtidas de mulheres voluntarias sadias (controles) e
pacientes com cancer de mama antes (pré-QT) e 21 dias apés o 3° ou 4° ciclo de quimioterapia
(p6s-QT). Mann-Whitney: *p=0,02 comparado ao grupo controle.
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4.4, Concentracao sérica de metabdlitos de NO em pacientes com cancer de

mama submetidas a tratamento quimioterapico

O aumento sérico de NO em pacientes com infeccdo de diferentes etiologias
pode mediar a reducdo da migracdo de neutroéfilos para o sitio de infeccdo (BONE;
GRODZIN; BARK, 1997). A Figura 15 mostra a concentracdo dos metabélitos de NO
quantificados em amostras de soro obtidas de 17 mulheres sadias e de 22 pacientes
em dois tempos: (1) antes do 1° ciclo de quimioterapia (pré-QT) e (2) 21 dias apds o
término do 3° ou 4° ciclos, ap6s recuperagdo da aplasia medular (p6s-QT). Nao foi
observada diferenca significativa entre os valores de medianas e percentis obtidos
para os controles e as pacientes no momento do diagndstico. Foi observado aumento
dos niveis séricos de NO (mediana; 25% - 75%) no tempo p6s-QT (27,2; 18,3 - 45,6)
comparado ao tempo pré-QT (18,4; 11,1 - 29,8) (p=0,01, Wilcoxon).
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Figura 15. Concentragdo sérica de metabdlitos de NO em mulheres sadias (controles) e
pacientes com cancer de mama submetidas ao tratamento quimioterapico, comparando-se (a)
controles e pacientes antes (pré-QT) do tratamento e (b) pacientes nos tempos pré e pds (pds-
QT) quimioterapia (QT). As barras representam as medianas (linha horizontal) e os percentis
25% e 75%, e as linhas verticais os valores minimo e maximo. Mann-Whitney: p=0,22;
Wilcoxon: *p=0,01.
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4.5. Producao de 6xido nitrico nos sobrenadantes de leucécitos de pacientes com

cancer de mama submetidas a tratamento quimioterapico.

Para avaliar os leucécitos envolvidos no aumento da producdo sistémica de
NO em pacientes com cancer de mama apds tratamento quimioterdpico, a
concentracdo de nitrito foi quantificada nos sobrenadantes obtidos da cultura de
neutrofilos e células mononucleares previamente estimuladas com LPS. Os leucécitos
foram obtidos de mulheres sadias (n=7, controles) e de pacientes (n=7) antes do
tratamento (pré-QT) e 21 dias ap6s o 3° ou 4° ciclos de QT (p6s-QT).

A concentragdo de nitrito nos sobrenadantes de neutréfilos apresentou-se
reduzida, embora de maneira nao significativa, em amostras de pacientes obtidas no
momento do diagndstico e comparado ao grupo controle (p=0,06, Mann-Whitney).
Apobs a quimioterapia houve aumento na producdo de nitrito, porém sem diferenca
entre os tempos pré e pos-QT (p=0,1, Wilcoxon) (Figura 16, painel esquerdo).
Considerando a producao de NO por células mononucleares, foi observado aumento
significativo da concentracao de nitrito j4 no momento do diagnodstico, comparado
aos niveis detectados em mulheres controles (p=0,02, Mann-Whitney). No grupo de
pacientes submetidas a quimioterapia foi demonstrado aumento da producdo de

nitrito no tempo pdés-QT comparado aos niveis observados no tempo pré-QT, no

limiar da significancia estatistica (p=0,06, Wilcoxon) (Figura 16, painel direito).
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Figura 16. Concentra¢do de nitrito nos sobrenadantes da cultura de neutréfilos e células
mononucleares obtidas de mulheres voluntarias sadias (n=7, controle) e pacientes com cancer
de mama submetidas ao tratamento quimioterapico (n=7), comparando-se os tempos antes
(pré-QT) e apds (p6s-QT) tratamento quimioterapico (QT). Os leucdcitos (1 x 10°/ml) foram
previamente estimulados com endotoxina (LPS E. Coli, 10 ug/mL). As barras representam as
medianas (linha horizontal) e os percentis 25% e 75%, e as linhas verticais os valores minimo
e maximo. Mann-Whitney: p=0,06 para neutréfilos e *p=0,02 para mononucleares; Wilcoxon:
p=0,1 para neutroéfilos e p=0,06 para mononucleares.
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4.6. Expressao dos receptores de quimiocinas CXCR1 e CXCR2 na superficie de
neutro6filos obtidos de pacientes com cancer de mama antes e ap6s tratamento

