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RESUMO

Rocha Filho DR. Estudo das caracteristicas clinico-patoldogicas e do
papel da quimiocina CXCL12, dos receptores de quimiocinas CXCR1,
CXCR4 e CCR7 e das proteinas PD-L1, fosfo-mTOR e FOXP3 no
carcinoma inflamatério de mama, em comparagcdo com carcinomas
avancados ndao-inflamatorios. Sdo Paulo; 2017. [Tese de Doutorado-
Programa de PéOs-Graduacao Interinstitucional (DINTER) em Oncologia da
Fundagcdo Antonio Prudente em Parceria com Escola Cearense de

Oncologia]

INTRODUCAO: O carcinoma inflamatério da mama (CIM) é a apresentacéo
mais agressiva do cancer de mama. Apesar dos avangos terapéuticos, a
sobrevida em longo prazo permanece inferior a 40%. Evidéncias apontam
que o CIM é uma condicao biologicamente distinta dos tumores de mama
nao-inflamatorios. As quimiocinas sdo moléculas com propriedade de induzir
migracao leucocitéria que tém mostrado importancia na carcinogénese. As
evidéncias sobre o papel de quimiocinas no CIM sé&o frageis. OBJETIVO:
Estudar o papel de CXCR1, CXCR4, CXCL12, CCR7, PD-L1, FOXP3 e
fosfo-mTOR (p-mTOR) no CIM. MATERIAL E METODOS: Pacientes com
diagnostico de CIM acompanhadas no Hospital Haroldo Juagaba entre 2004
e 2015 foram rastreadas, seus dados clinicos coletados e suas bidpsias
submetidas a estudo imuno-histoquimico da expressdo dos marcadores.
Pacientes com diagnéstico de carcinoma de mama avancado nao-
inflamatoério (CANI) constituiram o grupo controle. Outro grupo de mulheres
foi acompanhado prospectivamente e submetida a bidpsia de pele pré-
tratamento, com plano de realizacdo de PCR para pesquisar expressao de
RNAmM dos marcadores. RESULTADOS: Um total de 194 pacientes foram
incluidas, das quais 99 tinham diagnostico de CIM e 95 de CANI. As
pacientes com CIM tiveram maior acometimento linfonodal, mais metastases

a distancia e menor sobrevida global e sobrevida livre de doenca. Maior



extensdo da doenca nodal, fenétipo inflamatério e auséncia de resposta a
quimioterapia foram fatores independentemente associados a pior
sobrevida. CXCR4 associou-se positivamente com CIM e com pior
prognostico. Quando analisadas todas as pacientes, CXCR4, CCR7 e
CXCR1 foram fatores preditivos de resisténcia a quimioterapia, e tumores
triplo-negativos tiveram menor expressdo de CXCR4 e CCR7. CCR7
correlacionou-se positivamente com CXCR1 e p-mTOR. Apenas 4 das 28
biopsias de pele efetuadas no grupo prospectivo tinham material neoplasico.
CONCLUSOES: CIM tem pior prognéstico e caracteristicas biologicas
distintas de CANI. CXCR4 confere valor progndéstico adverso e parece fazer
parte da patogénese do CIM. A hiperexpressdo dos receptores de
quimiocinas pesquisados confere resisténcia a quimioterapia. Os receptores
de quimiocinas, em especial CXCR4, podem ser explorados como alvos

terapéuticos no manejo da doenca.



SUMMARY

Rocha Filho DR. [Study of clinic-pathologic characteristics and role of
chemokine CXCL12, chemokine receptors CXCR1, CXCR4 and CCR7
and proteins PD-L1, phospho-mTOR and FOXP3 in inflammatory breast
cancer, compared to advanced non-inflammatory carcinomas]. Sao
Paulo; 2017. [Tese de Doutorado-Programa de Pdés-Graduacao
Interinstitucional (DINTER) em Oncologia da Fundac&o Anténio Prudente em
Parceria com Escola Cearense de Oncologia]

INTRODUCTION: Inflammatory breast carcinoma (CIM) is the most lethal
presentation of breast cancer. Even though the outcomes have improved,
prognosis remains poor. Evidences suggest CIM is a biologically distinct
entity when compared to non-inflammatory breast cancer. Chemokines are
molecules able to induce leukocitary migration which have been shown to
have role in carcinogenesis. Little is known about chemokines importance in
CIM. OBJECTIVE: To study the role of CXCR1, CXCR4, CXCL12, CCR7,
PD-L1, FOXP3 and phospho-mTOR (p-mTOR) in CIM. MATERIAL AND
METHODS: Patients diagnosed with CIM between 2004 and 2015 were
screened, their clinical data retrospectively collected and their biopsies
submitted to immunohistochemical study. Patients with advanced non-
inflammatory breast cancer (CANI) were used as control group. Another
group of women was prospectively followed and submitted to pre-treatment
skin biopsy, which was planned to be used to investigate chemokines mRNA
expression. RESULTS: One-hundred and ninety-four patients were studied,
including 99 with CIM and 95 with CANI. Patients with CIM had higher nodal
involvement, more distant metastasis and shorter overall survival and disease
free survival. Nodal involvement, inflammatory tumor and lack of response to
neoadjuvant therapy were independently associated to poorer survival.
CXCR4 was positively associated with CIM and poorer prognosis. When all
patients were analysed, CXCR4, CCR7 and CXCR1 were predictive of



resistence to chemotherapy, and triple-negative tumors had lower expression
of CXCR4 and CCR7. CCRY7 correlated positively with CXCR1 and p-mTOR.
Only 4 out of 28 prospectively collected skin biopsies had tumor cells.
CONCLUSIONS: Compared to CANI, CIM has worse prognosis and different
biologic characteristics. CXCR4 indicates worse prognosis and seems to be
important in CIM pathogenesis. Chemokine receptors hyperexpression is
associated to chemotherapy resistance. Chemokine receptors, mainly
CXCR4, may be explored as therapeutic targets in CIM.
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1  INTRODUCAO

1.1 CARCINOMA INFLAMATORIO DE MAMA

1.1.1 Introducéao

O cancer de mama € a neoplasia maligna mais prevalente em
mulheres em todo o mundo (a excecdo dos tumores de pele néo-
melanoma), tanto em paises em desenvolvimento quanto em paises
desenvolvidos. Acredita-se que uma em cada oito mulheres norte-
americanas ira desenvolver cancer de mama em algum momento de suas
vidas (DESANTIS et al. 2011). No Brasil, o Instituto Nacional de Céancer-
INCA estimou 57.960 casos novos da doenca no ano de 2016, o que faz do
cancer de mama a neoplasia mais frequente em mulheres no pais
(Ministério da Saude 2016). Ap6s um aumento progressivo desde a década
de 1970, a mortalidade pela doenca tem sido reduzida nos ultimos dez anos,
gracas a esfor¢cos na detecgdo precoce e a avangos no tratamento. Ainda
assim, o cancer de mama segue sendo uma das principais causas de morte
no sexo feminino (DESANTIS et al. 2011).

O carcinoma inflamatério da mama (CIM) é uma entidade clinico-
patolégica caracterizada pela progressdo rapida e pelo comportamento
agressivo. A condicao foi descrita inicialmente em 1814 por Sir Charles Bell,
mas foi apenas em 1924 que o termo carcinoma inflamatério de mama foi

proposto por Lee e Tannebaum. Antes desta designacdo, costumava-se



referir ao CIM como sindrome de Volkmann (em mulheres gestantes),
cancer da lactacdo, carcinoma mastitoides, mastite carcinomatosa,
carcinoma mamario agudo ou carcinoma medular agudo, entre outros
termos. As diferentes nomenclaturas buscavam traduzir o comportamento
agressivo da neoplasia, comumente diagnosticada em mulheres jovens
durante a gravidez ou o aleitamento (ANDERSON et al. 2005-2006).

O CIM corresponde, segundo dados norte-americanos, a 2,5% do
total de casos de neoplasias mamarias malignas (HANCE et al. 2005). Sua
incidéncia tem aumentado, especialmente em mulheres caucasianas (VAN
UDEN et al. 2015). E mais comum no Norte da Africa e no Oriente Médio do
que na Europa e América do Norte (YAMAUCHI et al. 2012). O Brasil carece
de dados epidemioldgicos robustos sobre a doenca (Ministério da Saude
2016).

Quando comparado com o cancer de mama avancado nao
inflamatorio (CANI), € diagnosticado em idade mais precoce (mediana de 59
anos vs. 66 anos). E o subtipo de cancer de mama mais letal. Quando
tratado exclusivamente com cirurgia ou radioterapia, menos de 5% dos
pacientes estao vivos apos cinco anos. Ainda que os avanc¢os obtidos com a
introducdo das modalidades modernas de terapia adjuvante tenham
melhorado a sobrevida, os desfechos clinicos da doenca permanecem bem
abaixo da média dos tumores nao-inflamatérios (KLEER et al. 2010;
YAMAUCHI et al. 2012; TAGHIAN et al. 2017).

Sao fatores mais frequentes no carcinoma inflamatério de mama, em

comparacao com carcinoma de mama néao inflamatério: menarca e primeiro



parto precoces; nuliparidade; status pré-menopausa; cor negra; menor
status soécio-econdmico; maior indice de massa corpérea; consumo
frequente de alcool; e uso de anticonceptivo oral (ROBERTSON et al. 2010;
VAN UDEN et al. 2015; MOSLEHI et al. 2016). Por outro lado, histéria
familiar positiva em parente de primeiro grau € mais comum em doentes

com diagnadstico de carcinoma néo-inflamatorio (MOSLEHI et al. 2016).

1.1.2 Diagnadstico

O diagnostico do CIM exige observacao rigorosa do aspecto clinico
da lesdo, uma histéria médica cuidadosa e os achados histologicos de uma
biopsia de pele ou core biopsy. Devido a progresséo rapida do CIM, o
diagnéstico rapido e preciso é fundamental (TAGHIAN et al. 2017).

A alteracao clinica mais comumente observada no CIM € o eritema,
que pode ser associado a uma sensacdo de calor e a edema na mama
(Figura 1). O edema é associado a depressodes junto aos foliculos pilosos, o
que leva ao tipico aspecto em casca de laranja da pele. A progressao
rapida, em associacdo a um eritema ocupando mais de um terco da mama,
distingue o CIM (estadio clinico T4d) de um cancer de mama localmente
avancado negligenciado com envolvimento de pele (Anexo 1)
(ROBERTSON et al. 2010).

O rapido aumento do volume da mama, associado as alteracdes na
pele suprajacente, sdo normalmente as manifestacdes que levam a paciente
a procurar auxilio médico. Raramente o diagnodstico é feito a partir de

mamografia alterada (MATRO et al. 2015). Na maior parte das doentes, ndo



se consegue individualizar uma massa ao exame clinico. Pode ser
identificada a presenca de papulas ou Ulceras na pele, além de um endurado
generalizado. Cerca de 70% dos casos de CIM acompanham-se de
disseminacdao linfonodal em axila ou fossa supraclavicular ao diagnéstico, e
um terco se apresenta com metastases a distancia (MATRO et al. 2015).

Alteracbes no mamilo podem estar presentes (TAGHIAN et al. 2017).

Figura 1 - Carcinoma inflamatério primario da mama, a esquerda, e

secundario, a direita. A esquerda, detecta-se a hiperemia difusa, além de edema,
alteracbes no mamilo e sinais de ulceracdo na pele. Identifica-se, ainda, o local de
realizagdo da bidpsia diagndstica. A direita, as alteragbes inflamatérias sdo observadas em
mama previamente tratada por carcinoma nao-inflamatério. Podem-se observar as

marcacdes para a realizacao de radioterapia paliativa.

A apresentacdo clinica € comumente confundida com o da mastite
bacteriana, o que pode levar a periodos prolongados de antibioticoterapia
futil e retardo no diagnostico (VAN UDEN et al. 2015). Outras condi¢des que
podem mimetizar o diagndstico de carcinoma inflamatério sdo: dermatite
actinica, cuja area de eritema tem demarcacdo bem definida, ao contrario da

hiperemia de distribuicdo difusa do CIM; insuficiéncia cardiaca congestiva,



uma rara causa de edema mamario unilateral; linfomas primarios da mama;
e carcinomas de mama localmente avancados nao-inflamatérios, que podem
ser distinguidos do CIM pelo edema menos extenso na pele e pelo
desenvolvimento mais indolente (ROBERTSON et al. 2010).

O CIM secundario € caracterizado pelo acometimento difuso da
mama ou da parede toracica em paciente previamente tratada por um
cancer de mama nao-inflamatério (Figura 1). Pode se apresentar como um
rash difuso da parede toracica ou como nodulos, que podem vir a ulcerar
rapidamente (MERAJVER et al. 2017).

Um painel de especialistas em cancer de mama definiu que os
critérios minimos para o diagnéstico de CIM incluem: histéria de eritema,
edema, calor local ou pele em casca de laranja, com ou sem massa
palpavel; possivel historia de alteragcdes do mamilo; possivel antecedente de
diagnéstico de mastite, sem melhora apos pelo menos uma semana de
antibioticoterapia; evolucdo por periodo inferior a seis meses; eritema em
pelo menos um terco da mama; e confirmacéo histolégica de carcinoma
invasivo por core biopsy da mama (DAWOOD et al. 2011a). A Figura 2
mostra um fluxograma de investigacdo diante da suspeita de carcinoma
inflamataorio.

Apesar de a presenca de émbolos tumorais linfaticos ndo ser um pré-
requisito para o diagnéstico de CIM, membros do painel recomendam
fortemente que todo paciente que preencha critérios clinicos da doenca seja

submetido a pelo menos duas biopsias de pele. A melhor area para ser



biopsiada é a regido mais proeminente de mudanca da cor da pele, com

punch de 2 a 8 mm (DAWOOD et al. 2011a).

Edema ou eritema da mama

’

Histéria clinica
Exame fisico da mama e axila

!

Mamografia e US mama ot
Suspeita de c&ncer de mama Suspeita de abscesso
RM mama {se indicado) Drenagem

b

Bidpsia da mama e pele

| '

Positivo Negativo
Diagnostico de CIM Antibiético e reavaliagdo apos 14 dias

!

Auséncia de resolugdo g

Fonte: Adaptado de YAMAUCHI et al. (2012).
Figura 2 - Algoritmo de investigagdo diagnostica do carcinoma inflamatorio

da mama (CIM). RM, ressonancia magnética; US, ultrassonografia.



O uso de exames complementares € fundamental para se avaliar a
extensao locorregional da doenca e a presenca de metastases a distancia. A
mamografia € util, embora a taxa de identificacdo de um tumor inflamatorio
primario seja baixa. O exame pode mostrar calcificacdes, distorcao
arquitetural ou uma massa. Espessamento cutaneo e distorcdo trabecular
sdo descritos em 80% dos pacientes com CIM, mas sdo achados
inespecificos (YAMAUCHI et al. 2012).

A ultrassonografia pode identificar a lesdo primaria mais facilmente
que a mamografia, além de ser Gtil como ferramenta auxiliar na realizacao
de biopsia e na avaliacdo dos linfonodos axilares. A ultrassonografia, o CIM
aparece mais comumente como uma area de infiltracdo heterogénea do
parénquima mamario, ou como um conglomerado de massas com edema
subcutédneo (ROBERTSON et al. 2010).

A ressonancia magnética € um método complementar com alta
sensibilidade na localizacdo da lesdo primaria e na identificacdo de
alteracOes cutaneas (VAN UDEN et al. 2015).

Devido a alta taxa de disseminacdo metastatica ao diagnoéstico, um
estadiamento cuidadoso é fundamental para o planejamento terapéutico
adequado (Anexo 2). Imagem do térax e do abdome, assim como
investigacdo oOssea com cintilografia ou PET-CT, sdo recomendados na
avaliacao inicial dos doentes com CIM (VAN UDEN et al. 2015; National

Comprehensive Cancer Network - NCCN 2016).



1.1.3 Patologia

O CIM néo constitui um subtipo histoldgico especifico de cancer de
mama. A presenca de achados histopatoldgicos pertinentes no parénquima
mamario e na pele suprajacente, em conjuncdo com a historia clinica
caracteristica, permitem ao patologista o diagndstico da condicdo. A
caracteristica que comumente distingue o CIM do cancer de mama
avancado nao-inflamatério € a presenca de numerosos émbolos tumorais na
derme papilar e reticular da pele que reveste a mama (Figura 3)
(ROBERTSON et al. 2010). Embolos linfovasculares também podem ser
identificados em pacientes com carcinomas néo-inflamatorios, ainda que
sejam geralmente maiores e mais numerosos em doentes com CIM.
Portanto, a presenca dos émbolos ndo é suficiente para conferir o
diagnéstico de carcinoma inflamatorio (MERAJVER et al. 2017).

As células neoplasicas no CIM habitualmente tém fendtipo ductal,
com alto grau nuclear, alta taxa de proliferacdo, aneuploidia e alta densidade
microvascular intratumoral. Raramente se acompanham de componente in
situ. O tumor frequentemente infiltra o estroma de forma difusa, o que
dificulta sua delimitacdo de forma precisa. Costuma distribuir-se em varios
focos de tamanhos diversos, em detrimento de uma infiltracdo continua e
uniforme. Seu padréo de crescimento, portanto, € mais disperso do que no
cancer nao-inflamatorio, o que propicia mais espaco para migracdao das
células neoplasicas (CABIOGLU et al. 2007).

Infiltracéo linfoplasmocitica leve a moderada pode ser observada em

torno de espacos linfovasculares contendo émbolos tumorais. O fenotipo



inflamatorio observado no CIM, contudo, ndo se deve a infiltracdo de células
inflamatorias, mas ao linfedema atribuido aos émbolos neoplasicos nos

linfaticos da derme (MERAJVER et al. 2017).
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Fonte: TAGHIAN et al. (2017).
Figura 3 - Amostra de pele de paciente com carcinoma inflamatério da

mama com invasao linfatica por células tumorais (setas).

O aspecto histologico da pele de pacientes com CIM pode variar
amplamente. Amostras da pele de dentro e de fora da area de eritema
podem ter 0 mesmo aspecto microscépico, e émbolos linfaticos podem ser
detectados em areas sem aspecto clinico suspeito. Ndo ha correlagdo entre
a presenca, o0 numero ou o tamanho dos émbolos e o grau de hiperemia em
pacientes com CIM (YAMAUCHI et al. 2012).

Tem-se proposto que o fendtipo de carcinoma inflamatério é
resultante de uma combinacdo de anormalidades do tumor de mama e do
paréngquima mamario nao-neoplasico (WOODWARD 2015). O habitual
padrdo de envolvimento difuso em toda a mama, mas ndo em estruturas

adjacentes, apesar da inexisténcia de uma barreira anatdémica evidente,
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sugere que o parénquima mamario nao-neoplasico participa ativamente da
fisiopatogénese do CIM. Além disso, fatores de risco para o
desenvolvimento do CIM estdo associados a alteracdes do parénquima
mamario normal. Um indice de massa corpéreo (IMC) elevado, por exemplo,
esta associado a inflamacéo crénica do parénquima mamario. Ademais, em
mulheres com baixa idade ao primeiro parto, a involucdo inadequada das
alteracbes mamarias proprias da lactacdo poderia manter a mama
enriguecida em células-tronco, as quais teriam potencial de contribuir para o
processo de carcinogénese. Por fim, diversas evidéncias apontam que
células mamarias normais presentes no CIM promovem o0 crescimento das

células do tumor inflamatério (WOODWARD 2015).

1.1.4 Caracteristicas moleculares

Estudos moleculares tém trazido luz sobre os fatores patogénicos
envolvidos no desenvolvimento do CIM. Em modelo experimental com
implantacdo de tecido de CIM humano em ratos com imunodeficiéncia
severa, observou-se crescimento tumoral em linfaticos e vasos sanguineos,
com eritema importante da pele adjacente. O achado contrasta com o obtido
com o implante de células de neoplasia ndo-inflamatéria, apés o qual houve
crescimento de ndédulos subcutaneos isolados (MERAJVER et al. 2017). Os
dados indicam que o fenotipo inflamatorio pode ser definido por alteracdes
intrinsecas das células neoplasicas do CIM.

Em um esforco para identificar genes e vias que podem contribuir

para o fenotipo do carcinoma inflamatério, diversos estudos identificaram
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que o CIM esta associado a maior incidéncia de algumas caracteristicas
moleculares, como negatividade de expressao hormonal, hiperexpressao de
HER2 (receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2), EGFR
(receptor do fator de crescimento epidérmico) e caderina-e, além de altos
niveis de marcadores de angiogénese (BERTUCCI et al. 2014). Alteracdes
em genes envolvidos com ciclo celular e apoptose, como TP53, MYC e
reguladores da ciclina, além de alteraces na via PI3K/AKT (fosfatidilinositol
3-quinase/proteina-quinase B), também sdo anormalidades comuns em
pacientes com CIM (CRISTOFANILLI 2016).

Observou-se que o gene RHOC, que codifica a proteina RhoC
GTPase, esta mais comumente hiperexpresso (90% vs. 38%) no CIM, em
comparacao com tumores ndo-inflamatorios (MERAJVER et al. 2017). RhoC
GTPase € um membro da superfamilia RAS envolvido na reorganizacdo do
citoesqueleto, através da regulacao de actina. A transfeccdo do gene RHOC
em células epiteliais mamarias humanas leva a aumento da invasividade e
motilidade e a liberacdo de citocinas angiogénicas, como o fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF), recapitulando pelo menos em
parte o fenotipo do CIM (MERAJVER et al. 2017).

Por outro lado, o gene WISP3 (proteina da via de sinalizacao induzida
por WNT1-3) esta frequentemente perdido (80% vs. 21%) no CIM, quando
comparado com tumores nado-inflamatérios. O produto de WISP3 € uma
proteina relacionada a proteina ligante do fator de crescimento insulina-
simile (IGFBP-rP). A perda de IGFBPrP-1 tem sido associada a progressao

do cancer de mama e de proOstata, enquanto a transfeccdo de WISP3 em
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células de cancer de mama inibe o crescimento tumoral, invasividade e
angiogénese. Portanto, WISP3 parece agir como um gene supressor tumoral
(MERAJVER et al. 2017).

Tem-se sugerido que a mudanca no padrdo de expressdo génica
entre CIM e carcinoma néo-inflamatorio é explicada principalmente pelo
desequilibrio dos subtipos moleculares entre os dois fenétipos (BERTUCCI
et al. 2014). De fato, provou-se que o CIM compreende os mesmos subtipos
moleculares que os outros tipos de cancer de mama, mas com frequéncias
diferentes — por exemplo, com maior incidéncia de tumores HER2-
enriguecidos e menor frequéncia de tumores luminais-A (DAWOOD e
CRISTOFANILLI 2015). Contudo, apos estratificacdo de acordo com os
subtipos, algumas vias moleculares se mantiveram ativas de forma
diferencial entre CIM e tumores nao-inflamatérios. Observou-se, por
exemplo, hiperexpressédo de genes envolvidos na migracao celular baseada
em actina (MARCKS, RAC1, RHOF e FNBP1), além de atenuacdo da
sinalizacdo do Fator de Transformacdo do Crescimento (em inglés:
Transforming Growth Factor, TGF)-f no CIM (Figura 4) (VAN LAERE et al.
2013).

A observacao de que a via TGF-B € pouco ativa no CIM é um tanto
inesperada. A sinalizacdo de TGF-f reduz a coesao das células tumorais e
promove a motilidade de células isoladas, um evento habitualmente
associado com potencial de metastases a distancia e agressividade tumoral.
Apesar de terem reduzida a probabilidade de disseminagdo hematogénica,

as células com a via TGF-p hipoativa manteriam a capacidade de migrar
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coletivamente para vasos linfaticos, o que € compativel com o achado de
émbolos tumorais proeminentes e com a alta incidéncia de acometimento
linfonodal caracteristicos do CIM. Além disso, dada a importancia da via
TGF-B na inibicdo da proliferacdo de células RE-positivas, a baixa ativacéo
da TGF-B no CIM pode contribuir para a maior frequéncia de tumores
luminais-B na doenca, em comparagdo com tumores luminais-A (BERTUCCI
et al. 2014).

Nenhuma assinatura genética mostrou-se suficientemente sensivel ou
especifica para ser empregada como ferramenta diagnostica (WOODWARD
2015). Uma assinatura com 79 genes proposta por VAN LAERE et al. (2013)
mostrou razodavel acuracia para predizer o fendtipo inflamatério. Contudo,
teste mostrou que cerca de 25% das 400 amostras de tumores nao-
inflamatorios apresentaram perfil genético sugestivo de CIM. Comparado
com o restante do grupo de tumores nao-inflamatorios, os tumores com perfil
genético inflamatdério tiveram pior progndéstico, sugerindo que as células com
assinatura de CIM tém maior agressividade, ainda que ndo sejam capazes
de desenvolver fenotipo de CIM (VAN LAERE et al. 2013).

Esses dados reforcam a impressédo de que o microambiente tumoral
tem papel determinante para o surgimento da apresentacdo clinica do
carcinoma inflamatério. De fato, alteracdes do microambiente tém sido
reportadas com maior frequéncia no CIM, incluindo infiltracdo de células
imunes e vasculogénese, em especial linfangiogénese (ver secao

“Quimiocinas”) (CRISTOFANILLI 2016).
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Fonte: Adaptado de BERTUCCI et al. (2014).
Figura 4 - Analise transcricional supervisionada entre carcinoma inflamatorio

(CIM) e carcinoma nao-inflamatério da mama (ndo-CIM) aplicada a

assinatura de ativacédo de vias. O grafico mostra o valor P obtido comparando os
escores da ativacdo de 19 vias no CIM versus ndo-CIM. As barras verde e vermelha
indicam que a via estd mais ativa no CIM e no ndo-CIM, respectivamente. O simbolo *
identifica as vias cuja associacdo permanece estatistificamente significativa apés

estratificacdo baseada nos subtipos moleculares.

Os perfis do genoma integral no CIM sao parecidos com os dos
tumores nao-inflamatorios, com muitas regiées alteradas similares entre si, a
maior parte das quais em frequéncias semelhantes. Contudo, algumas

alteragdes sdo mais comuns no CIM. Os genomas tumorais mostraram com
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maior frequéncia ganhos de 1q, 8g e 17qg e padrdes de rearranjo complexo
em pacientes com tumores inflamatorios (BERTUCCI et al. 2014).

Observou-se também maior percentagem de genes com alteracdes
do namero de coépias (ANCs) por amostra no CIM, o que sugere que 0O
genoma do carcinoma inflamatorio € mais instavel. Foram identificados 24
genes relacionados a ANCs com padréo de expressdo anormalmente mais
alto no CIM em comparacdo com carcinomas nao-inflamatérios, a maior
parte dos quais situada nas regibes 8q ou 17q, incluindo RAD21, ATAD2,
MTSS1, ST3GAL1, ABC33 e PTPN2. Séo genes envolvidos com diversos
processos associados a carcinogénese, como translacdo proteica,
processamento e transcricdo de RNA, ciclo celular, migracdo celular e
reparo do DNA. Apesar desses achados, entende-se que as ANCs tumorais
ndo sa8o o0s principais responsaveis pelo comportamento bioldgico do
carcinoma inflamatério (BERTUCCI et al. 2014).

