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RESUMO

Gurgel DC. Avaliacdo da expressao da quimiocina (I1I-8, CCL2, CCLS5,
CCL18 e CXCL12), seus receptores e proteinas presentes nas vias de
sinalizacdo em cancer de mama triplo-negativo. Sdo Paulo; 2017. [Tese
de Doutorado-Programa de Pdés-Graduacgao Interinstitucional (DINTER) em
Oncologia da Fundagdo Anténio Prudente em Parceria com Escola

Cearense de Oncologia]

INTRODUCAOQ: O cancer de mama triplo-negativo (CMTN) é um subtipo
bastante heterogéneo, com biologia agressiva e curso clinico de pior
prognostico, que frequentemente se associa a metastase, maior recidiva e
menor sobrevida. As quimiocinas, seus receptores e as vias de sinalizagao
reguladas por estes desempenham importante papel na progressao tumoral
em varios tipos de cancer, logo a identificagdo de biomarcadores preditivos
pode auxiliar no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.
OBJETIVO: Avaliar a expressdo da quimiocina CXCL12, dos receptores
CXCR1, CXCR4, CCR7 e da proteina mTOR no CMTN, associando-os com
o prognéstico. MATERIAL E METODOS: Pacientes diagnosticadas com
CMTN tratadas no Hospital Haroldo Juacaba entre 2011 a 2015, tiveram
seus dados clinico patologicos coletados. As pegas cirurgicas de CMTN em
blocos de parafina, bem como o grupo controle composto por casos de
mamoplastia redutora, foram avaliadas por imuno-histoquimica, apds a
confecgdo do Tissue Microarray, para avaliagdo dos marcadores.
RESULTADOS: O estudo contou com 133 pacientes, com idade média de
55 anos ao diagnéstico inicial e que apresentavam tumores ductais, sendo a
expressdo de CXCR1c (citoplasmatico) mais frequente naqueles que nao
apresentaram resposta patolégica completa (RCp). Adicionalmente, a
imunoexpressdo de CXCR1c, CCR7c e mTOR se associou com maior
recidiva. Além disso, a expressao citoplasmatica de CCR7 e mTOR

associou-se com menor sobrevida, fazendo com que o risco de o6bito fosse



2,5 vezes maior. Ainda, houve predominio na regiao intratumoral de células
CD68" que também s&o negativas para CXCR4, além de se verificar um
maior acUmulo de células CD3" que s&o negativas para CXCL12m.
CONCLUSOES: A elevada expressdo de CXCR1c, CCR7c e mTOR se
associa diretamente a recidiva, contribuindo para uma menor sobrevida
global. Na area tumoral, ha mononucleares (CD68 e CD3) que apresentam

expressao negativa para os receptores e quimiocinas estudados.



SUMMARY

Gurgel DC. [Evaluation of chemokine expression (IL-8, CCL2, CCL5,
CCL18 and CXCL12), its receptors and proteins present in signaling
pathways in triple-negative breast cancer]. Sdo Paulo; 2017. [Tese de
Doutorado-Programa de Pds-Graduagao Interinstitucional (DINTER) em
Oncologia da Fundagdo Anténio Prudente em Parceria com Escola

Cearense de Oncologia]

INTRODUTION: The triple negative breast cancer (TNBC) is an
heterogeneous subtype, with an aggressive biology and a bad prognosis,
that is often associated with metastasis, a greater risk of relapse and lower
survival rate. The chemokines, their receptors and the signaling pathways
regulated by them play an important role in the tumor progression of many
types of cancer, therefore the identification of predictive biomarkers may
assist the development of new therapeutic strategies. OBJECTIVES:
Evaluate the expression of the CXCL12 chemokine, CXCR1, CXCR4 and
CCRY receptors, mTOR protein and CD3 and CD68 mononuclear cells in the
TNBC, assocating them with prognosis. MATERIAL AND METHODS:
Patients diagnosed with TNBC under treatment at Haroldo Juagaba Hospital
from 2011 to 2015 had their clinical data collected. The paraffin blocks with
TNBC surgical pieces, as well as the control group composed by cases of
reductive mammoplasty, were evaluated by immunohistochemistry after the
Tissue Microarray, to evaluate the markers. RESULTS: The study consisted
of 133 patients, with a mean age of 55 years at initial diagnosis and with
ductal tumors, with CXCR1c (cytoplasmic) expression being more frequent in
those who did not present a complete pathological response (CPR). In
addition, the immunoexpression of the CXCR1c, CCR7c and mTOR was
associated with a greater relapse rate. Furthermore, the cytoplasmic
expression of CCR7 and mTOR was associated with lower survival, making

the risk of death 2.5 times greater. There was also a predominance in the



intratumoral region of CD68 cells that were also negative for CXCR4, besides
a greater accumulation of CD3 cells that are negative for CXCL12m.
CONCLUSIONS: The high expression of CXCR1c, CCR7c and mTOR is
directly associated with relapse, contributing to a lower overall survival. In the
tumor area, there are mononuclear cells (CD68 and CD3) that present

negative expression for the receptors and chemokines studied.
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1  INTRODUCAO

1.1 CANCER DE MAMA: EPIDEMIOLOGIA, MARCADORES

MOLECULARES E CLASSIFICACAO

O cancer de mama é considerado um problema de saude publica,
sendo o mais frequente em mulheres apds o cancer de pele ndo melanoma,
tanto em paises desenvolvidos, como naqueles em desenvolvimento,
respondendo por aproximadamente 25% da incidéncia anual (Ministério da
Saude 2017). Para o ano 2016, o Instituto Nacional de Cancer dos Estados
Unidos (NCI) relatou uma incidéncia de 246.660 casos (14,6% entre todos
os canceres) e uma mortalidade de 40.450 casos (6,8% de todas as mortes)
(National Cancer Institute-NCIl 2016). Os dados brasileiros de 2017 estimam
em 57.960 os casos novos da doenga (risco aproximado de 56,20 casos a
cada 100 mil mulheres).

Em nosso pais, 0 cancer de mama ocupa a primeira posi¢gao no
género feminino, sendo o mais incidente em todas as regides do pais, com
excecao do Norte, onde ocupa a segunda posi¢ao, imediatamente atras do
carcinoma de colo uterino. Os numeros chamam a atengao, pois o cancer de
mama € considerado a principal causa de morte (324.000 &bitos) nas
regides economicamente menos favorecidas do Brasil e ocupa a segunda
posicao nas regides mais desenvolvidas (198.000 6bitos) sendo superado

apenas pelo cancer de pulmao. Para o Estado do Ceara foram estimados



2.160 novos casos, sendo 860 casos somente em Fortaleza (Ministério da
Saude 2017). Entretanto, as taxas de mortalidade por cancer de mama estéo
declinando em alguns paises da Europa (FERLAY et al. 2013) e América do
Norte (DESANTIS et al. 2016), apesar do aumento em incidéncia. Em nosso
pais, estas taxas continuam apresentando curva crescente (CECILIO et al.
2015).

Quase todas as neoplasias malignas da mama sdo adenocarcinomas,
isto €, neoplasias de linhagem epitelial com histogénese derivada de células
epiteliais glandulares. Sao divididas inicialmente em dois grupos: in situ, isto
€, carcinomas em que o crescimento ndo ultrapassa a membrana basal; e
carcinomas invasivos, que infiltram o estroma e que podem também gerar
metastases para linfonodos regionais ou para o6rgaos distantes. Os
carcinomas também podem se dividir, com base em sua morfologia, nos
tipos ductal e lobular, embora se originem da mesma unidade terminal do
I6bulo, e os mais frequentes sdo os carcinomas ductais invasivos sem
especificacdo. Também sado encontrados outros tipos de neoplasia de mama
como: carcinoma lobular invasivo, carcinoma medular, carcinoma coldide,
carcinoma tubular, carcinoma papilar invasivo e carcinoma metaplastico
(WEIGELT et al. 2010).

O tamanho tumoral (T) e o status axilar (N) permanecem como
importantes fatores progndsticos do cancer de mama (CIANFROCCA e
GOLDSTEIN 2004). Contudo, hoje se torna imprescindivel o conhecimento
do padrdao de expressdo dos receptores hormonais de estrégeno (RE),

progesterona (RP) e Her2 para se tratar o cancer de mama. Além destes,



deve-se considerar a analise da amplificacdo do oncogene ERBB2 ou a
imunoexpressdo da proteina Human Epidermal Growth Factor Receptor 2
(HERZ2) codificada por este oncogene, bem como fatores ja incorporados a
pratica clinica como idade, invaséo linfovascular e grau histolégico (LEONG
e ZHUANG 2011; CHENG et al. 2016).

Varias potenciais aplicagbes clinicas tém sido propostas para a
determinacdo da expressdao de ERBB2, incluindo: determinacdo de
prognoéstico em pacientes nao tratadas, predicao de beneficios com a terapia
anti-HER2, em particular Trastuzumabe e Lapatinibe, predicdo de resisténcia
a terapias hormonais ou predi¢cao de resisténcia relativa a certos esquemas
de quimioterapia, como CMF (Ciclofosfamida, Metotrexato e Fluorouracil) e,
ainda, predicao de resposta a Antraciclinas e Paclitaxel (WOLFF et al. 2013;
IQBAL e IQBAL 2014).

A expressado de receptores especificos para os hormbnios sexuais
esteréides (estrébgeno e progesterona) pelas células tumorais dos
carcinomas mamarios representa um importante fator progndstico e preditivo
no cancer de mama (HIGA e FELL 2013). Nesse contexto, o RE e o RP séo
expressos em aproximadamente 60% a 70% das células de cancer da
mama (YIP e RHODES 2014).

A determinacdo dos RP foi incorporada a pratica clinica porque sua
expressao se relaciona a funcionalidade do RE. Quando ambos os
receptores s&o conjuntamente analisados, aumenta-se o poder preditivo
sobre uma possivel resposta a terapia hormonal. E interessante observar

que tumores que expressam apenas o receptor de progesterona apresentam



melhor resposta terapéutica quando comparados aqueles que expressam
apenas o RE (BADOWSKA-KOZAKIEWICZ et al. 2015).

O HER2 é uma proteina transmembranar de 185 kDa pertencente a
familia ErbB de receptores tirosina quinase e que regulam uma série de
processos celulares tais como proliferagao, diferenciacdo e sobrevivéncia.
Esta proteina é superexpressa em aproximadamente 20 a 25% de todos os
tumores de mama invasivos, além de se verificarem mutacbes no gene
HER2 em aproximadamente 1 a 2% dos cénceres de mama (BOSE et al.
2013).

Além da heterogeneidade clinica e histopatolégica, os carcinomas
invasivos de mama também se apresentam de forma heterogénea quando
classificados molecularmente. Atualmente sao conhecidos cinco perfis
genéticos para o cancer invasivo de mama, conforme detalhado nos
proximos paragrafos (VAN'T VEER et al. 2002; SORLIE et al. 2003;
CIRQUEIRA et al. 2011).

As assinaturas moleculares favorecem o uso de opcodes terapéuticas
personalizadas, inclusive com terapias apresentando receptores como alvos.
Por exemplo, os subtipos luminal A e B de cancer de mama invasivo,
quando comparados ao CMTN, mostram melhor progndstico bem como
melhor resposta a terapia com alvo em receptores hormonais. Por outro
lado, os CMTN apresentam melhor resposta a quimioterapia do que os
tumores luminais (TROP et al. 2014).

Algumas caracteristicas moleculares auxiliam na diferenciagao clinica

entre os subtipos tumorais de mama, com o melhor progndstico atribuido



aos tumores Luminal A, frente ao Luminal B, e a presenca de vimentina e
CK17, além das CK5/6, como possiveis marcadores para os tumores
basaloides (PEROU et al. 2000; VAN DE RIJN et al. 2002; NIELSEN et al.
2004; SORLIE et al. 2003; REIS-FILHO e TUTT 2008).

Adicionalmente, sdo nos tumores basaloides que se encontram a
maioria dos canceres com mutacdo do gene humano “breast cancer 1”
(BRCA1) e os carcinomas metaplasicos. O carcinoma medular é o tipo
dentre estes mais enigmatico, pois aproximadamente 95% destes
apresentam o perfil basaléide acompanhado de uma morfologia agressiva,
porém com prognostico favoravel (BADVE et al. 2011).

PEROU em 2010, publicou o artigo intitulado Molecular Stratification
of Triple-Negative Breast Cancers, no qual apresenta as caracteristicas de
mais um subtipo molecular de cancer mamario caracterizado por baixa
expressao da molécula de adesao claudina, sendo este subtipo conhecido
por claudin low. Este € um subgrupo de tumores triplo-negativos, que
também apresentam baixa expressdo de E-caderina, alto grau tumoral e
baixa diferenciagcdo, além de intensa reagao inflamatéria. Com a baixa
diferenciacao, este cluster tumoral esta relacionado com as células
iniciadoras, denominadas cancer stem cell (CSC), da mesma forma que os
tumores basais apresentam um pior prognéstico e carecem de terapia alvo
especifica.

LEHMANN et al. (2011) ao estudarem a expressdo génica de 587
casos de cancer de mama triplo-negativo (CMTN), analisaram o perfil de 21

genes e classificaram de forma inovadora, este tipo de cancer em sete



subtipos: dois tipos denominados Basal Like (BL1 e BL2), imunomodulador
(IM), mesenquimal (M), mesenquimal stem-like (MSL) e luminal com receptor
de andrégeno (LAR). Os tumores BL1 e BL2 apresentam maior expressao
de genes de resposta ao dano do DNA e do ciclo celular, portanto com boa
resposta a cisplatina. Os subtipos M e MSL sao ricos em genes envolvidos
com a transicao epitelial-mesenquimal, com vias de sinalizacio de fatores de
crescimento e, em modelos celulares, responderam a inibidores da via da
PIBK/mTOR e ao Dasatinibe. Ja o ultimo subtipo (LAR), como o nome
sugere, sinaliza o receptor de andrégeno sendo, portanto, sensivel ao
antagonista deste receptor, Bicalutamida. Esta nova classificagdo mostra a
heterogeneidade do CMTN e chama a atencéo para a individualizagdo de
terapéuticas baseadas nos subtipos.

Outro marcador molecular de importancia clinica é o receptor do fator
de crescimento epidérmico (EGFR ou HER1), o qual faz parte da familia dos
receptores HER, composta por mais trés receptores, o HER2, o HER3 e o
HER4. O EGFR encontra-se imunoexpresso em mais de 60% dos tumores
basaloides (REIS-FILHO e TUTT 2008). Alguns autores consideram a
expressdao do EGFR como um dos pré-requisitos na identificacdo dos
tumores basaloides, ao contrario de outros pesquisadores que ndo o
consideram essencial, embora se reconheca que a expressao deste
marcador esta tdo largamente presente nos canceres de mama basaloides,
que combinado com outros marcadores reforca este perfil (PEROU et al.
2000; VAN DE RIJN et al. 2002; NIELSEN et al. 2004; HICKS et al. 2006;

REIS-FILHO e TUTT 2008).



Os tumores basaloides apresentam um padrao que se assemelha ao
das células epiteliais basais da glandula mamaria normal (OLIVEIRA e
BERTOZZI 2008), expressando os genes presentes nestas células (REIS-
FILHO e TUTT 2008). Ha diversas definigcdes na literatura quanto as reagdes
necessarias para se caracterizar um tumor com perfil basaloide (PEROU et
al. 2000; VAN DE RIJN et al. 2002; VAN'T VEER et al. 2002; SORLIE et al.
2003; NIELSEN et al. 2004; CASSALI et al. 2008).

