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RESUMO

Salgado MRT. Avaliacao dos efeitos da quimioterapia neoadjuvante na resposta
imune celular nos tumores de mama triplo-negativos localmente avancados. Sao
Paulo; 2019. [Tese de Doutorado-Programa de Pds-Graduacdo em Oncologia da

Fundagdo Antonio Prudente, em Parceria com o Hospital de Cancer de Pernambuco].

Introdugdo: O cancer de mama triplo-negativo (CMTN) localmente avangado
representa um problema de saude publica no Brasil; e seu tratamento padrdo consiste
em quimioterapia neoadjuvante, com taxa de sucesso extremamente variavel a
depender do acesso ao tratamento oncologico adequado e do tipo de resposta
patoldgica. Na ultima década, o papel do sistema imune no cancer de mama tem
ganhado espaco com a demonstragdo do impacto favoravel do infiltrado tumoral de
linfocitos (TILs) e expressdo génica de resposta imune, principalmente em tumores
de alta taxa de proliferagdo e receptor de estrogeno negativo. Objetivo: avaliar a
resposta imune celular em mulheres com cancer de mama triplo-negativo localmente
avancado, e submetidas a quimioterapia neoadjuvante. Métodos: estudo longitudinal
com seguimento realizado entre os anos de 2015 e 2017. O estudo foi realizado no
Hospital de Cancer de Pernambuco (HCP) e Laboratério de Pesquisa Translacional
do Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP). Foram incluidas 30
mulheres, entre 18 e 60 anos de idade, com diagndstico de CMTN localmente
avancado e submetidas a quimioterapia neoadjuvante; e como grupo controle de
comparag¢do, 30 mulheres saudaveis com idade entre 18 a 60 anos sem diagnostico
prévio ou atual, e historico familiar de CM. Coletas de sangue periférico foram
realizadas antes e apos a quimioterapia neoadjuvante (NAC). As andlises dos niveis
percentuais de TCD3+, TCD4+ e TCD8+ com expressdao de CD28, FAS, PDI1 e
CTLA4 foram realizadas por citometria de fluxo. O teste de multiplas comparagdes
nao paramétrico de Kruskall-wallis foi utilizado na analise de associagdao. Para
analise pareada pré e pds tratamento, foi utilizado o teste ndo paramétrico de
Wilcoxon. Para analise de sobrevida livre de doenga (SLD), foi utilizado o teste de

Log-Rank para comparagdo entre os grupos. Foi adotado o nivel de significancia



estatistica de p<0.05. A anélise estatistica foi realizada através do programa graphpad
prism v6.0. Resultados: Verificou-se niveis elevados de CD3+ T CD28+, CD4+ T
CD28+, CD3+ T PD1+ e CD3+ T CTLA4+ no sangue periférico dos grupos de
mulheres que obteve resposta patologica completa (RC) e parcial (RP) ao tratamento
neoadjuvante quando comparado ao grupo controle (p<0,05). Foram observados
niveis elevados de TCD4+FAS+ no grupo de pacientes com RP ao tratamento
neoadjuvante quando comparado aos grupos com RC e controle (p<0,05). Foram
observados niveis mais elevados de TCD8+PD1+ no grupo de pacientes com RP
comparado aos grupos com RC e controle (p<0,05). Foram encontrados niveis
elevados nos indices obtidos da relagdo CD4+ TCD28+/CD8+ TCD28+ nos grupos
de mulheres que obteve RP quando comparado aos grupos com RC e de controle.
Niveis elevados da relagdo CD4+ TPD1+/CD8+ TPDI1+ nos grupos CMTN que
obteve RC e RP ao tratamento neoadjuvante quando comparado ao grupo controle
(p<0,05). Verificou-se diferenga significativa na analise pareada dos niveis
percentuais de TCD4+ TCD8+ antes e apoés NAC. Também se verificou diferencga
significativa dos niveis de TCD3+ e TCD4+ com expressdo de CD28, FAS e PDI1+ e
de TCD8+PD1+ antes e ap6s no sangue periférico das mulheres com CMTN antes e
apos NAC. A sobrevida livre de doenca em 24 meses foi de 52,1% no grupo de
pacientes com niveis percentuais de TCD3 < 68,0 e de 100% no grupo com CD3+ T
> 68,8 (p=0,007), e de 54,1% no grupo de pacientes com niveis percentuais de
TCD4+FAS+ > 44,5 e de 100% no grupo com TCD4+FAS+ < 44,5 (p=0,02). Com
relacdo TCD4+ PD1+, a sobrevida livre de doenga foi 69,5% no grupo com niveis
percentuais de TCD4+ PD1+ > 4,5 e de 100% no grupo TCD4+PD1+ < 4,5 (p=0,01).
Conclusao: Conclui-se que os niveis TCD4+/FAS+ e TCD8+/PD1+ circulantes
antes do tratamento estdo associadas a RC, o que sugere ser potenciais
biomarcadores preditivos de resposta a NAC. As alteragdes nos niveis circulantes de
TCD3+, TCD4+FAS+ e TCD4+PD1+ ap6s NAC estdo a associadas a sobrevida livre
de doenca, o que sugere que essas populagdes celulares e os receptores de inibigdo da

resposta imune, FAS e PD1, estdo envolvidos no prognostico do CMTN.

Descritores: Neoplasias de Mama Triplo Negativas. Terapia Neoadjuvante. Sistema

Imunitario. Linfocitos T.



SUMMARY

Salgado MRT. [Evaluation of the effects of neoadjuvant chemotherapy on the
cellular immune response in locally advanced triple-negative breast tumors].
Sao Paulo; 2019. [Tese de Doutorado- Programa de P6s-Graduagao em Oncologia da

Fundagdo Antonio Prudente, em Parceria com o Hospital de Cancer de Pernambuco].

LLocally advanced triple-negative breast cancer (TNBC) represents a public health
problem in Brazil. Its standard treatment consists of neoadjuvant chemotherapy, with
an extremely variable success rate depending on access to adequate cancer treatment
and the type of pathological response. In the last decade, the role of the immune
system in breast cancer has gained space with the demonstration of the favorable
impact of lymphocyte tumor infiltration (TILs) and genetic expression of immune
response, especially in tumors with high proliferation rate and estrogen receptor
negative. Objective: to evaluate the cellular immune response in women with locally
advanced triple-negative breast cancer, and to undergo neoadjuvant chemotherapy.
METHODS: This was a longitudinal study with follow-up performed between the
years 2015 and 2017. The study was conducted at the Hospital de Cancer de
Pernambuco and Translational Research Laboratory of the Instituto de Medicina
Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP). Thirty women aged between 18 and 60
years with a diagnosis of locally advanced CMTN and submitted to neoadjuvant
chemotherapy were included, and 30 healthy women aged 18 to 60 years without
previous or current diagnosis and family history of TNBC were included as control
group. Peripheral blood samples were collected before and after neoadjuvant
chemotherapy (NAC). The analysis of the percentage levels of CD3+ T, TCD4 + and
TCD8 + with expression of CD28, FAS, PD1 and CTLA4 were performed by flow
cytometry. The non-parametric Kruskall-wallis multiple-comparison test was used in
association analysis. For pre-and post-treatment paired analysis, the non-parametric
Wilcoxon test was used. For disease-free survival analysis (SLD), the Log-Rank test
was used to compare the groups. The level of statistical significance of p <0.05 was
adopted. Statistical analysis was performed using the graphpad prism v6.0 program
(Graphpad software, San Diego, CA). Results: High levels of CD28+ CD3+ T,
CD28+CD4+ T, PD1 +CD3+T and CD3+ T CTLA4 + were observed in the
peripheral blood of the groups of women with complete pathological response (CPR)



and no CPR to the neoadjuvant treatment when compared to the control group (p <
0.05). High levels of FAS+CD4+ T were observed in the group of patients with RP
to the neoadjuvant treatment when compared to the CR and control groups (p <0.05).
Higher levels of PD1+CD8+ T were observed in the group of patients with no CRP
compared to the control and CRP groups (p <0.05). High levels were found in the
indices obtained from the CD28+ CD4+T / CD28+ CD8 +T ratio in the groups of
women who had when compared to the RC and control groups. High levels of the
PD1 + CD4 + T / PD1+ CD&+ T ratio in the CMTN groups, which obtained CPR
and no CPR to the neoadjuvant treatment when compared to the control group (p
<0.05). There was a significant difference in the paired analysis of the percent levels
of CD4+ T and CD8+ T before and after NAC. There was also a significant
difference in CD3+ T and CD4+ T levels with expression of CD28, FAS and PDI
and PD1+ CD8+ T before and after NAC in the peripheral blood of women with
CMTN. The 24-month disease-free survival rate was 52.1% in the group of patients
with CD3+T <68.0 and 100% in the CD3+ T > 68.8 (p=0.007) and 54.1 % in the
group of patients with FAS+ CD4+T > 44.5 and 100% in the group with FAS+
CD4+T <44.5 (p = 0.02). With respect to PD1+ CD4+T disease-free survival was
69.5% in the group with PD1+ CD4+T > 4.5 and 100% in the PD1+ CD4+T <4.5 (p
= 0.01) groups. Conclusion: It is concluded that pre-treatment FAS+ CD4+ T and
PD1+ CDS8+ T levels are associated with CPR, suggesting potential biomarkers
predictive of NAC response. Changes in the circulating levels of CD3+ T, FAS+
CD4+T and PDI1+ CD4 +T after NAC are associated with disease free survival,
suggesting that these cellular populations and immune response inhibitory receptors,
FAS and PD1, are involved in the CMTN prognosis.

Key-words: Triple Negative Breast Neoplasms. Neoadjuvant Therapy. Immune

system. T Lymphocytes.
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INTRODUCAO




1 INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER DE MAMA

O cancer de mama (CM) foi a primeira neoplasia maligna mais incidente no
mundo em 2018, com uma estimativa 2,088.8 milhdes de novos casos (95% IC
2,003.7 — 2,177.6 milhdes) e 630.000 mil mortes, sendo a principal causa de morte

por cancer no sexo feminino em 2016 (FERLAY et al. 2019) (Figura 1).

. Females )
Incidence Mortality

Other
28.9%

Non-Hodgkin Colorectum
9.5%

Leukaemia
31%

9% .
Liver
5.6%

Stomach
6.5%

8.6 million 4.2 million
new cases deaths

Fonte: FERLAY et al. (2019)

Figura 1 - Estimativa de incidéncia de novos casos e mortalidade por cancer de

mama para 2018 entre as mulheres no mundo.