A comparacado entre CIM e carcinomas nao-inflamatorios de mama
também foi realizada através de estudos de metilacdo do DNA. Van der
AUWERA et al. (2010a) mostraram que o grupo de cancer de mama de alta
metilacdo € enriquecido de pacientes com CIM, e que quatro genes
diferencialmente metilados, TJP3, MOGAT2, NTSR2 e AGT, séao
responsaveis pela distincdo entre os dois grupos. Apesar das diferencas,
nao parece que a metilacdo do DNA seja a principal forca a determinar as
caracteristicas fenotipicas do CIM (BERTUCCI et al. 2014).

A expressdo de microRNAs (miRNAs), uma classe de pequenos

RNAs néo-codificadores que exercem papel importante na expressao
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génica, foi pesquisada em tumores inflamatérios de mama. Dois estudos
detectaram miRNAs diferencialmente expressos em amostras de CIM e de
carcinomas nao-inflamatérios (VAN DER AUWERA et al. 2010b;
LEREBOURS et al. 2013). Identificou-se uma assinatura de 5 miRNAs (miR-
421, miR-486, miR-503, miR-720 e miR-1303) capaz de predizer o fenodtipo
CIM com acuracia de 89% (LEREBOURS et al. 2013).

Como descrito anteriormente, o0s sinais clinicos de inflamacao no CIM
se devem a invasédo celular dos linfaticos da derme, e ndo a infiltracdo de
células inflamatorias. De fato, CIM expressa baixos niveis de citocinas proé-
inflamatorias, como interferon-y, interleucina (IL)-1 e IL-12.

Por outro lado, outras citocinas podem ter papel importante.
Linhagens celulares de CIM liberam quantidade aumentada de fator de
crescimento fibroblastico basico (bFGF, também denominado FGF-2), IL-6 e
IL-8; o aumento da liberacdo dessas citocinas também ocorre em células
epiteliais mamarias humanas transfectadas com o gene RHOC. A expresséo
de fatores angiogénicos e linfoangiogénicos, como VEGF-A, VEGF-C e
VEGF-D, mostrou-se aumentada em pacientes com CIM, em comparagao
com doentes com carcinomas nao-inflamatérios. Quimiocinas também se
mostraram diferencialmente expressas em tumores inflamatérios de mama
(ver secdo “Quimiocinas”, abaixo) (ALPAUGH et al. 1999; TOMLINSON et
al. 2001; COLPAERT et al. 2003; VAN DER AUWERA et al. 2004; VAN
LAERE et al. 2005; GONG et al. 2006; BERTUCCI et al. 2014).

Pode-se concluir, portanto, que diversos dados experimentais

corroboram a impressao de que o CIM apresenta um perfil de expressao
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molecular particular e constitui uma entidade bioldgica distinta dos demais
tipos de cancer de mama. Por outro lado, até o momento as diferencas
gendmicas observadas entre CIM e carcinomas nao-inflamatérios parecem
sutis, e ndo conduziram a recomendacfes clinicas especificas para

pacientes com tumores inflamatorios.

1.1.5 Tratamento

Historicamente, pacientes com CIM tratados com cirurgia isolada
tinham perspectiva de sobrevida em longo prazo muito baixa. A abordagem
multimodal melhorou de forma significativa os desfechos oncolégicos dos
pacientes com CIM. A despeito disso, 0 progndstico permanece pobre, com
sobrevida livre de doenca mediana inferior a 2,5 anos, sobrevida mediana
em torno de 4 anos e sobrevida global de 30% a 40% em 5 anos (KLEER et
al. 2010; TAGHIAN et al. 2017).

Nas pacientes com doenca localizada, recomenda-se atualmente
iniciar o tratamento com quimioterapia neoadjuvante, visando a reducao da
massa tumoral e a avaliagcdo de resposta in vivo. Cerca de trés semanas
apos a conclusdo da quimioterapia, indica-se mastectomia radical com
esvaziamento axilar, quando apropriado (VAN UDEN et al. 2015) (Figura 5).

O papel da cirurgia no manejo do CIM localizado foi avaliado em série
retrospectiva de 232 pacientes tratados no Instituto Curie, na Franca. Apés
exposicdo a quimioterapia neoadjuvante, um grupo foi submetido a
radioterapia exclusiva (N=118), e outro grupo a cirurgia mamaria, seguida ou

nao por radioterapia (N=114). A adicdo da cirurgia associou-se a maior
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controle locorregional, ainda que sem diferenca em sobrevida global ou
sobrevida livre de doenca (ABROUS-ANANE et al. 2011).

A abordagem cirdrgica recomendada é a mastectomia radical com
esvaziamento axilar. Terapias conservadoras locais devem ser consideradas
experimentais no manejo do CIM, uma vez que a extensdo da doenca pode
ser subestimada em 60% dos casos e que, portanto, é alto o risco de
comprometimento das margens de ressecc¢ao. De forma similar, a biopsia de
linfonodo sentinela em pacientes com CIM ndo se mostrou uma estratégia
confiavel, ja que a taxa de falso negativo é inaceitavelmente alta (VAN
UDEN et al. 2015).

O emprego de radioterapia adjuvante na parede toracica, incluindo
linfonodos axilares, supraclaviculares e infraclaviculares ipsilaterais, €
recomendado em pacientes com CIM. Apesar de um impacto em sobrevida
nado ter sido documentado de maneira uniforme, o incremento do controle
locorregional faz da radioterapia uma modalidade importante no manejo da

doenca. Os regimes de fracionamento podem variar, mas doses cumulativas

superiores a 50 Gy costumam ser recomendadas (BRISTOL et al. 2008).
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Diagnéstico de CIM

I

Hemograma e fungdo hepética
RE, RR, HER2
Cintilografia 6ssea ou PET-CT {2B)
TC téraxiabdome/pelve (2B)
Preservagio de ferlilidade, se indicade
Aconselhamento genético, se indicado

;

Quimioterapia neoadjuvante com
antraciclico e taxane
Terapia anti-HER2 se HER2-positivo

' y

Auséncia de resposta Resposia

! '

Mastectomia com esvaziamento axilar

Considerar quimioterapia adicional

; RT em parede toracicae FSC
efou RT pré-operatéria
pre-op Considerar RT de maméria interna
A
Auséncia de resposta Resposta

'

Individualizar terapia

Fonte: Adaptado de NCCN (2016).
Figura 5 - Algoritmo de tratamento neoadjuvante do carcinoma inflamatorio

de mama (CIM). Todas as recomendagdes tém categoria 2A de evidéncia (baseadas em
menor nivel de evidéncia, mas com consenso uniforme entre os especialistas), a menos que
indicado diferente. 2B, recomendacdo baseada em menor nivel de evidéncia, mas com
consenso razoavel entre os especialistas; FSC; fossa supraclavicular; RE, receptor de
estrégeno; RP, receptor de progesterona; RT, radioterapia; TC, tomografia

computadorizada.
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Estudos retrospectivos e nado-randomizados estabeleceram o papel
da quimioterapia com antraciclicos no tratamento sistémico em pacientes
com CIM. Um relato da experiéncia de 20 anos do MD Anderson Cancer
Center mostrou que o tratamento baseado em antraciclico resulta em
sobrevida global de 40% em 5 anos e 33% em 10 anos (UENO et al. 1997).
Mais recentemente, os taxanos foram incorporados aos regimes de
quimioterapia perioperatoéria, devido aos resultados superiores obtidos com a
combinacdo das drogas em comparacdo com antraciclicos isolados (DE
LAURENTIIS et al. 2008; CRISTOFANILLI et al. 2004; DAWOOD e
CRISTOFANILLI 2015). Atualmente, curso inicial de quimioterapia com
antraciclico, seguido por tratamento adicional com taxanos, constitui o
alicerce do tratamento neoadjuvante do carcinoma inflamatério (YAMAUCHI
et al. 2012).

Resposta patoldgica completa € um desfecho importante em estudos
de tratamento neoadjuvante em cancer de mama, uma vez que ha uma
correlacéo clara entre RCp e maior sobrevida (CORTAZAR et al. 2014). Em
pacientes com CIM, a associacdo entre RCp e melhores resultados
oncologicos em longo prazo também foi observada (UENO et al. 1997;
HENNESSY et al. 2006). Assim, esforcos para melhorar as taxas de RCp,
como a inclusdo de novos quimioterapicos e de agentes-alvo, tém sido
aplicados.

O CIM expressa HER2 com maior frequéncia que os carcinomas nao-
inflamatorios, o que prové racional para testar terapias dirigidas contra esse

alvo molecular (VIENS et al. 2010). O trastuzumabe é um anticorpo
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monoclonal anti-HER2 que mostrou aumentar a sobrevida de pacientes com
doenca HER2-positiva metastatica ou localizada (SLAMON et al. 2001;
ROMOND et al. 2005). A alta taxa de RCp observada com a adicdo de
trastuzumabe no tratamento neoadjuvante do cancer de mama (BUZDAR et
al. 2005) levou a conducédo de diversos estudos que avaliaram o papel da
droga e do lapatinibe, outro agente anti-HER2, no manejo da doenca
localmente avancada, incluindo carcinoma inflamatorio. Subgrupo do estudo
NOAH e andlise de trés estudos de fase Il mostraram taxa de RCp de 55% e
taxa de resposta clinica em até 95% com o0 uso de agentes anti-HER2 em
pacientes com CIM (BASELGA et al. 2007; (CRISTOFANILLI et al. 2006;
JOHNSTON et al. 2008; BOUSSEN et al. 2010), o que indica que a terapia
anti-HER2 deve ser incorporada ao tratamento neoadjuvante das pacientes
com CIM HER2-positivo.

O bevacizumabe, um anticorpo monoclonal humanizado anti-VEGF,
tem papel estabelecido no tratamento do cancer de mama metastéatico. A
droga mostrou aumentar a taxa de resposta e a sobrevida livre de
progressdo, mas nao a sobrevida global, em diferentes estudos clinicos
(MILLER et al. 2007). Os estudos que avaliaram a incorporacdo de
bevacizumabe ao tratamento neoadjuvante mostraram, de forma geral, um
aumento de RCp, mas nao de sobrevida livre de doenca ou sobrevida global
(VON MINCKWITZ et al. 2014; EARL et al. 2015; SIKOV et al. 2015;
NAHLEH et al. 2016). Por fim, no cenario do tratamento adjuvante, a adicao
do bevacizumabe ndo melhorou os desfechos oncolégicos em comparacéo

com quimioterapia isolada (CAMERON et al. 2013).
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As numerosas evidéncias que apontam para a importancia do
processo de angiogénese na fisiopatogenia do CIM (MCCARTHY et al.
2002; VAN DER AUWERA et al. 2004, 2005, NEUFELD et al. 1999; ARIAS-
PULIDO et al. 2012) trouxeram expectativa quanto ao impacto do
bevacizumabe no manejo da doenca. A adicdo do antiangiogénico a
quimioterapia com doxorrubicina e docetaxel mostrou reduzir em 66,7% a
expressao de VEGFR-2 em 21 pacientes com CIM ou carcinoma avancado
nao inflamatério, mas sem impacto em sobrevida livre de doenca ou
sobrevida global (WEDAM et al. 2006). Os estudos de fase || BEVERLY-1 e
BEVERLY-2 mostraram que a adicdo de bevacizumabe n&o parece
aumentar a resposta a quimioterapia ou reduzir o risco de recorréncia em
pacientes com CIM HER2-negativo (BERTUCCI et al. 2016; PIERGA et al.
2012). A luz do conjunto desses dados, deve-se considerar que o beneficio
do uso de antiangiogénicos no tratamento perioperatorio do cancer de
mama, em especial do CIM, deve ser considerado negligenciavel.

Os estudos PEGASE-02, PEGASE-05 e PEGASE-07 avaliaram o
emprego de quimioterapia em altas doses acompanhada de resgate
autdlogo com células-tronco em pacientes com CIM (VIENS et al. 1999;
PALANGIE et al. 2004; GONCALVES et al. 2015). Em conjunto, a alta
toxicidade encontrada e o0s resultados oncolégicos insatisfatorios
desencorajaram o emprego de quimioterapia em alta dose no manejo da
doenca.

Apesar das ja citadas particularidades biologicas do CIM, o

tratamento sistémico da doenca, seja no cenario perioperatério ou paliativo,
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ndo difere daquele empregado em tumores nédo-inflamatérios de alto risco
(YAMAUCHI et al. 2012). A procura por alvos terapéuticos acionaveis
farmacologicamente é uma necessidade para otimizar os resultados
oncologicos do tratamento do CIM. Neste cenario, a compreensao do papel
das quimiocinas na fisiopatogenia da doenca pode abrir novas perspectivas

de tratamento.

1.2 QUIMIOCINAS

1.2.1 Introducéao

Uma associacéo entre inflamacéo e cancer foi descrita pela primeira
vez no seéculo XIX. A inflamag&o é um componente-chave do microambiente
tumoral e tem sido proposta com a sétima marca registrada do cancer.
Dentro da complexa rede de mediadores inflamatérios associados a
neoplasias, as quimiocinas exercem papel de destaque (CONDEELIS e
POLLARD 2006).

Quimiocinas sdo wuma familia de pequenas citocinas que
compartiiham a propriedade de induzir migragdo em células adjacentes.
Devem seu nome a condensacdo das palavras “quimiotaxia” e “citocinas”.
Ainda que diferentes classes de citocinas e fatores de crescimento tenham
potencial de induzir migracdo direcional de células, sdo as quimiocinas os
principais mobilizadores celulares (BESTEBROER et al. 2010).

Caracterizam-se estruturalmente pelo pequeno tamanho (8-10

quilodaltons) e pela presenca de uma estrutura proteica conservada,
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estritamente dependente de duas pontes dissulfito conectando residuos de

cisteina, 0os quais sdo essenciais para manter seu formato tridimensional.

C_
| /////
Dominio
— —CXC _CXXXC mucina-simile \
| Dominio
c hidrofébico

Quimiocina C Cuimiocina CC Quimiocina CXC Quimiocina CX3C

Fonte: Adaptado de BESTEBROER et al. (2010).
Figura 6 - Estrutura dos diferentes grupos de quimiocinas. As linhas pretas

correspondem a pontes dissulfito.

As posicOes relativas dos residuos de cisteina determinam a
identificacdo de quatro subfamilias. As quimiocinas CC, que tém os dois
primeiros residuos de cisteina em posicées adjacentes, e as quimiocinas
CXC, que tém residuos separados por um Unico aminoacido interponente,
correspondem ao maior numero de moléculas (25 e 15, respectivamente). A
subfamilia C, cujos membros tém um Unico residuo de cisteina na
terminacdo amina, e as quimiocinas CX3C, com trés residuos separando as
moléculas de cisteina, sdo representadas por uma minoria de moléculas
(Figura 6) (BESTEBROER et al. 2010).

De forma geral, as quimiocinas interagem com receptores acoplados
a proteina G de dominio transmembrana, que sao encontrados nas
superficies de suas células-alvo. Constituem-se de sete receptores

rodopsina-similes cuja atividade de sinalizacdo é mediada por proteinas G
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heterotrimétricas, as quais, uma vez ativadas, induzem migracao celular
direcional ao longo do gradiente do ligante.

A classificacdo das quimiocinas baseada na estrutura dos ligantes &
refletida na classificacdo de seus receptores, que sdo estritamente limitados
aos membros de cada subfamilia. Assim, os receptores de quimiocinas CC
(CCR1 a 10) e os seis receptores de quimiocinas CXC (CXCR1 a 6)
reconhecem apenas quimiocinas CC e CXC, respectivamente. De forma
similar, o uUnico receptor de quimiocina C (XCR1) e o Unico receptor de
quimiocina CX3C (CX3CR1) conectam-se apenas a seus respectivos
ligantes (Quadro 1) (MANTOVANI et al. 2010).

As guimiocinas CXC sao divididas em dois grupos, de acordo com a
presenca da sequéncia de aminoacidos acido glutamico-leucina-arginina
(sequéncia ELR). O grupo ELR-positivo, do qual faz parte CXCL8 (também
conhecido como IL-8), é caracterizado pela inducdo de migracdo de
neutréfilos e pela interagdo com CXCR1 e CXCR2. O outro grupo de
quimiocinas CXC, do qual CXCL13 €& um exemplo, prescinde da sequéncia

ELR e tende a ser quimioatraente para linfécitos (MANTOVANI et al. 2010).

1.2.2 Funcao Bioldgica

Algumas quimiocinas, consideradas pro-inflamatérias, sdo produzidas
em resposta a condi¢des inflamatorias e a estimulos imunes. Outras,
denominadas homeostéticas, controlam o enderecamento (homing) de
leucécitos e a recirculacdo de linfocitos em condigdes fisiologicas (Quadro

1). Induzem o rearranjo do citoesqueleto, a adeséo a células endoteliais e a
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migracdo direcional. Agem de forma coordenada com proteinas da
superficie celular para direcionar varios subtipos de células hematopoiéticas
até sitios anatémicos especificos, incluindo a adesao de células-tronco ao
0sso durante a vida fetal e apds um transplante de medula (CABIOGLU et
al. 2009).

Em geral, polimorfonucleares (PMN) sao alvos maiores das
quimiocinas CXC ELR-positivos, que agem através de CXCR1 e CXCR2;
monaocitos sdo recrutados principalmente por quimiocinas CC agindo através
de CCR1, CCR2 e CCRY5; linfécitos Thl (T helper 1) e NK (Natural Killer),
agentes chave da inflamacédo do tipo 1, sdo principalmente responsivas a
quimiocinas CXC atraves de CXCR3; linfocitos Th2 e eosindfilos, associados
a resposta inflamatoria do tipo 2, sdo atraidos através da acdo de agonistas
de CCR3 e CCR4 (Quadro 1) (MANTOVANI et al. 2010).

Enquanto as quimiocinas tém um papel conhecido no recrutamento
leucocitario, agora estad claro que desempenham atividades muito mais
amplas, incluindo a regulacdo da diferenciacdo celular, proliferacéo,
sobrevida e senescéncia (CABIOGLU et al. 2009). Tal espectro de
atividades biologicas, aliada ao fato de que multiplas células malignas
expressam receptores de quimiocinas, confere a esse grupo de citocinas
funcdo importante na carcinogénese. De fato, a migracao celular direcional,
cuja regulacao é a principal funcéo biolégica das quimiocinas, tem papel em
varios aspectos da biologia tumoral, incluindo disseminacdo metastatica,

infiltragdo leucocitéria e angiogénese (MULLER et al. 2001).
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Diversos modelos ajudam a compreender a relacdo das quimiocinas
com o cancer. Tem-se provado que as quimiocinas e seus receptores sao
alvos de oncogenes de diferentes classes, tais como RET no carcinoma
papilifero de tireoide e beta-catenina no cancer de mama. O sistema das
quimiocinas também é modulado pela inativacdo de genes supressores
tumorais. Um exemplo € o gene VHL, que tem como alvo o fator de
transcricdo HIF1, o qual por sua vez transativa CXCR4 e CCR7
(MANTOVANI et al. 2010). Em outros casos, fatores de transcricdo que
controlam a ativacdo de quimiocinas, como NF-«B (fator nuclear-xB), séo
desregulados em células tumorais (GRIFFITHS et al. 2014). Por fim, a
ativacdo cruzada entre receptores quimiotaticos e fatores de crescimento foi
reportada em diversos tumores (MANTOVANI et al. 2010).

A compreensao do papel das quimiocinas na carcinogénese exige o
estudo do microambiente tumoral. O microambiente é povoado por diversos
grupos celulares, incluindo adipécitos, fibroblastos e uma ampla variedade
de células hematopoiéticas, assim como vasos sanguineos e linfaticos e
suas células associadas. As quimiocinas produzidas por células neoplasicas
e estromais sdo agentes essenciais para o recrutamento de células imunes
para o microambiente tumoral, uma caracteristica fundamental do cancer
que, nos ultimos anos, tem sido reconhecida como um alvo terapéutico

importante (BURSTEIN et al. 2017).



Quadro 1 - Quimiocinas.

Nome altgronn;ﬁvo Receptor Funcéo Func&o imune principal
CXCL1 GROa CXCR2 Inflamatéria Trafego de neutrdfilos
CXCL2 GROpB CXCR2 Homeostatica Tréfego de neutréfilos
CXCL3 GROy CXCR2 Inflamatoria Trafego de neutrdfilos
CXCL4 PF4 Desconhecido Homeostética Pro6-coagulante
CXCL5 ENA-78 CXCR2 Inflamatéria Trafego de neutrdfilos
CXCL6 GCP-2 CXCR1, CXCR2 Inflamatéria Trafego de neutrdfilos
CXCL7 NAP-2 CXCR2 Inflamatoria Trafego de neutrdfilos
CXCL8 IL-8 CXCR1, CXCR2 Inflamatoria Trafego de neutrdfilos
CXCL9 Mig CXCR3 Inflamatéria Resposta Th1, trafego Thl, CD8, NK
CXCL10 IP-10 CXCR3 Inflamatoria Resposta Thl, trafego Thl, CD8, NK
CXCL11 I-TAC CXCR3 Inflamatéria Resposta Th1, trafego Thl, CD8, NK
CXCL12 SDF-1 CXCR4 Homeostatica Enderegamento a M.O.
CXCL13 BLC CXCR5 Homeostatica Posicionamento de cél B e Thf
CXCL14 BRAK Desconhecido Inflamatoria Enderecamento a pele
CXCL15 Lungkine Desconhecido Desconhecida Desconhecido
CXCL16 CXCR6 Inflamatéria Migracéo de NK e CLI
CCL1 1-309 CCR8 Inflamatoria Trafego de Th2 e Treg
CCL2 MCP-1 CCR2 Inflamatéria Trafego de mondcito inflamatério
CCL3 MIP-1a CCR1, CCR5 Inflamatéria Migracdo M@INK, interagdo CD/cél T
CcCL4 MIP-18 CCR5 Inflamatéria Migracdo M@/NK, interagdo CD/cél T
CCL5 RANTES CCR1, CCR3, CCR5 Inflamatéria Migracdo M@INK, interagdo CD/cél T
CCL6 C-10 Desconhecido Desconhecida Desconhecido
CCL7 MCP-3 CCR2, CCR3 Inflamatéria Mobilizagdo de mondcitos
CCL8 MCP-2 CCR1, CCR2, CCR3 Inflamatoria Resposta Th2, enderecamento a pele
CCL9/10 MIP-1g Desconhecido Desconhecida Desconhecido
CCL11 Eotaxina CCR3 Inflamatéria Migracéo de Eo e basofilo
CCL12 MCP-5 CCR2 Inflamatoria Trafego de mondcito inflamatério
CCL13 MCP-4 CCR2, CCR3, CCR5 Inflamatoria Resposta Th2
CCL14 HCC-1 CCR1 Homeostatica Desconhecido
CCL15 Leucotactina-1 CCR1, CCR3 Homeostatica Desconhecido
CCL16 HCC-4 CCR1, CCR2, CCR5 |Homeostéatica Desconhecido
CCL17 TARC CCR4 Ambas Resposta Th2, enderecamento a pele
CCL18 PARC CCR8 Homeostatica Resposta Th2, enderegcamento a pele
CCL19 ELC CCR7 Homeostatica Enderecamento de cél T e CD a LND
CCL20 MIP-3a CCR6 Ambas Resposta Th17, enderegamento
CCL21 SLC CCR6, CCRY Ambas Enderecamento de cél T e CD a LND
CCL22 MDC CCR4 Ambas Resposta Th2, migragao de Th2/Treg
CCL23 MPIF-1 Desconhecido Inflamatéria ?

CCL24 Eotaxina-2 CCR3 Inflamatéria Migragdo de Eo/basdfilo
CCL25 TECK CCR9 Homeostatica Enderecamento de cél T ao intestino
CCL26 Eotaxina-3 CCRS3, CX3CR1 Inflamatoria Migracao de Eo/basofilo
CCL27 CTAK CCR10 Homeostatica Enderegamento a pele
CCL28 MEC CCR3, CCR10 Inflamatéria Enderegcamento a mucosa
XCL1 Linfotactina o CXCR1 Ambas Apresentagdo por CD CD8"
XCL2 Linfotactina 3 CXCR1 Ambas Apresentacdo por CD CD8"
CX3CL1 Fractalcina CX3CR1 Inflamatéria Migracédo de NK, mondcito e cél T

CD, célula dendritica; cél, célula; NK, natural killer; M.O, medula 6ssea; M@, macrofago; Th,
T helper; Thf, T helper folicular ; Treg, T regulatdrio.
Fonte: Adaptado de MANTOVANI et al. (2010) e GRIFFITHS et al. (2014)
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Os macroéfagos assumem papel de destaque nesse cenario. Tem-lhes
sido atribuida funcdo em ampla gama de processos fisioloégicos e
patoldgicos, incluindo homeostase, inflamacéo, reparo, funcbes metabdlicas
e malignidade. Sob influéncia de fatores liberados pelas células malignas,
essas ceélulas sdo convertidas em macrofagos associados a tumores
(TAMSs), que representam um componente importante da massa tumoral no
carcinoma de mama e desempenham uma funcdo chave no
desenvolvimento da neoplasia (TANG 2013). Estudos clinicos e
epidemiolégicos indicam uma associacao entre a densidade de TAMs e mau
progndéstico em diversos tipos de cancer (JINUSHI et al. 2011; SHREE et al.
2011; DENARDO et al. 2009). Os maiores atraentes dos precursores
monociticos em tumores sdao CCL2 e CCL5, quimiocinas encontradas no
estroma tumoral, assim como em células neoplasicas. O achado indica
correlacéo entre quimiocinas e TAMs (MANTOVANI et al. 2010).

Os macrofagos tém sido classificados ao longo do que pode ser
considerado uma escala linear, na qual as células classicamente ativadas
(M1) representam um extremo, enquanto os macrofagos ativados de forma
alternativa (M2) representam o outro polo. Os macrofagos M1 sédo células
pro-inflamatodrias caracterizadas pela alta expressédo de citocinas como IL-
12, oxido nitrico-sintase 2 e fator de necrose tumoral-a. (TNF-a) e pela alta
atividade microbicida e tumoricida. Por outro lado, macréfagos M2 séo
imunossupressores e produzem altos niveis de citocinas anti-inflamatorias,
como IL-4, IL-10 e TGF-B, além de baixos niveis de citocinas pro-

inflamatorias (DENARDO et al. 2009).
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Os macréfagos na forma M1 tém o potencial de contribuir nas formas
mais precoces da neoplasia, especialmente devido a lesdo de DNA induzida
por radicais livres, que pode predispor a transformacdo de células
hospedeiras. A proporgcdo que o tumor progride, o microambiente tumoral
influencia a maior parte dos TAMs a exibir propriedades pro-tumorais M2-
simile, ao passo que os macrofagos M1 se comportam como agentes
fagociticos. Os TAMs agem, portanto, como células de dupla funcéo, que
desempenham papel chave no desenvolvimento do cancer de mama
(DENARDO et al. 2009).