quimioterapico

Para avaliar se a redugdo da resposta quimiotatica de neutroéfilos observada
em pacientes com cancer de mama submetidas a QT esta relacionada a alteracdo da
expressao dos receptores de quimiocinas CXCR1 e CXCR?2, foi avaliada a expressdo
destes receptores em pacientes no diagnéstico da doenca, ou seja, antes de qualquer
tratamento antineoplasico. Neste grupo (n=13), comparado aos controles (n=12), foi
observada reducgao (p<0,05, Mann Whitney) tanto da intensidade média de
fluorescéncia quanto do percentual de células positivas para CXCR1 (Figura 17,
painéis B e C). Para CXCR2, foi observada reducdo da intensidade média de
fluorescéncia (p=0,004, Mann Whitney) em neutrdfilos obtidos das pacientes
comparado ao grupo controle. Dentre as pacientes acompanhadas durante
tratamento quimioterdpico (n=10) ndo foi encontrada alteracdo significativa na
expressao dos receptores de membrana, comparado ao tempo pré tratamento, e

considerando as diferentes formas de representacdo quantitativa da expressao de

CXCR1 ou CXCR?2 (Figura 18, painéis A, B e C).
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Figura 17. Expressdo de receptores CXCR1 e CXCR2 em neutroéfilos obtidos de controles
e pacientes com cancer de mama no diagnoéstico. Os resultados foram expressos como
ndmero absoluto (painel A) e percentual (painel B) de neutréfilos positivos e intensidade
média de fluorescéncia (painel C) para expressdao dos receptores. As barras representam
as medianas (linha horizontal) e os percentis 25% e 75%, e as linhas verticais os valores
minimo e méximo. Mann-Whitney: valores de p apresentados acima das respectivas
barras de acordo com o grupo em comparacdo.
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Figura 18. Expressdo de receptores CXCR1 e CXCR2 em neutrdfilos de pacientes com cancer
de mama submetidas a quimioterapia (n=10), comparando-se os tempos antes (pré-QT) e
apos (pos-QT) tratamento. Os resultados foram expressos como nimero absoluto (painel A) e
percentual (painel B) de neutréfilos positivos e intensidade média de fluorescéncia (painel C)
para expressdo dos receptores. As barras representam as medianas (linha horizontal) e os
percentis 25% e 75%, e as linhas verticais os valores minimo e maximo. Wilcoxon: p>0,05.
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4.7. Expressdo da molécula de adesao CD11b em neutréfilos de pacientes com

cancer de mama antes e apds tratamento quimioterapico

Em neutréfilos obtidos de pacientes com deficiéncia de integrinas Mac-1 ou
neutrdfilos tratados com anticorpos anti-integrinas, observa-se reducdo da
capacidade de adesao celular ao endotélio e conseqiiente reducdo da transmigracao
(SMITH et al., 1988). Neste estudo foi avaliada a expressdo da integrina CD11b em
neutréfilos obtidos de controles (n=12) e pacientes com cancer de mama no
momento do diagndstico (n=11) e apds tratamento quimioterapico (n=8). A figura 19
mostra que a expressao de CD11b esté preservada no grupo de pacientes comparado
ao grupo controle e considerando todas as formas de representacao quantitativa. No
grupo de pacientes que foram submetidas a quimioterapia nado foi observada
alteracdo na expressdo da integrina CD11b no tempo p6s-QT, comparado ao tempo
pré-QT (Figura 20). Esta observacdo também se aplica para todos os pardmetros

quantitavos adotados.
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Figura 19. Expressdo de CD11b em neutrdfilos obtidos de controles e pacientes com cancer de
mama no diagnoéstico. Os resultados foram expressos como nimero absoluto (painel A) e
percentual (painel B) de neutréfilos positivos e intensidade média de fluorescéncia (painel C)
para expressdio de CD11b. As barras representam as medianas (linha horizontal) e os
percentis 25% e 75%, e as linhas verticais os valores minimo e maximo. Mann-Whitney:
valores de p apresentados acima das respectivas barras de acordo com o grupo em

comparagao.
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Figura 20. Expressdao de CD11b em neutréfilos de pacientes com cancer de mama submetidas
a quimioterapia (n=8), comparando-se os tempos antes (pré-QT) e apds (poés-QT) tratamento.
Os resultados foram expressos como nimero absoluto (painel A) e percentual (painel B) de
neutréfilos positivos e intensidade média de fluorescéncia (painel C) para expressdo de
CD11b. As barras representam as medianas (linha horizontal) e os percentis 25% e 75%, e as
linhas verticais os valores minimo e maximo. Wilcoxon: p>0,5.
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4.8. Analise da polimerizacio de F-actina em neutréfilos obtidos de pacientes