Em 2004, o estudo multi-institucional de NIELSEN et al. preconizou o
uso de quatro marcadores para se classificar com acuracia o tumor
basaloide: RE, EGFR, HER2 e citoqueratina 5/6 (CK5/6). Este painel
apresenta sensibilidade de 76% e especificidade de 100% para a definigao
de tumor basaloide. VAN DE RIJN et al. (2002) publicaram um artigo em que
correlacionam as citoqueratinas de alto peso molecular (CK5 e CK17) com
um pior prognostico, porém a CK17 mostrou-se dificil de avaliar por IHQ.
HICKS et al. (2006), ao estudarem CK5/6, relacionaram a imunoexpressao
desta citoqueratina ao desenvolvimento de metastases cerebrais, portanto
com um pior prognastico.

O consenso internacional de St Gallen, publicado em 2015, traz a
classificagdo orientada para o tratamento dos subtipos moleculares de

cancer de mama (Tabela 1).



Tabela 1 - Subtipos moleculares e padrdes de imunomarcagao

Classificacdo com o indice Ki-67

Subtipo Molecular
Padréo de Imunomarcacéo

Luminal A RE+ e RP+, HER2- e Ki-67 < 20%
RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 2 20%

ML 12 RE+ elou RP+ HER2+ (luminal HER?)
Superexpressao de HER2 RE-, RP- e HER2+

Triplo-negativo Basaloide RE-, RP-, HER2-, CK5+ e/ou EGFR+
Triplo-negativo ndo Basaloide RE-, RP-, HER2-, CK5- e EGFR-

HERZ2: receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano; EGFR: receptor tipo 1 do
fator de crescimento epidérmico; RE: receptor de estrégeno; RP: receptor de progesterona;
CKa&: citoqueratina 5.

Fonte: Adaptado de CIRQUEIRA et al. (2011)

1.2 CANCER DE MAMA TRIPLO-NEGATIVO (CMTN)

O Grupo Brasileiro de Estudos em Cancer de Mama-GBECAM,
realizou grande estudo demografico e de carater retrospectivo, denominado
Projeto Amazonas, o qual incluiu 28 centros, sendo o Hospital Haroldo
Juagaba — ICC, participante deste estudo (SIMON 2017). Foi observada uma
incidéncia de 19,1% de tumores triplo-negativos em nosso pais (SIMON
2017; LEE et al. 2012).

Os tumores triplo-negativos sao reconhecidos por apresentarem um
perfil histolégico de maior agressividade, maior potencial metastatico, com
limitagdo na resposta as terapias hormonais e no progndstico, levando,
consequentemente, a uma menor sobrevida livre de doenga e menor

sobrevida global (ANDERS e CAREY 2008; RAKHA et al. 2009; RAICA et al.



2009). Estudos clinicos mostraram um pior progndstico para CMTN e HER2
positivo (VAN DE RIJN et al. 2002; SORLIE et al. 2003; HICKS et al. 2006;
OLIVEIRA e BERTOZZI 2008; REIS-FILHO e TUTT 2008).

Além disso, estes tumores possuem uma alta prevaléncia em
mulheres de ascendéncia hispanica e africana, uma idade de apresentagao
mais precoce, maior incidéncia em mulheres mais jovens e uma associagao
significativa com as mutagdes germinativas de BRCA1. O CMTN também se
caracteriza por uma apresentacdo heterogénea com diferengas genéticas,
transcricionais, histolégicas e clinicas, sendo a maior parte de carcinomas
ductais invasivos de alto grau, caracterizados por graus marcados de
pleomorfismo nuclear, falta de formagao de tubulos e altas taxas mitéticas
(PAREJA et al. 2016).

O fendtipo do tumor triplo-negativo pode ser dividido em formas
agressivas e de alto grau, e em outras menos invasivas. Também existem os
carcinomas metaplasicos caracterizados pela presenca de elementos
neoplasicos que divergem daqueles esperados para serem encontrados em
adenocarcinomas. Os tumores menos agressivos podem ser representados
pelos carcinomas adenoides cisticos e os carcinomas secretdrios da mama
que possuem curso clinico indolente e prolongado (TURNER e REIS-FILHO
2013). Além disso, estes autores descrevem os CMTN como sendo
compostos de multiplos subtipos moleculares representados em trés
subgrupos basicos de cancer: cancer de tipo basal, cancer de tipo
mesenquimal e um subconjunto luminal de AR (Figura 1).

A complexidade genética do CMTN é ainda maior do que os outros
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canceres de mama. Os tumores exibem uma grande variacido de mutacoes
relacionadas a varias vias de sinalizagdo, sendo 0s genes mais
frequentemente mutados o TP53 (82%) e PIK3CA (10%) (Cancer Genome
Atlas Network 2012). Outros genes como PTEN, RB1, NF1, BRCA1l, BRCA2,
ERBB3, ERBB4, ALK também sdo encontrados, porém em menor
porcentagem. Tal heterogeneidade esta associada a uma variagao genética
de células cancerigenas gerada pela composi¢ao clonal do tumor e por
diferentes evolugdes clonais das mutagdes dos genes citados anteriormente
(PAREJA et al. 2016).

O manejo clinico de CMTN é mais limitado quando comparado a
outros subtipos de cancer da mama, o que resulta em uma terapéutica que
inclui cirurgia combinada com quimioterapia adjuvante e radioterapia.
Todavia, o resultado clinico é bastante limitado na maioria dos casos. Isso
muito se deve a diversidade molecular do tumor triplo-negativo
demonstrando a necessidade de um aperfeicoamento das abordagens
terapéuticas, ja que a quimioterapia padrdao é bastante eficaz somente em
um subconjunto de pacientes. Nesse sentido, o conhecimento molecular
desses tumores abre perspectiva para um melhor manuseio clinico

(SHARMA 2016).
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Figura 1 — Associagao entre os diferentes subtipos de Cancer de Mama

Triplo-negativo. A expressdo génica dos subtipos de CMTN sdo associadas a
caracteristicas moleculares distintas. Os canceres Luminal AR sao os subtipos de CMTN
mais distintos associados a mutagbes em PIK3CA e apresentam histologia apécrina. O
subtipo imunomodulador é possivelmente composto de todos os outros subtipos, com a
expressdo génica resultante da expressdo manifesta pelos subtipos do infiltrado Infocitico
dominante. Subtipos de TNBC: BL1, basal-like 1; BL2, basal-like 2; IM, Imunomodulador;
ML, Mesenquimal; MSL, Mesenquimal tronco-like; LAR, Receptor de androgénio luminal,
AR, receptor de andrégeno; path CR Pathologic complete response.
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1.3 QUIMIOCINAS, VIAS DE SINALIZACAO E CANCER

Tem sido grande o interesse de pesquisadores em associar a
presenca de mediadores inflamatdérios com eventos relacionados ao
crescimento e progressao tumoral. Nesse sentido, alguns mediadores tém
sido mais estudados como Ciclooxigenase 2 (COX2), Oxido Nitrico sintase
(NOS2), Fator de Necrose Tumoral (TNF), Interleucina-1 (IL-1) e, mais
recentemente, as quimiocinas.

As quimiocinas sdo moléculas envolvidas nas respostas imunoldgica
e inflamatdria, e tém despertado interesse quanto a sua associagdo com
diversos aspectos do desenvolvimento tumoral. Podem ser definidas como
citocinas quimioatraentes e desempenham diversas funcbes nas células
normais, bem como naquelas acometidas por processo inflamatério ou
neoplasico. As quimiocinas e seus receptores tém acdo na maturacdo da
célula dendritica, na resposta a inflamagdo, angiogénese, crescimento
tumoral e metastatizacdo (RAMAN et al. 2007), podendo ser divididas em
quatro grupos, que se diferenciam quanto a posicdo das duas primeiras
cisteinas, alfa (CXC), beta (CC), gama (C) ou delta (CX3C) (GRIFFITH et al.
2014). De uma forma geral, as quimiocinas interagem com receptores
acoplados a proteina G (GPCRs), sendo que tais receptores sao
denominados, algumas vezes, com o0 nome da respectiva quimiocina
acrescentado da letra “R”, de forma que CXCL12R é o receptor da CXCL12.
Apoés a ligacédo de diferentes quimiocinas ao mesmo receptor, pode haver

uma variedade de efeitos biolégicos, que também dependem do
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microambiente celular (ZLOTNIK e YOSHIE 2000).

Varios estudos tém associado as quimiocinas ao cancer. Essas
propriedades parecem ter implicagbes em sua biologia, desde que esta
descrito que as quimiocinas CXC-ELR+, ao se ligarem aos seus receptores,
passam a apresentar atividade angiogénica. Em contraste, muitas das
quimiocinas ELR  ligam-se ao receptor CXCR3 e tém agdo angiostatica.
Como excegao a esta regra pode-se citar a quimiocina SDF-1 (fator derivado
da célula estromal), também conhecida como CXCL12, que se liga aos
receptores CXCR4 e CXCR7 e esta envolvida no processo de formacio de
metastases (VANDERCAPPELLEN et al. 2008). A Figura 2 é ilustrativa de
tais mecanismos.

A agressividade tumoral, como vista nos CMTN, possivelmente pode
estar relacionada ndo somente com as quimiocinas, mas também aos
receptores destas moléculas. Corroborando essa hipotese, ZHANG et al.
(2014) evidenciaram em uma metandlise que a alta expressao de CXCR4
(receptor de CXCL12) esta relacionada com a maior taxa de recorréncia,
morte relacionada ao céncer, status linfonodal e metastase a distédncia. No
mesmo trabalho, os autores associaram a elevada expressao desse
marcador como um importante fator associado a progressao tumoral por
modular negativamente o microambeinte tumoral. Um potencial mecanismo
envolve a regulagdo da acumulagdo de células imunologicas no

microambiente tumoral, como macréfagos e linfécitos.
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Figura 2 - Papel das quimiocinas e seus receptores no microambiente
tumoral. O estroma tumoral contem varios tipos de células estromais e estas células s&o

boas produtoras de quimiocinas, regulando a migracéo de leucdcitos. O tumor € infiltrado
por células inflamatérias, incluindo neutréfilos, macrofagos, linfécitos T e células dendriticas.
A produgdo de quimiocinas por células tumorais e estromais também afeta o processo de
angiogénese pelas suas propriedades angiogénicas ou angiostaticas. Além disso, o eixo
CXCR4-CXCL12 / SDF-1 esta envolvido na migracao dirigida de células tumorais para sitios

metastaticos.

Os macréfagos desempenham importantes papéis no microambiente
tumoral e, ao sofrerem agao de citocinas presentes neste meio, podem se
transformar em TAMs (Tumor Associated-Macrophages) e, entdo, passarem
a produzir fatores de crescimento e a estimular a angiogénese, podendo

modular a resposta, por exemplo, dos linfécitos T reguladores (Treg). Por
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sua vez, os Treg remodelam a matriz extracelular das células cancerigenas
participando do processo de mobilidade e disseminacdo das células
neoplasicas (CHANMEE et al. 2014). Além disso, estas células podem
expressar quimiocinas capazes de mediar a supressao de células T e de
promover inflamagcdo no microambiente tumoral (Figura 3), contribuindo
assim para a iniciagdo, progressdao e metastase (NAGARSHETH et al.
2017).

Além dos macréfagos, o infiltrado leucocitario no nicho tumoral inclui
linfécitos T, células dendriticas, células NK e outros granulécitos, que
também influenciam o microambiente tumoral. Quimiocinas como a CCL19,
CCL20 e CCL21 sao descritas como reguladores do trafego das células
dendriticas, e sua superexpressao € capaz de gerar efeitos antitumorais em

modelos experimentais (PALACIOS-ARREOLA et al. 2014).
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Figura 3 — Efeitos pré-tumorais das quimiocinas. Populagdes de células
imunoldgicas como granulécitos e células supressoras derivadas de mondcitos mieldides
(MDSCs), células T reguladoras (Treg), células T helper IL-22+CD4+ (TH22), células
linféides inatas IL-22+ (ILCs) e células dendriticas plasmocitéides (pDCs) podem promover
o crescimento do tumor. Estas células séo recrutadas para o microambiente tumoral em
resposta a diferentes quimiocinas que sao expressas no microambiente do tumor (os
receptores e ligantes relevantes sdo mostrados). As células imunolégicas pro-tumorais
podem inibir as respostas imunes antitumorais e também podem promover e manter a
angiogénese, levando a progressdo do cancer. CCL, ligante de quimiocina CC; CCR,
receptor de quimiocina CC; CXCL, ligante de quimiocina CXC; CXCR, rceptor de quimiocina
CXC.
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1.3.1 CXCL8/CXCR1/CXCR2

A CXCL8 é também conhecida como interleucina-8 (IL-8), e pertence
a familia das quimiocinas CXC-ELR. E produzida por macréfagos, células
epiteliais, células da musculatura lisa das vias aéreas e células endoteliais
(MATSUSHIMA et al. 1992). CXCL8 ¢ inicialmente produzido como um
proteina de 99 aminoacidos que sofre clivagem para formar as isoformas
CXCL8, um peptideo de 77 aminoacidos em células nao-imunoldgicas e um
peptideo de 72 aminoacidos em mondcitos e macrofagos (BRAT et al. 2005).
A funcdo de CXCL8 depende principalmente de sua interagdo com
receptores acoplados a proteina G (GPCR), CXCR1 e CXCR2 (ARAKI et al.
2007).

O CXCR1 interage com CXCL6 e CXCL8, enquanto CXCR2 liga a
CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL7 e CXCL8. Tanto o
CXCR1, como o CXCR2, sao expressos em granulécitos, mondcitos,
mastoécitos e algumas células Natural Killers (PARK et al. 2012; LIU Q et al.
2016).

A CXCL8 pode afetar a habilidade imunorregulatéria do organismo na
defesa contra o cancer, assim como modifica o microambiente tumoral para
favorecer a tumorigénese. No contexto do cancer de mama, a agao no
microambiente apresenta maior relevancia em comparagao a regulagéo
imunoldgica. A CXCL8 proveniente de células de tumores da mama coopera
com o fator de crescimento do endotélio vascular para expandir a
neovasculatura do tumor (CHELOUCHE-LEV et al. 2004). A regulagéo

negativa de CXCL8 reduz significativamente a densidade de microvasos em
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tumores com receptor de estrogeno negativo in vivo, sem, contudo, afetar a
proliferagéo ou o ciclo celular no cancer (YAO et al. 2007).

Essa acdo sobre a neovascularizagdo também favorece as
metastases dos tumores RE negativos. Niveis elevados de CXCLS8
promovem angiogénese e atragcdo de neutrofilos que liberam enzimas
envolvidas no remodelamento e estabelecimento do tumor, possivelmente
favorecendo as metastases (DE LARCO et al. 2001). Por exemplo, foi
sugerido que a producédo de CXCL8 contribuiria, em tumores RE negativos,
para a formagao de osteoclastos e para a reabsorcdo 6ssea apresentando
assim possivel participacdo na metastase dssea associada ao cancer de
mama (WU et al. 2008).

O receptor CXCR1 tem como principal via de sinalizacdo a da
fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), sendo responsavel pela migragao,
sobrevivéncia celular e pela angiogénese. Também é responsavel pela
ativacado da via MAP quinase (KNALL et al. 1997).

De forma interessante, a quimiocina CXCL8 esta associada a
receptores de crescimento expressos na superficie de células cancerigenas,
principalmente do cancer triplo-negativo (LIU Q et al. 2016).