Outras células inflamatérias do microambiente tumoral também tém
tido seu papel na carcinogénese e sua interface com o sistema de
quimiocinas estudados. Linfocitos tumor-infiltrantes (em inglés: Tumor-
Infiltrating Lymphocytes, ou TILs) podem se correlacionar com maior
sobrevida. Por outro lado, em tumores como o melanoma, o papel protetor
dos TILs € comprometido pela alta proporcdo de células T regulatérias
(Tregs), as quais suprimem a atividade antitumoral de células T-efetoras,
como celulas NK (MANTOVANI et al. 2010).

CXCL9 e CXCL10 sao os principais estimulos de atracao sobre TILs,
embora outras quimiocinas, como CX3CL1 e CXCL16, possam estar
envolvidas no processo (MANTOVANI et al. 2010). CCL17 e CCL22, por sua
vez, tém a propriedade de recrutar células T que inibem respostas
antitumorais, e estdo comumente associadas a mau prognostico. Ja a
presenca de ceélulas NK no infiltrado tumoral € incomum e se correlaciona

com maior sobrevida. Quimiocinas que agem sobre CXCR1 e CXCR3 séo
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consideradas os principais determinantes da infiltracdo por células NK
(MANTOVANI et al. 2010).

Leucdcitos polimorfonucleares ndo sao considerados agentes
decisivos na inflamacéo relacionada ao cancer, mas seu papel pode ser
revisitado. Numero elevado de polimorfonucleares € encontrado em bidpsias
de diversas neoplasias humanas, e acredita-se que essas células sejam
recrutadas por quimiocinas CXC ELR-positivas (MANTOVANI et al. 2010).

Células dendriticas mieloides e plasmocitoides estdo presentes em
varios tipos de cancer, mas em estado imaturo e aparentemente refratario a
sinais de maturacdo. Sao localizados na borda de invasdo do tumor e séo
excluidos da massa tumoral. Ha evidéncia de que CCL20, CCL12, CCL5 e
CCL19 tém a propriedade de atrair células dendriticas que ativam células T
citotoxicas tumor-especificas em diversas neoplasias, incluindo o cancer de
mama (MANTOVANI et al. 2010).

A despeito das lacunas cientificas que circundam o papel das
qguimiocinas na carcinogénese, estratégias terapéuticas dirigidas contra esse
grupo de citocinas ja estdo em avaliacdo clinica. A hiper-regulacdo de certas
guimiocinas nos tumores, em comparacdo com as células normais, cria a
perspectiva do desenvolvimento de novos tratamentos contra o cancer (ALI
e LAZENNEC 2007).

A manipulagcdo do microambiente tumoral pelo tratamento com
quimiocinas pode ser usado para obter respostas citotoxicas. Diversas
evidéncias experimentais dao suporte a essa estratégia. A oferta

intratumoral de CCL21 em modelo de neoplasia de colon, utilizando o virus
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da variola como vetor, resultou em aumento da infiltracdo de células T CD4+
e na inibicio do crescimento tumoral. De forma similar, injecGes
intratumorais de vetores adenovirais expressando CCL16, CCL17, CCL22 e
CCL27 foram capazes de inibir crescimento e atrair células T ativadas.
Varios tumores murinos foram modificados para hiper-regular quimiocinas,
de forma a incrementar a resposta antitumoral (MANTOVANI et al. 2010).

A alta expressao de IL-8 pode tornar um tumor altamente angiogénico
e invasivo. Um anticorpo humanizado anti-IL-8 foi desenvolvido e, em
modelos preé-clinicos, foi capaz de reduzir angiogénese, crescimento tumoral
e metastases de melanoma e cancer de bexiga. Um antagonista de CCR1 e
CCRS5, receptores de CCL2, levam a reducdo da infiltracdo macroféagica e do
crescimento tumoral. De forma analoga, carlumabe, um anticorpo anti-CCL2,
mostrou-se seguro em estudo de fase Ib em combinagcdo com quimioterapia
em pacientes com tumores solidos. Contudo, ndo se observou supressao
prolongada de CCL2 sérico ou respostas tumorais (BRANA et al. 2015).

O bloqueio da via CXCL12/CXCR4 é uma estratégia promissora no
manejo do cancer de mama. O silenciamento da expressdao de CXCR4
através do emprego de pequeno RNA de interferéncia (SiRNA) e os
antagonistas de CXCR4 TN14003 e AMD3100 tém mostrado potencial
eficacia clinica (MANTOVANI et al. 2010).

Ha um importante problema a ser equacionado para tornar viaveis
terapias baseadas em quimiocinas: a heterogeneidade do tumor.
Quimiocinas que sdo benéficas a um paciente podem ser prejudiciais a

outro. Este problema poderia ser superado pela tipificacdo do perfil de
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quimiocinas de cada tumor antes do inicio da intervencéo. Isso reforca a
necessidade de se estudar profundamente o sistema de quimiocinas e seu
papel na carcinogénese dos diversos tumores humanos (ALI e LAZENNEC

2007).

1.2.3 Quimiocinas no cancer de mama

A mama normal expressa uma variedade de quimiocinas, ainda que
em baixos niveis. CXCL1, 2, 3, 5, 6, 7 e 8 foram detectados no leite humano.
Células epiteliais da mama normal em cultura também secretam IL-8, além
de TNF-a.e IL-6. Em muitos casos, quimiocinas sao encontradas em
maiores niveis em tumores de mama em comparacdo com tecidos mamarios
normais, 0 que sugere participagdo dessas proteinas na patogénese da
doenca. De fato, estudos recentes tém mostrado que interagcdes entre
receptores de quimiocinas e células de cancer de mama e seus ligantes em
orgdos hospedeiros desempenham papel na disseminacdo maligna e na
progressdo da doenca (CABIOGLU et al. 2007).

Evidéncias apontam que a hipexpressdo de algumas quimiocinas ou
receptores de quimiocinas, como CXCR4 e CCR7, tém papel prognéstico
adverso no cancer de mama (GUNTHER et al 2005; CABIOGLU et al. 2007).
Além disso, tem-se sugerido que o sistema de quimiocinas pode influenciar
o padrdo de disseminacdo metastatica da doenca, com implantes
preferenciais em sitios especificos (CABIOGLU et al. 2009).

No cenario do CIM, andlise de perfil génico documentou que CXCL2,

CCL3 e CCL5 tém expressdo aumentada, quando comparados com
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carcinomas nao-inflamatorios (BIECHE et al. 2004; BERTUCCI et al. 2004a).
Ha indicios, portanto, de que quimiocinas estejam envolvidas na patogénese
do carcinoma inflamatdrio de mama. As evidéncias, contudo, sao incipientes,

e novas informacdes sobre o papel de quimiocinas no CIM séo necessarias.

1.2.4 CXCR4 e CXCL12

CXCR4 é um receptor de superficie celular acoplado a proteina G do
tipo rodopsina-simile, com 352 aminoacidos, expresso de forma constitutiva
em tecidos linfaticos, timo, cérebro, baco, estbmago e intestino delgado,
entre outros sitios. O ligante de CXCR4 € CXCL12, também conhecida como
SDF-1 (fator derivado do estroma-1; em inglés, Stromal-Derived Factor-1),
uma quimiocina expressa em uma variedade de células, incluindo
fibroblastos e células endoteliais (XU et al 2015).

A interacdo entre CXCL12 e CXCR4 leva a ativacdo de vias de
transducdo de sinal que mediam sobrevida, proliferacdo, quimiotaxia,
migracdo e adesédo celular (Figura 7), o que lhes confere importancia em
numerosos processos fisioldgicos, como o transito e homeostase de
linfécitos, o enderecamento e retencdo de células hematopoiéticas na
medula éssea, a vascularizacdo do trato gastrointestinal e a migracdo de

neurdnios e células germinativas (LI et al. 2004).
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Figura 7 - Vias moleculares mediadas por CXCR4. CD44, grupamento de
diferenciacéo 44; CXCRA4, receptor de quimiocina CXC do tipo 4; ERK, quinase regulada por

sinal extracelular; GLI, homélogo do oncogene associado ao glioma; HER2, receptor do
fator de crescimento epidérmico humano-2; IP3, inositol 1,4,5-trifosfato; NF-kB, fator
nuclear-kB; NICD, dominio intracelular notch; OCT, fator de transcrigéo ligante do octamero;
PIP2, fosfatidilinositol 4,5-bifosfato; SDF-1, fator derivado do estroma-1; TGF-3, Fator de

transformagé&o do crescimento (.

Diversas evidéncias apontam para uma atuacdo do eixo
CXCL12/CXCR4 no processo de carcinogénese: (1) CXCR4 é altamente
expresso em varias neoplasias malignas, como cancer de boca, esbfago,
estbmago, colon, figado, pancreas, mama, ovario, prostata, pulmao, rim,
cérebro, melanoma e leucemia. CXCL12, por sua vez, é hiper-regulado em
neoplasias como cancer de mama, ovario e tireoide (MIRISOLA et al. 2009;
SHAN et al. 2015); (2) proteinas a jusante de CXCR4 em diferentes

cascatas de sinalizacdo, como PI3K/AKT, MAPK (proteina-quinase ativada



36

por mitdgeno, do inglés Mitogen Activated Protein Kinases) e PLC/PKC
(fosfolipase C/proteina-quinase C, do inglés Phospholipase C/Protein Kinase
C), tém atividade pré-tumoral (Figura 7) (XU et al. 2015); (3) células
neoplasicas aumentam sua propriedade de migracdo transendotelial e
cooptam o sistema de quimiocinas normalmente utilizado para trafego de
leucécitos como mecanismo de enderecamento a sitios metastaticos
especificos. De fato, 6érgdos com maior secrecdo de CXCL12, como figado,
medula éssea, pulmé&o, cérebro e linfonodos, sdo os sitios metastaticos
preferenciais do cancer de mama (OKUYAMA KISHIMA et al. 2015; WURTH
et al. 2015); (4) CXCL12 liberado por células estromais recruta progenitores
endoteliais circulantes e leva ao aumento da densidade vascular na leséo
neoplasica (ORIMO et al. 2005); (5) CXCL12/CXCR4 pode transativar as
vias de sinalizacdo mediadas por EGFR e HER2 (XU et al. 2015); (6) células
dendriticas recrutadas ao sitio tumoral por CXCR4 tém propriedade
imunossupressora, devido a inativagcdo de células T citotOxicas, portanto
promovem crescimento tumoral (Figura 8) (ZOU et al. 2001).

O papel de CXCL12/CXCR4 no cancer de mama foi documentado em
modelos pré-clinicos. A inoculacdo de linhagem de células de cancer de
mama com baixa expressdo de CXCR4 (MCF-7) em camundongos
imunossuprimidos forma uma massa tumoral de volume reduzido, quando
comparada com a inoculacdo de linhagem com CXCR4 hiperexpresso
(MDA-MB-231) (DEWAN et al. 2006). Aléem disso, células tumorais com
reducdo da expressdo de CXCR4 através da interferéncia de RNA

apresentam menor crescimento tumoral, em comparacdo com células com
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CXCR4 normo- ou hiperexpresso, em animais imunocompetentes (SMITH et

al. 2004; LAPTEVA et al. 2005).
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Figura 8 - Potencial papel de CXCR4 no cancer de mama.

No cenério do carcinoma inflamatério de mama, o papel do eixo
CXCL12/CXCR4 é menos claro. CABIOGLU et al. (2007) identificaram
expressdo de CXCR4 em 18 de 44 pacientes com CIM investigadas.
Sugeriu-se que CXCR4 poderia representar fator prognéstico adverso nas
pacientes com CIM, mas o pequeno tamanho da amostra ndo permitiu
andlises robustas de sobrevida. Em dois modelos experimentais de
carcinoma inflamatério, mostrou-se que CXCL12 aumenta a migracao
transendotelial das células neoplasicas e estimula vias de sobrevida e
migracdo, e que o efeito é reduzido por inibidores de CXCR4 (SINGH et al.

2010; WURTH et al. 2015). Algumas evidéncias apontam, portanto, para a
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participacdo de CXCR4 e CXCL12 no desenvolvimento de CIM. Contudo, os
estudos néo se propuseram a comparar o papel do eixo CXCL12/CXCR4 em
tumores inflamatorios e nao-inflamatorios e careceram de correlacdes

maduras com os desfechos clinicos, incluindo sobrevida.

1.25 CCR7

O receptor de quimiocina CC do tipo 7 (CCR7) é uma proteina
transmembrana acoplada a proteina G expressa em varios subtipos de
células imunes, incluindo células T e células dendriticas maduras. Dados
obtidos ao longo das dltimas duas décadas creditam a CCR7 e a seus dois
ligantes, CCL19 e CCL21, importancia fundamental no sistema imune
adaptativo (FORSTER et al. 2016). A interagdo de CCR7 com um de seus
ligantes controla a diferenciacdo de progenitores de células T, e sua
presenca divide as células T de memadria em dois grupos: as células T de
memoria efetora (CCR7-negativas) e de memoéria central (CCR7-positivas)
(CABIOGLU et al. 2007). Além disso, CCR7 guia linfécitos e células
dendriticas para linfonodos, seja a partir da circulacdo sanguinea ou de
vasos linfaticos aferentes (FORSTER et al. 2016).

CCL21 e, em menor proporcdo, CCL19 sédo expressos na superficie
luminal das células endoteliais e disparam uma cascata de sinalizacao
mediada por CCR7 que promove a ativacdo de integrinas expressas em
linfécitos, as quais permitem uma adesdo firme ao endotélio e a
subsequente migracdo para o parénquima linfonodal (FORSTER et al.

2016). Acredita-se que as células neoplasicas com hiper-regulacdo de CCR7
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apropriam-se das ferramentas migratorias das células imunes, deslocando-
se para vasos linfaticos e para zonas de células T de linfonodos no sentido
do gradiente de CCL21.

Estudos clinicos tém reportado que CCR7 é expresso em multiplos
carcinomas, como cancer de pulméao, es6fago, estbmago, colon, pancreas e
mama (DING et al. 2003; TAKANAMI 2003; GUNTHER et al. 2005; GUO et
al. 2013; DU et al. 2017), e tem sido associado com maior risco de
metastase linfonodal e pior sobrevida (MULLER et al. 2001; DU et al. 2017).
Cerca de 70% dos carcinomas inflamatérios de mama apresentam-se com
disseminacéao linfonodal ao diagnostico (MATRO et al. 2015), o que levanta
a hipétese de CCR7 ter papel na patogénese da doenca. Contudo, o

receptor é pouco investigado no cenario do CIM.

1.2.6 CXCR1

O receptor de quimiocina CXC do tipo 1 (CXCR1) € um receptor
acoplado a proteina G rodopsina-simile que participa do processo da
transducédo de sinal intracelular. Tem alta afinidade pela quimiocina CXCLS,
também conhecida como interleucina-8 (IL-8) (LIU et al. 2016). A interacéo
de IL-8 com um de seus receptores, CXCR1 ou CXCR2, participa da
tumorigénese de diversas neoplasias, incluindo cancer de mama, prostata,
pulméo, colorretal e melanoma (GINESTIER et al. 2010; BRANDOLINI et al.
2015). CXCR1 e CXCR2 apresentam consideravel similaridade estrutural
entre si e sdo encontrados em células inflamatorias, células endoteliais e

fibroblastos (SNOUSSI et al. 2010).
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IL-8 € uma quimiocina inflamatéria do tipo CXC que atua de forma
paracrina e autocrina sobre as células-alvo e tem a propriedade de induzir a
migracdo de neutrofilos dos vasos sanguineos até o tecido adjacente
(WAUGH e WILSON 2008). E regulada por uma variedade de estimulos
diferentes, incluindo sinais inflamatérios, como TNF-o e IL-la, sinais
quimicos e ambientais, como exposicdo a agentes quimiotergpicos e
hipéxia, e horménios esteroides. Ativa proteinas de multiplas vias de
sinalizacao intracelular a jusante dos receptores CXCR1 e CXCR2, como
AKT, ERK, STAT-3 e MMP-9 (CAO et al. 2016).

O eixo IL-8/CXCR1-2 tem importancia na carcinogénese. O aumento
da expressdo de IL-8 ou de seus receptores é observado em células
malignas, neutréfilos e TAMs, 0 que sugere que O a gquimocina pode
funcionar como um fator regulatério importante no microambiente tumoral. A
partir da ativacdo de multiplos alvos intracelulares, IL-8 promove respostas
angiogénicas em células endoteliais, aumenta a proliferacdo e sobrevida de
células endoteliais e neoplasicas e potencializa a migracdo de células
malignas, o que lhes confere maior potencial de disseminacdo a distancia
(WAUGH e WILSON 2008). Além disso, IL-8 & um regulador do
recrutamento de polimorfonucleares para o sitio tumoral, o que também
pode contribuir para o desenvolvimento de metastases (BELLOCQ et al.
1998). Por fim, o emprego de um antagonista de CXCR1/2 inibiu o
crescimento tumoral em modelo de cancer de pulméo, o que refor¢ca o papel

dos receptores na carcinogénese (KHAN et al. 2015).
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As evidéncias correlacionando o eixo IL-8/CXCR1-2 a patogénese do
cancer de mama séo robustas. IL-8 e seus receptores sdo detectados em
células malignas mamarias (MILLER et al. 1998). Os niveis da quimiocina
sao significativamente mais altos em pacientes com neoplasia de mama do
que em controles sadios. Polimorfismos nos genes que codificam IL-8 e
CXCR2 estéo associados com maior incidéncia da doenca (SNOUSSI et al.
2010). Foi demonstrado que CXCXR1 € hiperexpresso em células-tronco
tumorais mamarias, as quais tém comportamento refratario as intervencdes
antineoplasicas e séo tidas como responsaveis pela repopulacdo tumoral
apos exposicdo a atividade citotoxica da quimioterapia (GINESTIER et al.
2010; SINGH et al. 2013a). Reparixina, um inibidor de CXCR1, mostrou
reduzir a massa tumoral e a populacdo de células-tronco, além de conter a
formacdo de metastases, em modelos animais de cancer de mama
(BRANDOLINI et al. 2015). Entretanto, ha poucas evidéncias acerca do

papel de IL-8 e seus receptores no carcinoma inflamatorio de mama.

1.2.7 Fosfo-mTOR

O crescimento, invasdo e metastase do cancer sdo mediados por
diversas vias de sinalizacdo intracelular. AKT, que transmite sinais de
receptores como EGFR, HER2 e HER3, € uma das vias mais estudadas.
Uma vez estimulados, esses receptores levam a ativacao de fosfoinositideos
ligadas a membrana, como PI3K. A fosforilagdo de AKT conduz a ativacao

de uma cascata de diferentes proteinas envolvidas na apoptose,
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crescimento celular e proliferacdo. Essa via comumente esta ativada no
cancer de mama.

Um componente-chave na via AKT €& a serinal/treonina-quinase
denominada MTOR (alvo da rapamicina em mamiferos; em inglés,
Mammalian Target of Rapamycin). mTOR € um regulador central do
crescimento celular e da sintese tumoral e desempenha papel importante na
formacdo e progressao tumoral, o que fez da proteina um alvo importante no
tratamento do céncer de mama, do cancer renal e de tumores
neuroendaocrinos (WALSH et al. 2012).

No cancer de mama hormoénio-sensivel, um mecanismo de resisténcia
a terapia endocrina € a sinalizacdo aberrante através da via
PISK/AKT/mTOR. Um substrato do complexo 1 da mTOR (mTORC1),
denominado S6 quinase 1, fosforila o dominio de ativacédo 1 do receptor de
estrogeno, o que promove ativacao do receptor de maneira independente do
ligante. O mecanismo torna mTOR um alvo a ser explorado em tumores de
mama RE-positivos resistentes a manipulacdo hormonal. De fato, o uso do
everolimo, um inibidor de mTOR, mostrou aumentar a sobrevida livre de
progressao de pacientes com cancer de mama hormoénio-sensivel com falha
apos inibidor de aromatase, em um estudo de fase Il (BASELGA et al.
2012).

Os resultados sdo uma prova de que a via PI3BK/AKT/mTOR exerce
papel de destaque no cancer de mama, pelo menos no grupo RE-positivo.

Infelizmente, carece-se de fatores preditivos claros de resposta ao
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tratamento com agentes anti-mTOR, o que torna importante a busca por
biomarcadores.

A expressdo de mTOR e de sua forma ativa, fosfo-mTOR (p-mTOR),
tem sido investigada em diversos tumores, em especial no cancer de mama.
O papel da proteina na patogénese do carcinoma inflamatorio de mama,

contudo, é desconhecido.

1.2.8 FOXP3

TILs sao linfécitos que migraram da circulacdo sanguinea para um
tumor (CHEN et al. 2017). Incluem varias células do sistema imune, algumas
das quais colaboram na erradicacéo de células neoplasicas, como linfocitos
T CDB8, células NK e macrofagos. Outros tipos celulares, como Tregs e
células supressoras derivadas de linhagem mieloide, promovem a
proliferacdo e a sobrevida de células tumorais. Podem ser utilizados para
monitorar a resposta imunoldgica e podem predizer a resposta ao
tratamento em diversas neoplasias (ASANO et al. 2016).

FOXP3 (do inglés Forkhead box P3) é um fator de transcricdo que
contém um dominio de ligacdo ao DNA o qual suprime a expressado de
genes alvo. E expresso de forma constitutiva no nucleo de Tregs e
desempenha papel importante no desenvolvimento e na funcdo dessas
células. Tregs sdo caracterizadas pela expressao de CD4, CD25 e FOXP3,
mas é FOXP3 o principal marcador utilizado para identificar esse subgrupo

de linfécitos (WEST et al. 2013). Sob condicbes normais, Tregs séo
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essenciais na supressao de respostas imunes inapropriadas, o que lhes
confere papel na tolerancia imunolégica a tecidos nativos.

A inibicdo da atividade imune por Tregs pode ser justificada pela
secrecdo de TGF-f e IL-10, o que modula negativamente a proliferacédo
através da inibicdo de IL-2 e da hiporregulagdo do complexo de
histocompatibilidade maior (MHC, do inglés Major Histocompatibility
Complex) do tipo Il em mondcitos (SHOU et al. 2016). A capacidade de
Tregs de reduzir a atividade de células T efetoras faz com que FOXP3 seja
compreendido como um sinalizador do escape a vigilancia imunoldgica
antitumoral. De fato, varios estudos mostraram uma associacdo entre
hiperexpressao de FOXP3 e pior prognéstico (SHOU et al. 2016).

Além de estar presente em linfocitos T regulatérios, héa evidéncias de
gue a proteina é expressa em muitas células tumorais, inclusive no cancer
de mama. Contudo, o papel de FOXP3 em células tumorais € incerto.
Parece desempenhar fungdo na supressdo da resposta imune, de forma
similar a sua funcdo em Tregs; por outro lado, a expressdo da proteina pode
suprimir o crescimento neoplasico por si, por inibir a expressao de
oncogenes tumorais (NAIR et al. 2013). FOXP3 pode atuar, portanto, como
um supressor tumoral em alguns cenarios, e como promotor de progressao
da neoplasia em outros.

Héa necessidade de ampliar a compreensdo sobre o duplo papel da
proteina no cancer. Ainda que numerosas publicacdes tenham explorado o
papel de FOXP3 em tumores de mama, ha poucas evidéncias sobre Tregs

ou FOXP3 em carcinomas inflamatoérios.
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1.2.9 PD-L1

PD-L1 (ligante da proteina de morte celular programada 1, do inglés
Programmed Death Ligand 1) € uma proteina transmembrana que pertence
a familia B7 de moléculas imunes e € hiper-regulada em resposta a sinais
pro-inflamatoérios, como interferon-y (NANDA et al. 2016). Desempenha
papel essencial na contencdo da resposta imune citotoxica através da
interacdo com o receptor PD-1 (proteina de morte celular programada 1, ou
Programmed Death-1), o qual é expresso em células T CD8, CD4 e NK,
células B, mondcitos ativados e células dendriticas (BECKERS et al. 2016).
A interacdo entre PD-L1 e PD-1 é importante para moderar a resposta imune
celular através da indugdo de tolerancia das células T, o que contribui para
evitar o desenvolvimento de fenbmenos auto-imunes (CHEN et al. 2017).

A expressdo de PD-L1 é observada em células hematopoiéticas,
epiteliais e endoteliais em resposta a inflamagcdo (BECKERS et al. 2016) e
tem sido descrita em taxas de 20% a 70% em uma variedade de tumores
sélidos, incluindo cancer de pulméo, bexiga, ovario e melanoma (GHEBEH
et al. 2007; CHEN et al. 2017; SUN et al. 2016). A expressao de PD-L1 em
tumores sélidos tem sido associada a supressao da atividade e a inducao de
apoptose de células T.

A inibicdo do ponto de checagem imune PD-1/PD-L1 tem sido
apontada como o maior avango da oncologia nos ultimos anos (BURSTEIN
et al. 2017). Bons resultados em melanoma, cancer de pulméo, rim e bexiga
levaram a aprovacdo de agentes anti-PD-1 no Brasil, e novos estudos

devem ampliar o espectro de neoplasias candidatas & modulacdo imune.
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Dados de estudos clinicos em cancer de pulméo sugerem que a expressao
de PD-L1 prediz maior eficacia da terapia imune, o que faz dele um
biomarcador de interesse (TAUBE et al. 2014).

No cancer de mama, o impacto da terapia contra pontos de checagem
imunologicos parece depender do subtipo intrinseco da doenca. Estudos
preliminares em tumores de triplo-negativos mostram taxas de respostas de
18% a 33% com agentes anti-PD-1 ou anti-PD-L1 (NANDA et al. 2016), o
que reforca a importancia do estudo do marcador na doenca. Por outro lado,
tumores com expressdo de receptores hormonais parecem ser pouco
sensiveis ao tratamento com agentes anti-PD1. Ha poucas informacdes
sobre o papel de PD-L1 ou da imunoterapia em carcinomas inflamatoérios de

mama.