com ciancer de mama antes e ap6s quimioterapia

Durante a migracdo celular, modificagdes no citoesqueleto de actina permitem
as células o movimento em direcdo ao estimulo quimiotatico. Em resposta a
estimulos externos hd um remodelamento dindmico do citoesqueleto favorecendo
alteragdes na forma e motilidade celular, além da transducdao de sinais (VAN
HAASTERT,; DEVREODS, 2004). Foi avaliada possivel alteracdo na polimerizagao
dos filamentos de actina em neutréfilos obtidos de pacientes (n=11) com cancer de
mama submetidas a QT, comparando-se células ndo estimuladas (Figura 21A) e
células estimuladas por IL-8 (Figura 21B). A Figura 21C mostra que no tempo pré-QT
os neutrofilos estimulados por IL-8 apresentaram aumento da polimerizagao de F-
actina, comparado as células ndo estimuladas (p=0,01, teste de Wilcoxon). A analise
no tempo p6s-QT mostra que a polimerizagdo de actina em neutréfilos estimulados
foi semelhante ao observado nas células nao estimuladas (p=0,09, teste de Wilcoxon)
e que houve reducdo da polimerizacdo de actina (mediana, percentis 25-75 da IMF)
no tempo pos-QT (8854, 4717 - 10817) comparado ao tempo pré-QT (9231, 7159 -
12120) (p=0,001, teste de Wilcoxon).
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Figura 21. A polimerizacdo de actina foi avaliada através de citofluorescéncia em neutréfilos
obtidos de pacientes com cancer de mama (n=11) nos tempos pré e p6s-QT. Os neutroéfilos
foram estimulados (painel B) ou ndo (painel A) por IL-8 (108M), o nticleo celular foi corado
pelo DAPI (cor azul) e os filamentos de actina pela faloidina-TRITC (cor vermelha). Os
painéis A e B mostram imagens representativas de pelo menos 5 experimentos
independentes. A intensidade de fluorescéncia da actina foi quantificada e os resultados
foram expressos como mediana e percentis (painel C), comparando-se células sem estimulos
(- IL-8) e estimuladas (+ IL-8). Wilcoxon: *p=0,01 e +p=0,001.
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Os neutroéfilos sdo as principais células efetoras durante a fase aguda da
resposta inflamatéria e sdo considerados como a subpopulacdo de leucécitos mais
importante na determinagao do risco de infeccao (revisto por LEHRNBECHER et al.,
2008). Pacientes com cancer de diferentes sitios primdrios podem apresentar
alteracoes em funcdes de neutroéfilos, as quais podem ser causadas pela propria
doenca desencadeante (RICHARDS et al., 2006; FERNANDES ]Jr et al., 2007) e/ou
pelo tratamento quimioterdpico instituido (EK et al., 2005). Em trabalhos anteriores
demonstramos que neutréfilos obtidos de mulheres com cancer de mama em
diferentes estadiamentos apresentaram capacidade de migracdo preservada no
momento do diagndstico, comparado a mulheres voluntarias. Porém, o tratamento
quimioterdpico reduziu a migracdo de neutroéfilos frente aos diferentes estimulos
fMLP, IL-8 e LTBs (MENDONCA et al., 2006). A partir destes resultados surgiu a
hipotese de que o tratamento quimioterdpico pode estimular a liberacdo de
mediadores na circulagdo sistémica que, por diferentes mecanismos, poderiam
tavorecer a reducao da migracao de neutréfilos observada nas pacientes.

Para investigar a possivel presenca de mediadores inibitérios no soro de
pacientes tratadas com drogas quimioterdpicas, neutréfilos obtidos de controles
foram incubados com soro das pacientes. Sendo que este soro foi coletado no tempo
minimo de 21 dias apés o ciclo de quimioterapia, quando considera-se que ja houve
recuperacao da aplasia medular para a maioria das drogas (CLEATOR; PARTON;
DOWSETT, 2002). Neste periodo também ja houve depuracdo das drogas do
organismo, considerando que sua meia-vida é varidvel de 30 min para epirrubicina e
adriamicina e 8 a 10 horas para metotrexato, 5-fluorouracil e ciclofosfamida
(CALABRESI; CHABNER, 2001). Observamos que os neutréfilos normais incubados
com soro heterélogo normal (controle) responderam aos estimulos quimiotaticos
(fMLP, LTB4 e IL-8) quando comparado a migragdo aleatéria (RPMI). Porém, apés
incubacdo com diferentes concentragdes de soro de pacientes tratadas, houve
reducdo da migracdo de neutréfilos de forma dose-dependente, em resposta aos
diferentes quimioatraentes (Figura 13).