Outra vertente da acdo pleiotropica da IL-8 foi a elegante
demonstracdo de seu envolvimento na aquisicao de resisténcia adaptativa a
inibidores da via PIBK-mTOR (BRITSCHGI et al. 2012). Para tanto os
autores usaram modelos experimentais de linhagens celulares e de tumores
primarios mamarios, triplo-negativos, e expuseram-nas a drogas

reconhecidamente inibidoras da via PIBK/mTOR (ex. BEZ235) e que tém
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atividade antitumoral neste particular tipo de tumor. Esta inibigao, entretanto,
desencadeia num segundo momento uma resposta adaptativa de
resisténcia. Tal resposta envolve a ativacdo da via JAK2/STAT5. A
consequéncia é que a STATS ao se translocar para o nucleo ativa a
transcrigcdo do gene codificador de IL-8 e de seu receptor. A secregao de IL-
8 leva ao desencadeamento de uma alga de autoamplificacdo, autécrina
e/ou paracrina, que ativa uma isoforma diferente de PI3K-gama e ainda
propaga a ativagdo da via JAK2/STAT5 levando ao aumento de
tumorigenicidade e invasividade. Por fim os autores sugerem que esses
dados dao sustentagcao a proposicdo de se usar um duplo bloqueio das vias
PIBK-mTOR e JAK2/STAT5 quando do tratamento dos canceres mamarios
triplo-negativos. Neste mesmo trabalho também foi evidenciada a correlagao
entre a secrecido de IL-8 e a hiperexpressao do seu receptor CXCR1 com
invasividade tumoral quando linhagens de cancer mamario do subtipo triplo-

negativo foram analisadas (BRITSCHGI et al. 2012).

1.3.2 CCRY

O receptor CCR7 é uma proteina transmembranar acoplada a
proteina G, sendo expressa em células T e células dendriticas maduras.
Este receptor interage com duas quimiocinas (CCL19 e CCL21) comumente
secretadas em 6rgaos linféides secundarios. Adicionalmente, a quimiocina
CCL21 e seu receptor CCR7 parecem estar envolvidos na disseminagao de
células tumorais e formacgao de metastases (MUKAIDA e BABA 2012).

A interacido CCL21-CCRY7 esta relacionada a disseminacao de células



20

de diversos tipos de cancer, inclusive os tumores de mama, para linfonodos
sentinelas. A presenga de grande quantidade de CCL21 nos linfonodos gera
uma quimioatrag¢ao de células do tumor com expressao de receptores CCRY7,
gerando migracdo dessas células. Assim, a intervengdo terapéutica na
relagdo CCR7-CCL21 pode reduzir as metastases para linfonodos, o que
dependeria da deteccdo precoce do tumor primario (MULLER et al. 2001).

Além disso, KOCHETKOVA et al. (2009) observaram que ligantes de
CCR7, como CCL2, inibem a morte de células metastaticas de cancer de
mama, contribuindo com o aumento da sobrevivéncia e com a disseminagao
tumoral.

O receptor CCR7 também pode ser caracterizado como fator de mau
prognoéstico. CASSIER et al. (2011) observaram que os receptores CCR6 e
CCR7 estavam expressos numa grande propor¢ao de tumores, na maioria

dos casos, associados a caracteristicas de doenga mais agressiva.

1.3.3 CXCR4/CXCL12

A ligagédo da quimiocina CXCL12 ao seu receptor CXCR4 ativa uma
variedade de vias de transdugdo de sinal intracelulares e tém papéis
fundamentais no cancer da mama primario e metastatico por estarem
envolvidos na proliferagdo, angiogénese e mestastase. Além da mama, esta
quimiocina e seu receptor também ja foram descritos na patogénese de
tumores em outras localizagdes anatbmicas, incluindo pulmao, cérebro e
prostata (ARAVINDAN et al. 2015).

O receptor CXCR4 ativa sinais intracelulares responsaveis pela
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quimiotaxia, invasdo e adesdo, além de aumentar a secregcao de
metaloproteinases de matriz (MMP) 2 e 9 em linhagens de células de cancer
da mama MD-MBA-231. Estudos correlacionam a ativacdo das MMPs
diretamente com a reorganizacdo da matriz extracelular e,
consequentemente, com a criagdo de um microambiente permissivo para a
progressao das células neoplasicas. Além disso, este receptor regula a
angiogénese. Em trabalho realizado por LUKER e LUKER (2006), os autores
descreveram a formagdo defeituosa de vasos sanguineos no trato
gastrointestinal de animais knockout para CXCR4 ou CXCL12,
demonstrando sua importante funcdo na vascularizagao. Este receptor e sua
quimiocina estao envolvidos em varios passos importantes da tumorigénese,
favorecendo principalmente angiogénese e metastase (LUKER e LUKER
2006; PAPATHEODOROU et al. 2014).

No microambiente tumoral, a expressdo de CXCL12 no epitélio
mamario, e suas interacdées com outras moléculas, podem ser determinantes
na fisiopatologia deste tipo de cancer, pois sua expressdo em células
abundantes do estroma, como os fibroblastos, € um fator favoravel a
comunicacdo entre células do hospedeiro e neoplasicas que também
expressam CXCR4 e CXCL12 podendo, desse modo, contribuir com a
progressao tumoral (BURGER e KIPPS 2006).

A importancia do CXCR4 como fator estimulador da oncogénese pode
ser estimada quando do uso de antagonistas para este receptor, pois a
utilizagcao dessa ferramenta farmacolégica demonstrou atividade antitumoral

in vitro para varias linhagens celulares de cancer, inclusive de mama. Além
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disso, tal bloqueio pode ser associado a diminuicao significativa de nddulos
metastaticos pulmonares e hepaticos, bem como a redugao da angiogénese
no tumor primario in vivo (LING et al. 2013).

VLAHAKIS et al. (2002) propuseram um modelo da via de sinalizagao
da ligagdo da quimiocina CXCL12 com o receptor CXCR4. Os autores
concluiram que a ativacao do receptor CXCR4 leva a ativagao das vias MAP
quinase (p38) e fosfatidilinositol-3-quinase (PI13K). A ativagao de p38 e PI3K
leva a inibicdo da apoptose com prolongamento da sobrevivéncia celular e a

expressao de genes que promovem a proliferacao celular

1.3.4 mTOR

A proteina-alvo da rapamicina em mamiferos, conhecida como mTOR
(mammalian target of rapamycin), € uma serina/treonina quinase intracelular
diretamente relacionada a PI3K e que determina uma importante e
reconhecida fungao reguladora do crescimento, diferenciacédo, metabolismo
e proliferacdo celular. Ao reconhecer e interagir com diversas proteinas
adaptadoras intracelulares, o mTOR forma dois complexos proteicos
independentes, associados a diferentes processos regulatérios e atividades
celulares, denominados mTOR complexo 1 (MTORC1) e mTOR complexo 2
(MTORC2) (GUERTIN e SABATINI 2007).

A iniciacdo da tradugdo € um processo diretamente relacionado a
carcinogénese e, neste sentido, o mTOR dispara esse processo pela
fosforilagdo das proteinas de ligacdo elF4E (4E-BPs) e as quinases de

proteina ribossomal S6 (S6K1 e S6K2) que, em conjunto, auxiliam na
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regulacao das taxas de iniciacdo da tradugcao (PETROULAKIS et al. 2007).
O mTOR esta relacionado ao equilibrio energético e estresse oxidativo por
ser o centro de vias de sinalizagao ativadas a partir de nutrientes e fatores
de crescimento (BRACHO-VALDES et al. 2011). No cancer, esta proteina
exerce um efeito critico na sinalizacao celular que, comumente, encontra-se
desregulada, pois funciona proporcionando a integragdo de horménios e
fatores de crescimento com o status de energia intracelular e a
disponibilidade de aminoacidos necessarios para controlar o crescimento
celular e processos metabdlicos adicionais (HAY e SONENBERG 2004).

A ativacao da via PI3BK/AKT/mTOR, pode ser considerada um fator de
pior prognostico em diversos tipos de cancer, inclusive o de mama (ZHOU et
al. 2004; LOPICCOLO et al. 2008). A desregulagdo comum do mTOR e a
ativacao frequente de tais vias sdo encontradas no CMTN. Por este motivo,
a inibicdo da sinalizagdo da via mTOR € uma estratégia clinica atrativa para
o tratamento desta doenca e vem sendo explorada em diversos estudos in
vitro e in vivo nos ultimos anos com resultados promissores sobre o
prognéstico quando da combinagao com quimioterapicos convencionalmente
utilizados no tratamento do cancer de mama (SINGH et al. 2014).

As caracteristicas moleculares do CMTN sugerem um perfil clinico de
maior agressividade e que pode cursar com importantes limitacbes
prognoésticas. Neste sentido, muitos marcadores biolégicos tem sido
sugeridos como possiveis candidatos capazes de contribuir com o maior
entendimento e manejo clinico desta condigdo. Provavelmente, as relagoes

exercidas entre algumas quimiocinas e seus receptores contribuam com a
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modulacao da inflamagao relacionada ao cancer, bem como interfiram no
seu curso clinico. Entretanto, ha necessidade da melhor compreensao da
interconexao entre a atuagcdo das quimiocinas no microambiente tumoral e
sua associagao com a carcinogénese. Neste contexto, torna-se importante
investigar a possivel relacdo da expressdo desses marcadores com
parametros envolvidos no comportamento biolégico e clinico do CMTN, com

o intuito de identificar alvos terapéuticos uteis no manejo da doencga.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressao da quimiocina CXCL12, dos receptores CXCR1,

CXCR4, CCRY e da proteina mTOR em céncer de mama triplo-negativo.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a expressao da quimiocina CXCL12, dos receptores CXCR1,
CXCR4, CCR7 e da proteina mTOR em amostras de CMTN,
comparando os subgrupos basal e ndo basal,

Investigar a expressao da quimiocina CXCL12, dos receptores
CXCR1, CXCR4, CCRY7 e da proteina mTOR com parametros clinico-
patolégicos de agressividade tumoral como tamanho tumoral,
presenca de metastase linfonodal, metastase a distancia e sobrevida
global;

Estudar a associagdo entre a expressdo de mTOR, da quimiocina
CXCL12 e dos receptores CXCR1, CXCR4, CCRY7;

Verificar a possivel associagao entre a expressao de marcadores de
células inflamatérias CD68 e CD3, com a quimiocina CXCL12, os

receptores CXCR1, CXCR4, CCR7 e a proteina mTOR em CMTN.
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3 METODOLOGIA

3.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo observacional, longitudinal do tipo coorte,

retrospectivo.

3.2 CASUISTICA

Foram incluidos pacientes com diagnostico de cancer invasivo de
mama, triplo-negativos, ou seja, sem imunoexpressao de receptores de
estrégeno e progesterona e sem hiper-expressao de ERBB2 (escore 0 e 1,
ou FISH negativo no caso de imunoexpressdao com escore 2), registrados e
tratados no Hospital Haroldo Juagaba — Instituto do Cancer do Ceara (ICC),
no periodo de janeiro de 2011 a dezembro de 2015.

A literatura existente apresenta grande variedade nos critérios de
classificagdo imunoistoquimica de tumores basaloides. Neste estudo
adotaremos a classificacdo utilizada por alguns pesquisadores, como
NIELSEN et al. (2004), que consideram o tumor basalbide aquele que, além
da auséncia de expressao de RE e RP e auséncia de hiper-expressao de
ERBBZ2, apresenta positividade para citoqueratinas 5/6 (CK5/6) e de receptor

de fator de crescimento epidérmico 1 (EGFR). Os demais tumores triplo-



27

negativos que nao apresentaram a imunomarcacao para CK5/6 ou EGFR

foram classificados como nao basais (Tabela 1).

3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO
Pacientes com diagnéstico de céancer de mama triplo-negativo
(CMTN):
o Com dados clinicos no prontuario com informagdes suficientes para o
adequado preenchimento da ficha de coleta de dados;
o Com amostras satisfatorias, fixadas adequadamente e com
dimensdes adequadas para o estudo.
3.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO
Pacientes com diagnéstico de cancer de mama triplo-negativo
(CMTN):

Com amostras sem material suficiente, dimensdes inadequadas e
fixadas de modo inadequado;

Sem estudo prévio imunoistoquimico de Receptores de Estrogeno
(RE), Receptores de Progesterona (RP) e Receptor do Fator de

Crescimento Epidermal Humano 2. C-erbB2 (HER2/neu).
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3.5 COLETA DE DADOS

Os prontuarios das pacientes pertencentes a amostra foram avaliados
quanto aos dados cliico-patolégicos como idade, estadiamento, tipo de
tratamento realizado (cirurgico, radioterapico, quimioterapico) e sobrevida
global.

Os dados coletados de cada um dos pacientes incluidos no estudo
foram obtidos por meio de revisdo dos laudos clinicos e exames
anatomopatoldgicos disponibilizados pelo Instituto de Céancer do Ceara.
Apos selecionados os casos comprovadamente diagnosticados como triplo-
negativos, os dados clinico-patologicos foram transcritos para uma ficha de
coleta de dados elaborada pelos autores (Apéndice 1). Em seguida, foi
solicitado ao Hospital supracitado a aquisicdo dos blocos e laminas
referentes aos casos selecionados para que, posteriormente, pudesse ser
feita a marcagdo nas laminas com maior percentual de células tumorais, e

em duplicata, junto ao Patologista da pesquisa (PRCA).

3.6 MONTAGEM DO TISSUE MICROARRAY

Os blocos de parafina contendo amostras representativas de excisées
cirurgicas de cancer de mama triplo-negativo, devidamente registradas e
armazenadas no Instituto do Cancer do Ceara, e suas respectivas laminas,
foram analisadas para marcagao de duas areas contendo os maiores

percentuais de células tumorais. Uma agulha de 2 mm (Quick Ray,
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UNITMA®) foi inserida na area previamente selecionada do bloco doador
para retirada do tecido e sua imediata colocagao no bloco receptor de 60
pocos, que recebeu a seguinte sequéncia: 4 casos de controles positivos
nos vértices, compostos por figado, pulméo, placenta e pele; adicionados de
28 casos, em duplicata, de cancer de mama triplo-negativo. Isto gerou a
confeccéo de 2 blocos de TMA contendo os casos da pesquisa € mais um
bloco adicional composto por pegas de ginecomastia, que representavam o
controle negativo. O modelo utilizado pode ser verificado na Figura 4.

Os controles das reagdoes foram fornecidos pelo Laboratério de
Patologia da ARGOS (Fortaleza, Ceara, Brasil), sendo 40 amostras de
mamoplastias redutoras utilizadas como controle negativo externo e tonsila
palatina, bacgo, figado e prostata como controles positivos internos da
reacao. Neste mesmo laboratério foram feitas as analises histopatolégicas e

imuno-histoquimicas a partir de técnicas padronizadas.
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Figura 4 - Sequéncia de eventos utilizada para a constru¢cao de TMAs dos

casos e dos controles.

3.7 ANALISE DA IMUNOEXPRESSAO DE QUIMIOCINA,

RECEPTORES E DA PROTEINA MTOR

Todos os espécimes ressecados foram fixados com formalina e
corados com hematoxilina e eosina de modo rotineiro. Os casos foram
revisados por dois patologistas independentes com experiéncia em patologia
mamaria e foram classificados de acordo com a classificacdo mais atual
para cancer de mama (EDGE et al. 2010).

A analise imuno-histoquimica foi feita no bloco receptor de Tissue
Microarray manual UNITMA®, com 60 pocos, construido a partir de pecgas de

cancer de mama triplo-negativo que apresentavam grande porcentagem de
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células tumorais. Foram utilizados os anticorpos primarios, obtidos
comercialmente, para CXCR1, CCR7, mTOR, CXCR4, CXCL12, CD68,

CD3, CK5, EGFR (Tabela 2).

Tabela 2 - Relagdo entre anticorpos e clones utilizados, titulacdo e
fabricante.

Anticorpo Clone Titulo Localizagéo Fabricante e Niamero de Catalogo

CXCR1 Policlonal 1:500 Membrana Abcam Anti-CXCR1 ab14936

CCR7 Monoclonal  1:1000 Membrana Abcam Anti-CCR7 [Y59] ab32527

mTOR Policlonal 1:500 Cltoplasma Phospho-mTOR (Ser2448)
CXCR4 Policlonal 1:500 Membrana Abcam Anti-CXCR4 ab2074
CXCL12 Policlonal 1:150 Membrana Anti-SDF1 ab9797
CcDes8 Monoclonal  1:400 Membrana Anti-CD68 [KP1] ab955
CD3 Policlonal 1:800 Membrana Anti-CD3 ab16044
CK5 Monoclonal  1:100 Citoplasma Anti-CK5 [EP1601Y] ab52635
EGFR Monoclonal  1:100 Membrana Anti-EGFR [E114] ab32562

As diluicdes foram determinadas por métodos de titulagdo padrao
para uma coloracao final que resultasse em menos manchas de fundo. Foi
utilizado o sistema de detecgdo universal de alta sensibilidade, incluindo
bloqueador pré-diluido, anticorpo secundario além do tetracloreto de
diaminobenzidina (DAB) como cromdgeno.