1.3 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DA PESQUISA

O curso agressivo do CIM, aliado a suas caracteristicas
epidemiolégicas e moleculares particulares, sugerem que o CIM pode ser
uma entidade biolégica distinta, mais do que um subtipo no espectro do
CANI. Varios marcadores biol6gicos tém sido propostos como ferramentas
prognosticas e preditivas no CIM; contudo, na pratica clinica, apenas a
expressdo de receptores hormonais e o status HER2 alcancaram ampla
aplicacdo. Existem indicios de que o sistema de quimiocinas contribua para
formatar a inflamag&o relacionada ao cancer de mama. H4 uma ampla

interface entre a atividade imune no microambiente tumoral, o sistema de
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quimiocinas e carcinogénese. Diversas evidéncias apontam para a
importancia das quimiocinas no cancer de mama, mas os dados no CIM sao
mais frageis. Tem sido imputado valor progndéstico no cancer de mama a
outras proteinas, como fosfo-mTOR, FOXP3 e PD-L1, mas seu papel na
patogénese do CIM é desconhecido. A compreensao de vias moleculares
importantes na patogénese e na disseminacdo do CIM pode ajudar a

identificar alvos terapéuticos que venham a ser Uteis no manejo da doenca.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o papel o papel de CXCL12, CXCR4, CCR7, CXCR1, fosfo-

MTOR, FOXP3 e PD-L1 na patogénese do CIM.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Avaliar as caracteristicas e os desfechos clinicos das pacientes com
CIM e compara-los com pacientes com CANI,;

b. Identificar fatores progndsticos na populacéo estudada;

C. Determinar associacdo entre a expressdo dos biomarcadores e as
caracteristicas dos pacientes e os desfechos clinicos;

d. Comparar a expressao dos biomarcadores no CIM e no CANI.
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3 PACIENTES, MATERIAL E METODOS

3.1 PACIENTES

Os pacientes com carcinoma inflamatério foram identificados em duas
diferentes frentes. A primeira parte do trabalho, retrospectiva, avaliou
doentes com diagnostico de CIM atendidas no Hospital Haroldo Juacaba
(HHJ) do Instituto do Cancer do Ceara entre 2004 e 2015. Foram rastreadas
as pacientes com CIM tratadas por dois oncologistas clinicos (D.R.R.F. e R.
A.R.) ao longo do periodo.

Pacientes com CANI, caracterizados pelos estadios clinicos IlIA, IlIB,
[IC ou IV (Quadro 1) e auséncia de fendtipo inflamatério, identificadas
aleatoriamente nos ambulatérios dos dois especialistas, constituiu o grupo
controle da pesquisa. Os dados clinicos dos dois grupos foram tabulados a
partir da revisdo de prontuarios. Preencheu-se formulério especifico para a
pesquisa, com as informacdes que se desejava registrar (anexo 3). Um total
de 24 pacientes com tumores de mama triplo-negativos, oriundos de um
segundo banco de dados também voltado para o estudo de quimiocinas, foi
incorporado ao grupo CANI.

A segunda parte do trabalho estudou pacientes com CIM recém-
diagnosticado, as quais foram acompanhadas prospectivamente pelo
investigador desde a primeira consulta no servico de oncologia clinica até o

fim do tratamento neoadjuvante. As avaliagbes foram efetuadas em



50

ambulatério especifico de carcinoma inflamatério de mama. Buscou-se
incluir todas as pacientes com CIM encaminhadas para o ambulatério de
oncologia clinica do HHJ no periodo do estudo. O diagnostico clinico de CIM
exigiu a presenca de eritema difuso em pelo menos um terco da mama, com
desenvolvimento em menos de seis meses.

Apoés assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) (Anexo 4), as doentes nesse grupo foram submetidas a biopsia
cutdnea em cunha da regido de maior hiperemia da area acometida, com os
devidos cuidados de antissepsia. O material oriundo da bidpsia cutanea foi
mantido em refrigeracdo a -70 graus centigrados.

Os critérios de inclusdo na parte prospectiva do estudo foram:
diagnéstico clinico de CIM; desempenho clinico de 0 a 2, classificado
conforme o escore do Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) (anexo
5); expectativa de vida superior a 12 semanas; e assinatura do TCLE.

Foi um critério de excluséo a presenca de disfuncdo organica grave
que impedisse a realizacdo de terapia sistémica, conforme a avaliacdo do
médico assistente, e alteracfes inflamatdrias em mama previamente tratada
por tumor nao-inflamatério (CIM secundario).

Os blocos de parafina com o material da biopsia diagnostica da mama
de todas as pacientes foram rastreados para a realizacdo de estudos

moleculares.
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3.2 IMUNO-HISTOQUIMICA

O bloco de microarranjos de tecido, ou tissue microarray (TMA), foi
construido a partir de amostras de cancer de mama armazenados no
Servigo de Patologia do HHJ. O bloco foi composto por 94 amostras de
tecido, em duplicata, além de amostras de figado, tonsila palatina, baco e
préstata, utilizadas como controle positivo da reacéo.

Laminas coradas em hematoxilina e eosina (HE) foram revisadas para
confirmar o diagnéstico de cancer de mama invasivo. Em seguida, uma area
tumoral representativa foi selecionada a partir da leitura das laminas coradas
em HE e marcada nos blocos doadores, conforme metodologia
anteriormente descrita (LIU et al. 2010).

Para montar o bloco de TMA, removeu-se cilindro com 1 mm de
didmetro do bloco doador, o qual depois foi inserido no bloco receptor. O
procedimento de construg¢ao do bloco foi realizado no A.C.Camargo Cancer
Center com o equipamento Manual Tissue Microarrayer, modelo MTA-1
(Beecher Instruments, Sun Prairie, EUA) (Figura 9). Em seguida, o bloco foi
submetido a cortes de 4 um de espessura e preparado para analise imuno-
histoquimica (IHQ).

De forma geral, no processo de preparacao das laminas para IHQ, as
laminas foram desparafinizadas em xileno antes da hidratacdo com alcool
gradiente, e em seguida lavadas em agua destilada. Para a recuperacao
antigénica, as laminas foram tratadas com tampéo citrato (pH 6,0) com

vapor. A imunocoloracdo foi efetuada com um sistema de deteccdo de
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polimero (Novolink Max Polymer Detection System, Leica Biosystems,

Wetzlar, Alemanha), de acordo com a recomendacé&o dos fabricantes.

Figura 9 - Manual Tissue Microarrayer, modelo MTA-1.

Os anticorpos primarios e as respectivas diluicbes foram: anti-CXCR1
(ab14936, Abcam, Cambridge, Reino Unido, diluicdo 1:500); anti-CXCR4
(ab2074, Abcam, diluicdo 1:500); anti-CXCL12 (ab9797, Abcam, diluicdo
1:1000); anti-CCR7 (ab32527, Abcam, diluicdo 1:1000); anti-PDL-1
(ab205921, Abcam, diluicdo 1:100); anti-fosfo-mTOR (Ser2448,
Thermofisher Scientific, Waltham, EUA, diluicdo 1:500) e anti-FOXP3
(ab20034, Abcam, diluicdo 1:100). As reacbes foram preparadas em
laboratorio comercial (Laboratério Argos, Fortaleza, Brasil), de acordo com

as recomendacdes dos fabricantes dos anticorpos.
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As diluicBes foram determinadas por métodos de titulacdo padréo, de
forma a obter uma coloracdo final que resultasse em menos manchas de
fundo. Todas as laminas foram lidas por patologista experiente (P.R.A.) e
pelo investigador, sem conhecimento prévio dos dados clinico-patologicos, e
0s casos discordantes foram resolvidos por consenso.

A expressao hormonal foi considerada positiva se pelo menos 10%
das células apresentavam marcacdo. O status HER2 foi dito positivo nos
casos com expressao classificada como 3+ a IHQ, ou 2+ complementada
por amplificacdo de HER2 documentada por FISH (hibridizacdo fluorescente
in situ, do inglés Fluorescence In Situ Hybridization).

A expressdo de CXCR4, CXCL12, CXCR1, CCR7 e fosfo-mTOR foi
graduada com a utilizacdo de escore semiquantitativo, que dividiu os
tumores em quatro categorias de expressdo, conforme metodologia
anteriormente descrita (modificada de BUSKENS et al. 2003): 0, definida
como marcacdo em menos de 5% das células; 1+, caracterizada por
marcacdo discreta em mais de 5% ou moderada em menos de 50% das
células; 2+, definida pela marcacdo moderada em mais de 50% das células
ou intensa em até 50% das células; e 3+, escore conferido aos tumores em
gue mais de 50% das células apresentavam marcacdao forte.

O ponto de corte de positividade dos marcadores foi estabelecido
individualmente para cada marcador, tendo como meta dividir os grupos
positivo e negativo de forma tédo equilibrada quanto possivel. CXCL12 foi dito
positivo nos tumores em que expressao 1+ ou superior foi constatada. A

positividade de CCR7 (citoplasmatico) e p-mTOR foi caracterizada pelos
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escores 2+ ou 3+. Ja a expressdo dos receptores CCR7 (membranar) e
CXCR1 foi definida como positiva nos casos em que o escore foi
considerado 3+. Uma excecdo foi o marcador CXCR4, em que se usou
método de avaliagcdo previamente estabelecido que denominou positiva a
marcacdo em mais de 5% das células, equivalente ao escore 1+ (ZHANG et
al. 2012). Quanto a PD-L1 e FOXP3, a expressao foi analisada tanto no
estroma quanto no tumor, com ponto de corte de 1%. Os controles positivos
foram amostras de figado para CXCR4 e CXCL12, de tonsila palatina para
CXCR1 e PD-L1, de prostata para fosfo-mTOR e de baco para CCRY7,
conforme relatos prévios (WALSH et al. 2012; SUN et al. 2016; ABCAM

2017a-d).

3.3 CONGELACAO

Amostras de pele da regido acometida da mama foram coletadas e
imediatamente preservadas sob refrigeragdo a -70 graus centigrados. Para a
realizacdo da andlise histologica, uma fracdo do material foi banhada no
meio Tissue-Tek para congelacdo e cortada no criostato Microm HM 525
(GMI, Ramsey, EUA) em amostras de 3 um. Em seguida, as pecas foram
fixadas e coradas com hematoxilina e eosina para a confeccao de laminas.
Parte do material foi mantido sob refrigeracdo, com o plano de ser
submetido a teste com PCR para dosagem de RNA mensageiro (RNAm) das

quimiocinas.
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3.4 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi efetuada com o programa SPSS Statistics
20.0 (SPSS Inc., Chicago, EUA). Foram investigadas associacdes entre a
expressdo dos diversos marcadores e desfechos como resposta patologica
completa, resposta a quimioterapia neoadjuvante, sobrevida global e
sobrevida livre de doencga.

O teste qui-quadrado e o teste exato de Fisher foram utilizados,
conforme apropriado, para pesquisar as associacbes entre 0s
biomarcadores em estudo e as demais caracteristicas categoricas clinicas e
patolégicas dos pacientes. O teste t de Student foi empregado para
investigar a correlagéo entre as idades dos grupos de doentes.

O método de Kaplan-Meier foi usado para estimar a sobrevida global
e a sobrevida livre de progresséao, e o teste log-rank foi usado para testar a
diferenca entre os grupos. As variaveis que mostraram associagdo com
sobrevida a andlise univariada 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.

A sobrevida global foi calculada a partir da diferenca entre a data da
biopsia e a data do 6bito, e a sobrevida livre de doenca foi determinada pela
diferenca entre a data da cirurgia e a data da recidiva da doenga ou obito.

Em ambos os desfechos de sobrevida, os pacientes que ndo desenvolveram
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eventos ao final do periodo de seguimento foram censurados na data da
ultima consulta.

Resposta patolégica completa foi definida como a auséncia de
neoplasia invasiva na mama e na axila apés o tratamento neoadjuvante.
Considerou-se haver uma resposta a quimioterapia quando da reducdo em
pelo menos 30% na soma das lesbes-alvo, em conformidade com os
critérios RECIST 1.1 (SCHWARTZ et al. 2016).

A categorizacdo dos tumores de acordo com o subtipo intrinseco foi
feita a partir dos dados imuno-histoquimicos. Chamaram-se de luminais os
tumores com expressao hormonal, subdivididos em luminais A e B de
acordo com o valor de Ki-67, utilizando-se o valor de 14% como ponto de
corte. Tumores com coexpressao de receptor de estréogeno e HER2 foram
incluidos no grupo luminal-B, neoplasias HER2-positivas sem expressao
hormonal foram categorizadas como HER2-enriquecidos, e tumores triplo-

negativos foram incluidos em grupo a parte.

3.5 ASPECTOS ETICOS

O plano de pesquisa deste estudo foi submetido aos Comités de Etica
em Pesquisa do Instituto do Cancer do Cearad (processo 04/2013) e do
A.C.Camargo Cancer Center (Projeto 2305/16) e devidamente aprovado por
ambos. Todas as pacientes que integraram a parte prospectiva do projeto
assinaram o TCLE para registrar a concordancia com a incluséo no estudo.

A utilizacdo das amostras do arquivo foi feita apds a assinatura do Termo de
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Fiel Depositario das Amostras. O estudo transcorreu em regime de
confidencialidade e o tratamento dos dados foi efetuado com os devidos
cuidados éticos. O estudo seguiu os padrdes de aconselhamento de
pesquisas em seres humanos, seguindo as recomendacfes de Boas

Praticas Clinicas.

3.6 FINANCIAMENTO

Esta pesquisa recebeu financiamento do Programa de Apoio a
Nucleos de Exceléncia (PRONEX)/Fundacdo Cearense de Apoio do
Desenvolvimento (FUNCAP)/Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) de nimero PR2-0101-00054.01.00/15, para

o custeio dos insumos para a realizacao dos testes patologicos.
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4 RESULTADOS

Foram incluidas no estudo 194 pacientes, das quais 99 tinham
diagnéstico de CIM e 95 tinham diagndstico de CANI (Tabela 1). Na parte
exclusivamente retrospectiva da pesquisa, foram analisadas 81 e 84
pacientes com CIM e CANI, respectivamente. J4 na parte prospectiva, ao
longo de 65 semanas consecutivas de ambulatérios dedicados a pesquisa,
foram rastreadas 42 pacientes, das quais 29 concordaram em patrticipar do
estudo e foram submetidas a biopsia cutanea. Essas 29 pacientes foram
acompanhadas ao longo do tratamento neoadjuvante, e seus dados clinicos
e patologicos foram incorporados ao estudo das pacientes inseridas no
trecho retrospectivo. O tempo mediano de seguimento entre todos os
pacientes vivos foi de 36,3 meses.

A Tabela 1 mostra as caracteristicas basais das pacientes avaliadas,
de acordo com o fendtipo da doenca. As pacientes com CIM tiveram
envolvimento linfonodal mais extenso, maior incidéncia de doenca
metastatica ao diagndstico, menor propor¢cdo de tumores triplo-negativos e
maior incidéncia de tumores luminais-B, quando comparadas com as
pacientes com CANI.

As pacientes com CIM tiveram maior incidéncia global de metastases
a distancia, quando analisado todo o periodo de seguimento. Todos 0s sitios
de disseminacdo metastatica pesquisados foram encontrados com maior

frequéncia no grupo CIM; a diferenca foi estatisticamente significativa
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guando analisadas as metastases 0sseas, linfonodais e pleurais (Tabela 2).

Tabela 1 - Caracteristicas basais das pacientes.

(e a CANI (N=95) CIM (N=99)
Caracteristica No. (%) No. (%) P
Idade mediana em anos (variacao) 52,0 (24-84) 50,0 (31-88) 0,303
N
NO (N=32) 19 (20,4) 13 (13,5)
N1 (N=70) 38 (40,9) 32 (33,3) 0,005
N2 (N=76) 36 (38,7) 40 (41,7)
N3 (N=11) 0 (0,0) 11 (11,5)
M
MO (N=159) 88 (94,6) 71 (71,7) <0,001
M1 (N=33) 5 (5,4) 28 (28,3)
Grau histologico
1 (N=10) 6 (8,8) 4(6,7) 0677
2 (N=61) 30 (44,1) 31(51,7) '
3 (N=57) 32 (47,1) 25 (41,7)
Invaséo vascular
Ausente (N=40) 22 (44,9) 18 (35,3) 0,327
Presente (N=60) 27 (55,1) 33 (64,7)
Receptor de estréogeno
Negativo (N=121) 65 (69,1) 56 (57,1) 0,085
Positivo (N=71) 29 (30,9) 42 (42,9)
Receptor de progesterona
Negativo (N=127) 66 (71,0) 61 (64,2) 0,322
Positivo (N=61) 27 (29,0) 34 (35,8)
HER2
Negativo (N=143) 75 (84,3) 68 (75,6) 0,146
Positivo (N=36) 14 (15,7) 22 (24,4)
Ki67
0-14% (N=20) 8 (13,8) 12 (20,3) 0,347
>14% (N=97) 50 (86,2) 47 (79,7)
Triplo-negativo
Né&o-triplo-negativo (N=100) 41 (45,1) 59 (63,4) 0,012
Triplo-negativo (N=84) 50 (54,9) 34 (36,6)
Subtipo bioldgico
Luminal-A (N=11) 5 (6,7) 6 (7,9)
Luminal-B (N=33) 11 (14,7) 22 (28,9) 0,048
Triplo-negativo (N=84) 50 (66,7) 34 (44,7)
HER2 (N=23) 9 (12,0) 14 (18,4)
Esquema de QT neoadjuvante
Antraciclico + taxane (N=122) 67 (82,7) 55 (87,3) 0566
Antraciclico ou taxane (N=21) 13 (16,0) 8 (12,7) '
Outro (N=1) 1(1,2) 0 (0,0)

® nimero de casos avaliaveis de total de 188 pacientes; CANI, carcinoma avancado n&o-
inflamatério; CIM, carcinoma inflamatério de mama; QT, quimioterapia.
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A sobrevida global em 5 anos das pacientes com CIM e CANI foi de
37,7% e 68,7%, respectivamente (Hazard Ratio [HR] 2,81; intervalo de
confianca de 95% [IC 95%] 1,68-4,71; P<0,001). A sobrevida mediana foi de

35,5 meses no grupo CIM, e nao foi atingida no grupo CANI (Figura 10).

Tabela 2 - Distribuicdo das pacientes por sitios de metastases, de acordo
com o fenotipo da doenca.

Sitio de metastase CA'\II\Ici .(22595) CI&AO(_N(;SQ) P
Osso (N=38) 10 (10,5) 28 (29,5) 0,001
Figado (N=29) 10 (10,5) 19 (20,2) 0,065
Linfonodo (N=28) 8 (8,4) 20 (21,3) 0,013
Pulméo (N=22) 7(7,4) 15 (16,0) 0,066
Recidiva local (N=18) 6 (6,4) 12 (13,5) 0,107
SNC (N=17) 6 (6,3) 11 (11,7) 0,196
Pleura (N=14) 3(3,2) 11 (11,7) 0,025
Qualquer (N=79) 25 (26,3) 54 (56,8) <0,001

CANI, carcinoma avangado ndo-inflamatério; CIM, carcinoma inflamatério de mama.
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Figura 10 - Sobrevida global de acordo com o fendétipo da doenca. CANI,
carcinoma avancado nao-inflamatério; CIM, carcinoma inflamatério de mama; HR, hazard
ratio; IC 95%, intervalo de confianca 95%; SG 5 anos, sobrevida global em 5 anos.
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Figura 11 - Sobrevida livre de doenca de acordo com o fendtipo da

neoplasia. CANI, carcinoma avancado n&o-inflamatério; CIM, carcinoma inflamatério de
mama; HR, hazard ratio; IC 95%, intervalo de confianga 95%; SLD 5 anos, sobrevida livre
de doenca em 5 anos.

A sobrevida livre de doenca em 5 anos foi de 33,1% no grupo CIM e

de 55,1% no grupo CANI (HR 2,31; IC 95% 1,39-3,83; P=0,001) (Figura 11).

-
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i

Figura 12 - Exame fisico de paciente com carcinoma inflamatério da mama

ao diagndstico (A) e ao fim do tratamento neoadjuvante (B). Observa-se a

reducdo da hiperemia e do edema na mama.
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Resposta a quimioterapia neoadjuvante foi encontrada em 76,4% das
144 pacientes avaliaveis, enquanto 9% tiveram estabilizacdo da doenca e
14,6% progressédo da neoplasia (Figura 12). A taxa de resposta patologica
completa identificada em toda a populacédo foi 15,3%, e significativamente
maior nos tumores triplo-negativos (Tabela 3). Nao houve diferenca entre
CIM e CANI na taxa de resposta a quimioterapia (73,4% vs. 78,8%,
respectivamente; P=0,456) ou na taxa de RCp (12,5% vs. 17,5%,

respectivamente; P=0,407) (Tabela 3).

Tabela 3 - Associacado da resposta patologica completa (RCp) e da taxa de

resposta a quimioterapia neoadjuvante com as caracteristicas clinico-
patoldgicas basais.

RCp (N=22) Taxa de resposta a QT (N=110)
Caracteristica®
No. (%) P No. (%) P

N

NO-1 13 (16,0) 62 (72,5)

N2-3 9 (14.3) iy 48 (76.2) BLEIEE
Fendtipo

Nao-inflamatério 14 (17,5) 63 (78,8)

Inflamatorio 8 (12.5) 0,407 47 (73.4) 0,456
Invasdo vascular

Ausente 6 (18,8) 25 (78,1)

Presente 3 (6,4) e 37 (78,7) B
Receptores hormonais

Negativo 17 (19,3) 66 (75,0)

Positivo 5(9.1) 0,099 43 (78.2) 0,664
Triplo-negatlivo - : :

Né&o triplo-negativo 7 (9,6 56 (76,7

Triplo-negativo 14 (22,2) LA 46 (73,0) Uijerdl
Ki67

0-14% 3(30,0) 7 (70,0)

>14% 10 (13,2) 0172 60 (78,9) 0,685
HER2

Negativo 17 (16,3) 76 (73,1)

Positivo 4(13.,8) 000 24 (82.8) UEEE)
Subtipo intrinseco

Lumina:-A 1 ((20,(;) 3 ((60,0))

Luminal-B 2(7,4 22 (81,5

Basaloide 14 (22,2) 0,323 46 (73.0) 0,715

HER2 2 (11,1) 13 (72,2)

% nimero de casos avaliaveis de total de 144 pacientes submetidos a quimioterapia (QT)
neoadjuvante
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Um total de 24 pacientes foi submetido a bidpsia cutanea. Apenas 4
das 18 pacientes com CIM tiveram biopsia cutanea positiva para
malignidade, enquanto em nenhuma paciente do grupo CANI se
encontraram células neoplasicas ao estudo histologico (Tabela 4). A baixa
positividade fez com que se entendesse que a pesquisa com PCR do
material coletado prospectivamente traria informacdes pouco consistentes,
motivo pelo qual se optou por prescindir dessa ferramenta molecular em
favor da andlise exclusiva dos blocos de parafina mantidos em arquivo,

através de imuno-histoquimica.

Tabela 4 - Positividade da biopsia cutanea, de acordo com o fenotipo da
doenca.

CANI (N=10) CIM (N=18) p
No. (%) No. (%)
Bi6psia cutanea
Positiva 0 (0) 4 (22) 0,26
Negativa 10 (100) 14 (78)

CANI, carcinoma avancado ndo-inflamatério; CIM, carcinoma inflamatério de mama.

Os blocos de parafina dos 194 pacientes foram rastreados. Apenas
123 blocos (63% do total) foram efetivamente disponibilizados para a
confeccdo do TMA. Os motivos de exclusdo dos blocos da analise
patolégica foram identificados na Figura 13. A principal causa de perda de
material foi a ndo-localizacdo de blocos, uma vez que varios deles eram

mantidos em arquivo em outras institui¢coes.
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194 casos rasireados

99 casos com material de 95 casos com material de
carcinoma inflamatdrio carcinoma nac-inflamatdrio

42 casos excluidos da andlise

32 blocos nao localizados 29 casos excluidos da analise

7 blocos com material escasso 14 blocos nao localizados

1 bloco com material incorreto [ | 13 blocos com material escasso
1 bloco sem neoplasia 2 blocos com material incorreto
1 bloco fragmentado no TMA

TMA: 57 blocos com material TMA: 68 blocos com material
de carcinoma inflamatdrio de carcinoma nio-inflamatdrio

Figura 13 - Fluxograma dos blocos de parafina rastreados. TMA, tissue

microarray.

As Figuras 14 a 19 ilustram os escores de marcagédo dos diferentes
marcadores pesquisados. A expressao de CXCL12, quando presente, foi
discreta (figura 15), ao passo que houve marcacao forte por CXCR1 na
quase totalidade dos tumores investigados (Figura 17). A expressao de
FOXP3 e PD-L1 foi rara nas amostras (Figura 19). A Figura 20 mostra os
controles positivos das reagoes.

A expressdao de CXCR4 foi maior nas pacientes com CIM, assim
como nas doentes que desenvolveram metastases em algum momento do
curso da neoplasia e nas pacientes com tumores nao-triplo-negativos. A taxa
de RCp foi significativamente menor nas pacientes CXCR4-positivos (Tabela

5).
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Figura 14 - Escores de expresso_d_e CXCR4 nas pacientes com cancer de

mama analisadas. A, B, C e D, escores 0, 1+ 2+ e 3+, respectivamente. Imagens de

microscopio com aumento de 200 vezes.
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Figura 15 - Escores de expressdo de CXCL12 nas pacientes com cancer de
mama analisadas. A, B e C, escores 0, 1+ e 2+, respectivamente. Imagens de

microscopio com aumento de 200 vezes.
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Figura 16 - Escores de expressdo de CCR7 nas pacientes com cancer de

mama analisadas. A, Membrana 1+, Citoplasma 0; B, Membrana 2+, citoplasma 1+; C,
membrana 3+, citoplasma 2+; D, membrana 3+, citoplasma 3+. Imagens de microscopio

com aumento de 200 vezes.
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Figura 17 - Escores de expressado de CXCR1 nas pacientes com cancer de

mama analisadas. A e B, escores 2+ e 3+, respectivamente. Imagens de microscopio

com aumento de 200 vezes.

Assim como CXCRA4, a expresséo citoplasmatica de CCR7 e CXCR1
associou-se com menor taxa de RCp (Tabelas 7 e 9).

A expressdo de CCR7 foi maior entre os tumores hormonio-sensiveis
e nao-triplo-negativos, independente de a marcacao ter sido pesquisada no
citoplasma ou na membrana (Tabela 9).

Apenas 6 pacientes foram considerados FOXP3-positivos. A detecgéo
de FOXP3 no estroma mostrou-se correlacionada com menor incidéncia de
metastases e com menor resposta a quimioterapia neoadjuvante (Tabela

10).
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Figura 18 - Escores de expresséo de fosfo-mTOR nas pacientes com cancer

de mama analisadas. A, B, C e D, escores 0, 1+ 2+ e 3+, respectivamente. Imagens de

microscopio com aumento de 200 vezes.
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Figura 19 - Escores de expressdo de FOXP3 (A e B) e PD-L1 (C e D) nas
pacientes com cancer de mama analisadas. A e C, marcago citoplasmatica em

menos de 1% das células; B e D, marcagéo citoplasmatica em mais de 1% das células.