Nos Estados Unidos da América (EUA), a American Cancer Society publicou
uma estimativa de novos casos de cancer em homens e mulheres para 2018, no sexo
feminino os 3 tipos de tumores mais incidentes foram cancer de mama, seguido de
cancer de pulmio e colorretal (SIEGEL et al.2018). O cancer de mama representa

14% dos casos de morte por cancer do sexo feminino nos EUA (Figura 2).

Estimated New Cases

Males Females

Prostate 164,690 19% Breast 286,120 30%

Lung & bronchus 121,680 14% Lung & bronchus 112,350 13%

Caolon & rectum 75,610 9% Colon & rectum 64,640 7%

Urinary bladder 62,380 7% Uterine corpus 63,230 7%
Melanoma of the skin 55,150 6% Thyroid 40,900 5%
Kidney & renal pelvis 42 680 5% Melanoma of the skin 36,120 4%
Man-Hadgkin lymphoma 41,730 5% Nen-Hodgkin lymphoma 32,850 A%
Oral cavity & pharymx 37,160 4% Pancreas 26,240 3%
Leukemia 35,030 4% Leukemia 25,270 3%

Liver & intrahepatic bile duct 30,610 4% Kidney & renal pelvis 22 660 3%
All Sites 856,370 100% All Sites 878,980 100%

Estimated Deaths

Males Females

Lung & bronchus 83,550 26% Lung & bronchus 70,500 25%
Prostate 29,430 9% Breast 40,920 14%

Colon & rectum 27,390 8% Colon & rectum 23,240 8%
Pancreas 23,020 % Pancreas 21,310 %

Liver & intrahepatic bile duct 20,540 6% Owary 14,070 5%
Leukemia 14,270 4% Uterine corpus 11,350 4%

Esophagus 12,850 4% Leukemia 10,100 4%

Urinary bladder 12,520 4% Liver & intrahepatic bile duct 9,660 K
Mon-Hadgkin lymphoma 11,510 4% Naon-Hodgkin lymphoma 8.400 3%
Kidney & renal pelvis 10,010 3% Brain & other nervous system 7.0 3%
All Sites 323,630 100% All Sites 286,010 100%

Fonte: SIEGEL et al. (2018).
Figura 2 - Dados de incidéncia e mortalidade entre as dez principais neoplasias nos

Estados Unidos da América em 2018.



De maneira geral, a sobrevida do CM ¢ determinada pelo estagio, subtipo
molecular e acesso ao tratamento. A sobrevida global em 5 anos nos EUA ¢ de
89,7%, com tendéncia de aumento na maioria dos paises desenvolvidos
(HOWLADER et al. 2016; National Cancer Institute-NCI 2018). Tumores menores
que 2 cm e sem metastases axilares, possuem sobrevida em 5 anos nos EUA de 99%,
94% e 85% para os subtipos Luminal, HER e Triplo-negativo, respectivamente
(WALKS e WINER 2019).

Globalmente 1 em cada 20 mulheres ira desenvolver esta neoplasia ao longo
da sua vida (FITZMAURICE et al. 2017). A chance de desenvolver CM ¢ maior em
regides economicamente desenvolvidas (1 em cada 10 mulheres), como EUA,
Europa Ocidental e Australia ¢ menor (1 em cada 50) em regides economicamente
subdesenvolvidas como Africa e algumas partes da Asia.

No periodo de 2006 a 2016, a incidéncia global de CM aumentou mais de
29%, devido aos seguintes fatores: mudanga na estrutura etaria da populagio;
crescimento populacional; e aumento nas taxas de incidéncia especificas por idade,
contribuindo com 16%, 12% e 1%, respectivamente (FITZMAURICE et al. 2017).

A implementagdo de programas de rastreamento com mamografia,
diminui¢do da terapia de reposicdo hormonal associado a melhorias no tratamento
adjuvante sistémico levaram a diminuicdo da incidéncia e mortalidade desta
neoplasia em paises desenvolvidos (HOWLADER et al. 2016). Nos paises de baixa e
média renda as falhas nos programas de rastreamento populacional do CM através da
mamografia levam ao diagndstico em estagios mais avangados ¢ quando somadas ao
acesso restrito dos tratamentos oncoldgicos, provocam o aumento na morbidade e

mortalidade desta neoplasia (LEE et al. 2012).



No Brasil ¢ a neoplasia maligna mais frequente no sexo feminino, excluindo
cancer de pele ndo melanoma, sendo a estimativa de 59.700 casos novos em 2018
(Figura 3), com o risco estimado de 56,33 casos por 100 mil mulheres, segundo
dados do Instituto Nacional do Cancer-INCA (Ministério da Saude 2018). Sua
incidéncia varia de acordo com a regido do pais, sendo mais frequente nas regioes sul
(73,07/100 mil), sudeste (69,50/100 mil), centro-oeste (51,96/100 mil) e nordeste
(40,36/100 mil). Na regido norte ¢ o segundo mais incidente (19,21/100 mil), uma
vez que o cancer de colo uterino ¢ o primeiro. No estado de Pernambuco foram

estimados cerca de 2.680 casos novos para o ano de 2018 (Ministério da Saude

2018).
Localizacao primaria Casos y
"h;l;";e—r;s" ) ——M%s:n—a Feminina 59.700  : 29,5%

Célon e Reto 18.980 9,4%
Colo do Utero 16.370 8,1%
Traqueia, Brénquio e Puim3o 12.530 6,2%
Glandula Tireoide 8.040 4,0%
Estémago 7.750 3,8%
Corpo do Utero 6.600 3,3%
Ovaério 6.150 3,0%
Sistema Nervoso Central 5.510 2,7%
Leucemias 4.860 2,4%

Fonte: Ministério da Saude (2018).

Figura 3 - Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes entre

mulheres estimados para 2018, exceto pele ndo melanoma.

1.2 DIAGNOSTICO E ESTADIAMENTO

Dados americanos mostraram que mais da metade dos CM sao diagnosticados

durante o rastreamento mamografico e apenas um ter¢o sdo identificados como



massa palpavel na mama (CAUGHRAN et al. 2018). A deteccdo de massa palpavel
na axila, inversdo do mamilo, secre¢do mamilar, assimetria mamaria, eritema na pele
da mama ou edema na pele da mama (peau d’orange) sdo apresentagdes raras da
neoplasia mamaria (MORROW 2014).

Em 2018, dados do projeto Amazona III, criado pelo Grupo Brasileiro de
Estudos do Céancer de Mama, demonstraram que no Brasil 66% das pacientes foram
diagnosticadas através de sintomas e apenas 34% pela mamografia (SIMON et al.
2009); e o percentual de acordo com estagio da doenga foi de: 1 (26,4%), 11 (41,6%) e
I (27%) e IV (5%). Ou seja, o nimero de casos diagnosticados se concentra em
estagios mais avangados da doenga, tendo impacto direto no sucesso terapéutico e
consequentemente maior mortalidade. Estes dados foram confirmados pela Agéncia
Internacional para Pesquisa do Cancer-IARC (BOYLE e LEVIN 2008) que revelou
maior nimero de casos de cancer de mama em estagios localmente avancados em
paises em desenvolvimento.

O diagnéstico do CM depende da historia clinica, exame fisico ¢ exames
radiologicos complementares, além das biopsias para o diagnéstico definitivo por
anatomopatoldgico. O principal exame radioldgico de deteccdo precoce de CM ¢ a
mamografia convencional bidimensional (2D). Esse exame apresenta alta
especificidade para deteccdo de cancer de mama em estagios iniciais; e associado ao
exame de mamografia tridimensional (3D), ha um aumento da taxa de deteccdo em
mulheres assintomaticas, diminuindo a necessidade de repeticgdo do exame
radiografico e de resultado falso-positivo devido a elevada qualidade na defini¢ao da

imagem (FRIEDEWALD et al. 2014).



Os programas de rastreamento mamografico podem detectar tumores
impalpaveis, assintomaticos e microcalcificagdes que quando tratadas precocemente
diminuem a taxa de mortalidade por CM. No Brasil, existem controvérsias quanto ao
inicio e fim do programa de rastreamento, cujas diretrizes adotadas pelo Sistema
Unico de Saude (SUS) determinam a realizagdo de mamografia em intervalos de dois
anos para as mulheres com idade entre 50 e 69 anos (Ministério da Satde 2018). A
Sociedade Brasileira de Mastologia (SBM) recomenda realizar a mamografia
anualmente para todas as mulheres com mais de 40 anos (BARRETO et al. 2012).

Nos casos de mulheres com mutagdes nos genes BRCA1 e/ou BRCA2 que
optaram por cancer surveillance, a mamografia tem reduzida sensibilidade para
detecdo de CM. Nesses casos, sugere-se a realizagdo da ressonancia nuclear
magnética (RNM) anual, iniciando aos 25 anos, por ser um exame mais sensivel para
deteccao de tumor em estagio inicial (WARNER et al. 2011).

O cancer de mama ¢ um diagndstico histopatoldgico, feito de acordo com
critérios patologicos padronizados. O tipo mais comum ¢é o carcinoma ductal
invasivo (50%-75% dos pacientes), seguido pelo carcinoma lobular invasivo (5%-
15% dos pacientes), com o carcinoma misto ductal/lobular e outros tipos raros
compondo o restante (DILION et al. 2014).

Apbés o diagnostico histopatoldgico, a extensdo do tumor ¢ avaliada
clinicamente e por meio de exames complementares. O método de estadiamento mais
utilizado € o proposto pela American Joint Committe on Cancer (AJCC), 8" edigdo
(Anexo 1). Este sistema baseia-se na extensdo anatomica da doenca, levando em
conta: as caracteristicas do tumor primario (T); dos linfonodos das cadeias de

drenagem linfatica do 6érgao em que o tumor se localiza (N); e a presenca ou auséncia



de metastases a distancia (M). Estes parametros recebem graduacdes de TO a T4, NO
a N3 e MO a M1 (Anexo 1) (HORTOBAGYT et al. 2017). O uso de exames
radiologicos complementares deve ser reservado para os casos com doenga
localmente avancada, mulheres sintomaticas, ou com alteracoes em exames
laboratoriais que sugiram doenga metastatica (RAVAIOLI et al. 2002; National

Comprehensive Cancer Network-NCCN 2019).

1.3 FATORES PROGNOSTICOS E PREDITIVOS DO CANCER DE

MAMA

Os principais fatores prognosticos clinicos-patologicos sao: idade; tamanho
do tumor; diferenciacdo entre carcinoma invasivo € in situ; numero de linfonodos
regionais acometidos; e presenga de metastases a distancia (HAYES et al. 1998). A
mortalidade esta diretamente relacionada as caracteristicas morfologicas (nimero de
linfonodos acometidos, tamanho, tipo histolégico, grau histoldgico e invasdo
angiolinfatica) e biologicas da neoplasia mamaria. O namero de linfonodos
acometidos € o fator progndstico mais importante na auséncia de doenca metastatica
(CARLSON e WOOD 2011).