Resumidamente, as secg¢des foram desparafinadas em xileno,
hidratadas em etanol graduado, lavado em agua destilada e colocados em
tampao citrato, 10 mM, pH 6,0 com vapor para a recuperagao antigénica. A
imunocoloracgéao foi feita com Novolink Max Polymer Detection System (Leica

Biosystems, UK®) de acordo com a recomendacéao do fabricante.
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3.8 ESCORES

Foram atribuidos os seguintes escores a cada imunomarcador,
expresso ou ndo, baseados na intensidade da coloragdo, em cada amostra
examinada, nas células neoplasicas ou no estroma: 0 = auséncia de
imunomarcagao ou raras células marcadas (< 5%); 1 = marcagao discreta na
maioria (> 50%) das células tumorais ou inflamatorias mononucleadas;
marcagdo moderada em minoria de células (< 50%); 2 = marcagao
moderada na maioria (> 50%) das células tumorais ou inflamatorias
mononucleadas; marcagao intensa em minoria de células (< 50%); 3 =
marcagao intensa na maioria (> 50%) das células tumorais ou inflamatorias
mononucleadas (mononucleares, identificados pelo CD68 [para macrofago]
ou CD3 [para linfocito]. Os casos foram comparados e sempre considerados
com expressao negativa quando do escore 0 ou 1 e expressao positiva para
os escores 2 ou 3. Tais escores foram adaptados a partir da publicagcado de

BUSKENS et al. (2003).

3.9 CONTROLES

Para CXCR1, CCR7, CXCR4, CXCL12 os controles positivos foram
obtidos a partir de seccbes de baco ou tonsila palatina, que coram
fortemente a enzima. Os controles positivos para mTOR foram obtidos
através de secgdes de prostata, cujas glandulas coram fortemente a enzima.

Os controles negativos foram obtidos a partir de mamoplastias redutoras.
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3.10 AVALIACAO INTRA- E INTER-OBSERVADOR

Os preparados histolégicos de TMAs para CXCR1, CCR7, mTOR
CXCR4 e CXCL12, foram estudados pelo autor deste trabalho e
posteriormente analisados por um patologista, sempre em microscopio
Olympus BX41™, sem conhecimento prévio dos dados clinico-patoldgicos.

Os casos discordantes foram resolvidos por consenso.

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Para a avaliagao estatistica dos dados foi utilizado o programa SPSS
Statistics 20.0 (SPSS Inc., Chicago, EUA). As analises partiram da
verificacdo das possiveis associagdes entre a expressdo dos marcadores
utilizados e parametros clinicos de resposta, bem como sobrevida global a
fim de investigar as correlagdes dos marcadores utilizados com as variaveis
clinico-patolégicas dos pacientes, sendo utilizados os testes de Fisher e Qui-
quadrado.

A seguir estdo descritas definicdes de termos utilizados que podem
auxiliar no melhor entendimento do trabalho. A Resposta Patoldgica
Completa (RCp) foi definida como a auséncia de neoplasia invasiva na
mama e também na axila apdés o tratamento neoadjuvante. Conforme o
estabelecido pelo critério RECIST 1.1, a resposta parcial a quimioterapia
ocorreu quando da redugcdo em pelo menos 30% na soma do maior didmetro

das lesdes-alvo (SCHWARTZ et al. 2016). A diferenga entre a data da
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cirurgia e a data do o6bito foi utilizada para o calculo da sobrevida global. Os
pacientes que nao desenvolveram eventos ao final do periodo de
seguimento foram censurados na data da ultima consulta. A estimativa da
sobrevida global foi feita a partir do método de Kaplan-Meier, sendo o teste
log-rank utilizado para testar a diferenca entre os grupos. A anélise
univariada, as variaveis que mostraram correlagdo com sobrevida foram
subsequentemente analisadas em um modelo de regressao de Cox para
explorar os fatores com valor prognéstico independente. Foram
considerados estatisticamente significativos resultados com valor de P

menor que 0,05.

3.12 APROVACAO NO COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM

SERES HUMANOS

O plano de pesquisa deste estudo foi submetido a Plataforma Brasil
(CAAE 18946313.3.0000.5528 / Numero do Parecer 1.838.996) bem como
ao Comité de Etica em Pesquisa do Instituto do Cancer do Ceara (registro
407.395). Foram tomados os devidos cuidados na preservacgéao de condigdes
de biosseguranca, incluindo a prevengao de acidentes em laboratério, bem
como 0 manejo e acondicionamento corretos dos materiais usados. A
utilizacdo das amostras do arquivo foi feita apds a assinatura do Termo de
Fiel Depositario das Amostras. Durante todo o estudo, os procedimentos
empregados resguardaram a confidencialidade das informagdes bem como

o cuidado ético com os dados.
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4 RESULTADOS

Nesta amostra (Tabela 4), pode-se observar o predominio de
pacientes na faixa etaria 250 anos, a presenga majoritaria de tumores do tipo
ductal, de alto grau histolégico, com invasdo linfovascular (46,4%), que
responderam de maneira variavel a quimioterapia neoadjuvante e que
apresentaram recidiva sistémica (18,5%), principalmente pleuro-pulmonar
(11,4%).

Analisou-se, também, a distribuicdo dos casos de acordo com as
variaveis clinicas e histopatoldgicas: idade estratificada (< 50 anos e = 50
anos); tipo histoldgico; grau histolégico; estadiamento tumoral, linfonodal e
metastatico; invasdo linfovascular (ILV); carcinoma basaloide ou néo-
basaloide; carcinoma inflamatério ou nao-inflamatdrio; realizagcdo de
quimioterapia neoadjuvante e resposta ao tratamento (progressao da
doencga, doenca estavel, resposta parcial, resposta patolégica completa);
bem como a presenca de recidivas local e sistémica (6ssea, pleuro-

pulmonar, hepatica e SNC) (Tabela 4).



Tabela 3 - Dados clinico-patolégicos das pacientes do estudo.

Variaveis Analisadas Numero de Pacientes (%)

Idade (anos)

<50 45 (33,8)
=50 88 (66,2)
Tipo Histolégico
Ductal 78 (91,8)
Outros 7 (8,4)
Grau Histolégico
Bem diferenciado 4 (3,6)
Moderadamente 39 (35,5)
Pouco diferenciado 67 (60,9)
T
TO-T2 85 (73,3)
T3-T4 31 (26,8)
N
NO — N1 86 (74,8)
N2 — N3 29 (25,2)
M
MO 107 (92,2)
M1 8 (6,9)
Invaséao linfovascular (ILV)
Ausente 52 (53,6)
Presente 45 (46,4)
Carcinoma Basaloide
Nao 20 (44,4)
Sim 25 (55,6)
Carcinoma Inflamatério
Nao 105 (78,9)
Sim 28 (21,1)
QT Neoadjuvante
Nao 63 (49,2)
Sim 60 (50,8)
Resposta QT Neoadjuvante
Progresséo da Doenga 12 (19)
Doencga Estavel 4 (6,3)
Resposta Parcial 32 (50,8)
RCp 15 (23,8)
Recidiva Local
Nao 127 (96,9)
Sim 4 (3,1)
Recidiva Geral
Nao 97 (81,5)
Sim 22 (18,5)
Ossea 7 (5,3)
Pleuro-Pulmonar 15 (11,4)
Hepatica 8 (6,1)
SNC 7 (5,3)

* Numero de casos avaliaveis de um total de 133 pacientes



37

Na analise do padrao de expressao dos marcadores no CMTN e nas
mamoplastias redutoras, o tumor esteve diretamente associado com a
marcagao de mTOR (p=0,002), CXCR4 (p=0,034) e CXCL12m (p=0,001)
porém esteve inversamente associado a marcagao para CXCR1c (p=0,001),
CXCR1m (p=0,001), CCR7m (p=0,032) e CCR7c (p=0,001). Valores
limitrofes foram encontrados na marcacéao para CXCL12c (p=0,067) (Tabela

3).
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Tabela 4 - Padrao de expressao dos marcadores nos casos de CMTN e de
mamoplastia redutora.

Amostra de Marcador* Significancia
Tecido (-) (+) o*
CXCR1m
MR 0 (0%) 36 (100%) 0.001
TU 46 (68%) 22 (32%) ’
CXCR1c
MR 0 (0%) 36 (100%)
0,001
TU 23 (28%) 60 (72%)
CCR7m
MR 0 (0%) 36 (100%)
0,032
T 10 (12%) 75 (88%)
CCRTYc
MR 0 (0%) 36 (100%)
0,001
TU 49 (59%) 36 (41%)
mTOR
MR 31 (89%) 4 (11%) 0.002
TU 54 (60%) 36 (40%) ’
CXCR4
MR 25 (71%) 10 (29%) 0.034
T 46 (51%) 45 (49%) ’
CXCL12m
MR 31 (100%) 0 (0%) 0,001
TU 25 (37%) 42 (63%) ’
CXCL12c
MR 30 (29,7%) 1(6,7%) 0.067
TU 71 (70,3%) 14 (93,3%) ’

p = Teste exato de Fisher. MR = Mamoplastia Redutora; TU = Tumor m (membranar); ¢

(citoplasmatica). * (- ) Escores 0 ou 1; ( + ) Escores 2 ou 3.
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Adicionalmente, avaliou-se a sobrevida global em dois, trés e cinco
anos, que foi de 92%, 81% e 72%, respectivamente. A Figura 5 mostra que a
sobrevida global de todos os pacientes (n=133) nao foi determinada, pois

menos de 50% da amostra foi a 6bito durante o seguimento avaliado.
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Figura 5 - Sobrevida global das pacientes com cancer de mama triplo-

negativo.

Na comparacgao dos perfis basaloide e nao-basaloide de CMTN com
os marcadores avaliados (Tabela 5), a expressao de CXCL12m foi superior
em ambos os perfis quando comparada a auséncia de expressao, sendo
maior nos tumores nao-basaloides do que nos basaloides. A positividade

(89,5%) da expressdo desta quimiocina nos tumores ndo-basaloides foi
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significativamente maior (p=0,042). Os demais marcadores avaliados nao
apresentaram diferenca de expressdo entre tumores basaloides e nao-

basaloides (p>0,05).

Tabela 5 - Associagdo entre os marcadores avaliados em amostras de
cancer de mama triplo-negativo com os perfis basaloide e ndo-basaloide.

Marcador N&o-Basaloide Basaloide p
ocrm () 100 1o o 051
S O S
CERm (( . )) 1:3 §g4372,) 232((182;{’0/3) 0.622
come ) 1oeew B2
mTOR (( + )) 137 ((1852;:")) 241 ((1861;0/")) 1,000
oo (D) B e o
R TR R v S B
e () Tee ZEM

p = Teste exato de Fisher. * p < 0,05. m (membranar); ¢ (citoplasmatica)

As Tabelas 6, 7, 9, 12 e 13 a seguir mostram, respectivamente, a
associacao entre a expressdo de CXCR1, CCR7, mTOR, CXCR4 e CXCL12

em células neoplasicas e as variaveis clinico-patolégicas de grau histoldgico,



41

invasao linfovascular, TNM (N e M), resposta a quimioterapia, resposta

patolégica completa e recidiva em canceres de mama triplo-negativos.

41 CXCR1

O padrao de expressao de CXCR1, tanto membranar quanto
citoplasmatico, foi constante nas associagdes com as variaveis clinico-
patoldégicas. A imunoexpressao citoplasmatica deste receptor (Tabela 6) foi
mais frequente nos tumores que nao apresentaram resposta patoldgica

completa (p=0,028), bem como se associou com maior recidiva (p=0,050).



Tabela 6 - Correlagdo entre a expressdao de CXCR1
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(membranar e
citoplasmatico) e as variaveis clinico patolégicas em células neoplasicas do
cancer de mama triplo-negativo.

Variaveis Expresséo de CXCR1m Expressdo de CXCR1c
clinico-patolégicas (-) (+) P (-) (+) P
Grau Histologico

Bem diferenciado 2 (4,9%) 1(4,5%) 2 (9,1%) 1(2%)
Moderadamente 13 (31,7%) 5(22,7%) 0,743 4 (18,2%) 19 (38,8%) 0,122
Pouco Diferenciado 26 (63,4%) 16 (72,7%) 16 (72,7%) 29 (59,2%)
ILV
Ausente 22 (61,1%) 11 (52,4%) 7 (41,2%) 28 (60,9%)
0,585 0,253
Presente 14 (38,9%) 10 (47,6%) 10 (58,8%) 18 (39,1%)
N
NO — N1 29 (78,4%) 13 (81,2%) 16 (78,9%) 34 (69,4%)
1,000 0,553
N2 — N3 8 (21,6%) 3 (18,8%) 4 (21,1%) 15 (30,6%)
M
MO 36 (94,6%) 16 (100%) 19 (100%) 43 (86%)
0,638 0,228
M1 1(2,7%) 0 (0%) 0 (0%) 6 (12%)
Resposta a QT
Ausente 2 (16,7%) 2 (66,7%) 1(16,7%) 5 (25%)
0,154 1,000
Presente 10 (83,3%) 1(33,3%) 5 (83,3%) 15 (75%)
RCp
Nao 9 (75%) 2 (66,7%) 3 (50%) 19 (95%)
1,000 0,028*
Sim 3 (25%) 1(33,3%) 3 (50%) 1(5%)
Recidiva
Nao 42 (95,5%) 18 (85,7%) 23 (100%) 43 (82,7%) 0.050
Sim 2 (4,5%) 3 (14,3%) 0 (0%) 9 (17,3%) ’

p = Teste exato de Fisher. * p < 0,05. m (membranar); ¢ (citoplasmatica); ILV (Invasao
Linfovascular); QT (Quimioterapia); RCp (Resposta Patolégica Completa).

A analise imunoistoquimica, tanto o controle positivo (tonsila palatina)

quanto as células tumorais apresentaram marcacdo de moderada a intensa,

sendo esta visivel no citoplasma bem como na membrana (Figura 6).
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A - Controle positivo para CXCR1. Marcagao positiva membranar e citoplasmatica em linfocitos da
tonsila palatina.

B - CXCR1. Marcagdo membranar intensa e citoplasmatica discreta em células tumorais.

C - Neste caso a marcagado de CXCR1 é intensa tanto no citoplasma quanto na membrana.

D - CXCR1. Observa-se em grande detalhe a marcagao exclusiva citoplasmatica e de moderada a

intensa na auséncia de expressao membranar.

Figura 6 - Expressdo membranar e citoplasmatica de CXCR1 em células

tumorais da mama e na tonsila palatina (todos em aumento de 200x).

42 CCRY

De modo semelhante ao encontrado para CXCR1, a marcagao
citoplasmatica de CCR7c também associou-se com maior incidéncia de

recidiva (p=0,033) (Tabela 7). Todavia, ndo houve associagdo com as outras
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variaveis estudadas como, por exemplo, IVL (p=0,620) ou resposta a

quimioterapia (p=1,000).

Tabela 7 - Correlacdo entre a expressdo de CCR7 (membranar e
citoplasmatico) e as variaveis clinico patolégicas em células neoplasicas do
cancer de mama triplo-negativo.