Trabalhos descritos em literatura demonstram a participagdo de diversos

mediadores na modulagdo do recrutamento de neutroéfilos. Citocinas e quimiocinas
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como TNF-a e IL-8, quando presentes nos tecidos, medeiam a defesa local do
organismo devido a inducdo da migracdo e ativagdo de neutréfilos (CUNHA;
FERREIRA, 1986; RIBEIRO et al., 1991). Por outro lado, altas concentragdes
circulantes de citocinas pré-inflamatérias como TNF-a, IL-13, IL-6 e IL-8 (GOGOS et
al., 2000), citocina antiinflamatéria IL-10 (VAN DER POLL et al., 1997) e metabélitos
de NO podem reduzir a migracdo de neutroéfilos para o sitio inflamatério, como
demonstrado em modelos de endotoxemia e sepse (OTSUKA et al., 1990; TAVARES-
MURTA; CUNHA; FERREIRA, 1998). Baseado nessas informagdes, como etapa
seguinte procuramos identificar possivel aumento de mediadores circulantes como
citocinas e NO em pacientes submetidas ao tratamento quimioterdpico. Para isso,
foram quantificados no soro os metabdlitos de NO e citocinas pré e antiinflamatérias
em dois tempos: (1) antes do 1° ciclo de quimioterapia (pré-QT), ou seja, no momento
do diagnodstico e antes de qualquer tratamento antineoplésico e (2) 21 dias apds o
término do 3° ou 4° ciclo, apds recuperacao da aplasia medular (pds-QT).

A excecdo da IL-8, ndo foram verificadas diferencas significativas entre os
niveis séricos de TNF-a, IL-6 e IL-10 comparando-se controles e pacientes no
momento do diagnoéstico (Tabela 2). Os dados de literatura sdo ainda controversos
em relacdo a producao sistémica de citocinas em pacientes com cancer. Em mulheres
com cancer de mama, os niveis circulantes de IL-1§3, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 e TNF-a
ndo apresentaram diferencas estatisticas quanto aos valores obtidos para voluntarias
sadias (PUSZTALI et al., 2004). Ao contrério, outros estudos em pacientes com cancer
de mama (LYON et al., 2008) ou de ovério (GORELIK et al., 2005), demonstram
aumento significativo das concentragdes de IL-13, IL-6, IL-8 e TNF-a comparado aos
controles. Sugere-se que essas discrepancias possam ser resultantes da limitacao de
métodos utilizados para deteccao de citocinas (LYON et al., 2008).

Outra possivel explicagdo para as diferencas de resultados descritos na
literatura, em relacdo a concentragdes sistémicas de mediadores em pacientes com
cancer, pode ser decorrente do estadiamento do tumor. Ja foi sugerido que o
aumento de fungdes leucocitarias, tais como producdo de citocinas, poderia ser
resultado da ativacdo do sistema imune celular em resposta a célula tumoral, em

fases iniciais (SUSS, BAKACS; RINGWALD, 1984), enquanto que a reducdo nessas
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funcdes seria, principalmente, conseqiiéncia da progressdo da doenca (GEBHARD et
al., 2000).

Considerando as pacientes submetidas a quimioterapia, ndo foram observadas
diferencas significativas entre os niveis das citocinas (TNF-a, IL-6, IL-8 e IL-10)
comparando-se os tempos antes e apds o tratamento (Tabela 2). Em acordo com estes
resultados, em pacientes com cancer de mama o uso de 5-fluorouracil, adriamicina e
ciclofosfamida, mesmas drogas utilizadas neste estudo, ndo alterou a concentragdo
sérica de IL-6 e IL-8 considerando os valores obtidos antes da quimioterapia
(PUSZTALI et al., 2004). Em outro estudo em pacientes com cancer de mama, o uso de
taxanos (paclitaxel e docetaxel) aumentou os niveis plasmaéticos de IFN-y, IL-2, IL-6 e
GM-CSF apo6s quimioterapia e recuperacao da aplasia da medula 6ssea (TSAVARIS
et al.,, 2002). Em pacientes com cancer de pulmao, o uso de cisplatina aumentou de
maneira significativa a producdo de IL-10 (YANAGAWA et al., 1999), IL-6 e G-CSF
(ENDO et al., 2004), comparando-se os tempos pré e p6s-QT.

Porém, a auséncia de um mediador na circulagio em um momento especifico
nado exclui a possibilidade de que a motilidade dos neutroéfilos tenha sido afetada
pelo mesmo mediador liberado em tempos anteriores ao avaliado. Além disso, é
possivel que, in vivo, os mediadores envolvidos possam modular a resposta imune de
maneira pardcrina e ndo enddcrina.