A sobrevida livre de doenga em 10 anos é em torno de 70-80%, quando nao
ha comprometimento de linfonodos axilares; porém, quando existem mais de 10
linfonodos positivos, apenas 10-15% das pacientes estardo livres de doenca em 10
anos (PARK et al. 2018). O grau histoldgico da neoplasia mamaria ¢ avaliado pela
graduagdo de Elston-Ellis, sendo considerado também um fator prognostico

(ELSTON e ELLIS 1991).



O receptor de estrogénio (RE), receptor de progesterona (RP) e o receptor 2
do fator de crescimento epidérmico humano (HER2) sdo importantes marcadores
preditivos para o cancer de mama e fundamentais na decis@o do tratamento sistémico
a ser realizado (GOLDHIRSCH et al. 2011).

Tradicionalmente o CM foi considerado uma doenga unica ¢ seu tratamento
tem sido guiado por fatores progndsticos clinico-patologicos, em muitos casos
levando a um overtreatment das pacientes. Hoje o cancer de mama ¢ definido como
um grupo heterogéneo de diferentes entidades patologicas que acometem o mesmo
sitio anatdmico, com diferentes fatores de risco, caracteristicas histologicas,
manifestagdes clinicas e prognosticas (REIS-FILHO e PUSZTAI 2011;

GOLDHIRSCH et al. 2011).

1.4 CLASSIFICACAO IMUNOFENOTIPICA E MOLECULAR DOS

SUBTIPOS DE CANCER DE MAMA

Através de estudos de analise de microarrays, PEROU et al. (2000)
demostraram que os tumores com receptor de estrogénio positivo € negativo eram
distintos quanto ao perfil de expressdo génica, e relataram que o cancer de mama
poderia ser dividido em quatro diferentes subtipos: basal, HER2, tipo normal,
luminal A ¢ B. Em seguida, novos estudos demostraram que o CM poderia ser
agrupado pelo perfil de expressdo génica em diferentes subgrupos: luminais A e B;
um grupo de superexpressores de HER-2; um subtipo "“mama normal™ ou sem
classifica¢do; e o grupo basal-like, que ¢ representado em grande parte por tumores

triplo-negativos (SCHNNITT et al. 2010). Estes subtipos diferem em relagdao aos
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seus padrdes de expressdo génica, caracteristicas clinicas, resposta ao tratamento e

prognostico, conforme resumido no Quadro 1.

Quadro 1 - Subtipos moleculares do cancer de mama determinados por perfil de
expressao genética

SUBTIPO MOLECULAR

Luminal

HER-2

Basal

m | expressao de HER-2

m T expressao de genes

Padrio de m | expressdo de RH e e outros genes em Lo
~ . . baso-epiteliais,
expressio genes associados amplicon. citoqueratinas basais
génica (Luminal A> Luminal B) | m | expressdo de RE e q ~
. m |expressdo de HER-2
genes associados
m =~ 70% dos carcinomas o .
. ) o m = 15% dos carcinomas
invasivos de mama m = 15% dos . :
o . . . invasivos de mama
m RE/RP positivos carcinomas invasivos de Lo .
L L. . m Maioria triplo-negativo
Caracteristicas | m Luminal B tende a ser { | mama : ~
o e . m Disfun¢do do BRCA-1
clinicas grau histologico que m RE/RP negativos

luminal A
m Alguns T HER-2
(Luminal B)

m Mais propensos ao 1
grau e N+

(germinativa, esporadica)
m Mulheres afro-
americanas

Resposta ao
tratamento e
prognostico

m Responde a terapia
enddcrina

m Prognostico melhor do
Luminal A frente ao
Luminal B

m Mais recidivas tardias

m Uso de terapia alvo
molecular anti-HER2
m Respondem a QT
baseada em
antraciclicos

m Geralmente bom
prognostico com duplo
bloqueio

m Sem resposta a terapia
enddcrina e anti-HER-2
m Parecem ter
sensibilidade a QT
baseada com platina e
inibidores da PARP

m Geralmente prognéstico
ruim (de forma nao-
uniforme)

m Recidiva > nos 3
primeiros anos

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

Em 2011, os principais subtipos moleculares definidos pela expressao génica

foram incluidos no St. Gallen International Expert Consensus. No entanto, na

impossibilidade de acesso aos testes genéticos, uma nova classificagdo baseada em

fendtipo imuno-histoquimico foi sugerida para fins terapéuticos: Luminal A,

Luminal B, HER-2 positivo, Triplo-negativo e Basal-like (GOLDHIRSCH et al.

2011), conforme resumido no Quadro 2.
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Quadro 2 - Classificagdo molecular dos principais subtipos de cancer de mama.

Subtipo tumoral Padrao Molecular
Luminal A RE (+) e/ou RP (+) HER2 (-) Ki67 < 14%
Luminal B RE (+) e/ou RP (+); HER2 (+/-) Ki-67>14%
HER2+ RE (-) RP (-); HER2 (+) Qualquer Ki67
Triplo-negativo RE e RP <1% HER?2 (-) Qualquer Ki67
Basal Like RE e RP <1% HER2 (-) CK5/6 e/ou EGFR +

Abreviagodes: CK, citoqueratina; EGFR, receptor de fator de crescimento epidérmico; RE, receptor de
estrogénio; RP, receptor de progesterona; HER-2. Receptor epidérmico humano tipo 2; Ki-67

marcador de proliferagdo celular — segundo critérios do American College of Pathology (CAP).

Apesar de existir discordancia entre os métodos de imuno-histoquimica e o
perfil de expressdo génica, na pratica clinica sdo utilizados o estadiamento clinico e
cirargico somados aos marcadores de imuno-histoquimica (receptores de estrogeno e
progesterona, HER2 e o indice de proliferagdo celular KI 67) para decisdo

terapéutica (UNTCH et al. 2015).

1.5 CANCER DE MAMA TRIPLO-NEGATIVO

Segundo as diretrizes da Sociedade Americana de Oncologia (SMITH 2013)
e do Colégio Americano de Patologia (CAP), o cancer de mama triplo-negativo
(CMTN) ¢ aquele com niveis de coloracdo por imuno-histoquimica (IHQ) <1% para
receptores de estrogénio (RE); < 1% para receptores de progesterona (RP); e HER-2
negativo por IHQ ou preferencialmente Fluorescence In SituHybridization (FISH).
Devido auséncia de expressao destes marcadores, as pacientes nao iram se beneficiar

de terapias enddcrinas e/ou terapia anti-HER2, fazendo com que a quimioterapia
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citotoxica e recentemente o atezolizumabe (SCHMID et al. 2018) sejam as opgdes
disponiveis no cenario neoadjuvante, adjuvante e metastatico.

Segundo o grupo da Universidade de Vanderbilt, o CMTN pode ser dividido
em 6 subgrupos: tipo basal 1, tipo basal 2, mesenquimal, imunomodulatorio, tipo
célula-tronco mesenquimal e receptor de andrégeno luminal (LAR); entretanto, esta
classificagdo nao demostrou nenhum impacto na sobrevida livre de doenca

(LEHMANN et al. 2015; THOMSSEN et al. 2018).

1.5.1 Epidemiologia e fatores de risco

O CMTN representa aproximadamente 11 a 20% do cancer de mama na
populacao em geral (RAKHA et al. 2007; LIN et al. 2009); entretanto, mulheres com
CM localmente avancado e/ou de etnia afro-americana, a incidéncia varia de 23 a
28% (MILLIKAN et al. 2008; DOLLE et al. 2009). No Brasil, segundo dados do
projeto Amazona, sua incidéncia ¢ de 21% (SIMON et al. 2019).

Os fatores de risco associados ao CMTN incluem: i) associacdo com
mutagdes nos genes de BRCA1/2, sendo que até¢ 20% dos CMTN tem mutagdes
nesses genes, principalmente 0 BRCA1 (GONZALEZ-ANGULO et al. 2011); ii)
risco maior entre afro-americanas e hispanicas quando comparado as caucasianas
(MILLIKAN et al. 2008; LIEDKE et al. 2008); iii) mulheres na pré-menopausa
possuem uma incidéncia maior quando comparado aquelas na menopausa (CAREY
et al. 2007; MILLIKAN et al. 2008); iv) risco significativamente maior nas mulheres
com indice de massa corporal (IMC) > 30 (PIEROBON ¢ FRANKENFELD 2013); ¢

v) paridade, uma vez que estudos sugerem que a nuliparidade ¢ associada com baixo
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risco para CMTN, mas para as multiparas (3 ou mais filhos) ¢ associada com risco

aumentado (CAREY et al. 2007).

1.5.2 Caracteristicas clinicas e histopatolégicas

Devido ao seu comportamento de crescimento rapido, o CMTN ¢
diagnosticado mais comumente durante exame fisico, como uma massa mamaria, do
que durante a mamografia, quando comparado aos CM Luminal A ¢ B (COLLET et
al. 2005; DENT et al. 2007). Os achados mamograficos mais comuns s30: massa sem
calcificacdo, mal definida ou espiculada, com margens e forma irregular. Ao
ultrassom, sdo comumente massa hipoecoicas ou complexas com forma irregular e
margens ndo circunscritas; enquanto na ressonancia magnética ¢ comum massa
redonda ou oval, margens irregulares ¢ aumento das bordas ("rim enhancement”)
(DENT et al. 2007).

Histologicamente, mais de 90% dos tumores de mama sdo classificados como
carcinoma ductal invasivo, sem tipo especifico. Na maioria dos casos se apresentam
como carcinomas de alto grau, com infiltrado linfocitario perilobular no tecido
mamario adjacente ao leito tumoral; e um infiltrado inflamatorio linfocitario
intratumoral, com zonas necroticas centrais, proliferagdo fibrosa celular e “pushing
borders” (FULFORD et al. 2006, TURNER e REIS-FILHO 2013). Alguns CMTN
tém histologia atipicas medulares e metaplasicas: os carcinomas medulares sao
caracterizados por bordas circunscritas, infiltrado linféide periférico denso e
possuem um prognostico favoravel (HUOBER et al. 2012); enquanto os carcinomas
metaplasicos apresentam pior prognodstico ¢ possuem diferenciagdo do epitélio

escamoso com componentes mesenquimais e células com morfologia fusiforme,
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condroide, oOssea ou rabdoide (WEIGELT et al. 2009). Dentro desta ampla
diversidade, ¢ com comportamento clinico menos agressivo, destacam-se o

carcinoma adenoide cistico ¢ o medular (HUDIS e GIANNI 2011) (Figura 4).