Variaveis Expressédo de CCR7m Expressédo de CCR7c
clinico-patolégicas (-) (+) (-) (+) P
Grau Histolégico
Bem diferenciado 0 (0%) 3 (4,8%) 2 (4,9%) 1 (3,4%)
Moderadamente 4 (57,1%) 19 (30,2%) 0,329 13 (31,7%) 10 (34,5%) 0,939
Pouco Diferenciado 3 (42,9%) 41 (65,1%) 26 (63,4%) 18 (62,1%)
ILV
Ausente 2 (28,6%) 33 (55,9%) 21 (56,8%) 14 (48,3%)
0,240 0,620
Presente 5(71,4%) 26 (44,1%) 16 (43,2%) 15 (51,7%)
N
NO — N1 6 (85,7%) 46 (73%) 29 (76,3%) 23 (71,9%)
0,668 0,786
N2 — N3 1(14,3%) 17 (27%) 9 (23,7%) 9 (28,1%)
M
MO 6 (75%) 57 (90,5%) 32 (82,1%) 31 (96,9%)
0,299 0,140
M1 2 (25%) 5 (7,9%) 6 (15,4%) 1(3,1%)
Resposta a QT
Ausente 1(33,3%) 5(21,7%) 2 (18,2%) 4 (26,7%)
1,000 1,000
Presente 2 (66,7%) 18 (78,3%) 9 (81,8%) 11 (73,3%)
RCp
Nao 3 (100%) 19 (82,6%) 8 (72,7%) 14 (93,3%)
1,000 0,279
Sim 0 (0%) 4 (17,4%) 3 (27,3%) 1(6,7%)
Recidiva
Nao 7 (85,7%) 59 (88,1%) 41 (95,3%) 25 (78,1%)
0,033*
Sim 1(12,5%) 8 (11,9%) 2 (4,7%) 7 (21,9%)

p = Teste exato de Fisher. * p < 0,05. m (membranar); c (citoplasmatica). ILV (Invaséo
Linfovascular); QT (Quimioterapia); RCp (Resposta Patolégica Completa)

Como ¢é possivel observar na Figura 7, a expressao de CCR7 variou

de discreta a intensa na membrana e no citoplasma das células neoplasicas.
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A - Controle positivo. Marcagdo membranar positiva em linfécitos da tonsila palatina histologicamente
normal.

B - Expressédo positiva membranar moderada e citoplasmatica discreta para este receptor de
membrana.

C - Intensa marcagdo membranar em células de carcinoma mamario; sem marcacgao citoplasmatica.

D - No presente caso, a marcagdo pelo anticorpo foi acentuada tanto na membrana quanto no

citoplasma.

Figura 7 - Expressao membranar e citoplasmatica de CCR7 em células de

carcinoma mamario e na tonsila palatina (todos em aumento de 200x).

Vale ressaltar que a sobrevida global foi definida como o intervalo em
meses entre a data da cirurgia e a data da morte por qualquer causa. A
mediana de seguimento entre os pacientes vivos foi de 29,4 meses, e a
sobrevida global em trés anos foi de 75% nas pacientes que expressavam

CCRT7c, contrastando significativamente com uma maior sobrevida quando
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da auséncia da expressao. Portanto, o risco de morte no grupo que

expressava o receptor no citoplasma foi 2,5 maior (p=0,047). (Tabela 8;
Figura 8).
Tabela 8 - Sobrevida global em trés anos de acordo com o padrdao de
expresséo de CCRY7c.
Sobrevida SG-3A HR p
CCRT7c
(+) 75% 2,5
() 89% (11-70) 0,047
10 — CCRY-c (hin)
L % -1+
2.3+
L *l_.._,,.ﬂ.m.m_....— t=0-1+-censored
1 = 2-3+-censored
e
I:l.B_ L=t
s
'_:;"_‘ 0,61
=
|
=
n
E
o 04
0,2+
0,01
T ] I T T T
00 25,00 50,00 75,00 100,00 125,00

Meses

Figura 8 - Sobrevida global de acordo com a expressdo de CCR7c.



4.3 mTOR

Assim como foi identificado para CXCR1c e CCR7c, a maior
imunoexpressdo de mTOR mostrou-se associada com maior probabilidade
de recidiva (p=0,016) (Tabela 9). Entretanto, ndo houve associagdo com as

outras variaveis estudadas, como grau histolégico (p=0,345) ou RCp

(p=0,372), por exemplo.

Tabela 9 - Correlagdo entre a expressdo de mTOR e as variaveis clinico

patolégicas em células neoplasicas do cancer de mama triplo-negativo.

Variaveis

Expressdo de mTOR

clinico-patolégicas (-) (+) P
Grau Histologico
Bem diferenciado 2 (4,3%) 1(3,7%)
Moderadamente 18 (38,3%) 6 (22,2%) 0,345
Pouco Diferenciado 27 (57,4%) 20 (74,1%)
ILV
Ausente 26 (60,5%) 11 (44%) 0.215
Presente 17 (39,5%) 14 (56%) ’
N
NO — N1 32 (76,2%) 21 (65,5%) 0.436
N2 — N3 10 (23,8%) 11 (34,4%) ’
M
MO 39 (90,7%) 28 (87,5%) 0,505
M1 4 (9,3%) 3 (9,4%)
Resposta a QT
Ausente 2 (20%) 5 (25%) 1,000
Presente 8 (80%) 15 (75%) ’
RCp
N.ao 7 (70%) 17 (85%) 0,372
Sim 3 (30%) 3 (15%)
Recidiva
Nao 47 (94%) 22 (73,3%) 0.016*
Sim 3 (6%) 8 (26,7%) ’

p = Teste exato de Fisher. * p < 0,05.
(Resposta Patologica Completa)

ILV (Invasao Linfovascular); QT (Quimioterapia); RCp
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A analise imunoistoquimica, a expressao celular de mTOR nas células
tumorais variou desde auséncia de imunomarcagao, passando por

expressdo membranar discreta até a marcagado citoplasmatica intensa

(Figura 9).

A - Marcacéo positiva membranar e citoplasmatica em células epiteliais luminais de préstata normal.
B - Marcagéo citoplasmatica intensa em corddes de células cancerosas mamarias.

C - Imunoexpressao citoplasmatica intensa em < 50% das células tumorais (escore 2 — expressao
moderada).

D - Expressdo membranar discreta na auséncia de expressao citoplasmatica.
E - Caso de carcinoma mamario em que ndo houve expressio para mTOR.

Figura 9 - Expressdo membranar e citoplasmatica de mTOR em préstata

normal e células cancerosas mamarias (todos em aumento de 200x).
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De modo similar ao descrito para CCR7c, a sobrevida global em trés
anos foi de 72% nos tumores que expressavam mTOR. Desse modo, o risco
de morte no grupo com imunomarcagao para mTOR foi 2,5 vezes maior

(p=0,032). (Tabela 10; Figura 10).

Tabela 10 - Sobrevida global em trés anos de acordo com o padréo de
expressao de mTOR

Sobrevida SG-3A HR p
mTOR
+ 72%
(+) ° 2,5 0,032
mTOR (bin)
1,0
_LH-I 01+
1:_ T 2.3+
| '1 = 0-1+-censored

L = 2-3+-censored
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'_:;‘_‘ 0,61
=
@
©
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} -
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0p] 0,2+
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Figura 10 - Sobrevida global de acordo com a expressdo de mTOR.
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A tabela a seguir mostra a associacdo entre mTOR com a expressao
de quimiocina, receptores e células CD68" em tumores de mama triplo-
negativo. Verificou-se uma associagao positiva entre a expressao de CCR7c
e mTOR (p=0,003). Valores limitrofes foram encontrados na associagao do

mTOR com CXCR1c (p=0,068) e a intensidade de células CD68" (p=0,083).

Tabela 11 - Associacdo entre o perfil de expressao de mTOR, quimiocina,

receptores e células CD68" em tumores de mama triplo-negativo.

Marcador ) mTOR ) p
CXCR1m
(-) 30 (66,7%) 15 (33,3%) 0412
(+) 17 (77,3%) 5(22,7%) ’
CXCR1c
(-) 18 (81,8%) 4 (18,2%) 0068
(+) 35 (58,3%) 25 (41,7%) ’
CCR7m
(-) 7 (77,8%) 2 (22,2%) 0477
+ 46 (62,2%) 28 (37,8%) ’
CCRT7c
(-) 37 (77,1%) 11 (22,9%) 0.003*
+) 16 (45,7%) 19 (54,3%) ’
CXCR4
(-) 27 (61,4%) 17 (38,6%) 0932
+) 26 (60,5%) 17 (39,5%) ’
CXCL12m
(-) 15 (62,5%) 9 (37,5%) 0.289
(+) 30 (75%) 10 (25%) ’
CXCL12c
R ez 2
+ () o ’
CD68 quantitativo
(-) 21 (84%) 4 (16%) 0.684
( +d) . 17 (89,5%) 2 (10,5%) ’
CD68 intensidade
(-) 36 (90%) 4 (10%) 0083
(+) 2 (50%) 2 (50%) ’
CD68 localizacéo
Peritumoral 26 (89,7%) 3 (10,3%)
Intratumoral 3 (60%) 2 (40%) 0,189
Peri + Intra 9 (90%) 1(10%)

p = Teste exato de Fisher.
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44 CXCR4/CXCL12

Na avaliacdo das associacbes entre o receptor CXCR4 e sua
respectiva quimiocina ligante CXCL12 com as variaveis clinico patologicas
nao foram identificadas quaisquer associag¢des significativas (Tabelas 12 e

13).

Tabela 12 - Correlagao entre a expressdo de CXCR4 e as variaveis clinico-
patologicas em células neoplasicas do cancer de mama triplo-negativo.

Variaveis Expressdo de CXCR4
clinico-patolégicas (-) (+) P
Grau Histolégico
Bem diferenciado 2 (5%) 1(2,8%)
Moderadamente 13 (32,5%) 12 (33,3%) 0,886
Pouco Diferenciado 25 (62,5%) 23 (63,9%)
ILV
Ausente 19 (51,4%) 20 (58,8%) 0.635
Presente 18 (48,6%) 14 (41,2%) ’
N
NO — N1 27 (75%) 29 (74,4%) 1000
N2 — N3 9 (25%) 10 (25,6%) ’
M
MO 32 (88,9%) 36 (90%) 0.557
M1 3 (8,3%) 4 (10%) ’
Resposta a QT
Ausente 2 (15,4%) 6 (31,6%) 0.420
Presente 11 (84,6%) 13 (68,4%) ’
RCp
Nao 9 (62,9%) 16 (84,2%) 0.401
Sim 4 (30,8%) 3 (15,8%) ’
Recidiva
Nao 38 (90,5%) 33 (84,6%) 0.510
Sim 4 (9,5%) 6 (15,4%) ’

p = Teste exato de Fisher. * p < 0,05. ILV (Invasao Linfovascular); QT (Quimioterapia); RCp
(Resposta Patologica Completa)
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Tabela 13 - Correlagdo entre a expressao de CXCL12 (membranar e
citoplasmatico) e as variaveis clinico-patolégicas em células neoplasicas do
cancer de mama triplo-negativo.

Expresséo de

Expresséo de

Variaveis
) ) CXCL12m p CXCL12c p
clinico-patoldgicas
) (+) Q) (+)
Grau Histologico
Bem diferenciado 0 (0%) 3 (7,5%) 2 (3,4%) 1(8,3%)
19
Moderadamente 4 (18,2%) 12 (30%) 2 (16,7%)
0,204 (32,2%) 0,458
18 25 38
Pouco Diferenciado 9 (75%)
(81,8%) (62,5%) (64,4%)
ILV
12 22 30
Ausente 7 (53,8%)
(52,2%) (61,1%) (54,5%)
0,592 1,000
11 14 25
Presente 6 (46,2%)
(47,8%) (38,9%) (45,5%)
N
28 41
NO — N1 14 (70%) 9 (81,8%)
(87,5%) (70,7%)
0,156 17 0,715
N2 — N3 6 (30%) 4 (12,5%) 2 (18,2%)
(29,3%)
M
31 51
MO 19 (95%) 11 (100%)
(96,9%) 0,328 (86,4%) 0,431
M1 1(5%) 0 (0%) 7 (11,9%) 0 (0%)
Resposta a QT
Ausente 2(28,6%) 1(16,7%) 1000 3(15%) 2 (50%) 0.179
Presente 5(71,4%) 5(83,3%) 17 (85%) 2 (50%) ’
RCp
Nao 6 (85,7%) 4 (66,7%) 0.559 17 (85%) 4 (100%) 1000
Sim 1(14,3%) 2(33,3%) 3 (15%) 0 (0%) ’
Recidiva
_ 23 37 55
Nao 12 (85,7%)
(95,8%) (90,2%) 0,644 (88,7%) 0,688
Sim 1(4,2%) 4 (9,8%) 7(11,3%) 2 (14,3%)

p = Teste exato de Fisher. * p < 0,05. m (membranar); c (citoplasmatica); ILV (Invaséo
Linfovascular); QT (Quimioterapia); RCp (Resposta Patolégica Completa)
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45 CD68/CD3

Na analise da frequéncia de casos com infiltragdo de células CD68 e
CD3 positivas (Tabela 14) ndo houve diferengca entre negatividade e
positividade na comparacdo dos biomarcadores, bem como nido houve
diferenca significativa na comparagdo entre moderada versus pouca
quantidade de células (escores 1 e 2). No entanto, ao compararmos 0s
subgrupos positivos com numerosas ceélulas (escore 3) versus os subgrupos
de pouca ou moderada quantidade de células (escores 1 + 2), o CD3
apresenta uma frequéncia muito superior de numerosas células em relagcéo

ao CD68.

Tabela 14 — Frequéncia de casos com infiltragdo de células CD68 e CD3
positivas.

Biomarcadores CD68 CD3 P
Positivas 47 (54%) 48 (55%)
1. Poucas 27 (57,4%) 17 (35,4%)
2. Moderadas 18 (38,3%) 9 (18,8%) P<0,0001*
3. Numerosas 2 (4,3%) 22 (45,8%)
Negativas 40 (46%) 39 (45%)

p = Teste exato de Fisher. *Diferenga significante nas comparagdes entre os subgrupos
positivos: 3 vs 1+2; 3 vs 1; 2 vs 3. Ndo houve diferencas entre 2 vs 1 (p=0,8006).
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Houve uma associagao inversa entre o perfil de imunoexpressao para
CXCR4 e CD68 (p=0,003), havendo assim um predominio de células
CD68(+) que também sdo CXCR4(-). A maior positividade de CXCL12m foi
associada a maior expressdo de CD3 na regido peritumoral quando
comparada a regiao intratumoral. Ao mesmo tempo células negativas para
CXCL12, marcadas para CD3, sdo predominantes na regido intratumoral
comparadas a peritumoral (Tabela 15). Tais achados limitam o0 nosso
entendimento do impacto clinico, pois ndao houve correlacdo com as
variaveis clinico patolégicas. Nao houve, ainda, associagao entre os dados
clinico patologicos e a imunoexpressao para CD68 ou imunolocalizagéo de

CD3 (dados ndo mostrados).
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Tabela 15 - Associacdo entre a expressao de marcadores de células
inflamatorias e CXCR1, CCR7, mTOR, CXCR4 e CXCL12 em tumores de
mama triplo-negativo.