Imagens de microscopio com aumento de 200 vezes.
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Figura 20 - Controles positivos das reacdes. A e B, CXCR4 e CXCL12,
respectivamente, em amostra de figado. C, CCR7 no bacgo. D, E e F, CXCR1, FOXP3 e PD-

L1, respectivamente, na tonsila palatina. G, fosfo-mTOR na préstata. Imagens de

microscopio com aumento de 200 vezes.
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Tabela 5 - Expressdo de CXCR4 de acordo com as caracteristicas clinico-
patolégicas.

CXCR4-negativo (N=15) CXCR4-positivo (N=77)

Caracteristica® No. (%) No. (%) P

Status linfonodal

NO-1 8 (57,1) 37 (50,0)

N2-3 6 (42,9) 37 (50,0) Bio
Metastase

Qualquer 0 (0,0) 29 (38,7) 0,002

Osso 0(0,0) 9 (12,0) 0,347

Figado 0(0,0) 12 (16,0) 0,205

Pulmé&o 0 (0,0) 6 (8,0) 0,584

SNC 0 (0,0) 4 (5,3) 1,000

Pleura 0 (0,0) 6 (8,0) 0,584

Linfonodo 0 (0,0) 11 (14,7) 0,200
Fendétipo

N&o-inflamatério 12 (80,0) 37 (48,1) 0.023

Inflamatério 3(20,0) 40 (51,9) '
Receptor hormonal

Negativo 13 (86,7) 48 (63,2) 0131

Positivo 2(13,3) 28 (36,8) ’
HER2

Negativo 14 (93,3) 54 (79,4) 0.285

Positivo 1(6,7) 14 (20,6) '
Triplo-negativo

N&o-triplo-negativo 3(20,0) 37 (51,4) 0.026

Triplo-negativo 12 (80,0) 35 (48,6) '
Resposta a QT neoadjuvante

Ausente 0 (0,0) 15 (26,8) 0101

Presente 10 (100,0) 41 (73,2) '
RCp

Ausente 6 (60,0) 52 (92,9) 0015

Presente 4 (40,0) 4(7,1) '

® nimero de casos avaliaveis de total de 188 pacientes; QT, quimioterapia; RCp, resposta

patolégica completa; SNC, sistema nervoso central.

N&o se observou correlagdo estatisticamente significativa entre
CXCL12, fosfo-mTOR, FOXP3 tumoral ou PD-L1 e qualquer das
caracteristicas clinico-patoldgicas pesquisadas (Tabelas 6, 8, 10 e 11).

A andlise univariada, detectou-se associacdo entre status linfonodal
(N2-3 vs. NO-1), doenga metastatica a apresentagéo, carcinoma inflamatorio
e auséncia de resposta a quimioterapia neoadjuvante com pior sobrevida
global. A andlise multivariada, mostraram-se fatores independentes de mau
prognéstico o status linfonodal N2-3, o fendétipo inflamatorio e a auséncia de

resposta a quimioterapia neoadjuvante (Tabela 12).
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Figura 21 - Sobrevida global de acordo com a expressdo de CXCR4. HR,

hazard ratio; IC 95%, intervalo de confianca 95%; NA, ndo se aplica; SG 5 anos, sobrevida

global em 5 anos.

N&o foi possivel efetuar regressdo de Cox com a variavel CXCR4,
devido a auséncia de eventos no grupo com baixa expressdo do receptor.
Deve-se reportar que foi observado maior nimero de mortes no grupo
CXCR4-positivo (39% vs. 0%; P=0,002), e que a analise log-rank mostrou
pior sobrevida no grupo com maior expressao do receptor (P=0,014) (Figura
21). Quando realizada analise multivariada das variaveis associadas a
menor SLD, observou-se que status inflamatorio, auséncia de resposta a
quimioterapia neoadjuvante e presenca de invasdo angiolinfatica
comportaram-se como fatores prognosticos adversos com valor

independente (Tabela 12).
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Tabela 6 - Expressdo de CXCL12 de acordo com as caracteristicas clinico-

patolégicas.

CXCL12-negativo (N=47)

CXCL12-positivo (N=38)

.. a
Caracteristica No. (%) No. (%) P

Status linfonodal

NO-1 22 (50,0) 16 (43,2) 0544

N2-3 22 (50,0) 21 (56,8) ’
Metastase

Qualquer 15 (31,9) 13 (36,1) 0,689

Osso 6 (12,8) 6 (16,7) 0,617

Figado 7 (14,9) 4(11,1) 0,749

Pulméao 4 (8,5) 1(2,8) 0,382

SNC 2(4,3) 1(2,8) 1,000

Pleura 4 (8,5) 2 (5,6) 0,606

Linfonodo 3(6,4) 5(13,9) 0,284
Fendétipo

N&o-inflamatério 26 (55,3) 15 (39,5) 0.146

Inflamatério 21 (44,7) 23 (60,5) '
Receptor hormonal

Negativo 29 (63,0) 22 (57,9) 0.631

Positivo 17 (37,0) 16 (42,1) '
HER2

Negativo 39 (86,7) 25 (78,1) 0324

Positivo 6 (13,3) 7 (21,9) '
Triplo-negativo

N&o-triplo-negativo 19 (42,2) 21 (58,3) 0150

Triplo-negativo 26 (57,8) 15 (41,7) '
Resposta a QT neoadjuvante

Ausente 5(15,2) 6 (24,0) 0.504

Presente 28 (84,8) 19 (76,0) '
RCp

Ausente 30 (90,9) 24 (96,0) 0627

Presente 3(9,1) 1(4,0) '

® nimero de casos avaliaveis de total de 188 pacientes; QT, quimioterapia; RCp, resposta
patolégica completa; SNC, sistema nervoso central.



Tabela 7 - Expressdo de CXCR1 de acordo com as caracteristicas clinico-
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patoldgicas.
Caracteristica® CXCRl-r’lleog.%l/ov)o (N=29) CXCRl-R(()fl(t;/\;)o (N=48) =

Status linfonodal

NO-1 14 (50,0) 21 (46,7) 0782

N2-3 14 (50,0) 24 (53,3) ’
Metastase

Qualquer 8 (27,6) 15 (32,6) 0,646

Osso 4(13,8) 5(10,9) 0,727

Figado 3(10,3) 8 (17,4) 0,513

Pulmé&o 3(10,3) 1(2,2) 0,292

SNC 1(3,4) 1(2,2) 1,000

Pleura 1(3,4) 3(6,5) 1,000

Linfonodo 2(6,9) 3(6,5) 1,000
Fenétipo

Nao-inflamat6rio 19 (65,5) 23 (47,9) 0133

Inflamatorio 10 (34,5) 25 (52,1) ’
Receptor hormonal

Negativo 21 (75,0) 29 (60,4) 0.196

Positivo 7 (25,0) 19 (39,6) '
HER2

Negativo 20 (74,1) 37 (86,0) 0210

Positivo 7 (25,9) 6 (14,0) ’
Triplo-negativo

N&o-triplo-negativo 11 (40,7) 23 (48,9) 0.496

Triplo-negativo 16 (59,3) 24 (51,1) '
Resposta a QT neoadjuvante

Ausente 6 (28,6) 5 (14,7) 0300

Presente 15 (71,4) 29 (85,3) ’
RCp

Ausente 17 (81) 34 (100,0) 0.018

Presente 4(19,0) 0 (0,0 '

% nimero de casos avaliaveis de total de 188 pacientes; QT, quimioterapia; RCp, resposta

patolégica completa; SNC, sistema nervoso central.



77

Tabela 8 - Expressdo de fosfo-mTOR (p-mTOR) de acordo com as
caracteristicas clinico-patoldgicas.

p-mTOR-negativo (N=33) p-mTOR-positivo (N=63)

PO a
Caracteristica No. (%) No. (%) P

Status linfonodal

NO-1 12 (38,7) 32 (52,5) 0212

N2-3 19 (61,3) 29 (47,5) ’
Metastase

Qualquer 14 (42,4) 21 (34,4) 0,444

Osso 4(12,1) 11 (18,0) 0,455

Figado 5(15,2) 9 (14,8) 1,000

Pulméo 5(15,2) 34,9 0,124

SNC 1(3,0) 4 (6,6) 0,654

Pleura 4(12,1) 34,9 0,236

Linfonodo 6 (18,2) 4 (6,6) 0,157
Fenotipo

N&o-inflamatério 14 (42,4) 34 (54,0) 0283

Inflamatério 19 (57,6) 29 (46,0) '
Receptor hormonal

Negativo 23 (71,9) 37 (58,7) 0.209

Positivo 9(28,1) 26 (41,3) '
HER2

Negativo 24 (82,8) 47 (82,5) 0972

Positivo 5(17,2) 10 (17,5) '
Triplo-negativo

N&o-triplo-negativo 12 (38,7) 32 (53,3) 0.186

Triplo-negativo 19 (61,3) 28 (46,7) '
Resposta a QT neoadjuvante

Ausente 3(16,7) 11 (22,4) 0.743

Presente 15 (83,3) 38 (77,6) '
RCp

Ausente 15 (83,3) 44 (89,8) 0.672

Presente 3(16,7) 5(10,2) '

#namero de casos avaliaveis de total de 188 pacientes; RCp, resposta patoldgica completa;

SNC, sistema nervoso central.

Observou-se uma associacdo entre p-mTOR e a expressao

citoplasmatica ou membranar de CCR7. Detectou-se também associacao

positiva entre CCR7 citoplasmatica e CXCR1, assim como com CCRY

membranar (Tabelas 13 e 14).



Tabela 9 - Expressao de CCR7 de acordo com as caracteristicas clinico-patolégicas e o sitio de marcacao celular.

CCRY7 citoplasmatico CCR7 membranar
... a
Caracteristica Negativo (N=32) ___ Positivo (N=52) P Negativo (N=28) Positivo (N=56) P
No. (%) No. (%) No. (%) No. (%)
Status linfonodal
NO-1 16 (55,2) 25 (48,1) 11 (42,3) 30 (54,5)
N2-3 13 (44.8) 27 (51.9) el 15 (57.5) 25 (45.5) peits:
Metastase
Qualquer 12 (37,5) 14 (28,0) 0,367 11 (39.3) 15 (27,8) 0,288
Osso 4 (12,5) 6 (12,0) 1,000 4 (14,3) 6 (11,1) 0,729
Figado 6 (18,8) 4 (8,0) 0,177 5(17,9) 5(9,3) 0,298
Pulmao 4 (12,5) 1(2,0) 0,073 2(7.1) 3(5.6) 1,000
SNC 1(3,1) 2 (4,0) 1,000 1(3,6) 2(3,7) 1,000
Pleura 3(9,4) 3(6,0) 0,674 2(7.1) 4(7,4) 1,000
Linfonodo 4 (12,5) 5 (10,0) 0,731 3(10,7) 6 (11,1) 1,000
Fendtipo
Né&o-inflamatdrio 17 (53,1) 25 (48,1) 0.653 16 (57,1) 26 (46,4) 0.355
Inflamatdrio 15 (46,9) 27 (51,9) : 12 (42,9) 30 (53,6) :
Receptor hormonal
Negativo 25 (80,6) 27 (51,9) 0009 22 (78,6) 30 (54,5) 0032
Positivo 6 (19,4) 25 (48,1) ' 6 (21,4) 25 (45,5) '
HER2
Negativo 25 (83,3) 38 (80,9) 0.783 24 (92,3) 39 (76,5) 0.122
Positivo 5 (16,7) 9 (19,1) 2(7,7) 12 (23,5)
Triplo-negativo
N&o-triplo-negativo 9 (30,0) 30 (58,8) 0012 8 (30,8) 31 (56,4) 0031
Triplo-negativo 21 (70,0) 21 (41,2) ' 18 (69,2) 24 (43,6) !
Resposta a QT neoadjuvante
Ausente 4 (19,0) 7 (17,9) 1.000 2 (11,8) 9 (20,9) 0.712
Presente 17 (81,0) 32(82,1) : 15 (88,2) 34 (79,1) :
RCp
Ausente 17 (81) 38 (97,4) 3(100,0) 52 (91,2)
Presente 4(19,0) 1(2,6) 0,046 0 (0,0) 5(8.8) 1,000

#numero de casos avaliaveis de total de 188 pacientes; QT, quimioterapia; RCp, resposta patologica completa; SNC, sistema nervoso central.
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Tabela 10 - Expressao de FOXP3 de acordo com as caracteristicas clinico-patoldgicas e o sitio de marcacao.

FOXP3 tumoral FOXP3 estromal
f e a
Caracteristica Negativo (N=71) Positivo (N=7) P Negativo (N=57) Positivo (N=6) P
No. (%) No. (%) No. (%) No. (%)
Status linfonodal
NO-1 34 (50,7) 4 (57,1) 22 (48,9) 3 (50,0)
N2-3 33 (49.3) 3 (42.9) S0 23 (51.1) 3 (50.0) Lalb0
Metastase
Qualquer 21 (29,6) 2 (28,6) 1,000 23 (48,9) 0(0,0) 0,030
Osso 8 (11,3) 1(14,3) 1,000 9(19,1) 0 (0,0) 0,574
Figado 10 (14,1) 0 (0,0) 0,586 10 (21,3) 0 (0,0) 0,581
Pulmao 2(2.,8) 1(14,3) 0,249 3(6,4) 0 (0,0) 1,000
SNC 2(2,8) 0 (0,0) 1,000 2 (4,3) 0 (0,0) 1,000
Pleura 4 (5,6) 0 (0,0) 1,000 4 (8,5) 0 (0,0) 1,000
Linfonodo 7(9,9) 1(14,3) 0,546 8 (17,0) 0 (0,0) 0,574
Fendtipo
Né&o-inflamatdrio 42 (59,2) 2 (28,6) 0.229 18 (38,3) 1(16,7) 0.402
Inflamatdrio 29 (40,8) 5(71,4) : 29 (61,7) 5 (83,3) :
Receptor hormonal
Neg.a.tlvo 49 (70,0) 4 (57,1) 0,671 26 (55,3) 2 (40,0) 0,652
Positivo 21 (30,0) 3(42,9) 21 (44,7) 3 (60,0)
HER2
Negativo 53 (82,8) 5 (71,4) 28 (68,3) 5 (100,0)
Positivo 11 (17.2) 2 (28.6) disey 13 (31.7) 0(0.0) Ui
Triplo-negativo
N&o-triplo-negativo 27 (40,3) 4 (57,1) 0443 28 (63,6) 3(60,0) 1000
Triplo-negativo 40 (59,7) 3(42,9) ' 16 (36,4) 2 (40,0) !
Resposta a QT neoadjuvante
Ausente 9 (17,6) 1(14,3) 4 (11,4) 3 (50,0)
Presente 42 (82,4) 6 (85,7) 000 31 (88,6) 3 (50,0) e
RCp
Ausente 43 (84,3) 7 (100,0) 33 (94,3) 6 (100,0)
Presente 8 (15.7) 0(0,0) 0,577 2 (5.7) 0(0,0) 1,000

#numero de casos avaliaveis de total de 188 pacientes; QT, quimioterapia; RCp, resposta patologica completa; SNC, sistema nervoso central.
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Tabela 11 - Expressao de PD-L1 de acordo com as caracteristicas clinico-patolégicas e o sitio de marcacéao.

PD-L1 tumoral PD-L1 estromal
... a
Caracteristica Negativo (N=84) Positivo (N=3) P Negativo (N=66) Positivo (N=4) P
No. (%) No. (%) No. (%) No. (%)
Status linfonodal
NO-1 43 (53,1) 1(33,3) 33 (51,6) 2 (50,0)
N2-3 38 (46.9) 2 (66.7) Yo 31 (48.4) 2 (50.0) Lalb0
Metastase
Qualquer 31 (37,8) 0 (0,0) 0,297 28 (43,8) 2 (50,0) 1,000
Osso 11 (13,4) 0(0,0) 1,000 11 (17,2) 0 (0,0) 1,000
Figado 14 (17,1) 0(0,0) 1,000 13 (20,3) 1 (25,0) 1,000
Pulmao 6 (7.3) 0 (0,0) 1,000 5(7.8) 0 (0,0) 1,000
SNC 4(4,9) 0 (0,0) 1,000 3(4,7) 1 (25,0) 0,220
Pleura 6 (7,3) 0 (0,0) 1,000 5(7,8) 0 (0,0) 1,000
Linfonodo 9 (11,0) 0 (0,0) 1,000 9(14,1) 0 (0,0) 1,000
Fendtipo
Né&o-inflamatdrio 38 (45,2) 2 (66,7) 0,592 22 (33,3) 1 (25,0) 1.000
Inflamatdrio 46 (54,8) 1(33,3) : 44 (66,7) 3 (75,0) :
Receptor hormonal
Negativo 16 (27,6) 0 (0,0) 12 (25,2) 1 (25,0)
Positivo 42 (72.4) 2 (100,0) 1,000 35 (74.5) 3 (75.0) 1,000
HER2
Negativo 52 (62,7) 2 (66,7) 34 (52,3) 3 (75,0)
Positivo 31 (37.3) 1(33.3) L0 31 (47.7) 1(25.0) e
Triplo-negativo
N&o-triplo-negativo 59 (79,7) 3 (100,0) 1000 41 (73,2) 4 (100,0) 0564
Triplo-negativo 15 (20,3) 0 (0,0) ' 15 (26,8) 0 (0,0) !
Resposta a QT neoadjuvante
Ausente 41 (51,9) 1(33,3) 0,611 41 (67,2) 1 (25,0) 0123
Presente 38 (48,1) 2 (66,7) : 20 (32,8) 3 (75,0) :
RCp
Ausente 54 (93,1) 1 (50,0) 44 (93,6) 4 (100,0)
Presente 4(6.9) 1 (50.0) 0,161 3 (6.4) 0(0,0) 1,000

#numero de casos avaliaveis de total de 188 pacientes; QT, quimioterapia; RCp, resposta patologica completa; SNC, sistema nervoso central.
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Tabela 12 - Analise univariada e multivariada da sobrevida global e sobrevida livre de doenca.

Variavel

Sobrevida global

Sobrevida livre de doenca

Andlise univariada

Andlise multivariada

Andlise univariada

Anédlise multivariada

HR (IC 95%) P HR (IC 95%) P HR (IC 95%) P HR (IC 95%) P

N2-3 (vs. NO-1) 1,84 (1,14-2,97) 0,012 1,80 (1,09-2,98) 0,021 1,43 (0,87-2,36) 0,156

M1 (vs. MO) 2,09 (1,21-3,63) 0,008 1,34 (0,73-2,44) 0,337 NA NA

Inflamatorio (vs. ndo) 2,81 (1,68-4,71) <0,001 1,95 (1,12-3,37) 0,017 2,31 (1,39-3,83) 0,001 2,68 (1,23-5,84) 0,013
Resposta a QT neo 0,19 (0,11-0,35) <0,001 0,43 (0,32-0,58) <0,001 0,32 (0,19-0,56) <0,001 0,36 (0,16-0,84) 0,018
RCp 0,36 (0,13-1,03) 0,057 0,45 (0,20-1,01) 0,053

Expresséo hormonal 0,67 (0,41-1,10) 0,116 0,93 (0,56-1,54) 0,783

HER2 1,24 (0,69-2,22) 0,46 1,26 (0,68-2,35) 0,448

Triplo-negativo 1,16 (0,71-1,89) 0,534 0,86 (0,51-1,44) 0,579

Invasao angiolinfatica 2,21 (0,90-5,45) 0,084 2,60 (1,13-5,98) 0,024 3,65 (1,48-8,99) 0,005
Diferenciacao (G1-2 vs. 3) 0,78 (0,57-2,06) 0,782 0,77 (0,42-1,43) 0,421

CXCR4? NA NA NA NA 5,89 (0,79-43,7) 0,083

CXCL12 1,32 (0,64-2,73) 0,442 1,19 (0,51-2,76) 0,679

CCR7 membranar 1,31 (0,55-3,12) 0,539 1,27 (0,49-3,26) 0,617

CCRY citoplasmatico 0,93 (0,42-2,07) 0,877 1,15 (0,46-2,84) 0,760

CXCR1 1,79 (0,75-4,31) 0,188 1,22 (0,49-3,00) 0,658

p-mTOR 0,67 (0,33-1,35) 0,272 0,92 (0,41-2,07) 0,856

FOXP3 tumoral 0,42 (0,05-3,17) 0,406 0,85 (0,23-3,09) 0,857

FOXP3 estromal 0,75 (0,17-3,22) 0,700 0,38 (0,05-2,98) 0,363

PD-L1 tumoral 0,04 (0,00-135,52) 0,451 0,04 (0,00-133,62) 0,448

PD-L1 estromal 0,71 (0,09-5,28) 0,745 0,87 (0,11-6,49) 0,893

®n&o foi possivel efetuar regressdo COX; HR, hazard ratio; IC 95%, intervalo de confianga 95%; NA, ndo se aplica; neo, neoadjuvante; p-mTOR,
fosfo-mTOR; QT, quimioterapia; RCp, resposta patolégica completa.
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Tabela 13 - Correlacéo entre os marcadores.

Marcador CXCR4 CXCL12 CCR7-c CCR7-m CXCR1 p-mTOR FOXP3-t FOXP3-e PD-L1-t PD-L1-e
CXCR4 = 0,745 0,520 0,097 0,751 0,205 0,343 1,000 0,258 1,000
CXCL12 0,745 - 0,064 1,000 0,804 0,258 1,000 0,202 1,000 0,618
CCR7-c 0,520 0,064 = <0,001 0,042 <0,001 1,000 0,665 1,000 0,303
CCR7-m 0,097 1,000 <0,001 - 0,799 0,004 0,407 0,164 1,000 0,571
CXCR1 0,751 0,804 0,042 0,799 - 0,625 1,000 0,056 1,000 0,312
p-mTOR 0,205 0,258 <0,001 0,004 0,625 - 0,690 0,659 0,556 1,000
FOXP3-t 0,343 1,000 1,000 0,407 1,000 0,690 - 0,174 1,000 1,000
FOXP3-e 1,000 0,202 0,665 0,164 0,056 0,659 0,174 - 1,000 1,000
PD-L1-t 0,258 1,000 1,000 1,000 1,000 0,556 1,000 1,000 = 0,057
PD-L1-e 1,000 0,618 0,303 0,571 0,312 1,000 1,000 1,000 0,057 -

Os valores correspondem ao valor-P das correlagdes. c,citoplasmatico; e, estromal; t; tumoral.
Tabela 14 - CorrelagGes estatisticamente significativas entre os marcadores.
CCRT7cC CCR7m
Marcador Negativo (N=32)  Positivo (N=52) P Negativo (N=29) Positivo (N=48) P
No. (%) No. (%) No. (%) No. (%)
Negativo 19 (59,4) 9 (17,3)
CIERY] Positivo 13 (40.6) 43 (82,7) BT,
Negativo 15 (48,4) 9(23,1)
CXCRL Positivo 16 (51.6) 30 (76,9) 0,042
i Negativo 20 (66,7) 12 (23,5) 17 (53,1) 10 (20,4)
P-mTOR  pisitivo 10 (33.3) 39 (76.5) oo 15 (46.9) 39 (79.6) e

p-mTOR, fosfo-mTOR.
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5 DISCUSSAO

5.1 CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS GERAIS

Estudos sobre carcinoma inflamatério foram prejudicados pela
caréncia de definicdo padronizada da condigdo. CIM pode ser definido de
diferentes formas, uma vez que ha apresentacdes fenotipicas distintas da
doenca (CHANG et al. 1998). Ademais, o0 aspecto histolégico ndo é
especifico, o que contribui para confusdo diagnéstica. Na parte prospectiva
desta pesquisa, foram adotados os critérios diagndsticos propostos por
painel de especialistas internacionais, o qual recomendou a presenca de: (1)
estabelecimento rapido de eritema, edema e/ou pele em casca de laranja
e/ou calor local; (2) eritema em pelo menos um terco da mama; e (3)
duracdo da historia de até seis meses (DAWOOD et al. 201l1la). O
diagnostico das pacientes na parte retrospectiva do estudo foi dado
conforme a avaliagdo dos médicos assistentes durante a abordagem inicial.

A Tabela 15 mostra as caracteristicas dos pacientes com CIM em
diferentes estudos. Dada a apresentagdo incomum do CIM, a maior parte
dos dados sobre desfechos clinicos é oriunda de pequenas séries de casos
de instituicdes isoladas (MATRO et al. 2015). Estudos de base populacional
também tém sido reportados, mas carecem de informacgdes importantes, tais
como caracteristicas clinico-patologicas e padrao de recidiva (WINGO et al.

2004).



Tabela 15 - Caracteristicas clinico-patolégicas de pacientes com carcinoma inflamatério de mama em diferentes estudos.
#Seguimento mediano dos pacientes vivos; NR, n&o reportado; NA, ndo se aplica; Pro, prospectivo; RE, receptor de estrégeno; Reg, registro; Ret,

retrospectivo; SG, sobrevida global; SM, sobrevida mediana; TS, tempo de seguimento.

Idade Estadio RE- HER2- Triplo- SG 5 anos SM (meses)
Autor N mediana Tipo TS \% NO/NL/NZ-3 positivo  positivo negativo -

(anos) (meses) %) (%) %) %) %) n v n v
Ueno et al. 1997 178 51 Ret 89° 0 NR 40 NR NR 40 NA 37 NA
Wingo et al. 2004 3626 57,6 Reg NR 25,3 NR NR NR NR NR NR NR NR
Low et al 2004 46 53 Pro 201% 0 NR 46 NR NR 36 NA 45,6 NA
Bertucci et al. 2004b 74 51 Retr 48 0 16/64/20 48 43 NR 41 NA 38 NA
Hance et al. 2005 3648 58 Reg NR NR 17/NRINR 54 NR NR NR NR NR NR
Cristofanilli et al. 2007 240 51 Ret 69 0 16/35/53 48 NR NR 40,5 NA NR NA
Gonzalez-Angulo et al. 2007 398 51 Reg 69,6% 0 14/NR/NR 37 39,2 NR 46,1 NA 50,4 NA
Dawood et al. 2011b 828 NR Reg 19 0 NR 51 NR NR NR NR NR NR
Robertson et al. 2010 70 55 Reg NR NR NR 42,9 44,3 32,9 NR NR NR NR
Schlichting et al. 2012 5526 57 Reg NR 19,6 NR 55,4 NR NR NR NR 57 21
Masuda et al. 2014 1075 50,1 Retr 38,4 22,3 16/42/42 44,5 36,7 24,8 47,8 24,8 NR NR
Matro et al. 2015 673 53 Ret 29 29 17/45/36 44 32 26 62 28 66 26
Este estudo 99 50,0 Ret 36,8° 27,6 14/33/53 42,9 24,4 36,6 41 0 47,8 27,3
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Tem-se reportado consistentemente que o diagndstico de carcinoma
inflamatorio se da em idade mais precoce, em comparagcdo com tumores
nao-inflamatorios. A Tabela 15 mostra que a idade mediana ao diagndstico
de CIM em diversos publica¢cdes variou entre 50 e 58 anos. Por outro lado, a
idade mediana ao diagnostico do cancer de mama é geralmente superior a
60 anos (CHANG et al. 1998). Andlise dos dados do programa de vigilancia
epidemiolégica norte-americano Surveillance, Epidemiology, and End
Results (SEER) evidenciou que a idade mediana quando do diagndstico de
carcinoma inflamatério e nao-inflamatorio entre mulheres brancas € de 57
anos e 62 anos, respectivamente (CHANG et al. 1998).