Em pacientes com cancer de mama previamente submetidas a quimioterapia
foi demonstrada reducdo da mobiliza¢do de células progenitoras da medula 6ssea e,
desde que o plasma destas pacientes também inibiu a mobilizagao celular, os autores
sugeriram que um fator circulante poderia ser responsdvel por este efeito
(DEMIRKAZIK et al., 2002). Embora a natureza de tais inibidores seja incerta, a
participagdo do fator transformador do crescimento (TGF)-B ¢é sugerida
(DEMIRKAZIK et al., 2002) pois esta citocina antiinflamatéria pode levar a uma
regulacdo decrescente da atividade de leucécitos. Plasma obtido de pacientes que
receberam transfusdo sanguinea inibiu a migracdo de neutréfilos normais, sendo este
efeito associado ao aumento de TGF-f nas amostras avaliadas (GHIO et al., 2003).
Outro mediador envolvido na redugdo da migracdo de neutréfilos é a a-1

glicoproteina acida (AGP). Recentemente foi demonstrado que a proteina de fase
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aguda AGP, isolada do soro de pacientes sépticos, inibiu a migracdo de neutréfilos
induzida por carragenina para a cavidade peritoneal de ratos. Além disso, a
incubagao de AGP com neutroéfilos normais inibiu a quimiotaxia dessas células e este
efeito foi associado ao aumento da produgao de NO (MESTRINER et al., 2007).

O NO é uma pequena molécula gasosa e altamente hidrofébica. Sua sintese em
mamiferos resulta da oxidacdo da L-arginina realizada por acdo de enzimas
conhecidas como sintases de NO (NOS). Trés isoformas de NOS sdao descritas:
neuronal (NNOS ou tipo I), induzida (iNOS ou tipo II) e endotelial (eNOS ou tipo III).
As isoformas eNOS e nNOS sdo constitutivamente expressas, enquanto iNOS pode
ser induzida durante respostas inflamatéria e imune por lipopolissacarideo
bacteriano e citocinas, tais como quimiocinas, TNF-a, IL-1f3 e interferon (INF)-a, B ey
(ALDERTON; COOPER; KNOWLES, 2001).

Varios trabalhos evidenciam a participacdo do NO na modulagdo do
recrutamento de leucdcitos. Inibidores da enzima NOS ou delecdo génica de iNOS
em camundongos sdo capazes de aumentar a migracdo de neutroéfilos até o sitio
inflamatdrio em resposta a varios estimulos (BENJAMIM et al., 2002; SECCO et al.,
2003). Em modelos de sepse, o pré-tratamento de animais com aminoguanidina,
inibidor seletivo de iNOS, preveniu a faléncia da migracdo de neutréfilos para a
cavidade peritoneal, comparado ao grupo de animais ndo tratados (BENJAMIN;
CUNHA; FERREIRA, 2000; TAVARES-MURTA; MACHADO; CUNHA, 2001).

Além de seus efeitos em doengas infecciosas, o NO também participa da
regulacdo da resposta imune celular em pacientes com cancer. Em mulheres com
neoplasia cervical, comparado a controles, foi verificada inibicdo da migracdo de
neutroéfilos circulantes e aumento sérico de NO, sugerindo a associacdo entre esses
eventos (FERNANDES et al.,, 2007). Em pacientes com cancer gastrico, os niveis
sistémicos dos metabdlitos de NO encontram-se aumentados comparado ao grupo
controle (DINCER et al., 2006). Em nosso estudo ndo encontramos diferengas na
produgao sistémica de NO, através da quantificagdo de metabolitos de NO, entre
controles e pacientes (Figura 15). Porém, no grupo de pacientes submetidas ao
tratamento quimioterapico foi observado significativo aumento dos niveis séricos de

NO (nitrito e nitrato), comparado a concentragdo obtida antes do tratamento (Figura
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15). Em acordo com esses resultados, em camundongos com carcinoma
gastrointestinal induzido por linhagens de células tumorais, houve aumento
significativo da concentracdo sérica de NO apés o uso de doxorrubicina sendo a
quantificacdo do mediador realizada ap6s recuperacdo da aplasia medular (SAYED-
AHMAD; SHOUMAN; RAMADAN, 2002).

Para identificar as células circulantes capazes de produzir NO, a producao de
nitrito foi quantificada nos sobrenadantes de neutroéfilos e células mononucleares
obtidos de controles e pacientes com cancer de mama tratadas com quimioterapia. A
concentracdo de nitrito nos sobrenadantes de neutréfilos ndo foi modificada pela
doenca ou pelo tratamento (Figura 16). Jd& em sobrenadantes de células
mononucleares foi observado aumento significativo da concentracdo de nitrito no
momento do diagnoéstico e, no limiar da significancia estatistica, no tempo p6s-QT
(Figura 16).

Em pacientes com carcinoma de células escamosas da cavidade oral,
comparado a controles, ocorreu reducdo da producdo de NO e da expressao de iNOS
tanto em sobrenadantes da cultura de neutréfilos quanto de células mononucleares
(JABLONSKA et al.,, 2005). Em pacientes com leucemia linfocitica, comparado a
controles, também foi observada reducdo da produgdo de NO em sobrenadantes de
neutréfilos e células mononucleares, apesar do aumento da expressdo de iNOS

(JABLONSKA et al., 2006).