@:aﬁke and Triple-Negative Breast Cam::ers>

Low-grade tumors High-grade tumors

Medullary breast cancer Metaplastic breast cancer

R = TP

Fonte: HUDIS e GIANNI (2011)

Figura 4 — Tumores de mama triplo-negativos ¢ Tumores de mama Basal-like.
Secretory carcinoma, Carcinoma secretorio; Medullary breast cancer, carcinoma
medular; Metaplastic breast cancer, Carcinoma metaplasico; Adenoid cystic

carcinoma, Carcinoma adenoide-cistico; Grade 3- IDC-NST, CDI-SOE-Grau 3.

1.5.3 Progndstico do cincer de mama triplo-negativo

Pacientes com CMTN apresentam pior progndstico quando comparadas com
outros subtipos de cancer de mama. Em um estudo realizado pelo NCCN que
englobou 15.204 mulheres com cancer de mama, quando comparado com as
pacientes com receptor hormonal positivo e ou HER-2 positivo, mulheres com
CMTN tinham: i) pior sobrevida livre de doenga e global; ii) aumento no risco de

metastases pulmonares e no sistema nervoso central, e baixa incidéncia de metastases
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Osseas; e iii) maior mortalidade nos dois primeiros anos de diagndstico (LIN et al.
2009). Ao contrario do risco de recorréncia tardia, apos 5 anos, ¢ 50% menor nas
mulheres com CMTN quando comparadas com a receptor hormonal positivo
(NOFECH-MOZES et al. 2009).

Virios estudos t€ém demostrado que as pacientes com CMTN submetidas a
quimioterapia neoadjuvante que atingem a resposta patologica completa (RC),
apresentam melhora da sobrevida livre de doenca e melhor controle loco regional,
quando comparadas as que tém resposta parcial (VON MINCKWITZ et al. 2012;
PILEWSKIE ¢ MORROW 2017). PRASHANT et al. (2019) demonstraram que
invasdo angiolinfatica e linfonodo com extravasamento extra capsular sdo preditivos
independentes de recorréncia loco regional nas pacientes submetidas a tratamento
neoadjuvante que alcangaram resposta parcial. O seguimento clinico e radioldgico
dessas pacientes nao difere dos demais subtipos de CM e consiste em histdria clinica
e exame fisico completo a cada 3 meses nos primeiros 3 anos ¢ apds a cada 6 meses,

associado a mamografia anual (SMITH 2013).

1.5.4 Abordagem neoadjuvante para cincer de mama triplo-negativo

As neoplasias de mama s3o usualmente subdivididas em tumores iniciais
(estadios IA, IB, IIA e IIB), localmente avancado (estadios IIIA, IIIB e IIIC) e
metastaticos (estadio IV). Essa divisdo tem usualmente uma aplicagdo terapéutica,
pois tumores iniciais, geralmente de melhor progndstico, sdo abordados inicialmente
com cirurgia ¢ em seguida submetidos a tratamentos sist€émicos complementares

(HORTOBAGYTI et al. 2017).
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Classicamente, a quimioterapia neoadjuvante ¢ preferivel em pacientes com
estagios localmente avancados e naquelas que ndo sdo candidatas a cirurgia
conservadora. O objetivo desse tratamento ¢ induzir uma resposta antitumoral antes
da cirurgia e possibilitar a cirurgia conservadora, ¢ também permitir uma avaliagdo
precoce da efetividade do tratamento sistémico (GRALOW et al. 2008). Além desses
objetivos clinicos, a quimioterapia neoadjuvante traz oportunidades de pesquisas
através da coleta de material sanguineo e tumoral antes e apds o tratamento,
possibilitando a identificacdo de biomarcadores de resposta especificos do paciente
(GRALOW et al. 2008).

Em relacdo a resposta apds a quimioterapia neoadjuvante, essa pode ser
classificado como: resposta patologica completa (RC), quando ha auséncia de tumor
invasivo na mama ¢ linfonodos regionais; ou resposta patologica parcial (RP),
quando existe doenca invasiva na mama ou linfonodos regionais (VON
MINCKWITZ et al. 2012; CORTAZAR et al. 2014). A resposta patologica completa
difere de acordo com o subtipo do cancer de mama e varios estudos tém mostrado
melhor sobrevida global e livre de doenca entre os subtipos triplo-negativo e HER2+,
que atingem esse grau de resposta (CORTAZAR et al. 2014; SPRING et al. 2018).

A despeito de varias opgdes de protocolos de quimioterapia neoadjuvante
disponiveis, existe consenso que a associagdo antraciclina e taxanes ¢ o padrio ideal.
POGGIO et al. (2018) demostraram que quimioterapia neoadjuvante com
antraciclina e taxanes, associadas a platina, levou a um aumento significativo da taxa
de RC, as custas de uma maior toxicidade hematologica e pode ser considerada como

opcao de tratamento neoadjuvante no CMTN.
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Para as pacientes que apresentam RP a neoadjuvancia, espera-se uma reducao
de 30% na sobrevida global em trés anos (LIEDKE et al. 2008). A analise do grupo
triplo-negativo do estudo CREATE-X mostrou beneficio na sobrevida global (SG)
naquelas pacientes que apresentavam RP a quimioterapia neoadjuvante e receberam
capecitabina de forma adjuvante (MASUDA et al. 2017). As opgdes de tratamento
cirargico e radioterapico para CMTN sdo as mesmas para os subtipos luminais A ¢ B

e HER-2 (TEH et al. 2019).

1.6 MECANISMOS DE ATIVACAO E INIBICAO DA RESPOSTA

IMUNE CELULAR

Dois sinais sdo necessarios para ativacdo da resposta imune de células T
naive. O primeiro ¢ gerado pelo receptor das células T (TCR) que se liga a antigenos
apresentados no contexto de molécula de histocompatibilidade principal (MHC) de
classe I ou II, expressa na superficie de células apresentadoras de antigenos (APCs).
As células T CD4" se ligam a MHC classe II (MHC-II), que pode ser expresso em
qualquer tipo de célula, mas principalmente por APCs (macréfagos, células B e
células dendriticas (DCs)); e as células TCD8" reconhecem antigenos expressos por
MHC de classe I (MHC-I).

O segundo sinal ¢ proporcionado por interagdo da molécula co-estimuladora
CD28, expressa nas células T, com as moléculas B7-1 (CD80) ou B7-2 (CD86),
presentes na superficie da APCs (Figura 5). A falha da célula T para receber o
segundo sinal resulta geralmente em anergia (inativa¢ao) de células T. Isso também

pode acontecer devido a interagdo dos ligantes CD80 e/ou CD86 com uma molécula
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co-inibidora, chamada cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4). Isso é
parte do mecanismo natural para limitar as respostas imunes autorreativas que

poderiam levar as doencgas autoimunes (VERMA et al. 2013) (Figura 5).

T-cell
receptor cD28

Signal 1 Signal 2

MHC with
antigen

Lymph node

Fonte: POSTOW et al. (2015).

Figura 5 - Mecanismos de ativacdo dos linfocitos T nos oOrgdos linfoides

secundarios. MHC, complexo principal de histocompatibilidade.

Além disso, existem outros mecanismos que promovem a diminui¢do da
resposta imune celular, através da expressdo de co-receptores inibidores presentes na
superficie celular dos linfocitos T. Os co-receptores inibidores abrangem um grupo
de moléculas que funcionam na sinapse imunologica para inibir a fungdo das células
T, sendo receptores com funcdo oposta dos receptores co-estimuladores CD28
(ODORIZZI et al. 2012). Durante a tltima década, varios membros co-receptores
inibidores foram relacionados com o fendmeno de "exaustdo" da célula T, incluindo

Programmed death 1 (PD1) e CTLA-4. Também chamado de "esgotamento" das
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células T, termo atribuido a reducao gradual das funcdes celulares que ocorre nos
linfocitos T CD8+ citotdéxico em condigdes de exposi¢ao cronica ao antigeno (PARK
et al. 2012).

As moléculas de CTLA4, que s3o exclusivamente expressas em células T
ativadas, tem a fun¢do de neutralizar a acdo dos co-estimuladores CD28 e induzir
sinais inibitdrios para restringir a ativagdo das células T (HATHCOCK et al. 1993;
RUDD et al. 2009). Apds o primeiro sinal de ativagao dos linfocitos T, via interagdes
TCR e antigeno, o CD28 amplifica fortemente a sinalizacdo de ativacao das células T
(LINSLEY et al. 1990).

Tanto o CD28 como o CTLA4 podem interagir com os mesmos ligantes
CD80 (B7.1) e CD86 (B7.2) (LINSLEY et al. 1990; LINSLEY et al. 1994). No
entanto, a molécula de CTLA4 tem uma maior afinidade para ambos os ligantes;
portanto, compete com as moléculas CD28 pela interacdo com os receptores CD80 e
CD86, expressos por células apresentadoras de antigenos (EGEN ¢ ALLISON 2002).
Além disso, a ligagdo de CTLA4 inibe a proteina fosfatase SHP2 e a cinase PP2A,
que s3o cruciais para a ativagdo de células T no meio tumoral (QURESHI et al.
2011). O CTLA4 também ¢ expresso pelas células Treg CD4+ CD25+ FoxP3+ e
acelera a fungdo supressora no microambiente tumoral (WING et al. 2008).

A molécula PD1 é um membro da familia dos receptores CD28 e atenua as
respostas imunes por regular negativamente a proliferagdo e a atividade funcional de
células T. A expressdo de PDI nas células T ativadas, especialmente nas Treg,
aumenta a sua fun¢@o supressora da resposta imune (RAIMONDI et al. 2006; KEIR

et al. 2008) (Figura 6).
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Figura 6 - Interacdao de células T com células apresentadoras de antigenos e células

tumorais: checkpoints CTLA-4 e PDI1/PD-L1 (sinais inibidores). CTLA-4 regula
negativamente a ativacdo de células T por ligacdo a moléculas B7 (CD80/86) na superficie de APCs
ou células tumorais. Quando essas moléculas B7 se ligam ao CD28, elas geram o efeito oposto,
ativando os sinais. Quando PD1 se liga a um dos seus ligantes (PD-L1/ PD-L2), principalmente
expressos no microambiente do tumor, resulta na inibi¢do da atividade das células T. APC, célula
apresentadora de antigeno; MHC, complexo principal de histocompatibilidade; TCR, receptor de

célula T.