Quando se analisam apenas tumores localmente avancados, a
diferenca na idade ao diagnostico € menos evidente. Na presente pesquisa,
nao se identificou diferenca estatisticamente significativa na idade mediana
entre a populacdo com CIM e com carcinomas avan¢ados nao-inflamatorios.
De forma similar, analise de 4304 pacientes com cancer de mama
localmente avancado, incluindo 828 casos de tumor inflamatério, mostrou
que a distribuicdo etaria ndo diferiu de acordo com o fendtipo da doenca
(DAWOOD et al. 2011b).

Tumores inflamatorios de mama comumente carecem da expressao
de receptores hormonais. Diversos estudos tém mostrado que a expressao
de receptores de estrégenos é identificada em 40% a 50% das pacientes
com CIM (Tabela 15). Uma analise de 2.014 pacientes com CIM no Registro
de Céncer de California identificou a expresséo de receptores de estrégenos

(RE) em 56% dos casos, uma taxa inferior a detectada em pacientes com
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cancer de mama nao-T4 (80%) e em doentes com cancer de mama
localmente avancado (67%) (P<0,0001 em ambas as comparacdes) (ZELL
et al. 2009). A positividade hormonal de 42,9% observada nesta pesquisa
entre doentes com CIM esta em linha, portanto, com o habitualmente
reportado. Nao se identificou, no presente estudo, diferenca na expressao
hormonal entre as popula¢cdes com CIM e com CANI.

Tumores HERZ2-positivos compreendem 20% a 25% da populacdo
com cancer de mama (MATRO et al. 2015). Numerosos estudos tém
mostrado que, em pacientes com CIM, a incidéncia de neoplasias HER2-
positivas é mais alta, comumente entre 30% e 40% do total (Tabela 15). Por
exemplo, a experiéncia publicada a partir do Registro de Cancer da
Califérnia mostrou que a hiperexpressdo de HER2 é mais comum em
pacientes com CIM que em tumores ndo-T4 (40% vs. 22%, P<0,0001) (ZELL
et al. 2009).

A presente pesquisa detectou hiperexpressdo de HER2 em apenas
24,4% das pacientes com CIM, uma proporcado inferior a habitualmente
descrita em tumores inflamatérios, e que se assemelha a frequéncia
reportada na populacdo geral. Nao se demonstrou valor progndstico de
status HER2 nesta pesquisa, um achado similar ao reportado na populacéo
com CIM em diferentes publicacdes (PARTON et al. 2004; ZELL et al. 2009).

De forma geral, os tumores triplo-negativos correspondem a 12% a
17% do total de casos de cancer de mama (FOULKES et al. 2010). Neste
estudo, a populacédo de tumores triplo-negativos representou 36,6% do total

de carcinomas inflamatérios. O dado acompanha os relatos de multiplas
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publicacdes que identificaram uma incidéncia de triplo-negativos em 25% a
35% das pacientes com CIM (Tabela 14).

Entre os tumores avancados ndao-inflamatorios, a frequéncia de
tumores triplo-negativos observada foi de 51,8%, estatisticamente maior que
na populacdo CIM. Deve-se ressaltar que 24 pacientes com tumores triplo-
negativos de um segundo banco de dados, parte de uma avaliacdo mais
ampla do estudo de quimiocinas, foram incorporados ao grupo controle da
presente pesquisa, de forma a tornar mais robusta a avaliacdo da expressao
de biomarcadores. Portanto, reconhece-se haver um aumento artificial da
representacdo de doentes triplo-negativos no grupo néo-inflamatoério. Ao
excluirmos os 24 casos de tumores triplo-negativos que foram adicionados
ao grupo controle, os tumores triplo-negativos passam a constituir 32,8% do
total de carcinomas n&o-inflamatérios, uma taxa similar a observada no
grupo CIM. Ainda assim, a proporcdo de tumores triplo-negativos no grupo
controle foi substancialmente maior que a comumente descrita em tumores
de mama, o que sugere que a distribuicdo dos subtipos intrinsecos na
populacdo de tumores localmente avancados € distinta daquela do cancer
de mama em geral.

Buscou-se categorizar os tumores de mama nos diferentes subtipos
intrinsecos, a partir da correlacdo com os dados imuno-histoquimicos.
Observou-se que apenas 7% dos tumores foram definidos como luminais-A,
o grupo de menor proliferacdo e de curso clinico mais indolente, enquanto
21% foram classificados como luminais-B. Além disso, tumores luminais-B

foram mais frequentes no grupo de tumores inflamatorios, em comparacao
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com tumores nao-inflamatoérios. CHEANG et al. (2009), em analise de 2.847
neoplasias de mama hormonio-sensiveis, identificaram proporcdo de
tumores luminais-A e luminais-B de 59% e 34%, respectivamente.

Os dados da presente pesquisa indicam, portanto, que oS tumores
luminais-A séo infrequentemente representados dentre os tumores de mama
localmente avancados, o que contribui para explicar a agressividade da
doenca. Além disso, a maior proporcao de tumores luminais-B no grupo CIM
reforca a impressdo de que os tumores inflamatérios tém particularidades
biolégicas distintas daquelas dos tumores avancados nao-inflamatorios. Os
achados recapitulam as conclusdes de VAN LAERE et al. (2013), que
observaram que os subtipos moleculares agressivos (basaloide, HER2-
enriguecido, claudin-low e luminal-B) correspondem a 75% dos carcinomas
inflamatorios, mas a apenas 42% dos carcinomas nao-inflamatoérios.

Ressalte-se que 40% dos pacientes na pesquisa nao tinham valor de
Ki-67 documentado, uma vez que o marcador de proliferacdo somente
passou a ser reportado rotineiramente nos laudos histopatologicos do
Instituto do Cancer do Ceara em 2009. Isto impossibilitou a categorizacéo de
numerosos casos luminais, que foram excluidos da analise da variavel.
Todos os tumores triplo-negativos ou HER2, por sua vez, foram
devidamente classificados em seus subtipos intrinsecos, ja que o valor de
Ki-67 ndo é importante na definicho desses subgrupos. O fato levou a
minimizacdo da participacao relativa dos tumores luminais no conjunto de

tumores da pesquisa. Ainda assim, é possivel constatar que a relagéo
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tumores luminais-A/luminais-B € distinta da habitualmente reportada
(CHEANG et al. 2009).

O estudo do curso natural do cancer de mama exige um tempo longo
de seguimento. Meta-analise com dados individuais de mais de 46 mil
pacientes com doenca hormoénio-sensivel mostrou que a taxa de recorréncia
do cancer de mama se mantém constante ao longo dos anos 5 a 14 apos o
diagnéstico (PAN et al. 2016). O padrao é diferente do descrito na doenca
RE-negativa, na qual recidivas em curto espaco de tempo sdo comuns (LIN
e WINER 2008). Nesta pesquisa, a elevada incidéncia de tumores RE-
negativos observada e a alta agressividade do tumor inflamatorio
contribuiram para a observacao de recidivas precoces. O tempo mediano de
seguimento entre as pacientes vivas no presente estudo foi de 36,8 meses,
suficiente para capturar um numero robusto de recidivas e Obitos em uma
populacdo com neoplasia de alta agressividade, mas limitado para detectar
detalhes das pacientes com sobrevida em mais longo prazo. As séries de
casos de CIM publicados comumente tém descrito tempos de seguimento
inferiores a 3 a 5 anos (Tabela 15) (LOW et al. 2004).

Identificou-se taxa de sobrevida global em 5 anos de 41% nas
pacientes com CIM e estadio clinico Il analisadas neste estudo. A sobrevida
em 5 anos de pacientes no mesmo estadio tem sido reportada de forma
muito consistente entre 40% e 46% em diversos estudos (Tabela 15). Os
dados indicam que, apesar da gravidade do diagndstico, pacientes com CIM
submetidas a terapia multidisciplinar otimizada tém perspectiva concreta de

sobrevida em longo prazo. De fato, a analise de algumas séries com tempo
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de acompanhamento mais extenso permite identificar taxa de sobrevida em
10 anos em torno de 30% a 40% (PALANGIE et al. 1994; UENO et al. 1997,
LOW et al. 2004).

Resposta patologica completa tem sido associada com maior
sobrevida global em diversos estudos, inclusive no cenario do carcinoma
inflamatorio. A experiéncia do MD Anderson Cancer Center mostrou que a
sobrevida global em 5 anos de pacientes com CIM submetidos a
quimioterapia neoadjuvante aumentou de 37% para 82% (P=0,01) naquelas
doentes com resposta patoldgica completa nos linfonodos axilares
(HENNESSY et al. 2006). A associacdo entre RCp na mama e axila e maior
sobrevida também foi identificada em analise de 527 pacientes com CIM
tratados na mesma instituicdo, a excecdo do grupo com expressao de
receptores hormonais (RH) e simultanea positividade de HER2, no qual RCp
nao teve valor prognostico (MASUDA et al. 2014).

Na presente pesquisa, a analise univariada mostrou uma reducao em
49% do risco de 0Obito nos pacientes com RCp, achado que ndo se mostrou
estatisticamente significativo. A experiéncia do National Cancer Institute, nos
EUA, com 46 pacientes com CIM, também nao registrou diferenca
significativa de sobrevida de acordo com a presenca de RCp (LOW et al.
2004). Em ambos os casos, a auséncia de associacdo pode ser explicada

pelo nimero limitado de pacientes analisados.



Tabela 16 - Estudos sobre quimioterapia neoadjuvante em cancer de mama localmente avancado, incluindo carcinoma

inflamatorio.

Autor Populagéao N (total) N (CIM) Esquema terapéutico RCp (%)
Therasse et al. 2003 Todas 448 92 CEF vs. CEF intensificado 10vs. 14
Bertucci et al. 2004b Todas 74 74 Baseado em A ou E 26
Frasci et al. 2006 Todas 200 47 EP vs. CiEP 6 vs. 16*
Von Minckwitz et al. 2008 Todas 1390 30 DAC 21
Untch et al. 2010 HER2-negativo 1050 69 EC->DtX 15,7
Costa et al. 2010 Todas 287 93 TAC 8,3
Untch et al.2011a Todas 736 NR EC->P vs. Edd>Pdd->CMF 14,3 vs. 20,9*
Ellis et al. 2011 Todas 372 115 AC vs. AC metron6mico 20,7 vs. 24,3
Masuda et al. 2014 Todas 527 527 Varios 15,2
Este estudo 2017 Todas 187 99 Varios 12
Van Pelt et al. 2003 HER2-positivo 22 9 DH 40
Burstein et al. 2003 HER2-positivo 40 6 PH 18
Hurley et al. 2006 HER2-positivo 30 4 DCiH 13
Limentani et al. 2007 HER2-positivo 31 NR DVnH 39
Gianni et al. 2010 HER2-positivo 235 63 APCMF+H 19 vs. 38
Untch et al. 2010 HER2-positivo 445 45 EC>DH+X 31,7
Untch et al. 2011b HER2-positivo 217 4 EC->PH 39
Pierga et al. 2012 HER2-positivo 52 52 FECB->DBH 63,5
Masuda et al. 2014 HER2-positivo 200 200 VériostH 24,3
Von Minckwitz et al. 2014 HER2-positivo 273 NR PDIHL+Cb 36,8 vs. 32,8
Este estudo 2017 HER2-positivo 36 22 Varios+H 13,8
Von Minckwitz et al. 2014 Triplo-negativo 315 R PDIB+Cb 36,9 vs. 53,2*
Este estudo 2017 Triplo-negativo 78 34 Vérias 20,4

*P<0,05; A, doxorrubicina; B, bevacizumabe; C, ciclofosfamida; Cb, carboplatina; Ci, cisplatina; CIM, carcinoma inflamatério de mama; CMLA, cancer

de mama localmente avancgado; D, docetaxel; dd, dose densa; D{, doxorrubicina lipossomal; E, epirrubicina; F, fluorouracil, H, trastuzumabe; L,

lapatinibe; M, metotrexato; NR, ndo reportado; P, paclitaxel; RCp, resposta patolégica completa; Triplo-neg, triplo-negativo; V, vinorelbina; X,

capecitabina.
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A Tabela 16 lista os mais importantes estudos sobre quimioterapia
neoadjuvante em tumores localmente avancados de mama que incluiram
populacdo com CIM. A taxa de RCp nas publicagcbes que avaliaram
pacientes sem categorizacao por subtipo intrinseco variou de 6% a 26%. Na
presente pesquisa, a taxa de RCp identificada foi de 12%.

A taxa de RCp varia de acordo com o subtipo de cancer de mama. De
forma geral, pacientes com tumores HER2-positivos, RH-negativos ou triplo-
negativos tém taxas de RCp mais altas, quando comparados com pacientes
horménio-sensiveis (BASELGA et al. 2007; VON MINCKWITZ et al. 2014).
Um padrao similar é descrito em pacientes com CIM. Estudos que incluiram
apenas pacientes com doenca localmente avancada HER2-positiva
confirmaram a maior resposta a quimioterapia neoadjuvante, com taxas de
RCp em torno de 30% (Tabela 16).

Nesta pesquisa, os 36 doentes HER2-positivos incluidos tiveram RCp
de 13,8%, abaixo, portanto, do habitualmente descrito. Fracdo significativa
dos doentes ndo teve acesso a trastuzumabe junto a quimioterapia
neoadjuvante, uma vez que o0 agente anti-HER2 s6 se tornou disponivel no
Sistema Unico de Saude apds a publicacdo pela Secretaria de Ciéncia,
Tecnologia e Insumos Estratégicos da Portaria No. 18, de 25 de julho de
2012. O estudo de fase Il NOAH, que incluiu 235 pacientes HER2-positivas
tratadas com quimioterapia neoadjuvante associada ou ndo a trastuzumabe,
mostrou que a adicdo do agente-alvo aumentou a RCp de 19% para 38%

(P=0,001) (GIANNI et al. 2010). A caréncia do agente anti-HER2 pode
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justificar, assim, a baixa RCp do grupo HERZ2-positivo identificada na
pesquisa.

Estudos dirigidos para tumores inflamatorios triplo-negativos sé&o
escassos. O estudo GeparSixto incluiu 315 pacientes com tumores de mama
triplo-negativos em estadios Il e lll, entre os quais cerca de 4% com CIM.
Identificou-se alta sensibilidade a quimioterapia. O tratamento neoadjuvante
com paclitaxel, doxorrubicina lipossomal e bevacizumabe proporcionou RCp
de 36,9%. Quando adicionado de carboplatina, observou-se aumento de
RCp para 53,2% (P=0,005) (VON MINCKWITZ et al. 2014). A experiéncia do
MD Anderson Cancer Center com 527 pacientes com diagndéstico de CIM
mostrou dados mais modestos, com RCp de 12,4% no grupo triplo-negativo
(MASUDA et al. 2014). O presente estudo identificou RCp em 22,2% e 9,6%
dos tumores triplo-negativos e n&o-triplo-negativos  analisados,
respectivamente (P=0,042) (Tabela 3), o que reforca a impressado de maior
sensibilidade desse grupo de tumores a quimioterapia.

Na presente pesquisa, ndo se observou diferenca significativa na RCp
quando analisados subgrupos de acordo com a expressdo hormonal e o
status HER2. Contudo, o pequeno numero de individuos em cada subgrupo
minimiza o poder dessa andlise. Ademais, a indisponibilidade do
trastuzumabe no tratamento neoadjuvante fez as taxas de RCp dos grupos
HER2-positivo e HER2-negativo convergirem, conforme discutido
anteriormente. Nao foi proposito deste trabalho detectar diferencas entre os
varios subtipos intrinsecos de cancer de mama, motivo pelo qual ele nao foi

dimensionado para tal.
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N&o se identificou nesta pesquisa diferenca significativa na RCp entre
pacientes com CIM ou com CANI (Tabela 3). CRISTOFANILLI et al. (2007)
descreveram as caracteristicas de 1071 pacientes com doenca localmente
avancada e também nao observaram diferenca entre a RPc dos pacientes
com CIM ou CANI (11,7% e 13,9%, respectivamente. Observacao similar foi
reportada em subanalise do estudo GeparTrio, que descreveu taxa de RCp
de 8,6% e 11,3% em pacientes com CIM e CANI, respectivamente. No
mesmo estudo, pacientes com tumor inicialmente operavel (T2-3) tiveram
resposta patolégica completa de 17,7%, significativamente superior a dos
outros grupos (COSTA et al. 2010). Entretanto, a analise multivariada
mostrou que o estadio clinico, por si, ndo foi um preditor independente de
RCp, e que as diferentes taxas de RCp observadas provavelmente se
deveram a heterogeneidade nas caracteristicas dos tumores, como o status
hormonal (COSTA et al. 2010). Portanto, ndo se pode afirmar de forma clara
que pacientes com CIM tém resposta a quimioterapia neoadjuvante inferior a
dos carcinomas localmente avancados nao-inflamatorios ou a de pacientes
com estadios iniciais, desde que pareados por subtipo intrinseco.

Dentre os pacientes tratados com intuito curativo, mostrou-se que
pacientes com CIM tiveram maior incidéncia de recidiva, em comparacao
com pacientes com CANI. Considerando tanto as pacientes com doenca
metastatica a apresentacédo inicial quanto aquelas nas quais metastases se
apresentaram apos o tratamento local, detectou-se maior incidéncia de
implantes a distancia nas pacientes com CIM em comparacao com doentes

com tumores de mama nao-inflamatdrios, em especial em 0ssos, pleura e
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linfonodos. De forma similar, CRISTOFANILLI et al. (2007) mostraram que,
em comparacdo com pacientes com tumores avancados nao-inflamatérios,
doentes com CIM tiveram maior incidéncia cumulativa de recorréncia
locorregional e de recorréncia a distancia em o0ssos e partes moles. Os
dados indicam que o CIM tem maior potencial de disseminacdo metastatica,
e que caracteristicas biologicas préprias do CIM podem direcionar as células
neoplasicas a sitios especificos. Uma expressao diferencial de quimiocinas é
um fator candidato a justificar esse fenémeno.

Observou-se uma associacdo estatisticamente significativa entre a
presenca de resposta a quimioterapia neoadjuvante, identificada em 77%
dos pacientes avaliaveis, e sobrevida global. E um achado semelhante ao
descrito por UENO et al. (1997) que reportaram um aumento da sobrevida
global e da sobrevida livre de doenca em 15 anos no grupo com resposta
parcial ou completa ao tratamento neoadjuvante. A auséncia de reducao
tumoral no tumor primario € um marcador de resisténcia das
micrometastases ao tratamento sistémico, o que torna 0s pacientes mais
suscetiveis a recidiva tumoral e a mortalidade por cancer. Resposta a
quimioterapia neoadjuvante, fenoétipo inflamatério e maior status nodal
mostraram ter valor progndstico independente, enquanto status metastatico
ao diagnostico teve correlacdo com sobrevida apenas a analise univariada.
Os achados reafirmam o mau prognéstico atribuivel ao carcinoma
inflamatorio da mama.

N&o foi possivel identificar associacéo significativa entre presenca de

receptores hormonais e maior sobrevida global. O melhor prognoéstico da
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doenca RE-positiva foi documentado nas pacientes com cancer de mama
inicial e, embora existam dados conflitantes, também na doenca localmente
avancada. A analise de informacfes populacionais derivadas do banco de
dados SEER mostrou que a sobrevida mediana em pacientes com CIM e
RE-negativo é metade da encontrada em pacientes com expressao
hormonal (2 anos vs. 4 anos, respectivamente; P<0,0001) (HANCE et al.
2005). De forma similar, SORLIE et al. (2014) analisaram tumores
localmente avancados e mostraram que o0s subtipos intrinsecos luminal-A e
luminal-B, normalmente caracterizados por expressdo hormonal a imuno-
histoquimica, tiveram melhor prognostico que os outros grupos. Por outro
lado, em achado similar ao da presente pesquisa, a positividade hormonal
isoladamente n&o esteve associada com melhor sobrevida em analise
retrospectiva de 527 pacientes com CIM tratados no MD Anderson Cancer
Center (MASUDA et al. 2014).

A auséncia de diferenca de sobrevida entre os grupos RE-positivo e
RE-negativo no presente estudo poderia ser explicada pelo niamero limitado
de pacientes da populacéo analisada. O grupo RH-positivo teve reducao néo
significativa do risco de 6bito em 34%, o que faz especular que o aumento
da amostragem poderia prover significancia estatistica a analise. Além disso,
o ligeiro desequilibrio entre as popula¢cdes quanto ao status hormonal
poderia ser implicado. Deve-se reconhecer que a adicao de 24 pacientes de
um segundo banco de dados ao grupo nao-inflamatério (de melhor
progndstico) pode ter inflado a sobrevida do grupo sem expressédo hormonal.

De fato, ap0s a remocdo desses 24 casos do grupo controle, a analise
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univariada mostrou que a expressdao hormonal passou a ter valor
prognéstico (HR 0,54; IC 95% 0,33-0,89; P=0,015).

O estudo da pele acometida mostrou presenca de tumor na derme de
apenas 4 das 18 pacientes com CIM biopsiadas. Este achado tornou
improducente a realizacdo de correlacdes clinico-patolégicas da expressao
de RNAm dos biomarcadores com as caracteristicas clinicas das doentes,
motivo pelo qual o estudo com PCR foi abortado ao longo do projeto. A
positividade limitada da biopsia cutanea tem sido repetidamente reportada
na literatura cientifica. Apesar de os émbolos serem um dos achados
histologicos mais consistentes no CIM, eles ndo sdo demonstrados em um
quarto dos pacientes com o diagnostico clinico da condicdo (CHARPIN et al.
1992; BONNIER et al. 1995). Em estudo de LOW et al. (2004) acometimento
da derme foi identificado em apenas 23 das 40 pacientes com CIM
submetidos a bidpsia cutanea. Os pesquisadores observaram que a
positividade em derme ndo mostrou impacto no prognostico das doentes.

Esses dados reafirmam a recomendacdo de que a presenca de
émbolos ao estudo histolégico ndo é necessaria para o diagnéstico de CIM
(ROBERTSON et al. 2010; MERAJVER et al. 2017), e reforcam a impressao
de que a hiperemia caracteristica do CIM ao exame fisico também se deve a
alteracbes de células nao-neoplasicas do parénquima mamario

(WOODWARD 2015).
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5.2 QUIMIOCINAS E DEMAIS MARCADORES EXPERIMENTAIS

5.2.1 CXCR4 e CXCL12

Esta pesquisa mostrou expressdo mais intensa de CXCR4 em
tumores inflamatdrios que ndo-inflamatorios. Estudo envolvendo tumores de
mama precoces identificou positividade de CXCR4 de apenas 5% e 11% em
tumores linfonodo-negativo e  linfonodo-positivo,  respectivamente
(CABIOGLU et al. 2005). Os dados contrastam com a taxa de 41%
encontrada em 444 pacientes com CIM em publicagdo do M.D. Anderson
Cancer Center (CABIOGLU et al. 2007), e de 93% na presente pesquisa.
Em tumores localmente avangcados ndo-inflamatoérios, este estudo identificou
uma incidéncia intermediaria de expressdo de CXCR4, de 75%,
significativamente inferior a detectada no CIM. Os achados sugerem que
CXCR4 tem importancia na patogénese dos tumores de mama avanc¢ados,
em especial do carcinoma inflamatario.

A diferenca de positividade entre os estudos € parcialmente explicada
pelos distintos pontos de corte utilizados na avaliacdo do receptor.
CABIOGLU et al. (2005b) definiram como tumores de alta expresséo de
CXCR4 aqueles com marcacéo citoplasmatica forte em pelo menos 30% das
células, ou moderada em pelo menos 50%. ANDRE et al. (2009), por outro
lado, utilizaram o ponto de corte de apenas 1%. Ja ZHANG et al. (2012)
definiram como CXCR4-positivos os tumores com mais de 5% das células
marcadas. Diversos outras formas de avaliar a positividade de CXCR4 foram

reportadas. Na presente pesquisa, optou-se por reproduzir a metodologia
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utiizada por ZHANG et al. (2012). Em comparacdo com os dados de
CABIOGLU et al (2005b), o ponto de corte mais baixo pode ter maximizado
a porcentagem de pacientes com expresséo do receptor.

A expressdao de CXCR4 associou-se com pior sobrevida global nas
pacientes incluidas na pesquisa. O valor prognostico adverso de CXCR4 no
cancer de mama foi evidenciado em diversos outros estudos. Meta-analise
de ZHANG et al. (2014) com 3.865 pacientes mostrou que o0 grupo de maior
expressao teve menor sobrevida livre de doenca (Risco Relativo [RR] 0,77,
IC 95% 0,70-0,86) e menor sobrevida global (RR 0,70, IC 95% 0,59-0,83). A
positividade de CXCR4 no citoplasma ou na membrana teve associacao
mais evidente com metastases a distancia, em comparacdo com a
expressdo nuclear. Uma segunda meta-analise, com 3.104 pacientes,
reforcou o poder progndstico adverso de CXCR4 (HR 2,02, IC 95% 1,43-
2,85) (XU et al. 2013).

Por outro lado, diversas publicacdes ndo mostraram associacéo entre
expressdo de CXCR4 e sobrevida (ANDRE et al. 2009; HASSAN et al. 2009;
MIRISOLA et al. 2009). A falta de uniformizacdo da forma de analisar
CXCR4 nos diferentes estudos pode ajudar a explicar a discrepancia dos
resultados.

A maior agressividade associada a CXCR4 tem sido atribuida a alta
proliferacdo celular, a resisténcia a apoptose, a maior invasao local e a
facilitacdo da disseminacdo linfatica e hematogénica associadas a
hiperexpressdo da proteina. Além disso, estudos tém mostrado que CXCR4

€ altamente expresso em ceélulas-tronco neoplasicas, as quais estdo
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associadas a resisténcia ao tratamento oncolégico (ZHANG et al. 2014). Em
conjunto, os dados podem justificar o pior prognoéstico dos tumores CXCR4-
positivos. Os tumores inflamatdrios de mama sdo especialmente associados
a varios dos fendbmenos carcinogénicos citados acima, tais como alta
atividade das vias de angiogénese e alta disseminacdo linfatica e
hematogénica. E possivel supor que CXCR4 ¢é um dos mediadores
responsaveis pelas caracteristicas biolégicas do CIM.