Além dos efeitos sistémicos, a quimioterapia é capaz de alterar direta ou
indiretamente o padrdao de producao de mediadores no microambiente tumoral. A
inducdo de iNOS pela QT em tumores sélidos esta associada ao aumento local da
producao de NO e é considerado evento chave na resposta citotdxica e citostética
desses mediador as células tumorais (CHUNG et al., 2001).

Além do NO, as drogas quimioterapicas estimulam a produgédo de citocinas no
sitio tumoral, as quais parecem participar do efeito tumoricida promovido pelo NO.
Em pacientes com cancer de mama submetidas a quimioterapia foi demonstrada
correlacdo significativa entre os niveis de NO, citocinas (TNF-a, IL-13 e INF-y) e

efeitos antiproliferativos e apoptoticos supressores de tumor (COSKUN, 2004).

Considerando que o NO é uma molécula gasosa, portanto de facil difusdo pelas
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membranas bioldgicas, ndo se pode descartar que o aumento sérico de NO pos QT
seja também consequéncia da producdo do mediador no microambiente tumoral.

O recrutamento de neutréfilos para o local de injaria constitui um evento
essencial no controle de qualquer lesdao tecidual (VOLLMER; MANDELL, 1993).
Quimiocinas CXC, tais como a IL-8, apresentam papel central na mediagao da cascata
de sinalizacdo que direciona os neutréfilos até o sitio de lesdo ap6s sua ligacdo a
receptores expressos na superficie desses leucocitos (HARADA et al., 1994). Sendo
assim, uma regulacdo decrescente de receptores de quimiocinas ou nao
responsividade as quimiocinas pode contribuir para o efeito inibitério sobre o
recrutamento de neutréfilos. Neste contexto, em pacientes com sepse foi
demonstrada reducdo da quimiotaxia de neutroéfilos frente ao estimulo CXCLS8 (IL-8)
(ARRAES et al.,, 2006) e regulacdo decrescente da expressio de CXCR2 (RIOS-
SANTOS et al, 2007) na membrana desses leucécitos. No ultimo estudo foi
demonstrado claramente que a regulacdo inibitéria da expressio de CXCR foi
dependente de NO (RIOS-SANTOS et al., 2007).

Considerando essas evidéncias em pacientes com sepse, em conjunto com a
reducdo da migracdo de neutréfilos observada em pacientes com cancer de mama
submetidas a QT (MENDONCA et al., 2006) e o aumento sérico de NO detectado em
nossas amostras ap0s tratamento quimioterapico, procuramos investigar a expressao
dos receptores CXCR1 e CXCR2 em neutréfilos obtidos de controles e pacientes
tratadas com QT.

No momento do diagnéstico, comparado aos controles, neutréfilos obtidos de
pacientes com cancer de mama, em diferentes estadiamentos, apresentaram redugao
significativa do percentual de células positivas e/ou da intensidade média de
fluorescéncia dos receptores CXCRs (Figura 17). A reducdo observada neste
momento (pré-QT) foi mantida em valores muito semelhantes ap6s a quimioterapia
(Figura 18). Estes resultados sugerem que, neste grupo amostral, o cancer contribuiu
para alteragdes na expressdo de receptores de membrana CXCRs em leucdcitos
circulantes, sendo esta redugdo mantida durante o tratamento quimioterapico. E
possivel que esta alteragdo seja consequéncia de fatores circulantes liberados

inicialmente em resposta ao tumor. Por exemplo, em nosso estudo foi detectado
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aumento da concentracdo sérica de IL-8 em amostras de pacientes obtidas antes do
tratamento quimioterdpico e comparado ao grupo controle (Tabela 2). Este aumento
foi detectado nas mesmas amostras em que foram analisados os receptores,
sugerindo associacao entre os eventos.

A IL-8 é uma quimiocina produzida por vérios tipos celulares e reconhecida,
particularmente, por sua habilidade em atrair e ativar neutréfilos no sitio
inflamatoério (FURIE; RANDOLPH, 1995). Os leucécitos, quando expostos ao contato
continuo ou a concentragdes aumentadas de quimioatraentes, tornam-se
gradativamente nao responsivos. Este processo ocorre em consequéncia da
desensibilizacdo dos receptores cujo mecanismo envolve, especialmente,
prolongamento do tempo de internalizacdo dos receptores (RICHARDSON et al.,
1998). Assim, o aumento dos niveis de IL-8 pode ter favorecido a desensibilizacao
dos receptores CXCRs expressos na membrana dos neutroéfilos e a internalizagao dos
complexos receptor-ligante ndo permitiu a verificagdo de sua expressao.