O efeito inibitério de PDI1 sobre a ativagao de T linfocitos ¢ mediada pela
interagdo com os Programmed death ligand 1 e 2 (PD-L1 e PD-L2). Especialmente a
interacdo PD1/PD-L1 modula negativamente a resposta imune pela diminui¢cdo da
producao de citocinas (DONG et al. 1999, 2002); e induz anergia dos linfocitos T e a
apoptose celular (SELENKO-GEBAUER et al. 2003; GHEBEH et al. 2006) (Figura
7). A sinalizacdo do PD1 conduz o ciclo celular a parada em GO/G1, mas nao

aumenta a morte celular (LATCHMAN et al. 2001).
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O PD-L1, também chamado B7-H1, ¢ uma proteina transmembrana tipo 1 de
40kDa, codificada pelo gene CD274, presente em células apresentadoras de
antigenos, como mondcitos/macrofagos, células B, DCs, assim como células
tumorais, como mecanismo de escape imunologico. A taxa de expressao de PD-L1
na superficie de células tumorais estd associada com progressdo tumoral
(OHIGASHI et al. 2005) e pior prognodstico (FRENCH et al. 2012), como também a
presenca de células T PD1+ no infiltrado tumoral (TOPALIAN et al. 2012).

As moléculas de PD1 e do seu ligante (PD-L1) se apresentam como
receptores na superficie do citoplasma e na forma soltivel no plasma (sPD1 e sPD-
L1). As moléculas livres de sPD1 e sPD-L1 podem ser liberados através da clivagem
proteolitica desses receptores da membrana. Além disso, o sPD-L1 mantém sua
atividade bioldgica e é capaz de se ligar ao receptor PD1 presente na membrana dos
leucdcitos, especialmente nos linfocitos T, ativando a via PD1/PD-L1 (WEI et al.

2018).
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Figura 7 - Apresentacdo de antigeno pelas células tumorais. Ativagio de células T é um
processo de duas etapas que requer o reconhecimento de peptideos apresentados por moléculas de
MHC expressas na superficie das células tumorais, bem como um segundo sinal de estimulagio,
emitido pela familia de receptores CD28. O sinal de co-estimulagcdo promove a expansdo clonal de
células T, a secrecdo de citocinas e a atividade da célula T. Na auséncia deste sinal, as células T ndo
respondem de forma eficaz e sdo funcionalmente inativadas. APC, célula apresentadora de antigeno
(célula dendritica, macrofago); Ag, antigeno; MHC, complexo principal de histocompatibilidade;

TCR, receptor das células T.
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1.6.1 Mecanismos de apoptose via interacoes das moleculas FAS - FASL

O sistema imune funciona em microambientes complexos e dinamicos, onde
a sobrevivéncia e eliminacdo de clones de células T sdo fundamentais para o
estabelecimento e manutencdo da resposta imune. A morte celular induzida por
ativacdo ¢ o principal mecanismo homeostatico usado pelo sistema imune para
controlar ativacao das células T, promover a tolerancia aos autoantigenos e prevenir
a autoimunidade (COHEN e DUKE 1992; KABELITZ et al. 1993; MAHER et al.
2002).

Apbs a ativacdo, as células T expressam FAS e seu ligante (FASL) e apos
continua estimulagdo antigénica, essas células tornam-se sensiveis a apoptose
autdcrina e paracrina mediada por FAS/FASL. Esses dois mecanismos de morte
celular servem para controlar a expansao clonal de linfocito T e regular as respostas
imunes. Todos os linfocitos, incluindo células TCD4+, TCD8+, células B e células
Natural Killer (NK), bem como DCs, mondcitos, macrofagos e neutrofilos, estdo
sujeitos a homeostase regulada pelo FAS / FASL (RATHMELL et al. 1995; ARAI et
al. 1997; VAN PARIJS e ABBAS 1998; LENARDO et al. 1999).

A desregulagdo da morte celular induzida por ativacdo do FAS/FASL esta
associada as doengas degenerativas e autoimunes (WATANABE-FUKUNAGA et al.
1992). A sindrome linfoproliferativa autoimune em humanos, um distarbio
hereditario de homeostase de linfocitos, esta associada a falta de morte celular
induzida por ativagdo, devido a defeitos na expressao de FAS, FASL e das caspases
(WANG et al. 1999). O status de privilégio imunolégico de alguns 6rgaos, como
olhos e testiculos, ¢ parcialmente estabelecido pela expressdo de altos niveis de

FASL. A molécula de FASL ¢ constitutivamente expresso no timo, onde desempenha
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um papel importante na ontogénese e selecdo negativa de células T, onde contribui

para o estabelecimento da tolerancia periférica (ASKENASY et al. 2005) (Figura 8).
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Fonte: ASKENASY et al. (2005)

Figura 8 - Regulacao fisioldgica de respostas imunes induzidas pelos mecanismos de

apoptose via interacao das moleculas FAS / FASL. (A) A ativagio de células T por meio da
interacdo dos receptores de células T (TCR) com os peptideos apresentados no contexto do complexo
de histocompatibilidade principal (MHC) e a transdugdo de sinais leva a expressdo de FAS e FASL.
(B) Apos repetida estimulagdo, as células T tornam-se sensiveis a apoptose mediado por FAS / FASL
e sofrem morte celular induzida por ativagdo através da acdo autocrina ou paracrina. (C) Tecidos
imunologicamente privilegiados, como os olhos e testiculos, expressam FASL que desencadeia a
apoptose em linfocitos que expressdo FAS como um mecanismo para prevenir a exacerbacdo de
resposta inflamatérias. Da mesma forma, muitas células tumorais expressam FASL durante a
progressdo da doenga e eliminam as células T anti-tumorais como um meio de evasdo da resposta

imune.

A molécula FAS ¢ um receptor transmembrana tipo 1 de 48kDa, que

geralmente estd presente na superficie celular dos linfocitos T naive de forma
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constitutiva. O FASL (CD95) ¢ uma molécula transmembrana tipo II de 40 kDa que
pertence a familia do Tumor Necrosis Factor (TNF), sendo a sua expressdo mais
restrita e regulada (MIZUTANI et al. 2001).

As moléculas FAS e FASL se apresentam na forma ligada & membrana e
solivel no plasma, sendo a tultima gerada por clivagem das metaloproteinases e
liberada no meio extracelular. As interagdes FAS/FASL na célula T estdo envolvidas
na morte celular induzida por quimioterapicos (IGNEY e KRAMMER 2002). O
FASL induz o recrutamento e a ativagao de proteases que iniciam a apoptose, como a
caspase-8 e a caspase-10; e induz a morte celular através de varias vias de apoptose.
A apoptose mediada por FAS se da por via extrinseca através da ligacdo aos seus
ligantes, como FASL, TNF-a, linfotoxina-alfa (LT-a), TNF-1A (TL1A) e TNF-
related apoptosis-inducing ligand (TRAIL/APO2L) (YAMADA et al. 2017). A
molécula de FASL também ¢ expressa em células tumorais, sendo um dos
mecanismos de escape tumoral da resposta imune por induzir a apoptose de células T
anti-tumorais (SUDA et al. 1993; BELLGRAU et al. 1995; KHONG e RESTIFO

2002) (Figura 9).
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Figura 9 - Modelos alternativos para a indu¢do de morte de células T mediada por
FasL apo6s o encontro com células tumorais. (a) A morte induzida de células T apds o

reconhecimento de células tumorais. O reconhecimento do tumor leva a ativacdo de células T e o
aumento da expressdo de Fas e FasL na superficie da célula T, o que resulta na morte de células T por
“suicidio” e de outras células T (paracrina) (b) As células tumorais expressam o FasL e eliminam as
células T que expressam Fas que leva ao escape do tumor. No entanto, a ligagdo de Fas expressa em
células imunes inatas, como neutrdfilos, macréfagos e DCs imaturas por FasL expressa em células
tumorais também pode levar a liberagdo de multiplas citocinas pro-inflamatorias e quimiocinas,

preparando o cenario para a resposta anti-tumoral.

A apoptose mediada por FASL ¢ critica para homeostase de células efetoras
TCD8+, cuja expressao induzivel de FASL pelas células T ¢ estritamente controlada

por meio das interagdes intrinsecas entre varios reguladores transcricionais positivos
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e negativos (YAMADA et al. 2017). A elevacao dos niveis séricos das moléculas
FASL e FAS foi descrita em mulheres com cancer de mama e relacionada com
progressdo tumoral, comprometimento de linfonodo, alto grau nuclear e pior
prognostico (EL-SARHA et al. 2009). Em pacientes com CMTN também esta
relacionado ao alto risco de metastase a distancia (MALLETER et al. 2013). Em
relacdo a terapia antineopldsica, estudos pré-clinicos sugerem que os efeitos da
terapia estdo a associados a apoptose das células tumorais por meio da expressdo do

receptor FAS e de seu ligante para induzir a morte celular (EL-SARHA et al. 2009).

1.7 SISTEMA IMUNE E CANCER

HANAHAN e WEINBERG publicaram em 2000 “The Hallmarks of Cancer”
onde caracterizaram a célula tumoral através de seis caracteristicas: proliferacdo
sustentada, resisténcia a morte, indu¢do de angiogénese, capacidade invasiva e
metastatica, imortalidade replicativa e auséncia de apoptose. Em 2011, em virtude do
melhor entendimento do microambiente tumoral e do papel fundamental do sistema
imunoldgico no cancer, esses mesmos autores atualizaram seu trabalho criando um
modelo baseado em dois novos pilares: emergentes (deregulating cellular energetics
e evasdo do sistema imune) e enabling characteristics (instabildade gendmica e
mutagdes ¢ tumor-promoting inflammation) (HANAHAN e WEINBERG 2011)

(Figura 10).
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Figura 10 - Hallmarks do céancer.

O sistema imunoldégico desempenha papel duplo no cancer: de um lado
suprime o crescimento neoplasico através da destruicdo das células neopléasicas ou
inibicdo do seu outgrowth; e¢ de outro lado promove inflamagdo cronica no
microambiente que pode levar ao crescimento tumoral (SCHREIBER et al. 2011).

Viérios estudos tém demonstrado que as células neopldsicas podem ser
reconhecidas e controladas pelo sistema imune, através da ativagdo combinada da
resposta imune adaptativa e inata (DISIS 2010). No inicio da formagdo do tecido
tumoral ocorre liberacdo de fatores pro-angiogénicos, levando ao recrutamento de
células NK, células T Natural Killer (NKT), macrofagos e DCs que levam a
producdo de interferon gama (IFN-y) e consequentemente resposta pro-inflamatoria

(DUNN et al. 2004).
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Na ativacao da resposta imune celular, as células dendriticas apds capturarem
os antigenos neoplasicos, migram para os linfonodos regionais onde esta localizado o
tecido neoplasico e os apresentam as células T, levando a ativagdo dos linfocitos
TCD4+ que podem diferenciar-se em células efetoras T helper (Th)l, Th2, T
reguladoras (Treg) ou Thl7. Ainda no processo de reconhecimento antigénico,
células TCDS8+ sdo ativadas e sdo capazes de causar lise das células neoplésicas
(NAGARAJAN et al. 2018). Portanto, a depender do tipo de resposta no infiltrado
poderemos ter resposta antitumoral com eliminagao do tumor ou protumoral.