Células

Inflamatérias (-) (+) P (-) (+) P
CXCR1m CXCR1c
(-) 15 (52%) 14 (48%) 1(61%) 7 (39%)
(+) 11(69%) 5(31%) 0298 15(58%) 11@42%) O8]
CCR7m CCR7c
(-) 1(25%) 3 (75%) 16 (55%) 13 (45%)
(+) 23(59%)  1641%) 039 g57%) 6 (a3%) 1000
mTOR .
e () 21 (55%) 17 (45%) ; -
quant 0,684 -
(+) 4 (67%) 2 (33%) ’ - -
CXCR4 .
(-) 10 (38%) 16 (62%) ) - - ]
(+) 16 (84%) 3 (16%) 0003 ] ]
CXCL12m CXCL12¢
(-) 7(47%) 8 (53%) 20 (54%) 17 (46%)
(+) 18(62%) 11(38%) %7 571%)  2(0%) 0680
CXCR1m CXCR1c
Peri 16 (53%) 11 (65%) 8(47%) 19 (65%)
Int 10(33%)  4(23%) 0735  7(41%) 7 (24%) 0,435
Peritint 4 (13%) 2 (12%) 2(12%) 3 (10%)
CCR7m CCR7c
Peri 2(40%) 25 (61%) 17 (59%) 10 (59%)
Int 2(40%)  11(27%) 0665 9(31%)  4(23%) 0722
Peritint  1(20%) 5 (12%) 3(10%) 3 (18%)
mTOR -
Peri  24(60%) 3 (37%) - ;
g?j’l Int 11(27%)  4(50%) 0,432 ; - -
Peritint  5(12%) 1 (12%) i i
CXCR4 )
Peri 14 (52%) 13 (62%) - -
Int 8(30%)  7(33%) 0,358 i i i
Peri+int 5 (18%) 1.(5%) i i
CXCL12m CXCL12¢
Peri 4(31%) 22 (69%) 22 (58%) 4 (57%)
Int 5(38%)  8(25%) 0020° 10(26%) 3 (43%) 0,435
Peritint 4 (31%) 2 (6%) 6(16%)  0(0%)

p = Teste exato de Fisher. Peri = Peritumoral; Int = Intratumoral; Quant = Quantitativo; Local

= Localizagdo. m (membranar); ¢ (citoplasmatica)
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5 DISCUSSAO

Um aspecto potencialmente relevante para a migragao celular tumoral
e nao tumoral € a expressdo de quimiocinas. Assim, no presente estudo,
investigamos se quimiocinas, como CXCL12 e receptores CXCR1, CCR7 e
CXCR4 contribuiriam para um pior desfecho clinico em pacientes com
CMTN.

Adicionalmente, verificou-se associacdo da expressao de receptores
de quimiocinas e/ou da proteina mTOR com modificacdo da resposta
patoldgica completa ao tratamento, bem como com o desenvolvimento de
recidiva tumoral. Estes achados impactaram diretamente na reducado da
sobrevida das pacientes.

Os CMTN podem ser definidos como um grupo heterogéneo de
tumores que apresentam biologia agressiva, altas taxas de recidiva e menor
sobrevida global com caracteristicas clinicas comuns que os diferenciam dos
demais tipos de tumores de mama (PALMA et al. 2015). Os CMTN
permanecem a desafiar o tratamento clinico para os tumores de mama na
medida em que ha dificuldades em se estabelecer marcadores bioquimicos
e imuno-histoquimicos capazes de identificar seus subtipos e de auxiliar no
tratamento sistémico, haja vista a limitagcdo no arsenal quimioterapico
atualmente disponivel que seja especifico no combate deste tipo de cancer

de mama (BROUCKAERT et al. 2012; BIANCHINI et al. 2016).
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Tais achados corroboram as informagdes da literatura, conforme
relatado por TARIQ et al. (2014) que identificaram em mulheres com CMTN
uma idade mediana ao diagndéstico de 59 anos e para aquelas ndo CMTN a
idade foi de 60 anos. Resultados semelhantes foram identificados no estudo
de BAUER et al. (2007) que em uma amostra de 6370 mulheres com
tumores triplo-negativos a idade mediana ao diagndstico foi de 54 anos.
Além disso, aproximadamente 63% destas pacientes foram diagnosticadas
antes dos 60 anos (BAUER et al. 2007). Ja ONITILO et al. (2009)
encontraram uma idade média de 62,7 anos ao avaliarem 1134 casos de
carcinoma invasivo da mama, entretanto ao estratificarem para os casos
triplo-negativos identificaram uma idade de 58,1 anos, semelhante aos
nossos achados.

Alguns estudos definem a idade de até 35 anos como sendo o ponto
de corte para classificar o cancer de mama em mulheres jovens
(CANCELLO et al. 2010; HAN e KANG 2010). O diagndstico nas primeiras
décadas de vida € associado com um perfil mais agressivo e com menor
sobrevida livre de doenca (LIU et al. 2014).

Geralmente, os tumores mamarios neste publico sdo pouco
diferenciados, possuem baixa expressdao de receptores hormonais e mais
invasao linfovascular, o que possivelmente confere a estes tumores um
comportamento biolégico de maior agressividade (IWASE et al. 2010). Em
nossa amostra, 60,9% dos tumores apresentaram-se como pouco
diferenciados e quase a metade (46,4%) dos mesmos tiveram invasao

linfovascular.
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Adicionalmente, no presente estudo a sobrevida mediana nao foi
atingida ja que menos de 50% da amostra foi a 6bito durante o seguimento
avaliado. Uma das possiveis razdes para tal fato possivelmente seja o tempo
de seguimento das pacientes, havendo a necessidade de maior
acompanhamento para também se alcangar maior significancia estatistica.
Ja a sobrevida global em dois, trés e cinco anos foi de 92%, 81% e 72%,
respectivamente. Na China, LIU et al. (2014) estudaram 216 casos de CMTN
e verificaram que as pacientes com idade < 35 anos tiveram pior sobrevida
livre de doenga quando comparadas ao grupo = 35 anos (em cinco anos:
67.2% vs. 78.9%, p=0,031), todavia ndo houve diferenca significativa na
sobrevida geral (em cinco anos: 70.5% vs. 79.4%,p=0,075). Dados de
sobrevida parecidos foram encontrados nos resultados das 251 pacientes
com tumores triplo-negativos avaliadas no trabalho de CANCELLO et al.
(2010). Em conjunto, os autores sugeriram que o tamanho do tumor, o
estadiamento clinico e a metastase linfonodal podem ser importantes
preditores da sobrevida geral.

O aspecto clinico de maior agressividade associado aos tumores
triplo-negativos pode estar correlacionado com suas caracteristicas
histolégicas. Identificamos em nossa amostra tumores ductais em maior
quantidade (91,8%), com grau histologico mais avancado. Achados similares
também foram reportados por MONTAGNA et al. (2013) que encontraram
89% de tumores ductais mais avangados nos 781 casos de triplo-negativos

avaliados e associaram estes fatores a piores desfechos clinicos.
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Os carcinomas mamarios invasivos permanecem como alvos de
pesquisas que buscam compreender 0os mecanismos pelos quais estes
tumores conseguem progredir e formar metastases. Frequentemente,
apresentam alto grau histolégico, elevada taxa mitética, zonas geograficas
de necrose e infiltrado linfocitico no estroma (VOLINIA et al. 2012), ou seja,
um conjunto de caracteristicas biolégicas que convergem para o
entendimento do seu perfil evolutivo. Adicionalmente, a capacidade das
células dos canceres ductais de sobreviverem em microambiente de elevado
estresse oxidativo, bem como a hipdxia e a privacdo de nutrientes, talvez
sejam passos fundamentais para a malignidade (ESPINA e LIOTTA 2011).

Ao avaliar a influéncia pro-invasiva da matriz extracelular e de células
nao tumorais, LYONS et al. (2011) sugeriram que a involugdo da glandula
mamaria apds a gravidez poderia favorecer a formagdo de um fendtipo
invasivo de carcinomas devido a deposigao de colageno intratumoral bem
como pela maior expressao de ciclooxigenase-2. Além disso, ja é sabido que
a interagao entre as células tumorais e estromais em um microambiente pro-
inflamatdrio propicia maior sintese de citocinas e potencializa as interacdes
entre as células. Neste sentido, as citocinas IL-1, IL-2, IL-4, IL-10, G-CSF
(CHAVEY et al. 2007) e o fator de crescimento TGF-B2 (DAVE et al. 2011) ja
foram identificadas como superexpressos em tumores ductais, mas nao no
parénquima mamario normal.

Nossa amostra apresentou invasao linfovascular em 46,4% dos casos
e recidiva sistémica em 18,5%, especialmente pleuro-pulmonar. Estes

fatores, principalmente se associados a pior resposta a quimioterapia,
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podem conduzir a um pior prognostico. Neste sentido, UGRAS et al. (2014)
afirmaram que todos os subtipos de cancer de mama podem ser
independentemente associados a invasao linfovascular, sendo os tumores
triplo-negativos aqueles com menor associagao com este parametro, o que
poderia ser um fator que auxiliaria na explicacdo da menor incidéncia de
positividade linfonodal encontrada em algumas coortes. Em contrapartida,
outros estudos apontam que ha uma maior taxa de recidiva local nos CMTN
quando comparados a outros subtipos tumorais, sem diferencas com relacio
ao tipo de tratamento local da mama (ABDULKARIM et al. 2011; ZUMSTEG
et al. 2013; GANGI et al. 2014).

Nossos achados diferem de outros autores na medida em que
encontramos valores maiores de invasédo linfovascular. No estudo de
OVCARICEK et al. (2011), ao avaliarem 269 casos de CMTN, os autores
encontraram 24,7% dos casos apresentando tal invasdo, sendo estes
achados semelhantes aos publicados por MOHAMMED et al. (2011) que
identificaram uma frequéncia de invasao linfovascular mais alta em tumores
triplo-negativos (26/99; 26%) do que entre os néo triplo-negativos (73/334;
22%). Estes ultimos autores destacam que a invasao linfovascular tem sido
associada com tumores de grande potencial metastatico, bem como € um
fator de risco para o desenvolvimento de recidiva e também de morte. Em
contrapartida, os mesmos autores encontraram taxas de recidiva que séo
praticamente o dobro da verificada em nosso estudo, sendo 38% para

tumores basaloides (74/197) e 36% para os nao-basaloides (71/200).
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Na medida em que ha mais invasdes linfovasculares em uma
amostra, espera-se que também haja mais recidivas, todavia identificamos
uma relagao inversa e atribuimos que tal achado se deve possivelmente a
mediana de seguimento entre os pacientes vivos (29,4 meses). Ou seja,
uma maior tempo de seguimento possivelmente revelaria maiores taxas de

recidiva.

5.1 CXCR1

O receptor CXCR1 estd envolvido em diversas etapas da
carcinogénese, atuando diretamente na sobrevivéncia da célula neoplasica e
na sua capacidade de invasdo, angiogénese e até metastase (LIU et al.
2015). GINESTIER et al. (2010), ao bloquearem este receptor com anticorpo
anti-CXCR1 ou repertaxina em duas linhagens de células de cancer de
mama, identificaram perda de viabilidade celular e maior estimulo a
apoptose, retardando assim o crescimento tumoral e reduzindo a metastase.
A sua atividade, bem como a de varias outras quimiocinas e receptores
presentes no microambiente tumoral, pode estar diretamente relacionada as
variaveis clinico-patolégicas como, por exemplo, a resposta patologica
completa (RCp). Varios estudos tém demonstrado que os pacientes que
alcangam este parametro clinico, ap6s quimioterapia neoadjuvante, cursam
com melhores desfechos clinicos a longo prazo (RASTOGI et al. 2008;

PENNISI et al. 2016).
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RCp pode ser definida como a auséncia de cancer residual invasivo
na avaliagao por hematoxilina e eosina de amostra de mama ressecada bem
como de todos os ganglios linfaticos regionais, apds a conclusédo da terapia
sistémica neoadjuvante (EDGE et al. 2010). Nosso estudo identificou que a
expressao citoplasmatica de CXCR1 foi mais frequente nas pacientes que
nao apresentaram RCp (p=0,028). Os resultados de MURPHY et al. (2005)
mostraram que expressao citoplasmatica de CXCL8 (IL-8) e seus receptores
(CXCR1 e CXCR2) se correlacionou com proliferagao celular e densidade de
microvasos no cancer de prostata. No mesmo estudo, a expressao de
CXCR1 foi predominantemente membranar na préstata normal e
citoplasmatica no cancer de prostata. Além disso, também foi possivel
mostrar correlagbes positivas independentes entre a expressao
citoplasmatica de IL-8 e seus receptores tanto para a proliferacdo celular
quanto para a angiogénese.

A avaliacdo da imunomarcacdo na mama normal, comparada a do
tecido tumoral, se faz necessaria para verificar o significado e a validade de
nossos achados nos casos de cancer de mama triplo-negativo. Em nossa
amostra, o CXCR1 citoplasmatico passou de uma expressao exclusivamente
positiva nas mamoplastias redutoras para um padrdo predominantemente
negativo de sua expressdo no CMTN. Adicionalmente, CXCR1
citoplasmatico foi mais frequente nas pacientes que nao apresentaram RCp,
bem como se associou com maior recidiva. Tais achados nos conduzem a
hipétese de que o fato do receptor estar sendo expresso no citoplasma, e

nao externalizado na membrana celular para que possa exercer o seu efeito



63

bioldgico sinalizatério, faz com que sua funcdo protetora seja perdida
quando comparamos com a localizagcdo membranar nas pacientes que
passaram por mamoplastia redutora (Figura 11). O mesmo raciocinio para o
estabelecimento desta hipétese também podera ser verificado a seguir para
o receptor CCRY7 e para a proteina mTOR.

De modo interessante, o estudo de HATTERMANN et al. (2014), ao
avaliarem os efeitos da quimiocina CXCL12 em células MCF-7 de cancer de
mama, sugeriram que tanto o CXCR4 quanto CXCR7 poderiam ser co-
internalizados e ainda assim realizar a transducao de sinais e induzir efeitos
bioldgicos parciais, independentemente, de um estimulo seletivo ou de um
antagonista. Tais argumentos mostram aspectos diferentes aos propostos
pela nossa hipotese e reforcam o conhecimento da grande plasticidade e
heterogeneidade da massa tumoral na tentativa de buscar mecanismos que
Ihe permitam continuar a progredir. Possivelmente, a internalizacdo de
receptores seja um mecanismo adaptativo de algumas linhagens celulares e
de determinados canceres que possam conferir maior capacidade adaptativa
frente as novas mutagdes que surgem durante a carcinogénese bem como

frente a quimioterapia utilizada para eliminar a massa tumoral.
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5.2 CCRY

O receptor CCR7 esta diretamente envolvido no desenvolvimento da
resposta imunoloégica na medida em que medeia a migragao de leucdcitos
para o foco inflamatorio, ou microambiente tumoral, e interage com os seus
ligantes (CCL19 e CCL21). Sua superexpressao ja foi relatada em tumores
primarios de mama e pulmdo, bem como em células metastaticas
encontradas em ganglios linfaticos. Varios tipos de cancer podem apresentar
0 CCR7 e usa-lo para a proliferagdao e metastase (MATTERN et al. 1996;
FORSTER et al. 2008). Além disso, a maior expressdo deste receptor
também ja foi associada com limitagdo da sobrevida de pacientes com
cancer de mama (TUTUNEA-FATAN et al. 2015).

De modo semelhante ao encontrado para CXCR1, a marcagéao
citoplasmatica de CCR7 em nossos achados também associou-se com
maior incidéncia de recidiva (p=0,033). CZYSTOWSKA et al. (2012), ao
avaliarem 67 pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeca e
pescogco quanto a presenga de células T negativas ou positivas para o
CCRY7, encontraram apos quatro anos de seguimento que a frequéncia de
células T CD8'CCR7" foi menor que 28% na amostra quando comparada ao
controle normal, e isso gerou uma sobrevida livre de doencga
significativamente menor (p=0,011) além de ser preditor de recidiva da
doenga dentro de quatro anos. Mesmo com os avangos farmacoldgicos e
clinicos incorporados nos ultimos anos ao tratamento do cancer de mama, a

recidiva e a resisténcia a terapia antineoplasica ainda permanecem como um



66

problema em busca de solugbes, e este fato vem sendo cada vez mais
atribuido as células-tronco tumorais. Tais células exibem caracteristicas
semelhantes as células-tronco, como a autorregeneragao, quiescéncia e a
capacidade de se diferenciar em qualquer tipo celular, o que lhes confere
mais resisténcia e proporciona vantagens adaptativas frente as células
cancerosas que ja compdéem a massa tumoral (VISVADER e LINDEMAN
2012).