A reducdo na expressdao dos receptores CXCRs foi mantida, mas nao
intensificada, comparado ao tempo pré-QT (Figura 18). A expressdo inalterada dos
receptores CXCRs nas pacientes deste estudo, ap6s tratamento quimioterapico, pode
sugerir ou que este realmente ndo seja 0 mecanismo envolvido na reducao funcional
dos neutroéfilos ou que a manutencdo desta reducgao seria suficiente para reduzir a
funcdo de migracdo celular. Na literatura ndo encontramos dados que descrevem
possiveis efeitos da QT sobre a expressao de receptores de quimiocinas em leucécitos
circulantes. A maioria dos trabalhos investiga a expressao de CXCRs em células do
microambiente tumoral e sua associagdo com angiogénese e metastases tumorais
(revisado por WAUGH; WILSON, 2008).

Os mecanismos pelos quais o0 NO modula a migracao dos neutroéfilos nao
estdo totalmente elucidados, apesar da demonstragdo de que o NO, liberado pela
eNOS ou iNOS, modula a interacdo leucécito-endotélio (IALENT et al., 2000).
Inibidores seletivos de eNOS e iNOS aumentam a adesao de neutréfilos as células
endoteliais, enquanto doadores de NO, tais como nitroprussiato de sédio, diminuem
tanto a adesdo quanto a transmigracdo dos neutréfilos até o sitio inflamatério

(IALENT et al., 2000). Em camundongos deficientes de iNOS também se observa
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aumento da adesividade dos neutréfilos ao endotélio (HICKEY et al., 1997). Ainda, a
expressao de moléculas de adesdo tais como CD11b/CD18, L-, P- e E-selectinas,
ICAM-1, VCAM-1 é regulada de maneira descendente (down-regulation) por doadores
de NO e ascendente (up-regulation) por inibidores de NOS (KUBES; SUZUKI;
GRANGER, 1991). Em nosso estudo, a expressdo de CD11b nao foi alterada pela
doenga (Figura 19) e nem pela quimioterapia (Figura 20).

Drogas antineoplasicas podem influenciar a expressdo de moléculas de adesao
na superficie de neutréfilos, porém os dados parecem inconsistentes. Alguns autores
demonstram aumento da expressdo da molécula CD11b/CD18 apés o uso de
quimioterapia (ENGERVALL; LUNDAHL, 1998) enquanto outros estudos mostram
reducdo da expressio de CD18 apds tratamento quimioterapico, mesmo apds
recuperacao da aplasia medular (UGGLA et a., 2002; KIMHI et al., 2004). Ainda, em
outros estudos, em acordo com nossos achados, a expressio de CD11b nao foi
alterada pela quimioterapia, comparado aos niveis obtidos antes do tratamento
(MACKAREL et al., 2000).

A expressio e a capacidade adesiva das integrinas sdo eventos
interdependentes, porém distintos. Enquanto a expressao Mac-1 é alcangada a partir
da ativagdo celular realizada por citocinas e quimioatraentes, a capacidade pro-
adesiva depende de pelo menos dois eventos: (1) os neutréfilos devem ser
preparados imunologicamente (priming) para responder as integrinas (RADI et al.,
2001) e (2) a alteracdo estrutural dos neutroéfilos ativados determina a afinidade e
avidez da integrina ao seu ligante endotelial (revisto por ZHELEV; ALTERAIFI,
2002).

As selectinas sao consideradas como as principais moléculas envolvidas no
priming dos neutréfilos. Em camundongos nocaute para L- e/ou E- selectina foi
demonstrada redugdo significativa da adesdo do neutrdfilo ao endotélio e da
migracao destas células em resposta a IL-8, comparado ao grupo de animais controle
(LEY, 2002). Aumento sistétmico de NO é sugerido como um dos mecanismos
envolvidos neste evento, como demonstrado em pacientes com sepse (SECCO et al.,
2003) ou voluntarios sadios (NOLEN et al., 2008). Nestes estudos, foi observado que

apos a inibicdo de NOS houve aumento da migra¢do de neutréfilos em resposta a IL-
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8 via um mecanismo dependente da adesdo entre L- e P- selectina ao seu contra-
receptor endotelial (NOLEN et al.,, 2008). Sendo assim, ndo podemos excluir a
possibilidade de que o aumento de NO observado em nossas pacientes tenha
reduzido a expressao de selectinas e conseqiientemente o priming dos neutréfilos. Em
pacientes com cancer de mama o uso de ciclofosfamida reduziu significativamente os
niveis de L-selectina, sendo este efeito observado durante o periodo de aplasia
medular (comparado ao pré tratamento) e mantido até trés meses apds o tratamento
(CZYGIER et al., 2008).