Na resposta antitumoral, as células Thl desempenham papel fundamental na
eliminagdo do tumor atarvés da producdo de IFN-y, fator de necrose tumoral alfa
(TNF-0) e interleucina (IL)- 2, contribuindo para ativagdo dos linfocitos TCD8+,
aumentando a atividade citotdoxica de macrdéfagos e induzindo a expressdo de
moléculas MHC I e II (NAGARAJAN et al. 2018). Por outro lado, se houver
diferenciagdo de células TCD4+ em Th2, ocorrerd a producao de vérias citocinas que
atuam no bloqueio da resposta Thl e células NK, levando ao crescimento neoplasico
(NAGARAJAN et al. 2018). A interacdo entre o tumor ¢ o sistema imune pode ser
mensurado de duas formas, pelas técnicas de imunohistoquimica e citometria de
fluxo (BROWN et al. 2014).

O cancer de mama ¢é frequentemente iniciado por alteragdes genéticas e
epigenéticas em genes que regulam a fungdo das células epiteliais mamarias
(COUSSENS e POLLARD 2011). Para prevenir o desenvolvimento do CM, diversos
mecanismos intrinsecos de supressdo tumoral induzem a senescéncia ou apoptose de
células neoplasicas (XU et al. 2011; NICHOLLS et al. 2012). Paralelamente, o

sistema imunolégico atua como um supressor de tumores extrinsecos que pode
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eliminar células neoplasicas e limitar seu crescimento quando estas escapam dos
mecanismos intrinsecos de supressdo tumoral (VESELY et al. 2011). A contribui¢do

do sistema imunologico para a inibi¢ao e progressdo do CM esta resumida na Figura

11.
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Figura 11 - Imunovigilancia e inflamagado no cancer de mama.

As neoplasias de mama sao constituidas por uma variedade de componentes
celulares, como as células malignas, endoteliais, estruturais e células do sistema
imune (ALBINI e SPORN 2007; FRIDMAN et al. 2012). O ambiente tumoral ¢
composto por células do sistema imune, como linfécitos TCDS8+ citotdxico,
Th1/Th17, células NK, células NKT, neutrofilos, macrofagos e DCs que refletem a
tentativa do sistema imune de promover uma resposta antitumoral (ZITVOGEL et al.

2011; FRIDMAN et al. 2011; BURHOLDER et al. 2014). A ativacao dos linfocitos
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T CD8+, incluindo células NK, NKT, e de células TCD4+ ¢ fundamental para a
eliminagdo do tumor através da imunovigilancia (VERMA et al. 2013).

As moléculas de PD1 estdo expressas em até 70% dos linfécitos do infiltrado
tumoral no CM, e 30% no tecido mamario normal; e a presenga de PDI1 nesses
linfocitos foi associada com pior sobrevida global e maior risco de metéstase.
Enquanto o PD-L1 pode estar expresso em até 50% das células mamarias
cancerigenas. Estudos sugerem que a ativacdo da via de sinalizacdo PD1/PD-L1 pode
modular a imunidade antitumoral, permitindo a progressao tumoral (MUENST et al.
2013; SABATIER et al. 2015). A presenca de PDI+ nos tumor infiltrating
lymphocytes (TILs) de pacientes com CM ocorre com maior frequéncia no subtipo
triplo-negativo, seguido do Luminal A. Como as opgdes de tratamento para CMTN
sdo limitadas, terapias alvo anti-PDI1 representam uma alternativa atrativa nessa
subpopulagdo de pacientes (MUENST et al. 2013; SABATIER et al. 2015).

A resposta imune contra o tumor pode ser diferente entre os tratamentos
adjuvante e neoadjuvante, apontando para uma potencial interagdo do perfil
imunoldgico tumoral e sua modulagdo por exposi¢do a quimioterapia. A resposta
patolégica completa apds quimioterapia neoadjuvante tem sido demonstrado ser
maior em pacientes que expressam PD-L1 (50% contra 21%) em relacdao aos que ndo
possuem (GARCIA-MARTINEZ et al. 2014; SABATIER et al. 2015). Além da via
PD1/PD-L1, existem outros mecanismos que promovem a diminui¢do da resposta
imune celular, através da expressao de receptores da via extrinseca apoptose celular,
como FAS e FASL.

Com relagdo a analise do padrao de células imunes na pos-quimioterapia no

cancer de mama residual, sabe-se que pode fornecer uma melhor estratificagdo
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prognostica desse grupo, e contribuir para identificar subgrupos de pacientes
passiveis de estratégias terap€uticas visando a resposta imune do tumor. As pacientes
com CMTN tém um pior prognéstico geral em comparagdo com outros subtipos
devido a um alto risco de recorréncia e um curso de doenca agressivo.

H4 uma grande necessidade de novas opg¢des de tratamento e terapias
direcionadas eficazes. Devido a heterogeneidade consideravel dentro do subtipo
CMTN em termos de caracteristicas histologicas ¢ moleculares, ele provavelmente
compreende varios subtipos que estdo em processo de identificagdo. A pesquisa
basica sobre a biologia do tumor é essencial para encontrar novas vias de cancer ¢
novos alvos potenciais, que podem ndo ser necessariamente especificos para o
CMTN, mas podem levar a melhores resultados do tratamento. De fato, o perfil
molecular pode definir melhor os subtipos adicionais dentro do CMTN e levar a
identificagdo de alvos terapéuticos (LEHMANN et al. 2011).

No cancer de mama metastatico, resultados preliminares de ensaios clinicos
de fase I com anticorpos anti-PD-L1 mostrou resultados encorajadores. A
imunoterapia representa uma modalidade de tratamento promissora que merece mais
pesquisas sobre os mecanismos da resposta imune cancer de mama, especialmente no
CMTN, para o qual faltam tratamentos eficazes. O papel da resposta imune precisa
ser investigado em diferentes subtipos de cancer de mama, ja que os resultados
preliminares mostram uma resposta mais favoravel no CMTN e, em menor escala, no
cancer de mama RE+, indicando que a resposta imune pode diferir de acordo com
subtipos. Além disso, os biomarcadores que preveem beneficios da imunoterapia

precisam ser identificados. Embora a expressdo de PD-L1 foi utilizada para a
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elegibilidade em testes de cancer de mama até o momento, seu valor para o beneficio
da imunoterapia ¢ desconhecido (PUSZTALI et al. 2016).

Estudos em humanos tém demonstrado uma significativa associagdo entre a
presenga do infiltrado linfocitario tumoral e a resposta clinica ao tratamento em
pacientes com diversos tumores solidos. Nos ultimos anos, tem-se avaliado o
prognoéstico e a importancia do infiltrado linfocitario tumoral no cancer de mama,
utilizando técnicas de imunohistoquimica, na tentativa de individualizagdo do
tratamento oncoldgico. No cancer de mama triplo-negativo, elevados niveis de
linfocitos no infiltrado tumoral na doenga residual foram preditivos na melhora de
sobrevida (LOI et al. 2013; DIECI et al. 2014).

Diante do exposto, pode-se observar que o sistema imune age através de
diferentes populagdes celulares e mecanismos de ativacdo e inibi¢do da resposta
celular, promovendo tanto a imunovigilancia quanto o escape imune no cancer de
mama. Varios estudos tém avaliado o progndstico ¢ a importancia do infiltrado
linfocitario tumoral no cancer de mama, utilizando técnicas de imuno-histoquimica.
Entretanto, faltam estudos que avaliem a resposta imune celular no sangue periférico
antes e apos tratamento neoadjuvante. Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar
a resposta imune celular em mulheres com CMTN, localmente avangado, submetidas

a quimioterapia neoadjuvante e sua relagdo com a resposta patoléogica completa.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da quimioterapia neoadjuvante na resposta imune celular

nas pacientes com cancer de mama triplo-negativos localmente avancados.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em mulheres com cancer de mama subtipo triplo-negativo, antes e apos
tratamento com quimioterapico neoadjuvante:

e Determinar os niveis de células T totais, TCD4+, TCD8+ no sangue
periférico;

e Determinar os niveis de expressao dos receptores CD28, FAS, CTLA4 e PDI
na superficie dos linfécitos T no sangue periférico;

e Associar os niveis encontrados de células T totais, TCD4+, TCD8+ e dos
receptores CD28, FAS, CTLA4 e PD1 com o tipo de resposta a quimioterapia
neoadjuvante;

e Comparar os efeitos do tratamento neoadjuvante na resposta imune celular;

e Associar o perfil de expressao dos receptores CD28, FAS, CTLA4 ¢ PD1 na

superficie dos linfocitos T com a sobrevida livre de doenga.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 DESENHO DO ESTUDO E ASPECTOS ETICOS

Trata-se de um estudo longitudinal com seguimento realizado entre os anos
de 2015 e 2017. O estudo foi realizado no Hospital de Cancer de Pernambuco (HCP)
e Laboratorio de Pesquisa Translacional do Instituto de Medicina Integral Prof.
Fernando Figueira (IMIP). Para realizacdo do estudo foi obtida uma amostra nao-
probabilistica de conveniéncia entre margo 2015 e julho de 2017.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
do IMIP e Hospital de Cancer de Pernambuco sob os numeros CAAE
39967014.3.3002.5201 e CAAE 39967014.3.0000.5205, respectivamente (Anexo 2),
seguindo a Resolu¢do 466/12 do Conselho Nacional de Saude do Ministério da
Saude. Todos os participantes foram incluidos no estudo apos assinatura do Termo

de Consentimento livre esclarecido (TCLE).

3.2 POPULACAO DO ESTUDO

Pacientes: foram incluidas 30 mulheres, entre 18 ¢ 60 anos de idade, com
diagnostico de cancer de mama triplo-negativo (CMTN) localmente avancado e

submetidas a quimioterapia neoadjuvante.



38

Controles de comparacao: os individuos controles sauddveis foram 30
mulheres saudaveis com idade entre 18 a 60 anos sem diagnostico prévio ou atual, e

historico familiar de CM.