A meta-analise de ZHANG et al. (2014) mostrou que a hiperexpressao
de CXCR4 estd mais comumente associada com metastase axilar (risco
relativo [RR] 1,20, intervalo de confianca [IC] 95% 1,01-1,43). Na presente
pesquisa, ndo se documentou associacdo entre CXCR4 e presenca de
metastase axilar ou acometimento axilar mais extenso (N2 ou N3). Achado
similar ao presentemente descrito foi reportado por 10 dos 13 estudos
incluidos na meta-analise, os quais ndo encontraram associacao entre
CXCR4 e extensado da doenca linfonodal (ZHANG et al. 2014).

A heterogeneidade dos resultados indica que o impacto de CXCR4 na
predicdo de acometimento linfonodal € limitado, o que exigiria uma grande
casuistica para se detectar diferenca estatisticamente significativa. Ademais,
reforca, mais uma vez, a impressao de que a auséncia de uniformizacdo dos
métodos de analise de CXCR4 pode repercutir nos resultados.

Na presente pesquisa, observou-se que tumores CXCR4-positivos
estdo mais comumente associados a metastases a distancia que tumores
sem a expressao do receptor. O achado vai ao encontro dos dados de

ZHANG et al. (2014) que reportaram que tumores CXCR4-positivos tém
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maior risco de disseminacdo a distancia (RR 1,52, IC 95% 1,17-1,98), e
reforca a impressdo de que CXCR4 tem importancia no processo de
metastatizacao.

Diversos dados experimentais apontam para um alto potencial
metastatico da doenca CXCR4-positiva. A expressdo de CXCR4 pelo tumor
direciona células metastaticas para sitios onde CXCL12 é produzido em
grande quantidade, como o0sso, figado e pulméo (Figura 8) (XU et al. 2015).
Camundongos com imunodeficiéncia combinada severa inoculados com
células MDA-MB-231, que tém alta expressdo de CXCR4, desenvolveram
metastases espontaneas em pulmao, ao passo que a inoculacédo de células
MCF-7, que possuem baixa expressdo de CXCR4, ndo levou ao surgimento
de metastases a distancia (HELBIG et al. 2003). Em outro estudo, células
malignas que se implantaram no parénquima pulmonar exibiram maior
expressdo de CXCR4 quando comparado com as células parentais.
Ademais, anticorpos anti-CXCR4 inibiram a extravasacdo de células
neoplasicas no figado (WENDEL et al. 2012), além de terem reduzido
metastases de cancer de mama em pulmao e linfonodos (LUKER e LUKER
2006).

Nesta pesquisa, a doenca com expressdéo de CXCR4 foi
acompanhada de incidéncia numericamente superior de metastases em
0ssos, figado, pulméo, sistema nervoso central, pleura e linfonodos, ainda
que o pequeno numero de casos em cada sitio de metastase nao confira
poder estatistico a comparacdo sitio-por-sitio com tumores CXCRA4-

negativos.
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Numerosos estudos descreveram maior expressao de CXCR4 entre
tumores HER2-positivos (LI et al. 2004; SALVUCCI et al. 2006; LIU et al
2010; ZHANG et al. 2012). Por outro lado, a meta-analise de ZHANG et al.
(2014), a mais ampla avaliacéo feita da associacdo de HER2 e CXCR4, nao
mostrou associacado entre as variaveis. Mais uma vez, portanto, os dados
séo conflitantes.

A associacdo entre CXCR4 e HER2 é sustentada por diversas
evidéncias pré-clinicas. Em uma série de sofisticados experimentos de LI et
al. (2004), observou-se que a expressao de CXCR4 é maior em células de
cancer de mama MDA-MB-435 transfectadas com o gene HER2, em
comparacao com grupo controle. De forma complementar, 0 emprego do
trastuzumabe, um anticorpo anti-HER2, associou-se a reducao da expressao
de CXCR4 em células HER2-positivas, mas ndo em células HER2-
negativas. A deplecdo da expressdo de HER2 mediada por RNA de
interferéncia também mostrou modular negativamente CXCR4 (LI et al.
2004). O bloqueio da via PIBK/AKT/mTOR em diferentes niveis também foi
capaz de inibir a expressdo de CXCR4 em ceélulas HER2-positivas, 0 que
sugere participacdo da via na interface entre HER2 e CXCR4 (LI et al. 2004).
Evidenciou-se ainda que a hiper-regulacdo de CXCR4 induzida por HER2 é
necessaria para a invasdo mediada por CXCL12 in vitro. Experimentos in
vivo provaram que a migracao de células malignas HER2-positivas e a sua
adesdo a células endoteliais foram inibidas apds uso de anticorpo anti-
CXCR4. Por fim, o emprego de dois inibidores de CXCR4, AMD3100 e

TN14003, reduz de forma significativa o crescimento tumoral e a
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disseminacdo metastatica de tumores de mama HER2-positivos, mas nao de
tumores triplo-negativos (LEFORT et al. 2017).

Conforme esperado, no presente estudo a taxa de positividade de
CXCR4 foi numericamente maior nos tumores HER2-positivos, em
comparacdo com tumores sem expressdao de HER2 (93% vs. 79%,
respectivamente), ainda que néo se tenha atingido significancia estatistica.

Positividade de CXCR4 foi mais comumente associada a expressao
de receptores hormonais (ainda que sem significancia estatistica), e menos
observada em neoplasias triplo-negativas. Tem sido reportado que
estrogenos aumentam a expressdo de CXCR4 e CXCL12 (ZHANG et al.
2014), e que a ativacdo da via de sinalizacdo CXCL12/CXCR4 promove
aumento da atividade transcricional do receptor de estrogeno (MANTOVANI
et al. 2010). Parace haver uma interface, portanto, entre as vias mediadas
por receptores de estrégeno e a via CXCL12/CXCRA4.

Fatores importantes podem afetar a eficiéncia e reprodutibilidade da
imuno-histoquimica como forma da avaliacdo de CXCR4, e podem justificar
os resultados discordantes em diferentes estudos. O tipo e a duracdo da
fixacdo do tecido, a escolha e diluicdo do anticorpo, o ponto de corte que
define positividade a interpretacdo e o sitio celular onde a expresséo é
analisada sdo exemplos de aspectos que carecem de uniformizacao.

Nesta pesquisa, optou-se por estudar a expressdo de CXCR4 no
citoplasma das ceélulas neoplasicas, com analise semiquantitativa da
intensidade de marcacdo e da porcentagem de células marcadas, em

adaptacdo de metodologia previamente descritas que mostrou boa
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correlacdo com os desfechos clinicos (ZHANG et al. 2012). Apesar de
CXCR4 estar localizado na superficie de células ndo-estimuladas, o receptor
€ rapidamente internalizado ap0s exposicdo a CXCL12 (HATTERMANN et
al. 2014). De fato, numerosos estudos investigaram a expressao
citoplasmatica de CXCR4, com resultados robustos (SU et al. 2006;
YASUOKA et al. 2008; LIU et al. 2010; ZHANG et al. 2012). A expresséo
nuclear de CXCR4 também mostrou correlagdo com disseminacéo linfonodal
e com sobrevida de pacientes com cancer de mama, mas de forma menos
consistente (YASUOKA et al. 2008; LIU et al. 2010; ZHANG et al. 2014),
motivo pelo qual néo foi investigada na presente pesquisa.

Estudos recentes mostraram que antagonistas de CXCR4, como
AMD3100, inibem o crescimento tumoral em modelos animais de cancer de
mama (LILES et al. 2003; LEFORT et al. 2017). Além disso, a modulagéo
negativa de CXCR4 tem potencial de induzir parada do crescimento ou
apoptose, assim como de prevenir invasao e metastase (GIL et al. 2013).
Portanto, reforca-se a impressao de que CXCR4 tem importancia no cancer
de mama e é um alvo terapéutico a ser explorado. Uma vez que o CIM tem
uma expressao especialmente alta de CXCR4 e apresenta caracteristicas
bioldgicas que podem ser explicadas pelo receptor da quimiocina, é razoavel
acreditar que estratégias anti-CXCR4 seriam promissoras em pacientes com
carcinoma inflamatorio.

Nao foram identificadas associacOes estatisticamente significativas
entre CXCL12 e as diversas caracteristicas clinicas e patologicas

pesquisadas. Positividade de CXCL12 foi observada em 52% e 36% dos
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tumores inflamatérios e nao-inflamatorios, respectivamente, reproduzindo o
padrdo descrito com CXCR4. A diferenca, contudo, ndo foi estatisticamente
significativa. O estudo foi realizado em 85 amostras tumorais, uma fracao do
total de 194 pacientes incluidos no estudo. Especula-se que a diferenca
poderia atingir significancia estatistica se a casuistica fosse mais robusta.

A marcacao de CXCL12 a imuno-histoquimica pode ser identificada
no citoplasma ou na membrana das células neoplasicas. Estudo japonés
mostrou que as células com expressdao membranar da quimiocina tém nivel
mediano de RNAmM de CXCL12 similar ao do grupo em que nao se
demonstrava qualquer expresséo da proteina, ao passo que a expressao de
RNAmM das células com marcacdo citoplasmatica € significativamente
superior (KOBAYASHI et al. 2010). Os autores optaram por categorizar as
células com marcacdo membranar no grupo de baixa expressdo da
quimiocina, ao lado das células em que CXCL12 ndo foi detectada,
engquanto os tumores com marcacao citoplasmatica foram ditos de alta
expressdo (KOBAYASHI et al. 2010). Em consonancia com essa
observacdo, no presente trabalho optou-se por analisar a expressao de
CXCL12 apenas no citoplasma das células neoplasicas.

O valor prognostico de CXCL12 tem sido reportado em publicacbes
com resultados conflitantes. Dois estudos retrospectivos com pacientes com
cancer de mama mostraram que a hiperexpresséo de CXCL12
correlacionou-se com menores sobrevida global e sobrevida livre de doenca
(KANG et al. 2005; MIRISOLA et al. 2009) e com maior acometimento

linfonodal (KANG et al. 2005). Conclusdes similares foram reportadas em
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estudos com céancer colorretal, gastrico, de cavidade oral ou glioma
(KOBAYASHI et al. 2010). SHAN et al (2015) observaram que a
hiperexpressdo de CXCL12 promove o processo de transicdo epitélio-
mesenquimal e induz a formacédo de fendtipo de células-tronco, o que
poderia explicar a observacdo de maior agressividade da doenca.

Ao contrario, estudo japonés com 221 pacientes mostrou que a alta
expressao de CXCL12 foi um fator relacionado com melhor sobrevida em
tumores de mama com expressao hormonal, e ndo identificou associacdo da
quimiocina com metéastase linfonodal (KOBAYASHI et al. 2010). De forma
similar, a hiperexpresséo transgénica de CXCL12 em linhagem de células de
cancer de mama mostrou reduzir a disseminacdo a distancia em
camundongos (WENDT et al. 2008). Em tumores sem expressao hormonal,
KOBAYASHI et al. (2010) ndo documentaram valor prognostico de CXCL12.
Na presente pesquisa, em populacdo enriquecida de tumores RE-negativos
e de tumores inflamatoérios, também nédo se observou impacto de CXCL12
nos desfechos clinicos. As diferentes conclusdes dos estudos sinalizam que
€ possivel que o papel de CXCL12 seja diferente, a depender do subtipo
biolégico.

Estudos com camundongos mostraram que MCF7, uma linhagem
celular com expresséo de receptores de estrogeno, expressa CXCL12, ao
passo que nao se detecta a presenca do receptor na linhagem MDA-MB-
231, que carece de receptores hormonais (HALL e KORACH 2003; WENDT
et al. 2008). KOBAYASHI et al (2010) provaram que estradiol induz a

expressdo de CXCL12 em linhagens celulares de céncer de mama RE-
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positivo, e que a expressdo hormonal € mais comum no grupo de tumores
com alta expressdo da quimiocina. Os dados sugerem uma correlacdo entre
CXCL12 e tumores hormoénio-dependentes.

Contudo, as evidéncias cientificas, mais uma vez, ndo sdo uniformes.
KANG et al. (2005) mostraram que tumores RE-negativos tiveram maiores
niveis de RNAm de CXCL12. Na presente pesquisa, ndo se observou
associacao entre expressao hormonal e expressédo de CXCL12.

Compreender a importancia de CXCL12 torna-se mais dificil ao se
perceber a heterogeneidade dos estudos que investigam a quimiocina. E
digno de nota constatar que a expressao de CXCL12 em tecido mamario
normal foi considerada discreta por KANG et al. (2005) enquanto
KOBAYASHI et al. (2010) e WENDT et al. (2008) descreveram-na como de
forte intensidade. Os resultados dispares refletem a ja citada dificuldade de
padronizacdo dos estudos moleculares com quimiocinas, 0s quais sao
efetuados com diferentes ferramentas, anticorpos, diluicdes, sitios de

investigacao, escores de avaliacdo e pontos de corte.

5.2.2 CCR7

Ha indicacdes de que o eixo CCL19-CCL21/CCR7 se correlaciona
com metastases linfonodais em diferentes tipos de cancer. Estudos pré-
clinicos com células de melanoma transfectadas com CCR7 mostraram que
a presenca do receptor € suficiente para conferir potencial de disseminacao
em linfonodos (WILEY et al. 2001). Meta-analise de DU et al. (2017) incluiu

1.697 individuos orientais com cancer gastrico e observou que tumores com



108

maior expressdo de CCR7 estdo associados com maior incidéncia de
metastases linfonodais. Em pacientes com cancer colorretal, CCR7 também
se correlacionou com acometimento de linfonodos (GUNTHER et al. 2005).
Por fim, detectou-se que um dos ligantes de CCR7, CCL21, é expresso em
altos niveis em linfonodos de pacientes com cancer de mama, 0 que da
suporte a seu papel no enderecamento linfonodal de células neoplasicas
(MULLER et al. 2001; CASSIER et al. 2011).

Na presente pesquisa, ndo se observou qualquer associagcao
estatisticamente significativa entre a expressdo citoplasmatica ou
membranar de CCR7 e a presenca ou extensdo de metastases linfonodais.
A expresséao citoplasmatica de CCR7 foi encontrada em 67% dos pacientes
axila-positiva, em comparacdo com 50% dos pacientes sem linfonodos
acometidos (P=0,482).

E possivel especular que CCR7 tenha papel importante no
enderecamento linfonodal de células de tumores de mama precoces, mas
que outros fendmenos envolvidos possam eclipsar o valor do receptor na
disseminacéo de tumores localmente avancados, incluindo CIM.

Publicacdes em diferentes neoplasias encontraram valor prognostico
adverso da presenca de CCR7 (GUNTHER et al. 2005; DU et al. 2017). Em
pacientes com carcinoma inflamatorio de mama, o papel progndéstico de
CCR7 foi sugerido em analise por imuno-histoquimica de 44 casos
acompanhados no MD Anderson Cancer Center, que mostrou que pacientes

com expressdo de CCR7 tiveram sobrevida em 5 anos numericamente
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inferior a de pacientes CCR7-negativos, ainda que sem significancia
estatistica (20,0% vs. 41,9%, P=0,24) (CABIOGLU et al. 2009).

Tem-se sugerido que o eixo CCL19-CCL21/CCR7 contribui para a
sobrevida de células tumorais através da ativacdo da via PISK/AKT/mTOR,
assim como colabora para o processo de transi¢cao epitélio-mesenquimal por
meio da hiper-regulacdo de metaloproteinase da matriz, caderina-e,
caderina-n e vimentina, 0 que concorre, por sua vez, para invasao tumoral e
disseminacéao a distancia (DU et al. 2017).

Por outro lado, CCR7 nédo teve impacto em sobrevida em estudo
francés que analisou pacientes com cancer de mama precoce (CASSIER et
al. 2011). De forma similar, a presente pesquisa nhdo mostrou diferenca de
prognostico nas pacientes CCR7-positivas.

A expressdo de CCR7 foi estudada em diferentes sitios de
metastases de cancer de mama. CABIOGLU et al. (2007) identificaram que
CCRY7 € mais expresso em metastases 0sseas do que viscerais (27% e 0%,
respectivamente), o que sugere que o receptor pode estar implicado no
processo de enderecamento das células do cancer de mama ao esqueleto.
ANDRE et al. (2006) por outro lado, detectaram maior positividade de CCR7
dentre pacientes com metastases cutaneas, mas nao oO0sseas. Ja na
presente pesquisa, ndo se encontrou diferenca no nimero de pacientes que
desenvolveram metastases, assim como ndo se detectou um padrdo de
disseminacéao preferencial de acordo com a expressao de CCRY.

O estudo corrente mostrou uma maior expressdo de CCR7 em

pacientes hormonio-sensiveis. O achado contrasta com publicacdo de
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ANDRE et al. (2006) e CABIOGLU et al. (2007), que ndao mostraram
associacao entre as variaveis. A positividade entre tumores triplo-negativos
foi de 50%, enquanto entre tumores nao-triplo-negativos foi de 77%
(P=0,031). O achado sugere que CCR7 teria menor papel em tumores triplo-
negativos, algo nao previamente descrito.

O receptor CCR7 localiza-se originalmente na membrana celular.
Contudo, a maior parte dos estudos que analisaram a presenca do receptor
avaliaram sua presenca no citoplasma. Na presente pesquisa, optou-se por
analisar a expressdo de CCR7 nos dois sitios. Mostrou-se que a marcacao
na membrana e no citoplasma estdo correlacionadas entre si (P<0,001)
(Tabelas 13 e 14). Ademais, detectou-se o0 mesmo padrdo de correlacao
entre CCR7 e as caracteristicas clinicas e patoldgicas, independentemente
da localizacdo membranar ou citoplasmatica do receptor. Uma excecao foi a
associacado negativa com resposta patologica completa, encontrada apenas
nas pacientes com marcacao citoplasmatica de CCR7. O dado sugere que a
expressdo de CCRY7 indica maior quimiorresisténcia por si, mas pode ser
interpretado como resultante da menor proporcdo de tumores triplo-
negativos ou sem expressao de receptores de estrogeno entre as pacientes
CCR7-positivas, uma vez que ambas as condicdbes conferem maior
sensibilidade a quimioterapia.

Diferencas nitidas entre as publicacbes que estudaram a expressao
de CCR7 por imuno-histoquimica podem ser identificadas. CASSIER et al.
(2011) n&do observaram marcacdo de CCR7 em células tumorais, apenas em

células do estroma. E um achado distinto do desta pesquisa, em que a
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expressao do receptor foi encontrada na membrana celular ou no citoplasma
em 98% e 89% dos casos, respectivamente. CABIOGLU et al. (2005b) por
sua vez, identificaram expressao do marcador em 57% das células.

Os diferentes métodos empregados podem ter implicagcdo nos
resultados obtidos. ANDRE et al. (2006), CABIOGLU et al. (2007) e
CASSIER et al. (2011) utilizaram o mesmo anticorpo anti-CCR7, mas
diferentes diluicbes, agentes bloqueadores de peroxidase e tempos de
incubacdo do anticorpo. Qualquer marcacao definiu positividade de CCR7
no estudo de CASSIER et al. (2011), ao passo que CABIOGLU et al.
(2005b) limitaram a positividade as doentes com marcacéao forte em mais de
50% das células, ANDRE et al. (2006) as pacientes com qualquer marcacéao
forte, e a presente pesquisa as doentes com marcacdo moderada em mais
de 50% das células ou qualquer marcacao forte.

Sitios distintos de avaliacdo também podem ter repercussao nos
resultados. A expressao de CCR7 no citoplasma de células tumorais ou em
células estromais mostrou estar associada a maior presenca de metastases
linfonodais, enquanto a expressao nuclear do receptor correlacionou-se com
axila negativa. A expressao citoplasmatica mostrou associacdo com
estadiamento avancado e sobrevida em alguns estudos em cancer de mama
(CABIOGLU et al. 2005, 2007), mas ndo em outros (ANDRE et al. 2006). A
heterogeneidade dos métodos e dos resultados sinaliza que uma
padronizacdo da forma de avaliacdo de quimiocinas e seus receptores seria
bem-vinda, e que possivelmente a avaliacdo por imuno-histoquimica seria

subodtima para estudar o papel de CCR7 no cancer de mama.
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5.2.3 CXCR1

N&o se obteve qualquer correlacéo estatisticamente significativa entre
CXCRL1 e as diversas caracteristicas clinico-patolégicas basais pesquisadas.
Observou-se taxa mais elevada de tumores com maior expressao de
CXCR1 entre os carcinomas inflamatorios (71%) que nos tumores nao-
inflamatorios (54%), ainda que sem significAncia estatistica. Em analise
exploratdria com ponto de corte de 5%, a diferenca foi significativa (100%
versus 85%, respectivamente; P=0,029). E um indicio de que CXCR1 pode
ter papel diferencial nos tumores inflamatorios, em relacdo aos carcinomas
avancados nao-inflamatorios.

Tem-se reportado que os niveis de IL-8 sdo mais elevados em
pacientes sem expressao de receptores hormonais (SNOUSSI et al. 2010),
mas nao foi possivel detectar diferenca na expressdo do receptor da
quimiocina de acordo com o padrdo hormonal, na amostra estudada.

Em modelo pré-clinico, ACETO et al. (2012) mostraram que a
coexpressao de HER2 e HER3 induziu a sinalizac&o autocrina de IL-8, o que
levou a invaséo de células mamarias. De forma similar, SINGH et al. (2013b)
sugeriram que a sinalizacéo IL-8/CXCR1-2 é parcialmente mediada por via
dependente de HER2. A presente pesquisa ndo observou associacdo entre
CXCR1 e HER2. O uso de diferentes ferramentas de pesquisa pode explicar
0s resultados distintos entre os estudos.

Constatou-se que tumores com maior expressao de CXCRL1 tiveram
menor taxa de RCp (0% versus 19%, P=0,0018). Caracteristicas associadas

a maior RCp, como auséncia de expressao hormonal ou tumores triplo-
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negativos, mostraram-se razoavelmente equilibradas entre os grupos de
tumores com maior ou menor expressdo de CXCR1, com ligeira
superioridade numérica das duas condicbes no grupo com CXCR1 menos
expresso. Isto indica que CXCR1 parece ser um fator preditor de resisténcia
a quimioterapia com valor independente.

O achado pode ser justificado pela associacdo entre CXCR1 e
células-tronco mamarias. Recentes publicacdes tém revelado que o receptor
€ hiperexpresso em um grupo altamente tumorigénico de células que
expressam ALDH1, um marcador de células-tronco, tanto em linhagem de
células de cancer de mama (GINESTIER et al. 2010) quanto em
mamosferas obtidas a partir de amostras tumorais (SINGH et al. 2013b).
Além disso, o bloqueio do receptor resultou em uma diminuicédo significativa
da populacao global de células-tronco tanto in vivo quanto in vitro. Outros
estudos confirmaram o papel do eixo IL-8/CXCR1-2 na regulacdo da
atividade de células-tronco isoladas a partir de ascite neoplasica, de
derrames pleurais ou de tumores primarios invasivos (BENOY et al. 2004;
SINGH et al. 2013b). Portanto, sugere-se que a maior expressdo de CXCR1
detectada por imuno-histoquimica seria indicativa da presenca de tumores
enriguecidos em células-tronco, por conseguinte mais resistentes a
quimioterapia neoadjuvante.

N&do se verificou correlagdo estatisticamente significativa entre
CXCRL1 e sobrevida global neste estudo. Contudo, a diferenca encontrada
na sobrevida em 3 anos entre 0s grupos de menor e maior expressao do

receptor (78% versus 49%, respectivamente; P=0,188) ndo permite afastar a
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existéncia de valor prognéstico adverso de CXCR1. BENOY et al. (2004)
mostraram que maiores niveis séricos de IL-8 associam-se de forma
independente a menor sobrevida pés-recidiva em cancer de mama, o0 que
vai ao encontro dos dados pré-clinicos que indicam maior agressividade dos
tumores em que a via IL-8/CXCR1-2 é hiperexpressa. O pior prognéstico da
doenca com alta expressdo de CXCR1 também foi reportada no cancer
gastrico (CAO et al. 2016).

A expressdao de CXCR1 foi avaliada por imuno-histoquimica em
poucos estudos. Em publicacdo sobre cancer gastrico, CAO et al. (2016)
graduaram a intensidade da marcacdo por CXCR1 em quatro categorias e
estimaram a porcentagem de células positivas. O produto dos dois valores
definiu um escore, que variava de 0 a 300. O ponto de corte para definicdo
dos grupos de expressédo alta ou baixa do receptor foi o valor mediano da
amostra. Na presente pesquisa, optou-se por adotar um escore
semiquantitativo simplicado que dividiu os tumores em quatro grupos, com
vistas a maior reprodutibilidade da avaliagdo. Buscando dividir os tumores
em categoria de alta e baixa de forma a ter grupos de dimensao similar,
optou-se por chamar de grupo de maior expressao apenas 0s tumores aos
quais foi conferido escore 3+ (62% do total).

Dada a auséncia de padronizacdo da analise de CXCR1 por imuno-
histoquimica, também foram feitas correlacGes estatisticas exploratorias com
um menor ponto de corte, de 2+. Nesta segunda analise, verificou-se
novamente associacao do receptor com menor RCp, e passou-se a detectar

também correlacédo entre a expressao do receptor com o grupo de tumores
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triplo-negativos e com tumores inflamatorios, conforme citado anteriormente.
Contudo, apenas seis pacientes (8% do total) foram classificados como
escore 0 ou 1+ e, portanto, encaixaram-se no grupo de menor expressao, o
que fragilizou as analises. Por este motivo, preferiu-se adotar o ponto de

corte mais alto na analise primaria do estudo.

5.2.4 FOSFO-mTOR

Estabeleceu-se um ponto de corte de 2+ para se definir o grupo de
maior expressdo de p-mTOR, de forma a dividir os grupos de forma tao
equanime quanto possivel. O ponto de corte reportado em estudos com p-
MTOR varia amplamente nas publicacbes que analisaram o marcador em
cancer de mama (BOSE et al. 2006; WALSH et al. 2012; JHAVERI et al.
2016). Foi feito analise exploratéria com ponto de corte de 1+ (equivalente a
5% de expressao) na presente pesquisa, e os resultados nao diferiram da
analise primaria.

Este estudo n&o identificou diferenca na expressao de p-mTOR entre
tumores inflamatérios e nao-inflamatorios. Jhaveri et al. também néo
detectaram diferenca na expressédo de p-mTOR entre tumores inflamatorios
e nado-inflamatorios previamente expostos a quimioterapia (estadios Il e Ill).
Por outro lado, ambos 0s grupos exibiram maior expressao do que grupo de
tumores nao-inflamatorios ndo exposto anteriormente a quimioterapia. Em
conjunto, os resultados indicam que p-mTOR ndo parece ter papel

determinante na patogénese do CIM, e que a hiperativacdo da via



116

PISK/AKT/mTOR pode ser um mecanismo de resisténcia a quimioterapia
(JHAVERI et al. 2016).

N&o se identificou qualquer correlagéo entre a expressédo de p-mTOR
e as diversas caracteristicas clinico-patologicas basais ou os desfechos
clinicos. E um achado similar ao de WALSH et al. (2012), que descreveram
a expressao citoplasmatica de p-mTOR em 188 pacientes com cancer de
mama. Registre-se que, em adicdo a pesquisa da proteina no citoplasma, o
estudo de WALSH et al. (2012) também reportou marcacéo da proteina em
topografia nuclear e perinuclear, e ambas se mostraram mais frequentes em
tumores triplo-negativos.