A ativacdo celular constitui a primeira etapa da cascata seqtiencial de eventos
que envolvem o recrutamento de neutréfilos. Independente da natureza quimica, a
maioria dos quimioatraentes é reconhecida pelos neutroéfilos via GPCRs expressos
em sua membrana. Como resultado da ativacdo dos receptores pelo quimioatraente,
uma complexa seqiiéncia de eventos sinalizadores sdo desencadeados, os quais
induzem importantes alteragdes do citoesqueleto de actina e ativacdo de outras vias
sinalizadoras, permitindo a essas células locomover, aderir e ainda executar outras
atividades, tais como fagocitose e atividade microbicida (KATANAEYV, 2001).

Em uma visdo classica, a sinalizacdo é iniciada por ativacdo do GPCR por
quimioatraentes, o complexo G ativa isoformas de fosfolipase C que, finalmente,
resulta na mobilizacdo de calcio e ativagdo de proteina quinase C que medeia a
ativacdo do complexo oxidase NADPH, regulando a fagocitose e a atividade
microbicida dos neutréfilos (ALTERAIFI; ZHELEV, 1997). Além disso, outras vias
intracelulares sdo ativadas, o que leva a fosforilagdo de proteinas, especialmente dos
residuos da tirosina e seus adaptadores, os quais amplificam a transdugao dos sinais
e o priming celular a fim de responder as interacdes adesivas via integrinas (RADI et
al., 2001). A sinalizacdo para motilidade atinge seu climax com a polimerizagdo de
actina, a qual resulta na alteragdo estrutural do neutréfilo, rearranjo do citoesqueleto
e rastejamento celular (HOWARD, BEN-BARUCH e OPPENHEIM, 1996).

Baseado nestas informacdes, procuramos investigar possivel alteracdo na
capacidade de polimerizacdo dos filamentos de actina através de ensaios de
citoquimica e microscopia de fluorescéncia. Nossos resultados demonstram que a

quimioterapia reduziu a polimerizagdo dos filamentos de F-actina por meio de duas
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observagdes: 1) no tempo p6s-QT a ativagdo dos neutrdfilos ndo modificou a
capacidade de polimerizacdo de actina, considerando a resposta basal (sem estimulo)
e 2) comparando-se os tempos pré e pos-QT, foi observada redugao significativa da
capacidade de polimerizagao de actina em neutréfilos ativados (Figura 21C).

Em acordo com nossos resultados, recentemente foi demonstrada reducao da
polimerizacao de actina em neutréfilos de pacientes com cancer de mama apds o uso
de antraciclinas, significativa a partir do primeiro ciclo de QT e mantida nos ciclos
subseqiientes. A avaliagdo foi realizada antes do inicio do tratamento e
imediatamente antes de cada ciclo quimioterdpico (apds recuperacao da aplasia
medular). A alteracdo dos filamentos de actina foi observada desde o primeiro ciclo e
mantida durante os ciclos subseqiientes, apesar do uso de G-CSF (INVERNIZZI et
al., 2008). Estes resultados indicam que a quimioterapia é capaz de alterar a
organizagdo do citoesqueleto e, desta forma, a migracdo dos neutrofilos.

O NO tem sido apontado como importante modulador da polimerizacao de F-
actina em neutrofilos e conseqiiente reducdo da migracdo celular. Neste contexto, foi
demonstrado que neutréfilos de pacientes com sepse podem ter suas vias de
sinalizacdo intracelular, responsaveis pela polimerizacao de F-actina, alteradas pelo
NO, com conseqiiente redugao até faléncia da migracdo de neutrofilos (ARRAES,
2003). Em nossos resultados também observamos reducdo da polimerizagdo dos
filamentos de actina de neutréfilos e aumento da produgdo sistémica de NO em
pacientes com cancer de mama apds tratamento quimioterdpico, sugerindo uma
associacao entre estes eventos.

O conhecimento do mecanismo molecular envolvido no recrutamento de
neutréfilos para o sitio de inflamacdo é essencial para que se possa definir uma
estratégia efetiva capaz de limitar os efeitos deletérios da inflamacdo aguda (por
exemplo na sepse) e, a0 mesmo tempo, preservar a defesa do hospedeiro contra
infeccbes bacterianas, como ocorre em pacientes com cancer em tratamento
quimioterdpico. A compreensao dos mecanismos de regulacao de funcdes das células
circulantes é essencial no planejamento de estratégias terapéuticas capazes de

restabelecer uma resposta inflamatéria/imune eficaz contra agentes infecciosos.
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Em conclusao, os resultados demonstraram a presenca de fatores circulantes
inibitérios sobre a funcdo quimiotatica de neutréfilos em pacientes com cancer de
mama submetidas a quimioterapia. Dentre esses mediadores destaca-se o aumento
da producgado de NO por leucécitos circulantes, associado a reducdo da polimerizacao

dos filamentos de F-actina de neutroéfilos.
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