3.3 LOCAL E PERIODO DO ESTUDO

O estudo foi realizado no ambulatério da Oncologia Clinica do Hospital de
Cancer de Pernambuco (HCP) e no Laboratorio de Pesquisa Translacional do
Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP). A coleta de
amostras biologicas e as andlises laboratoriais ocorreram no periodo 01 de margo de
2015 a 30 de julho de 2017. As pacientes foram acompanhadas para observar o

desfecho clinico até 31 de marco de 2019.

3.4 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE E PROCEDIMENTOS PARA

SELECAO DOS PARTICIPANTES

Foram selecionadas mulheres com cancer de mama triplo-negativo, sendo

incluidas as que preencham os critérios de inclusao e exclusao.

3.4.1 Critérios de Inclusiao

Todas as pacientes receberam informagdes sobre o projeto e apenas foram
incluidas no trabalho apds a assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido. Os critérios de inclusdo sao:

e Mulheres com idade entre 18 e 60 anos;
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Assinatura TCLE

Diagnostico histoldgico de carcinoma invasivo de tipo ndo especial (TNE) ou
carcinoma ductal invasivo sem outra especificacio (SOE) ou carcinoma
lobular invasivo ou carcinoma misto;

Imuno-histoquimica (IHQ) com receptor de estrogeno (RE) < ou = 1%,
receptor progesterona (RP) < ou = 1% e expressdo da proteina HER-2 0 ou
1+ pela THQ ou 2+ e Fluorescence in situ hybridization (FISH) néao
amplificado de acordo com os critérios da sociedade Americana de Oncologia
Clinica e Colégio Americano de Patologica (ASCO/CAP)

Estadiamento clinico TNM (7 edi¢des) IIIA ou IIIB ou IIIC;

Performance Status 0-2 (Escala ECOG — anexo 3);

Hemoglobina > 10; neutréfilos >1500/mm’; plaquetas >100.000/mm’;
creatinina < 2 mg/dL; bilirrubina total de 1,6 mg/dL; transaminases (TGO e

TGP) menor que duas vezes o limite inferior de normalidade.

Critérios de Exclusiao

Tumores origem mesenquimal, fibro-epiteliais, lesdes precursoras, epiteliais-
mioepiteliais, linfoma ou outros tipos de carcinoma;

Metastases a distancia diagnosticados por método de imagem;

Gestantes e mulheres em amamentagao;

Uso de medicamentos imunossupressores acima de 30 dias;

Comorbidades graves que contraindicam a quimioterapia;

Neoplasia prévia, exceto cancer de pele nao melanoma;

Pacientes com historia clinica de HIV ¢ HTLV;
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e Portadoras ou histéria familiar de doenga autoimune;

e Historia e sinais de infec¢ao nos ultimos 30 dias.

3.5 IMUNO-HISTOQUIMICA

As laminas foram revisadas por dois patologistas (LAD e SG), seguindo o
manual de padronizacdo de laudos histopatologicos da Sociedade Brasileira de
Patologia 2014. Sendo incluido no relatério anatomopatolégico final: tipo de
espécime, lateralidade e local do tumor, caracteristicas do tumor (dimensdes,
multifocalidade, multicentricidade, tipo histoloégico, componente in Situ associado,
grau histoldgico), invasdo vascular, status das margens pintadas com nanquim,
menor distdncia do tumor 4s margens, status axilar (nimero de linfonodos
comprometidos / niimero de linfonodos encontrados, dimensdo do menor foco
metastatico, extensdo extra capsular e/ou coalescéncia), estadiamento patologico
(yYTNM). As imuno-histoquimicas foram realizadas de acordo com os critérios da

sociedade brasileira de patologia e ASCO/CAP.

3.6 FLUXOGRAMA DE CAPTACAO DE PACIENTES,
TRATAMENTO QUIMIOTERAPICO E COLETA DE AMOSTRA

BIOLOGICA

As pacientes atendidas no ambulatorio de oncologia clinica, com diagnéstico
confirmado de cancer de mama triplo-negativo, localmente avangado, foram

avaliadas quanto aos critérios de elegibilidade. As pacientes foram esclarecidas
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quanto aos objetivos do estudo e convidadas a participar da pesquisa, sendo aplicada
uma lista de checagem (Apéndice 1), utilizando os critérios de elegibilidade. As
pacientes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE,
Apéndice 2) e responderam a um instrumento padronizado de coleta de dados
(Apéndice 3).

O preenchimento de coleta de dados foi complementado por anotagdes
rotineiras do prontuario médico, contendo todas as informacgdes sobre a historia
pessoal pregressa, dados sociodemograficos, histéria médica atual, achados clinicos e

laboratoriais.

3.6.1 Tratamento quimioterapico

O tratamento quimioterapico foi realizado com as medicagdes anti-
neoplasicas adriblastina RD e evotaxel do Laboratoério Pfizer) que foram adquiridas
pelo médico oncologista e pesquisador responsavel desse estudo e conservadas na
farmacia de quimioterapia do setor de oncologia do HCP. O esquema de
quimioterapia neoadjuvante padrio para as pacientes com CMTN no HCP foi
adriamicina ciclofosfamida em dose densa a cada 15 dias, seguida de paclitaxel a
cada 7 dias. Antes de cada ciclo de quimioterapia neoadjuvante, a paciente foi
avaliada pelo oncologista, sendo realizado o perfil de toxicidade, reposta clinica e
exames laboratoriais (hemograma completo e bioquimica — TGO/TGP; bilirrubinas e
desidrogenase lactica — DHL). Apds o tratamento cirargico nido foi administrado
nenhum tratamento medicamentoso adjuvante. Detalhes do esquema terapéutico a

seguir (Figura 12):
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e Fase 1: dose de 60 mg/m> de adriamicina RD com 600 mg/m® de
ciclofosfamida (Laboratério Baxter) por via endovenosa a cada 15 dias, total
4 ciclos. Apos 24 horas da medicagdo antineoplasica, foi aplicada filgastrina
300 pg/dia, subcutanea por 5 dias.

e Fase 2: dose 80 rng/m2 de Paclitaxel (Laboratério Pfizer) a cada 7 dias

durante 12 semanas seguidas.

3.6.2 Coleta do material bioldgico

A primeira coleta de sangue periférico foi realizada no dia do inicio do
tratamento neoadjuvante (pré- QT Neo), uma hora antes da aplicacdo da medicagao
anti-neoplasica; e a segunda coleta de sangue foi realizada apds o tratamento
neoadjuvante (pos-QT Neo), sendo feita uma hora antes do inicio da cirurgia (Figura
12). O tratamento cirargico foi realizado ente duas a quatro semanas apos o término
da quimioterapia neoadjuvante e a peca cirargica foi encaminhada para avaliagao
anatomopatoldgica. Entre quatro e doze semanas apOs a cirurgia, as pacientes

iniciaram tratamento adjuvante com radioterapia.
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Figura 12 - Esquema tratamento neoadjuvante. TN: Triplo-negativo; AC: adriamicina e

ciclofosfamida a cada 15 dias e paclitaxel realizado semanalmente. Coleta de sangue periférico antes

da quimioterapia neoadjuvante (pré-QT Neo) e apds- quimioterapia neoadjuvante (p6s-QT Neo).

3.7 SEGUIMENTO DAS PACIENTES DURANTE O ESTUDO

As pacientes foram avaliadas com exame clinico, hemograma, funcdo renal,

bilirrubinas e transaminases antes do primeiro dia de cada ciclo. Apos completar o

tratamento quimioterapico neoadjuvante as pacientes foram encaminhadas para

procedimento cirurgico, seguido de radioterapia adjuvante. Foi realizado um

formulario de acompanhamento com data da inclusdo: corresponde a data da inclusdo

da paciente no estudo, data do diagnoéstico: corresponde a data da primeira biopsia

confirmando o diagndstico de cancer e a data 1° consulta com especialista:

corresponde a data em que a paciente foi avaliada pelo especialista em cancer, seja

mastologista ou oncologista clinico. O acompanhamento foi atualizado em cada

consulta e foram consideradas as seguintes possibilidades: vivo sem doenga, vivo

com doenga, morte por cancer, morte por outra causa e perda de seguimento.
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DEFINICAO DOS TERMOS E VARIAVEIS

Grau histolégico - varidvel categorica policotdmica, grau 1 —bem

diferenciado (baixo grau); grau 2 — moderadamente diferenciado (grau

intermediario); grau 3- pouco diferenciado (alto grau).

Grau 1, grau 2, grau 3 - baseados no grau de diferenciagdo, indice mitotico

e pleomorfismo, definido por Scarff-Bloom-Richardson (1957).

Estadiamento - varidvel categorica policotdmica, definido no Anexo 1.

Imuno-histoquimica - varidvel categodrica policotomica, definida como a

presenga ou auséncia da expressdo de receptores hormonais estrogeno e

progesterona com sua porcentagem, além da superexpressdo da proteina

HER?2, registrado em prontuario do paciente.

Taxa de resposta: A avaliacio de resposta foi realizada utilizando os

critérios abaixo. A avaliacdo de resposta patoldgica foi realizada no exame

anatomopatoldgico. Assim teremos:

> Resposta patolégica completa (RC): Auséncia de carcinoma invasivo
na mama ou axila

> Resposta parcial (RP): Presenga de carcinoma invasivo na mama ou
axila.

» Progressao (PD): Aumento de 25% na maior dimensdo do tumor,
medido pela USG mamaria

Recorréncia local: A recorréncia local ¢ definida como a recidiva na regidao

mamaria e/ou em linfonodos locorregionais.
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e Recorréncia a distancia: A recorréncia a distdncia ¢ definida como a
recidiva fora da regido mama e linfonodos locorregionais, incluindo: Ossea,
hepatica, pulmonar, pele e SNC.

e Sobrevida livre de doenca: A sobrevida livre de doenca foi calculada a
partir do primeiro dia apds a realizacao do tratamento cirargico até a data da
constatagdo da recorréncia, seja local ou a distancia.

e Sobrevida global: A sobrevida global foi calculada a partir da data do

diagnostico até o dbito ou data da ultima consulta.

3.9 TESTES LABORATORIAIS

Foi coletado amostra de sangue periférico (4 mL) em tubo contendo
anticoagulante EDTA das pacientes e controles. A coleta foi realizada utilizando
material descartavel e esterilizado, seguindo os principios de assepsia, conforme as
normas de biosseguranga, em seguida o material bioldgico foi encaminhado ao

Laboratorio de Pesquisa Translacional do IMIP para processamento.