Os tratamentos adjuvantes sistémicos podem reduzir o risco de
recidiva em aproximadamente 50%. Logo, a falha na terapéutica sistémica
pode contribuir com a recidiva e esta, provavelmente, se deve a persisténcia
de células ou colbnias destas contribuindo para doenca residual minima
(CABIOGLU et al. 2009). Sendo assim, a possibilidade da realizagdo de um
painel imuno-histoquimico para algumas quimiocinas e receptores no cancer
de mama quando do diagnéstico, bem como a possibilidade da modulagao
farmacoldgica de quimiocinas e receptores especificos no microambiente em
que o tumor esta instalado, poderiam contribuir com a escolha de esquemas
terapéuticos mais direcionados e gerar melhores desfechos clinicos.

Mais recentemente, em um elegante trabalho, surgiu a primeira
descricdo na literatura de como o CCR7 participa na via de sinalizacdo do
Notch1 e, consequentemente, na ativagdo das células-tronco tumorais,
colocando este receptor como um forte candidato alvo para o
desenvolvimento de novos farmacos antagonistas de CCR7 (BOYLE et al.

2017).
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E relevante ressaltar que, em nossos estudo, a sobrevida global foi
definida como o intervalo em meses entre a data da cirurgia e a data do
obito por qualquer causa ou a data da ultima consulta. A mediana de
seguimento entre os pacientes vivos foi de 29,4 meses e o risco de ébito no
grupo que expressava CCR7c foi 2,5 vezes maior (p=0,047) do que o grupo
que nao expressou CCR7c. A sobrevida global em trés anos foi de 75% nas
pacientes que expressavam CCR7 no citoplasma, contrastando
significativamente com os pacientes cujos tumores tinham auséncia da
expressao (89%).

De modo semelhante aos nossos achados, o estudo de LIU et al.
(2010), ao avaliarem a sobrevida global em 200 pacientes com cancer de
mama, mostraram que a elevada expressao citoplasmatica de CCR7 foi
diretamente associada a pior sobrevida quando comparada a baixa
expressao no citoplasma deste marcador (p=0,044). Os autores destacam
ainda que a avaliagao da curva nos cinco primeiros anos mostra que a taxa
de sobrevivéncia diminuiu acentuadamente nas pacientes com alta
expressdo de CCR7c, enquanto praticamente nenhuma paciente no grupo
de baixa expressao veio a Obito neste mesmo periodo. Desse modo, os
eixos CXCL12/CXCR4 e CXCL21/CCRY7 sao bastante expressos em células
tumorais e metastases linfonodais, bem como podem servir como fatores
progndésticos em pacientes com cancer de mama.

Em mastologia, a sobrevida sofre variagdes dependendo também das
caracteristicas moleculares e clinicas do tumor. O estudo de AGUIAR (2015)

avaliou em 75 pacientes com cancer de mama inflamatério e 60
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diagnosticadas com tumores localmente avangados sobre o prognostico e a
expressdo de NF-kB e IL-18. Ainda no estudo de AGUIAR (2015), as
pacientes com o subtipo inflamatério apresentaram menor sobrevida global
quando comparadas aquelas com tumores localmente avancados. Os
carcinomas triplo-negativos também apresentaram o mesmo perfil de
reducdo da sobrevida, sendo de 2 anos para os tumores inflamatérios e de
3,4 anos para o subtipo localmente avangado (p=0,049).

Além dos aspectos moleculares relacionados ao tumor, o prognéstico
também pode ser diretamente influenciado pelo acesso aos cuidados
primarios de saude bem como pelo tempo até o diagndstico, haja vista que
no Brasil comumente o cancer se encontra em estagios mais avangados
quando de sua descoberta, independente da localizacdo anatémica.

Em nossa amostra, nas células tumorais o CCR7c passa de um perfil
de expressao predominantemnte negativo (95,3%) para um perfil de
positividade (21,9%), se associando diretamente a maior recidiva (p=0,033).
Quando este receptor estd no citoplasma ha maior sinalizagdo do mTOR
(p=0,003). Ao que parece, a maior disponibilidade na membrana destes
receptores de quimiocinas, ao invés de se localizarem no citoplasma, pode
ser um fator relacionado a regulagao inibitéria da sinalizagao pré-tumoral.

Tais achados reforcam nossa hipotese da relagao entre a localizagao
do receptor e o desfecho clinico pds-tratamento. Este raciocinio talvez nos
permita ainda avancgar um pouco mais nas perspectivas da interacao destas
quimiocinas e receptores no microambiente tumoral e até sugerir que tal

associacido também possa estar acontecendo durante o periodo de
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tratamento. Isto nos remete a possibilidade da modulacdo farmacoldgica
destes fatores na esperanga de contribuir para um melhor prognéstico na
medida em que poderia interferir na resposta patolégica completa e

possivelmente no tempo de sobrevida global.

53 mTOR

A variadvel que mais se associou com os marcadores avaliados foi a
recidiva a distancia, inclusive com risco relativo bem préximo ao do estudo
supracitado. A maior imunoexpressao de mTOR mostrou-se associada com
maior recidiva (p=0,016), assim como foi identificado para CXCR1c e
CCRT7c, ja que as pacientes que apresentaram maior expressdo de mTOR
foram as que sobreviveram menos. Semelhante ao descrito para CCR7c, a
sobrevida global em trés anos nas pacientes que expressavam mTOR foi de
72% com risco de morte 2,5 vezes maior (p=0,032), contrastando de
maneira significativa quando da auséncia de imunomarcagéao (89%).

No estudo de DENT et al. (2007), conduzido no Canada com 1601
pacientes com cancer de mama e seguimento mediano de 8,1 anos, os
autores encontraram que o tempo de sobrevida mediana da recidiva até o
obito foi de 9 meses, diferente dos 20 meses encontrados para os outros
tipos de tumor (p=0,02). Em nosso estudo, a sobrevida global foi de 72% em
cinco anos e a sobrevida mediana nao foi atingida porque menos de 50%
das pacientes foi a Obito durante o seguimento avaliado. Tais dados

reforcam o carater potencialmente mais agressivo dos CMTN bem como
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estratificam os cinco anos apds o diagndstico como o tempo que apresenta
as taxas mais elevadas de mortalidade.

Uma recente revisdo sistematica e metanalise publicada incluiu 9
coortes com 3051 pacientes para avaliar a relagdo entre a expressao de
MmTOR e o progndstico em cancer de mama. Curiosamente, os achados
sugerem que a superexpressdo de mTOR nao se relacionou de maneira
significativa com o progndéstico do cancer de mama em relagdo a sobrevida
geral e recorréncia da doenga (DING et al. 2017). Todavia, ao se avaliar
especificamente o subtipo triplo-negativo, UENG et al. (2012) reportaram
que a expressao de mTOR pode ser considerado um indicador clinico de
progndéstico adverso em estagios iniciais (estadios | e Il) do CMTN, embora
nao tenha havido associagao significativa em pacientes que se encontravam
nos estadios Ill e IV. Os autores ainda identificaram que a maioria (72,1%)
dos CMTN sdo mTOR positivo e que a expressao dessa proteina nao foi
correlacionada com o estadiamento tumoral e nem com a metastase
linfonodal. Desse modo, a ativagdao da via de sinalizacdo do mTOR é
associada com um fendtipo mais agressivo, independente da paciente
apresentar CMTN ou outro subtipo de cancer de mama. Ja outros autores
mostraram que a elevada expressdo de mTOR se associa a um risco trés
vezes maior de recorréncia do cancer de mama (BOSE et al. 2006).

Estes marcadores parecem interagir entre si quanto a definicdo de
respostas biolégicas no microambiente tumoral e na determinacdo de
desfechos clinicos, pois além das relagdes encontradas entre mTOR e

CCRT7c quanto a sobrevida, quando localizado no citoplasma, somente este
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receptor se associa positivamente (p=0,003) ao mTOR frente a todos os
marcadores. Adicionalmente, a localizagao citoplasmatica do CXCR1 foi um
fator que possivelmente aumentou a sensibilidade para a sinalizagdo por
mTOR, o que sugeriria talvez que a localizagdo membranar deste receptor
possa ser um fator de controle da proliferagao celular. Dessa maneira, a
presenca de CXCR1c, bem como a de CCR7c, poderiam estar associadas a
uma perda do controle sobre 0 mMTOR fazendo com que a célula possa
proliferar mais, proporcionando possivelmente menor resposta a
quimioterapia e, consequentemente, gerando maior recidiva (Figura 11).

A importancia das associagdes entre as agdes conjuntas de CCR7 e
mTOR extrapola a explicagdo da patogénese do CMTN e alcanga outras
doengas como, por exemplo, a micose fungdide. Neste contexto, a ativagao
de CCR7 promove a migragao de células via mTOR e este receptor € mais
expresso em lesdes de pele com envolvimento subcutaneo, sugerindo assim
importante papel na fisiopatologia da doenga (HU et al. 2014).

A regulacdo da funcédo imunoldgica € de fundamental importancia
para o adequado combate ndo somente as células com transformagao
iniciada isoladamente como também a massa tumoral, auxiliando
diretamente na manutencdo da homeostase do organismo (DISIS 2010;
QUAIL e JOYCE 2013). Tanto o CCR7 quanto mTOR desempenham
importantes e reconhecidas fungdes reguladoras do sistema imunolégico
como, por exemplo, a maturagao de células T naive e o desenvolvimento de
células T de memodria associado ao CCR7, bem como a apresentacdo de

antigenos pelas células dendriticas e a ativagdo de células T CD8" mediadas
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pelo mTOR (POWELL et al. 2012). Neste sentido, nossa hipotese ganha
forca na medida em que a maior expressao citoplasmatica de CCR7
associada a expressdo aumentda de mTOR podem limitar o
desenvolvimento de uma resposta imunologica adequada e especifica,
gerando estimulos para a proliferagcao celular e, possivelmente relacionado a
outros fatores nao descritos neste trabalho, reduzindo a sobrevida global,
aumentando a possibilidade de recidivas e o aparecimento de metastases a
distancia. Em nosso estudo encontramos 18,5% (22/133) de metastases,
sendo os sitios mais acometidos a pleura, o pulmao, o figado, o 0sso € o

sistema nervoso central.

54 CXCR4/CXCL12

Outros marcadores avaliados no presente estudo foram CXCL12 e
seu receptor CXCR4. A metanalise publicada por ZHAO et al. (2015), apds
avaliar 85 estudos com um total de 11.032 pacientes, identificou que 5.971
(54%) apresentavam super-expressdo de CXCR4, um marcador significante
e independente que foi estatisticamente associado com pior sobrevida global
para canceres de diversas localizacbes anatdbmicas, inclusive de mama. Os
autores fazem uma andlise critica dos resultados da metanalise
argumentando que existe uma heterogeneidade significativa nos estudos
avaliados sobre a associagao entre a expressao de CXCR4 e o valor
prognéstico dos achados, pois ha variagdo, por exemplo, nas publica¢des

quanto ao tempo de seguimento. Mesmo assim, os dados apontam para
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uma redugcdo da sobrevida global quando da super-expressao desse
receptor para canceres de mama, hematoldgico, colorretal, esofagico,
gastrico, cabeca e pescogo, renal, pulmonar, melanoma, ginecoldgico,
pancreatico, prostatico, hepatico, sarcomas e de vesicula biliar.

O CXCR4 tem sido considerado o receptor de quimiocina mais
largamente expresso no cancer e sua presenga como fator relacionado ao
prognéstico de diversos tumores ocorre porque esta diretamente envolvido
em multiplas atividades celulares que desempenham um papel relevante
para a progressao do cancer como quimiotaxia, invasdo, angiogénese,
metastase e proliferacdo. No microambiente tumoral, mais especificamente
dentro de areas de hipoxia, a expressao de CXCL12 por fibroblastos e a de
CXCR4 pelas células cancerosas desencadeia o crescimento celular e
aumenta a motilidade e a capacidade invasiva das células tumorais. O eixo
CXCR4/CXCL12 é bastante importante na sinalizacdo do microambiente
tumoral por influenciar adesao, migracéo e invaséo, refletindo diretamente a
possibilidade de metastases (DOMANSKA et al. 2013). Este raciocinio se
torna mais consistente quando verificamos os achados de SUN et al. (2014)
que identificaram o eixo CXCR4/CXCL12 como o promotor da selecdo
natural de células com a habilidade metastatica no cancer de mama.

Entretanto, a nossa avaliacdo das associacbes entre o receptor
CXCR4, e sua respectiva quimiocina ligante CXCL12, com as variaveis
clinico-patolégicas, nao identificou quaisquer relagdes significativas.
Somente na comparacido dos perfis basaloide e nao-basaloide de CMTN

com os marcadores avaliados (Tabela 5), a expresséao positiva de CXCL12m
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foi superior em ambos os perfis quando comparada com a expressao
negativa, sendo mais evidente nos tumores nao-basaloides do que nos
basaloides. A positividade (89,5%) da expressdao desta quimiocina nos
tumores n&o-basaloides foi significativamente maior (p=0,042) que sua
expressdo negativa (10,5%). Apesar do CMTN ser reconhecido como um
grupo heterogéneo de tumores, a definicdo de seu perfil basaloide ocorre
quando da expressao de citoqueratinas 5, 6, 14 e 17 (SASA et al. 2008),
EGFR (LIVASY et al. 2006) e c-Kit (NIELSEN et al. 2004). Geralmente, as
pacientes com CMTN do tipo basaloide apresentam elevado indice de
mitoses no tumor (UMEMURA et al. 2005) e cursam com pior prognostico
quando comparadas aos pacientes com CMTN n&o-basaloide (RAKHA et al.
2009).

Como descrito anteriormente, o eixo CXCR4/CXCL12 esta
relacionado as diversas fases da carcinogénese e € considerado importante
fator relacionados a pior desfecho clinico, como por exemplo maior recidiva.
Todavia, houve dificuldade em identificar na literatura trabalhos que tenham
verificado a associacdo entre CXCL12m e o perfil basaloide ou ndo dos
CMTN. Isto dificulta a extrapolagcao de associacdes sobre a importancia da
localizacdo membranar desta quimiocina com o perfil ndo-basaloide. Para o
CXCL12m saimos de um padrdo predominantemente negativo na
mamoplastia redutora (100%) e, no momento em que a malignidade se
estabelece muda-se o perfil de expressdo de negativo para positivo (37%
para 63%), ou seja, a positividade estd associada com a malignidade,

existindo uma relagao direta neste aspecto (p=0,001).
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A quimiocina CXCL12 pode atuar sobre os recpetores CXCR4 e
CXCR7. O CXCR7 membranar é expresso em multiplos tumores, como o de
mama, e sua ativagao esta relacionada a vantagens no crescimento e na
sobrevivéncia de células tumorais, independentemente da expressdo de
CXCR4 que exerce fungdes semelhantes em tais células (MEIJER et al.
2008). Curiosamente, no recente trabalho publicado por YU et al. (2017), a
secrecdo de CXCL12 por células estromais mesenquimais reduziu a
expressdao de CXCR7 na superficie das células tumorais e isto foi
diretamente associado a reducao da habilidade metastatica para o pulmé&o.
Estes achados mostram o perfil de interagdo no microambiente tumoral em
que uma quimiocina pode se ligar a mais de um receptor e exercer seus
efeitos pro-carcinogénicos mesmo quando da internalizagdo de outros
receptores. Todavia, a reducdo da expressao destes receptores pode se
associar a melhor desfecho clinico na medida em que limita a possibilidade
da ocorréncia de eventos metastaticos. Adicionalmente, o estudo de
BALABANIAN et al. (2005) sobre células T demonstrou que CXCL12 pode
reduzir a expressdo de CXCR7 de maneira concentracdo-dependente,
possivelmente envolvendo mecanismos de taquifilaxia. Estes raciocinios nos
fazem considerar a possibilidade da modulagao antagbnica de receptores de
células tumorais como uma possibilidade terapéutica para reducido de
metastases e, consequentemente, de melhora do tempo de sobrevida.