Dois estudos mostraram maior expressao de p-mTOR em tumores de
alto grau (BOSE et al. 2006; WALSH et al. 2012), enquanto um estudo néo
observou associacao entre as variaveis (ZHOU et al. 2004). Assim como na
publicacdo de ZHOU et al. (2004), na presente pesquisa ndo houve
correlacéo entre o grau de diferenciacdo tumoral e a expressédo de p-mTOR.
Os resultados inconsistentes sugerem nao haver associacao forte entre p-
MTOR e diferenciacéo.

BOSE et al. (2006) mostraram que carcinomas invasivos com
hiperexpressdo de p-mTOR tiveram um risco de recorréncia trés vezes
superior (P=0,03), um achado que néo foi reproduzido na presente pesquisa.
Os dados indicam que p-mTOR nao parece ter um valor prognostico
decisivo no cancer de mama localmente avancado.

Identificou-se uma associacao positiva entre p-mTOR e CCR7. Tem-

se sugerido que o eixo CCL19-CCL21/CCR7 contribui para a sobrevida de
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células tumorais através da ativacdo da PI3K/AKT/mTOR (DU et al. 2017).
Em modelo em cancer de cabeca e pescoco, Wang et al mostraram que a
quimiotaxia e a disseminacdo metastatica de células de carcinoma
escamoso de cabeca e pescoco (CECP) sdo dependentes de PI3K, e que a
ativacdo de CCR7 promove ativacao rapida da via PISBK/AKT/mTOR (WANG
et al. 2005). Novamente em CECP, LIU et al. (2010) identificaram que o eixo
CCR7-CCL19 induz a fosforilacdo de mTOR, e que a ativacdo de mTOR ¢é
revertida pela inibicdo de CCR?7.

Em conjunto, os dados indicam que, em CECP, mTOR esta envolvido
na cascata CCR7/PI3K, e que mTOR desempenha papel importante na
sobrevida induzida por CCR7. Os dados da atual pesquisa apontam que
CCR7 e mTOR estéo interligados também no cancer de mama localmente
avancado, um achado ndo previamente reportado, e reforcam a impressao
de que mTOR é uma proteina importante na cascata de ativacdo induzida

por CCRY7.

5.2.5 FOXP3

Em diversas neoplasias, incluindo o cancer de mama, a infiltracéo por
TILs regulatérios FOXP3-positivos tem sido associada com pior prognostico
(BATES et al. 2006; BOHLING e ALLISON 2008; YAN et al. 2011;
TAKENAKA et al. 2013; MAEDA et al. 2014; SUN et al. 2014; ASANO et al.
2016; SHOU et al. 2016; YU et al. 2016), ao passo que outros estudos néo
identificaram associacdo entre FOXP3 e sobrevida (GOODEN et al. 2011;

MAHMOUD et al. 2011; WEST et al. 2013). Um padrdo por vezes
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inconsistente do valor progndstico de FOXP3 foi apontado por DELEEUW et
al. (2012), que detectaram que FOXP3 esta associado a pior sobrevida em
pacientes com hepatocarcinoma, mas a melhor sobrevida em doentes com
cancer colorretal.

N&do se demonstrou valor prognostico da expressao tumoral ou
estromal de FOXP3 na populacdo da presente pesquisa, mas,
surpreendentemente, observou-se menor incidéncia de metastases nas
pacientes com expressdo de FOXP3 no estroma, em comparacdo com as
pacientes sem expressdo (0% vs. 40%, respectivamente; P=0,030). A
analise univariada, ainda que nao se tenha atingido significancia estatistica,
0 marcador pareceu se comportar como um fator de protecédo. De fato,
diante da diferenca na fracdo de pacientes com metastases a distancia, é
possivel especular que, com maior tempo de seguimento, o grupo FOXP3-
negativo venha a ter maior mortalidade do que o grupo com expressao do
marcador.

Em analise de 175 tumores RE-negativos por imuno-histoquimica,
WEST et al. (2013) mostraram que altos niveis de TILs FOXP3-positivo
correlacionaram-se com maior sobrevida livre de recorréncia,
particularmente em tumores basaloides. A populacdo da presente pesquisa
foi enriquecida de pacientes sem expressao de receptores hormonais, o que
assemelha este estudo ao de WEST et al. (2013). Os melhores desfechos
dos pacientes FOXP3-positivos em alguns estudos tém sido creditados a
associacao positiva entre TILs FOXP3-positivos e TILs CD8-positivos. Pode-

se supor, assim, que o efeito imunossupressor de Tregs nao seria capaz de
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se sobrepor a atividade antitumoral de TILs CD8-positivos (SALAMA et al.
2009; YOON et al. 2012; WEST et al. 2013).

Além disso, tem-se mostrado que Tregs podem exercer atividade pro-
inflamatoria no cancer de colon, assim como tém atividade de suprimir ou
eliminar leucdcitos inatos, tais como macrofagos, os quais tém papel na
progressao tumoral (WEST et al. 2013). Os dados sustentam a possibilidade
de TILs FOXP3-positivos terem efeito protetor direto sobre tumores de
mama localmente avancados, possivelmente por serem enriquecidos de
tumores RE-negativos. Os achados vao de encontro ao corpo de evidéncias
de que FOXP3 seria um marcador de mau prognaostico.

As pacientes com expressao de FOXP3 no estroma tiveram taxa de
resposta a QT neoadjuvante significativamente menor, quando comparadas
com as pacientes FOXP3-negativas. Ademais, nenhum paciente com
marcacdo de FOXP3 no estroma ou no tumor teve RCp. No cancer de
mama, tem-se reportado que os TILs estdo associados com maior taxa de
RCp (DENKERT et al. 2015; KAEWKANGSADAN et al. 2016). Entretanto, os
diferentes subtipos de células T no cancer de mama, como CD4, CDS8,
FOXP3 ou PD-1, tém caracteristicas preditivas de resposta diferentes
(ASANO et al. 2016).

O achado de quimiorresisténcia de tumores com expressdo de
FOXP3 foi reportado em multiplas publicacbes (LADOIRE et al. 2008;
ARUGA et al. 2009; VERMA et al. 2013). Em estudo com mulheres com
cancer de mama localmente avancado, identificou-se que as pacientes com

maior nivel de Tregs FOXP3-positivos no sangue tiveram menor taxa de
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RCp apos quimioterapia neoadjuvante (VERMA et al. 2013). LADOIRE et al.
(2008) mostraram que RCp foi observada em pacientes com céancer de
mama nas quais houve um decréscimo brusco da contagem de células
FOXP3-positivas apds a quimioterapia.

Diferentes estudos identificaram que a taxa de RCp € mais elevada
em pacientes com alta relacdo CD8+/FOXP3+, seja em populacdo de
tumores triplo-negativos, HER2-positivos ou localmente avancados
(MIYASHITA et al. 2014; ASANO et al. 2016; KAEWKANGSADAN et al.
2016). O conjunto dos dados sugere gque a imunossupressao mediada por
FOXP3 correlaciona-se com a falha a inducdo de apoptose de células
neoplasicas mediada por quimioterapia.

Entretanto, ha estudos que apontam para o sentido contrario. Denkert
et al publicaram que a deteccdo de RNAmM de FOXP3 em tumores de mama,
em especial no subgrupo HER2-positivo, teve correlacdo positiva com RCp
(DENKERT et al. 2015). Dado semelhante foi descrito por ODA et al. (2012)
que identificaram que a infiltracdo tumoral por células T FOXP3-positivas foi
capaz de predizer de forma independente uma maior taxa de RCp. Os
autores atribuiram os achados a possivel coexpressdo de marcadores proé-
inflamatorios, 0 que sugere uma ativacdo por retroalimentacdo de alcas
imunossupressoras como parte de uma reacdao imune (DENKERT et al.
2015).

A heterogeneidade das conclusbes dos estudos que analisaram o
valor preditivo de FOXP3 indica que o marcador, avaliado isoladamente, nao

parece ser uma ferramenta adequada de predicdo de resposta a
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quimioterapia. Sugere-se que parametros combinados, como a relacéo
CD8/FOXP3 ou a variacdo da contagem de células FOXP3-positivas ao
longo do tratamento, podem ter maior poder discriminatario.

N&o se mostrou associacdo entre a expressao estromal ou tumoral de
FOXP3 e status hormonal nesta pesquisa. O dado diverge de estudos que
reportaram maior expressdo de FOXP3 em tumores RE-negativos (BATES
et al. 2006; MAHMOUD et al. 2011; LIU et al. 2012; WEST et al. 2013;
SHOU et al. 2016; YU et al. 2016). A presente pesquisa utilizou o mesmo
anticorpo e a mesma diluicdo empregados por MAHMOUD et al. (2011) mas
diferiu do estudo britanico nos seguintes aspectos: (1) chamou de positivo as
amostras com expressdo do marcador em mais que 1% das células,
enquanto o trabalho de MAHMOUD et al. (2011) empregou ponto de corte
de 3 células marcadas no estroma e no tumor; (2) investigou a expressao no
estroma e na célula tumoral individualmente, ao passo que o estudo
britAnico adotou um escore combinado dos dois sitios; (3) analisou a
marcacdo tumoral no citoplasma, em oposi¢cdo ao nucleo; e (4) avaliou a
expressdo de FOXP3 nas amostras de 78 doentes, enquanto o estudo de
MAHMOUD et al. (2011) incluiu 1.445 tumores. Em um cenario em que a
positividade € rara, os distintos tamanhos de amostras poderiam justificar a
diferenca dos resultados.

E bem estabelecido que a expresséo nuclear de FOXP3 é constitutiva
em humanos, e que a localizacdo nuclear também é observada em muitas
células neoplasicas, onde a proteina age como um fator de transcricéo.

Muitas linhagens de células tumorais, incluindo cancer de pulmdo, mama,
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cblon e melanoma, expressam a proteina FOXP3. Em oposi¢cdo a marcacao
estromal, cujo valor prognostico € controverso, a expressdao de FOXP3 no
nacleo de células tumorais mostrou ser um marcador de bom prognéstico
em diferentes estudos em cancer de mama (LADOIRE et al. 2011; CHEN et
al. 2017).

Expressao predominantemente citoplasmatica tem sido reportada em
células de céancer de pancreas ou de mama, mas seu significado ndo é bem
compreendido (NAIR et al. 2013). Na presente pesquisa, ndo se identificou
qualquer associacao entre a expressao de FOXP3 no citoplasma de células
tumorais e as caracteristicas clinico-patologicas basais ou desfechos
clinicos.

Uma meta-analise de 15 estudos mostrou que a presenca de TILs
FOXP3+ correlacionou-se com o status HER2-positivo (SHOU et al. 2016). A
presente pesquisa analisou apenas 13 doentes com hiperexpressdo de
HER2 no grupo submetido a estudo de FOXP3, e ndo encontrou associa¢ao
entre as variaveis.

As diferencas entre os resultados de diferentes autores podem ser
explicadas pelo tamanho da populacdo, pelos diferentes métodos de
avaliacdo da expressdo de FOXP3 ou pela utilizacdo da técnica de TMA.
Nesta pesquisa, a positividade de FOXP3 nas células tumorais e no estroma
foi de apenas 9% e 10%, respectivamente. A baixa expressdo do marcador
e o tamanho limitado da amostra (em apenas 78 pacientes foi possivel
pesquisar a presenca do fator de transcricdo) fragilizam o poder estatistico

das correlacdes efetuadas. De toda forma, os achados de menor incidéncia
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de metastases e menos resposta a quimioterapia neoadjuvante na presente
pesquisa contribuem para a compreensao do intrincado papel de FOXP3 em

tumores avancados de mama, incluindo CIM.

5.2.5 PD-L1

Poucos estudos tém reportado a expressao de PD-L1 no cancer de
mama. Estudo britanico analisou um total de 3.916 amostras de tumores de
mama e identificou expressao da proteina nas células tumorais e no estroma
de apenas 1,7% e 6% dos tumores, respectivamente (ALl et al. 2015). Em
tumores triplo-negativos, por outro lado, a expressao ¢ maior (GHEBEH et
al. 2007; ALI et al. 2015). SUN et al. (2016) compararam a positividade de
trés diferentes anticorpos, pesquisando quatro diferentes pontos de corte,
em grupo de 218 casos de tumores triplo-negativos. Quando se utilizou o
ponto de corte de 1%, detectou-se que a positividade de PD-L1 nas células
tumorais e no estroma foi de algo em torno de 13% e 30%, respectivamente,
com razoavel concordancia entre os trés anticorpos pesquisados (SUN et al.
2016). Na presente pesquisa, apesar de se estudar uma populacéo
enriguecida em tumores triplo-negativos, a taxa de positividade foi de
apenas 3% e 6% nas células tumorais e no estroma, respectivamente, o que
reproduz as taxas obtidas por ALI et al. (2015).

A avaliacdo da expressdao de PD-L1 € desafiadora devido a
heterogeneidade dos achados e a baixa reprodutibilidade das reacfes
(WIMBERLY et al. 2015). Tem-se reportado grande variacdo na positividade

de PD-L1 no cancer de mama, com taxas que vao de 1% a 30% em
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diferentes estudos (ALI et al. 2015; WIMBERLY et al. 2015). A discrepancia
nos dados tem sido atribuida ao uso de diferentes populacdes de estudo,
anticorpos e pontos de corte.

A expressdo de PD-L1 tem sido associada a maior sobrevida livre de
doenca e maior sobrevida global em pacientes com cancer de mama
(SCHALPER et al. 2014; ALI et al 2015; BECKERS et al 2016; SUN et al.
2016), assim como com maior sensibilidade a quimioterapia neoadjuvante
(WIMBERLY et al. 2015; BERTUCCI et al. 2015). H4 uma correlacdo
positiva entre PD-L1 e a presenca de TILs, e é possivel que a atividade
antitumoral dos TILs contrabalance o papel imunossupressor de PD-L1
(DENKERT et al. 2015). Por outro lado, MUENST et al. (2014) analisaram
650 amostras de cancer de mama e identificaram que PD-L1 se associou
com pior sobrevida global a analise multivariada. O motivo para as diferentes
conclusdes dos estudos ndo esta claro. Na presente pesquisa, 0 baixo
namero de pacientes com tumores PD-L1 positivos impediu a realizacao de
analises robustas do valor prognéstico do marcador.

Este estudo péde confirmar a baixa expressado de PD-L1 em tumores
de mama néo selecionados, e sugere que tumores localmente avanc¢ados,
incluindo carcinomas inflamatorios de mama, podem nao ser bons
candidatos a terapia com agentes anti-PD-1/anti-PD-L1. Correlagcdes do
marcador com as caracteristicas basais e com desfechos clinicos foram
prejudicadas devido ao baixo numero de pacientes com expressao da

proteina.
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5.3 LIMITACOES E CONTRIBUICOES DA PESQUISA

Um total de 37% dos casos identificados n&o teve material
encaminhado para a confeccdo do TMA, principalmente devido a néo-
localizacdo dos blocos. Além disso, uma fracdo significativa do material
biolégico que fez parte do TMA mostrou-se inadequada para leitura,
normalmente por insuficiéncia de tecido, apesar da confec¢cdo em duplicata.
Ao fim, foram obtidos dados histol6gicos em 27% a 49% das pec¢as que se
buscaram coletar, a depender do marcador. E uma perda importante, que
reduziu o poder estatistico do estudo.

Outras limitagbes deste estudo devem ser citadas. A incluséo de 24
pacientes com tumores triplo-negativos ao grupo controle o alterou de forma
artificial, o que pode ter interferido na comparagcdo com o grupo CIM. H&
também limitacbes inerentes a natureza retrospectiva do estudo. Os
tratamentos foram heterogéneos entre si, e as informacdes disponibilizadas
nao foram completas.

Ademais, o fato de os dados terem sido coletados em uma Unica
instituicdo pode trazer um viés a pesquisa, apesar de o Hospital Haroldo
Juacaba ser um centro oncoldgico de referéncia regional, com grande
volume de atendimento na area de mastologia.

O longo intervalo de tempo ao longo do qual os pacientes foram
tratados permitiu uma analise madura dos dados de sobrevida e ampliou o
namero de casos identificados, mas trouxe prejuizo a conservagdo do

material biolégico e viu uma mudanga no padrdo de tratamento sistémico,
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com a uniformizacdo do uso de taxanos e a incorporacao de trastuzumabe a
terapia neoadjuvante. Além disso, algumas analises de subgrupo, como por
subtipo intrinseco de cancer de mama, ndo tiveram tamanho de amostra
suficiente para analises robustas. Por fim, observou-se uma falta de
uniformidade nos métodos de avaliacdo e nos resultados entre estudos que
exploram a expressao imuno-histoquimica de quimiocinas e receptores.

Por outro lado, ha contribuicbes da presente pesquisa que podem ser
destacadas. Ela prové informacbes sobre o padrdo de apresentacao,
tratamento e desfechos do carcinoma inflamatério de mama na cidade de
Fortaleza, e mostra que os dados sao similares aos reportados em
diferentes centros internacionais. Os resultados reafirmam a agressividade
do tumor inflamatério de mama, mas indicam que sobrevidas longas podem
ser observadas. Explora diversas associacbfes entre quimiocinas e
caracteristicas clinico-patolégicas e desfechos dos pacientes, destacando,

por exemplo, a aparente importancia de CXCR4 na patogénese do CIM.
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CONCLUSOES

Pacientes com CIM tém maior incidéncia de caracteristicas clinicas de
alto risco e distinto perfil de distribuicdo por subtipo intrinseco, além
de pior sobrevida global e sobrevida livre de doenca, em comparacéo
com CANI.

Fendtipo inflamatorio, maior acometimento linfonodal e auséncia de
resposta a quimioterapia neoadjuvante sdo preditores independentes
de menor sobrevida global na populacéo estudada.

CXCR4 esté associada com resisténcia a quimioterapia, metastases a
distancia e pior sobrevida. CCR7 é mais expresso em tumores
horménio-sensiveis e sem resposta a quimioterapia e tem associacao
com CXCR1 e p-mTOR, 0 que sugere que o receptor esta envolvido
na ativacdo da via PI3K/AKT/mMTOR. CXCR1 e FOXP3 também se
correlacionaram com menor resposta a quimioterapia neoadjuvante.
CXCR4 parece contribuir para a patogénese do CIM e pode ser um

alvo terapéutico a ser explorado no tratamento da doenca.
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Anexo 1 - Estadiamento clinico do cancer de mama

Sitio

Caracteristica

Tumor primario (T)

Tis

T1
Timi
Tla
Tlb
Tlc

T2

T3

T4
T4a
T4b
T4c
T4d

Tumor in situ

Tumor <20 mm em sua maior dimensao

Tumor <1 mm em sua maior dimensao

Tumor >1 mm mas <5 mm em sua maior dimensao
Tumor >5 mm mas <10 mm em sua maior dimensao
Tumor >10 mm mas <20 mm em sua maior dimensao
Tumor >20 mm mas <50 mm em sua maior dimensao
Tumor >50 mm em sua maior dimenséo

Tumor com extenséao direta a parede toracica ou pele
Extensao a parede toracica, mas nao a pele
Ulceracao, satelitose ou edema da pele

T4a e T4b simultaneamente

Carcinoma inflamatério

Linfonodos (N)
NO
N1
N2

N3

Auséncia de metastase em linfonodo regional

Metastase em linfonodos axilares méveis

Metastase em linfonodos axilares fixos ou em linfonodo em cadeia
mamadria interna clinicamente detectado, na auséncia de metastase
axilar

Metastase em linfonodo da cadeia mamaria interna com metastase
em linfonodo axilar concomitante, ou metastase em linfonodo
supraclavicular ou infraclavicular

Metastases (M)
MO
M1

Auséncia de metastases a distancia
Presenca de metastases a distancia

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




Anexo 2 - Agrupamento por estadios no cancer de mama.

Estadio T N M
0 Tis NO MO
1A T1 NO MO
1B T0-1 Nimi MO
A TO-1 N1 MO

T2 NO MO
B T2 N1 MO
T3 NO MO
A TO-2 N2 MO
T3 N1-2 MO
1B T4 NO-2 MO
lHc T1-4 N3 MO
I\ T1-4 N1-3 M1

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



Anexo 3 - Ficha clinica

Ficha namero: Prontuario: Data de preenchimento: /[
Nome:

Idade ao diagnéstico:  anos Data de Nascimento: /[

Estadiamento clinico (avalia¢éo inicial) T N M

Numero da biopsia: Data da bidpsia: / /

Grau histolégico: Invaséo vascular:

Expresséo imunoistoquimica: RE: RP: Ki67: HER2:

Se HER 2 2+, status FISH:
Fez QT neoadjuvante? (0) Ndao (1) Sim
Qual? (1) AC-Taxol semanal (2) AC-Docetaxel (3) AC-Taxol acada 3 sem (4) Outra
(9) Nao se aplica
Qual a resposta a QT neoadjuvante? (O) PD (1) DE (2)RP (3)RCp (9) NA
Houve recidiva da doenga? (0) Nao (1) Sim

Se sim, qual a data? / /

Houve disseminago para algum 6rgdo? (E possivel assinalar vérias sitios)
(1) Osso  (2) Figado (3) Pulmdo (4) Pleura (5) SNC (6) Recidiva local (7)
Linfonodos (9) N&o se aplica
Houve 6bito? (0) Nao (1) Sim
Se sim, qual a data? / /

Se o paciente esta vivo, qual a data da ultima visita médica? / /




Anexo 4 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O Hospital Haroldo Juacaba aprova e exige a pratica de protecdo e
correta informacdo dos pacientes que participam de estudos clinicos. As
informacdes a seguir sdo fornecidas para que vocé decida de deseja ou nao
participar deste estudo clinico. Vocé pode se recusar a assinar este
documento, e desta maneira ndo participar deste estudo. Vocé deve saber
que, mesmo que decida patrticipar, esta livre para se retirar do estudo em
qualquer momento. Caso ndo participe do estudo, sua relagdo com a
instituicdo ndo sofrera qualquer interferéncia, assim como 0S servicos e
assisténcia médica que sdo prestados a voceé.

O objetivo deste estudo é avaliar se existe alguma relacdo entre a
expressdo de quimiocinas, que sdo caracteristicas moleculares do tumor de
cada individuo, com a resposta ao tratamento e os resultados clinicos a
longo prazo. Acreditamos que, caso exista uma relacdo entre a presenca
aumentada do marcador do tumor e o beneficio do tratamento,
conseguiremos dar o melhor tratamento aos nossos pacientes de forma
individualizada.

Caso vocé ja tenha realizado uma biopsia do tumor, ndo sera
submetida a nenhum tipo de procedimento nem sera necessario colher
nenhum novo exame caso concorde em participar do estudo. Apenas
avaliaremos, e somente ap0s sua autorizagdo, o material da bidpsia ja
coletado previamente e os dados do seu prontuario. O estudo néo lhe trara
nenhum beneficio direto, porém podera ajudar pacientes futuros.

Caso sua biopsia ainda ndo tenha sido realizada, o procedimento sera
efetuado da forma convencional, sem necessidade de nenhuma intervencéo
experimental. Serdo removidas amostras de tecido do tumor e uma pequena
amostra da pele acometida, respeitando-se rigorosamente todos os
cuidados de seguranca e anestesia.

N&o havera retencdo de amostras para pesquisas futuras. Ao término
do estudo, o material serd descartado, pois as amostras sdo de sua



propriedade e vocé tem o direito de ser informado sobre o o destino do
material.

A participacdo neste estudo nao lhe traz qualquer custo, assim como
ndo haverd nenhum tipo de pagamento. Por outro lado, vocé e seu
acompanhante tem o direito de receber ressarcimento por eventuais
despesas associadas a pesquisa, tais como custos de transporte, se
necessario.

As informacgdes obtidas serdo analisadas em conjunto com os dados de
outros pacientes, e nenhuma identificacdo de paciente sera divulgada. Seus
dados médicos serdo obtidos a partir da analise do seu prontuario. Seu
nome ndo serd relacionado as informagbes coletadas ou aos resultados
obtidos com o estudo. Os pesquisadores identificardo vocé através de um
namero exclusivo do estudo, ao invés do seu nome.

Vocé pode retirar o consentimento de participacdo no estudo a
gualguer momento, sem causar comprometimento ao seu atendimento
médico. Vocé pode inclusive impedir que os pesquisadores divulguem
qualquer informacéo coletadas a seu respeito. Caso isso ocorra, os medicos
irdo parar de coletar seus dados, mas poderdo publicar as informacdes nao-
pessoais coletadas antes do seu cancelamento.

E recomendavel afirmar que qualquer pesquisa envolvendo seres
humanos envolve riscos, ainda que minimos, como o de perda de material
ou de vazamento de informacdo. Todos os cuidados serdo tomados para
proteger sua integridade como individuo, assim como o dos seus dados
médicos. E permitido ao participante o direito de solicitar indenizacéo por
eventuais danos decorrentes da pesquisa.

Este documento sera elaborado em duas vias, umas das quais ficara
retida com o pesquisador responsavel, e a outra sera entregue a vocé no ato
da assinatura. Solicita-se que cada pagina do documento seja rubricada, e
gue a ultima pagina seja devidamente assinada.

Este termo de consentimento foi devidamente aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Instituto do Cancer do Ceara. Trata-se do 6rg&o

responsavel por avaliar que todos os procedimentos propostos neste estudo



atendem as exigéncias éticas das boas praticas em pesquisa clinica. O
Comité de Etica em Pesquisa fica situado no 6° andar do Anexo | do Hospital
Haroldo Juacaba, a Rua Papi Junior, 1222, Rodolfo Tedfilo, e pode ser
contactado pelo numero (85) 3268.4653.

Através da minha assinatura, eu concordo livremente em participar deste

estudo.

Nome do Participante ou Representante Legal Data

Assinatura do Participante ou Representante Legal

Assinatura da Testemunha (em casos de analfabetos ou portadores de

deficiéncia auditiva ou visual)

Nome do Investigador Data

Assinatura do Investigador



Anexo 5 - Escala de Performance Status (ECOG)

ECOG Caracteristicas

Completamente ativo; capaz de realizar todas as suas atividades sem
0 restricao

Restricdo a atividades fisicas rigorosas; é capaz de trabalhos leves e de
! natureza sedentéria

Capaz de realizar todos os cuidados pessoais, mas incapaz de realizar
2 qualquer atividade de trabalho; em pé aproximadamente 50% das horas

em que o paciente esta acordado

Capaz de realizar somente cuidados pessoais limitados; confinado ao leito
3 ou cadeira mais de 50% das horas em que o0 paciente esta acordado
4 Completamente incapaz de realizar cuidados pessoais basicos; totalmente

confinado ao leito ou a cadeira