Os importantes efeitos relatados na literatura sobre a atuacéo do eixo
CXCR4/CXCL12 no microambiente tumoral e sua associagdo com piores

desfechos clinicos nos remetem a possibilidade da modulagéao farmacolégica
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desses alvos. Neste contexto, XIANG et al. (2015) estudaram, em cultura
células do cancer de mama e em modelo ortotépico de CMTN, um
antagonista que mimetiza o epitopo proteico da proteina CXCR4 (POL1551),
ou seja, uma molécula que impede a ligagcdo de CXCL12 ao CXCR4. Os
autores ndo encontraram efeitos diretos sobre o crescimento dos tumores
primarios, porém houve reducao significativa das metastases a distancia.
Adicionalmente, quando compararam o0 grupo que recebeu eribulina
(quimioterapico inibidor de microtubulos) associado ao POL1551 versus o
grupo que recebeu eribulina isoladamente, foi identificada uma maior
reducdo da metastase bem como maior sobrevida apds a resseccao do
tumor primario. Os autores concluem que este antagonista seria capaz de
mobilizar as células tumorais do seu microambiente e, entéo, torna-las mais
sensiveis a quimioterapia. Este estudo, apesar de nao ter ocorrido em
humanos, nos traz a perspectiva da modulagdo do microambiente tumoral na
medida em que a intervencao farmacolégica de inibicao da atividade deste
receptor interfere diretamente na melhora da resposta ao tratamento.

O uso da imuno-histoquimica tem contribuicdo significativa e
reconhecida para o diagnostico e para a estratificagdo de muitos tipos de
cancer, especialmente o de mama, pois influencia fortemente na conduta
terapéutica e pode auxiliar a predizer desfechos clinicos, como a sobrevida.
Entretanto, esta metodologia ndo esta isenta de falhas que podem afetar a
sua eficiéncia e reprodutibilidade em fases importantes do processo, como a
fixacdo do tecido, a escolha do anticorpo e o limiar para a interpretacao da

imunomarcacao positiva. Estes fatos poderiam explicar, pelo menos em
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parte, a existéncia de dados distintos quanto a expressdo de marcadores
utilizados para pesquisa, diagndstico e escolha terapéutica. Neste sentido é
importante a avaliagdo cautelosa dos achados publicados das expressoes
de marcadores no microambiente tumoral (GOWN 2008; KISHIMA et al.

2015).

55 CD68/CD3

Em oncologia, as células cancerigenas sdo apenas um dos fatores
decisivos no curso da doenca, pois outros fatores sistémicos e inclusive
adjuntos a massa tumoral podem limitar ou promover o crescimento de
células cancerosas, bem como sua capacidade de infiltragdo e metastase a
distancia (PALACIOS-ARREOLA et al. 2014). Dentre estes fatores estdo os
macrofagos, células reconhecidas por regularem desde o microambiente
durante o desenvolvimento da glandula mamaria até o cancer de mama
(BRADY et al. 2016). Uma vez recrutados para o microambiente tumoral, e
ao interagirem com quimiocinas e fatores de crescimento, os macrofagos
podem adquirir um fendtipo pro-tumoral, passando a serem denominados
como macrofagos M2. Este subtipo é capaz de produzir fatores angiogénicos
e imunomoduladores que modificam o perfil de atuacdo conhecido na
fisiologia de diversos tipos celulares, como células dendriticas e linfocitos T
reguladores, faciltando a remodelacdo da matriz extracelular e,
consequentemente, favorecendo a maior motilidade de nichos tumorais

metastaticos (PALACIOS-ARREOLA et al. 2014).
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A interacdo das células do microambiente tumoral com as diversas
quimiocinas e receptores pode favorecer o recrutamento de células para a
metastase. WYLER et al. (2014) avaliaram as autdpsias de 246 pacientes
com metastase cerebral de cancer renal quanto a expressao de quimiocinas,
receptores e células da inflamacao e identificaram expressao mais elevada
de CXCR4, CCR2 e CCL7 nas metastases quando comparadas aos tumores
primarios, bem como uma quantidade semelhante de células CD68" nos
sitios primario (50,6%) e metastatico (56,3%). De modo interessante, os
autores encontraram ainda que os TAMs CD68" foram significativamente
mais frequentes no infiltrado CCR2" das metastases cerebrais quando
comparadas ao tumor primario (13,9% vs 43,7%; p<0.001). Em nosso
estudo, encontramos uma associagdo inversa entre o perfil de
imunoexpressdo para CXCR4 e CD68 (p=0,003), havendo assim um
predominio de células CD68" que sdo CXCR4-.

Isto faz parecer que alguns receptores, como o CXCR4, possuem um
papel mais relevante no tumor primario quando comparado a metastase,
sendo necessario na comunicacdo do microambiente que favorece a
carcinogénese, porém possivelmente se tornam mais silenciados no sitio
disseminado a distancia. De maneira contraria, células da resposta
inflamatdria, como os macréfagos, parecem interagir bastante na instalagéao
do tumor e, sobremaneira, quando de sua disseminacgao.

Associada a importdncia ja descrita das quimiocinas e seus
receptores na carcinogénese, estes achados nos conduzem ainda a refletir

acerca da grande importancia das interagdes entre as células, e também da
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comunicagado entre elas, no estabelecimento da massa tumoral no sitio
metastatico. Neste sentido, os macréfagos assumem grande relevancia pelo
seu papel na sintese de mediadores para o microambiente tumoral na
medida em que orquestram muitas interagbes que conduzem ao
estabelecimento de diversas vantagens adaptativas relacionadas ao cancer.

Talvez nenhum outro tipo celular se associa mais fortemente a
progressao tumoral do que o0s macrofagos, possivelmente porque
representam uma porgao significativa da massa tumoral global, sendo sua
presenca fortemente relacionada com pior progndstico clinico. Tanto que
MAHMOUD et al. (2012) examinaram 1322 cénceres de mama e
encontraram um elevado numero de células CD68" significativamente
associadas com pior sobrevida.

Em 1949, MOORE e FROOTE fizeram a primeira descricdo na
literatura da associagdo entre os linfécitos infiltrantes tumorais e o
prognoéstico em carcinoma medular da mama. Em tumores sélidos, como o
de mama, o componente predominante dos linfécitos infiltrantes tumorais
sdo células T CD3", uma populacdo subclassificada em células T citotoxicas
CD8", células T auxiliares CD4" e células T regulatorias CD4" (Tregs) (YU e
FU 2006).

Na recente revisido sistematica e metanalise publicada por MAO et al.
(2016) foi avaliado o valor prognéstico de linfocitos infiltrantes de tumor no
cancer de mama a partir de 25 estudos que totalizavam 22.964 pacientes.
Os resultados das analises combinadas mostraram que estes linfocitos néo

sdo marcadores prognosticos para a sobrevida livre de doencga e para a
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sobrevida global na populagcdo geral. Entretanto, nas pacientes que
apresentaram CMTN tais linfocitos foram diretamente associados a melhor
sobrevida global (HR, 0.79; 95% CI, 0.71- 0.87) e livre de doenca (HR, 0.82;
95% CI, 0.76-0.88). Em outra metanalise feita exclusivamente para o
subtipo triplo-negativo, IBRAHIM et al. (2014) avaliaram 8 estudos
abrangendo 2.987 pacientes com seguimento mediano de 113 meses. Os
autores encontraram que os linfécitos infiltrantes de tumor foram associados
com 30%, 22% e 34% de reducéo no risco de recidiva global, recidiva a
distdncia e morte, respectivamente. Além disto, estes linfécitos foram
considerados preditores de melhor sobrevida global independentemente do
fendétipo da doenga (basaloide ou nao-basaloide), da localizagao
(intratumoral ou estromal) e também dos subtipos citotéxicos (CD8") ou
auxiliares/reguladores (CD4%). A conclusdo revela que os linfocitos
infiltrantes de tumor foram associados a melhores resultados na sobrevida
do CMTN e poderiam inclusive ser considerados como um forte fator
progndstico para esse subtipo de cancer de mama.

Em nossa amostra, a quantidade de células CD3" que expressam
CXCL12m é muito maior na regiao peritumoral quando comparada a regiao
intratumoral. Desse modo, quando as células CD3" sdo negativas para o
CXCL12m elas conseguem penetrar mais no tumor. Além disso, em nossa
busca a literatura, nao identificamos trabalhos que tenham feito correlacdes
especificamente entre CXCL12 e CD3. Todavia, o estudo de DENKERT et
al. (2010) investigou linfécitos intratumorais e estromais em bidpsias de

1.058 amostras de cancer de mama sumetidos a neoadjuvancia com
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antraciclinas/taxanos e encontrou uma associacado significativa entre o
percentual de linfocitos intratumorais e a resposta patolégica completa
(p=0,012), bem como entre a expressdo de CD3" e CXCL9 com esta mesma
variavel clinico patolégica. Os autores consideram tais linfécitos como
preditores independentes de resposta a quimioterapia neoadjuvante com
antraciclinas/taxanos e que tal informagao pode servir como instrumento de
auxilio na escolha do esquema de quimioterapia no cancer de mama.

A despeito das associagdes encontradas entre os linfocitos infiltrantes
de tumor e desfechos clinicos positivos, a heterogeneidade da massa
tumoral e do perfil de expressao de quimiocinas e receptores nos remetem a
possibilidade da atuagdo de outras células e quimiocinas que nao foram
contempladas em nosso estudo. E possivel que as células imunoldgicas que
estamos avaliando n&o sejam as mais relevantes no contexto da patogénese
do CMTN, ou ainda haveria a necessidade de se avaliar subtipos celulares
que marcam CD3" para se verificar a real contribuicdo dessas células na
patogénese deste subtipo de cancer de mama. A exemplo da quimiocina
CXCL16 que, uma vez secretada por fibroblastos associados ao cancer, é
capaz de atrair mondcitos para promover a ativagao do estroma em CMTN

(ALLAOUI et al. 2016).
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CONCLUSOES

A CXCL12m foi o unico marcador associado a maior expressao nos
CMTN nao-basaldides

A imunoexpressao de CXCR1c, CCR7c e mTOR se relacionaram com
maior recidiva de CMTN, critério sugestivo de pior prognéstico.

No CMTN, a expressdo da proteina mTOR se interrelacionou
diretamente com a imunomarcagao de CCR7c

As associagdes inversa e direta entre as expressdes de
CXCR4/CD68, e CXCL12/CD3, respectivamente, refletem a
interrelacdo do eixo CXCR4/CXCL12 com importantes células

(linfécitos e macrofagos) do microambiente tumoral.
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Apéndice 1 - Ficha Utilizada para Coleta de Dados

O A.C.Camargo
Cancer Center

PROJETO DE PESQUISA - QUIMIOCINAS, RECEPTORES E PROTEINA
ENVOLVIDOS NA SINALIZACAO EM CANCER DE MAMA TRIPLO-NEGATIVO.

Orientador: Prof. Dr. Roberto César Pereira Lima Junior
Co-orientador: Dr. Paulo Roberto Carvalho de Almeida
Aluno: Daniel Cordeiro Gurgel

1. Ficha n2: Prontuario: Iniciais:
2. Idade: 3. Raga: Branca (1) negra (2) amarela (3) NA (99)
4. Data do diagnéstico: y J/

5. Perfil: Basaldide (1) Normal like (2)

=]

. Tipo histoldgico ductal (1) lobular (2) medular (3) coléide (4)
mucinoso metaplasico (6) outro (99)

7. Grau histolégico (1) (2) (3)

8. Bem diferenciado (1) Moderadamente (2) Indiferenciado (3)

9. Invas3o linfatica presente (1) ausente (2) 10. Invas3o vascular presente (1) ausente (2)
11. Estadiamento clinico: 1 (1) 1A (2) 11B (3) IIA (4) 1B (5) I1IC (6) IV (7) NA
12.T:1(1)2(2)3(3)4(4)  13.N:0(1)1(2)2(3)3(4) 14.M:0(1)1(2)
15.pT:1(1)2(2) 3 (3) 4 (4)

16.pN: 0 (1) 1(2) 2 (3) 3 (4) X (5)

17. Cirurgia: Sim (1) N3o (2) NA (99)

18. Mastectomia radical (1) Segmentactomia (2) Quadrantectomia (3) Nodulectomia (4)
Mastectomia subcutdnea (5) NA (99)

19. Linfadenectomia: Sim (1) Ndo (2) NA (99)



20. Linfadectomia axilar radical (1) Linfadenectomia axilar Nl e Il (2) Linfadenectomia axilar
NI (3) NA (99)

21. Pesquisa de linfonodo sentinela positivo (1) bls negativo (2) NA (99)
22. QT Neo: Sim (1) N&o (2) NA (99)
23. Protocolo: AC (1) AC-T (2) FAC (3) AC-D (4) FEC (5) FAC-T (6) Outro (7) NA (99)

24. Resposta ao tratamento quimioterdpico R .0. p. (1) R. 0. c. (2) D. e. (3)
Progressdo (4) R. p. c. (5) NA (99)

25. QT adjuvante sim (1) ndo (2) NA (99) 26. Protocolo

27. Radioterapia sim (1) ndo (2) NA (99)  28. Ultimo follow-up data: / /

29. Sem evidéncia de doenga (1) Recidiva loco-regional (2) Recidiva sistémica (3) NA
(99)

30. Data da recidiva:

31. Sitio da recidiva: Cérebro (1) Pleuro-pulmonar (2) Hepética (3) Ossea (4) Linfonodo
(5) Pele (6) Peritbnio (7) Outra (8) Sitio:

32. Status final: Vivo sem doenca (1) Vivo com doenca (2) Morte por cancer (3)
Morte por outras causas (4) Perdido de vista (5)



Anexo 1 — Estadiamento Clinico do Cancer de Mama e seu Agrupamento

por Estadios

Sitio Caracteristica
Tumor primario (T)
Tis Tumor in situ
T Tumor <20 mm em sua maior dimensao
T1mi Tumor <1 mm em sua maior dimensao
T1a Tumor >1 mm mas <5 mm em sua maior dimensao
T1b Tumor >5 mm mas <10 mm em sua maior dimensao
T1c Tumor >10 mm mas <20 mm em sua maior dimensao
T2 Tumor >20 mm mas <50 mm em sua maior dimensao
T3 Tumor >50 mm em sua maior dimensao
T4 Tumor com extensao direta a parede toracica ou pele
T4a Extensao a parede toracica, mas nao a pele
T4b Ulceragao, satelitose ou edema da pele
T4c T4a e T4b simultaneamente
T4d Carcinoma inflamatério
Linfonodos (N)
NO Auséncia de metastase em linfonodo regional
N1 Metastase em linfonodos axilares méveis
N2 Metastase em linfonodos axilares fixos ou em linfonodo em cadeia
mamaria interna clinicamente detectado, na auséncia de metastase
axilar
N3 Metastase em linfonodo da cadeia mamaria interna com metastase

em linfonodo axilar concomitante, ou metastase em linfonodo
supraclavicular ou infraclavicular
Metastases (M)
MO Auséncia de metastases a distancia
M1 Presenca de metastases a distancia

Fonte: Adaptado de EDGE et al. (2010).

Estadio T N M
0 Tis NO MO
A T1 NO MO
1B TO-1 N1mi MO
A TO-1 N1 MO

T2 NO MO
1B T2 N1 MO
T3 NO MO
A TO-2 N2 MO
T3 N1-2 MO
B T4 NO-2 MO
nc T1-4 N3 MO
v T1-4 N1-3 M1

Fonte: Adaptado de EDGE et al. (2010).