3.9.1 Imunofenotipagem por citometria de fluxo
e Painéis de anticorpos monoclonais para fenotipagem de células TCD3+,
TCD4+ e TCD8+ e marcacao de PD1, FAS, CTLA4, e CD28 no sangue
periférico
Foram utilizados os seguintes anticorpos monoclonais (mAb): 5 pL de
anticorpos monoclonais (mAb) anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8 (BD, Pharmigen, San

Diego, CA), em seguida, incubada a temperatura ambiente por 15 min e protegido da
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luz. As células T possuem fenoétipos: T total (CD3+), TCD4+ (CD3+/CD4+/CDS8-) e
TCDS8+ (CD3+/CD4-/CD8+). Foram utilizados os seguintes anticorpos monoclonais
para avaliar a expressao de PDI, FAS, CTLA4 e CD28: 5 pL de anticorpos
monoclonais anti-CD28, anti-CD279 (PD-1), anti-CTLA4 e anti-CD95 (FAS)
(Becton Dickinson-BD, Pharmigen, San Diego, CA). As combinagdes dos painéis
utilizadas foram: (CD3/CD4/CDg/PD1), (CD3/CD4/CD8/CD28),
(CD3/CD4/CDS8/FAS) e (CD3/CD4/CD8/CTLA-4). Devido aos baixos niveis de
linfocitos TCD3+/CLTA4+, nao foi possivel analisar as subpopulagdes
TCD4+/CTLA+ e TCD8+/CTLA4+ ¢ por isso nao foram incluidas nos resultados.
Apbés a incubacdo com anticorpos monoclonais referidos acima, foi
adicionado 1,8 mL de tampdo de lise de hemacias (FACS®“Lysing Buffer, Becton
Dickinson, Mountain View, CA) e incubado por 15 minutos a temperatura ambiente,
e protegido da luz. Em seguida, foram realizadas lavagens, adicionando-se 2 mL de
tampdo PBS 1x concentrado e centrifugando-se a 300 x g por 5 min a 20 °C (este
procedimento serd repetido trés vezes). Apds a terceira lavagem, foi descartado o
sobrenadante e as células foram ressuspendidas em 400L solugdo tampao salina e
adquiridas no citometro de fluxo (FACSVERSE, Becton Dickinson, Sunnyvale, CA).
Foram adquiridos 30.000 eventos celulares no “gate” de linfocitos e as analises dos
resultados foram realizadas no programa FACSuite (Becton Dickinson, Sunnyvale,

CA) e expressas em valores percentuais.
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3.10 ANALISES ESTATISTICAS

3.10.1 Analises de associaciao

A estatistica descritiva das variaveis categoricas foi representada em tabelas
com distribui¢do das frequéncias absolutas e relativas, enquanto as varidveis
continuas foram apresentadas como medidas de tendéncia central (mediana e
interquartil (IQR)).

Para as varidveis quantitativas, foi inicialmente aplicado o teste de
normalidade de Shapiro-Wilk. As variaveis quantitativas com distribuicdo ndo
normal foram apresentadas em valores de mediana e intervalo interquartil (IQR:
25%-75%). Teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis foram utilizados para
comparagdo entre trés grupos. Para evitar erro estatistico tipo I, essas andlises foram
seguidas pela correcdo de Dunn para testagem multipla. Foi adotado o nivel de
significancia estatistica de p<0.05. A andlise estatistica foi realizada através do

programa graphpad prism v6.0 (Graphpad software, San Diego, CA).

3.10.2 Analises pareadas antes e apds tratamento

Para andlise pareada pré e pds tratamento, foi utilizado o teste ndo
paramétrico de Wilcoxon. Foi adotado o nivel de significancia estatistica de p<0.05.
A andlise estatistica foi realizada através do programa graphpad prism v6.0

(Graphpad software, San Diego, CA).
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3.10.3 Analises de sobrevida

A sobrevida global (SG) foi calculada em meses, a partir da data de admissao
neste estudo até a data do oObito ou da ultima consulta documentada (evento) ou
censura. O dado foi censurado na data do ultimo acompanhamento do estudo (24
meses da data de diagnostico). A sobrevida global e seu respectivo intervalo de
confianga a 95% foram estimados pelo método de Kaplan-Meier. A sobrevida livre
de doenca (SLD) foi calculada em meses, a partir da data do primeiro dia do
tratamento neoadjuvante até a data da constatacdo da recorréncia, seja local ou a

distancia. As SG e SLD foram estimadas pelo método de Kaplan-Meier.

3.10.4 Analises de SLD

A analise da SLD, utilizando como ponto de corte o valor de mediana (< ou >
percentil 50) dos niveis percentuais de TCD3+, TCD4+ e TCD8+ com expressao de
CD28, PDI1, FAS e CTLA4 obtidos apos tratamento neoadjuvante, a partir da coleta
do material bioldgico que acorreu uma hora antes do procedimento cirargico. O teste
de Log-Rank foi utilizado para comparagdo entre os grupos. Foi adotado o nivel de
significancia estatistica de p<0.05. A analise estatistica foi realizada através do

programa graphpad prism v6.0 (Graphpad software, San Diego, CA).
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4 RESULTADOS

41 CARACTERISTICAS CLINICAS E HISTOPATOLOGICAS

Foi realizada a analise de 30 pacientes com cancer de mama triplo-negativo
localmente avangado. A idade das pacientes variou entre 27 e 60 anos, mediana de
idade de 44,5 anos (35,5-51,7), a maioria das pacientes encontra-se na faixa etaria <50
anos (43,3%). Em relacdo ao status menopausal, 62,1% estavam na pré-menopausa e
37,9% pos-menopausa. Quanto ao grau nuclear, 63% dos tumores eram de grau 3,
seguido de 27% de grau 2. Em relagdo ao estagio clinico, 30% estavam no estagio IIIA,
63,4% estagio IIIB e 6,6% estagio IIIC. Na avaliagdo da resposta ao tratamento
neoadjuvante 56,7% das pacientes tiveram resposta patologica completa, e 43,3% de
resposta parcial. (Tabela 1). Das 30 pacientes avaliadas, 6 (20%) apresentaram
recorréncia a distancia, cinco pacientes com recidiva no Sistema Nervoso Central e uma

no pulmao, a taxa de dbito por cancer de mama foi de 13,3%.
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Tabela 1 - Distribuicao das frequéncias absolutas e relativas das Caracteristicas clinicas
e histopatologicas de 30 pacientes com Céancer de Mama triplo-negativo localmente
avancgado, tratados no Hospital de Cancer de Pernambuco, 2015-2017.

CARACTERISTICAS N
Idade (anos) 44,5
mediana (IQR) (35,5-51,7)

N=30 %
Idade (anos)
<50 anos 20 66,6
>50 <60 anos 10 333

Status menopausa
Pré Menopausa 21 62,1
P6s Menopausa 9 37,9

Grau nuclear

2 8 27,0
3 22 63,0
Estadiamento

IITA 9 30,0
I11B 19 63,4
IIIC 2 6,6

Resposta patolégica completa
Sim 17 56,7
Nao 13 43,3

Recorréncia a distancia
Sim 6 20
N3ao 24 &0

Obito por cancer
Sim 4 13,3
Nao 26 86,7

IQR: Interquartil 25-75.
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4.2 ANALISES DOS NIVEIS PERCENTUAIS DE CELULAS TCD3+, TCD4+,
TCD8+ COM EXPRESSAO NA MEMBRANA DE CD28, FAS E PD1 NO
SANGUE PERIFERICO DE MULHERES COM CANCER DE MAMA TRIPLO-
NEGATIVO, DE ACORDO COM TIPO DE RESPOSTA A QUIMIOTERAPIA

NEOADJUVANTE

Foram realizadas as andlises entre os grupos de pacientes com CMTN que
apresentou resposta completa (RC; mediana 43,0 anos, IQR 34-48) e parcial (RP;
mediana 47 anos, IQR 37,2-51,2), e grupo controle. O grupo controle foi constituido de
mulheres saudaveis com mediana da idade de 53 anos (48-58 anos). Antes das analises,
foi realizada a comparagdo entre as medianas das idades do grupo controle e das

pacientes, e ndo foi observado diferenca significativa entre os grupos.

4.2.1 Cé¢lulas TCD3+

Verificou-se niveis aumentados de TCD3+ CD28+ e TCD3+ PDI1+ no sangue
periférico dos grupos de mulheres que obteve RC e RP ao tratamento neoadjuvante
quando comparado ao grupo controle (p<0,05). Para as demais andlises, como niveis de

TCD3+ e TCD3+ FAS+ ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos

(Figura 13A-D).

4.2.2 Células TCD4+
Verificou-se niveis aumentados de TCD4+ CD28+ no sangue periférico dos
grupos de mulheres que obteve RC e RP ao tratamento neoadjuvante quando comparado

ao grupo controle (p<0,05). Foram observados niveis elevados de TCD4+ FAS+ no
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grupo de pacientes com RP ao tratamento neoadjuvante quando comparado aos grupos
com RC e controle (p<0,05). Para as demais analises, ndo foram observadas diferengas

significativas entre os grupos (Figura 13F-I)

4.2.3 Células TCD8+

Foram observados niveis aumentados de TCD8+ PD1+ nos grupos de pacientes
com CMTN com RC e RP quando comparado ao grupo controle (p<0,05). Porém, o
grupo de pacientes com RP apresentou niveis mais elevados de TCD8+ com expressdo
de PD1+ quando comparado aos grupos com RC e controle (p<0,05). Para as demais

analises, ndo foram observadas diferengas significativas entre os grupos (Figura 13J-M)



A) B) } p=0,0003 : Cc) D)
100+ ns p=0,008 NS 100~ ns 80— ) p=0,01 .
100+ Ly 1T 1 - Ly 0=0,02 ns 1
— —_— o )
L T —_— T 2 T T = 80 9:60- I il {
2 75 Iy
< o T L J_ & — x =
P Q 5 L = w a. 4
8 40 ) & 404 b4
[ + a O 204
20 8 251 O 204 o
- =
o = =
o T T T = 0 0 T T T 0 T T T
CTRL RC RP CTRL s . CTRL RC RP CTRL RC RP
- |
F) G) 100 | p-0.00% ! H) s0- p=0,01 ) 100- ns
ns p=0,002 ns I i
100~ ‘;; 1 ’ 11 1 ns p=0,001 ry
e 8o T 1 ! = I il i S 75 T
. 80+ % + =2 60 ': T
2 ﬁ 60— m CT'J - p-=y
% 60 o T < 40 |i| 2 so- [
2 o S o L 1 3" E s | [ =2 T
2 3 8 204 J_ 8 2.5+
20 O 204 - et
[t
0 ] | ! 0 T T T 0 T T T 0.0 I 1 T
CTRL RC RP CTRL RC RP CTRL RC RP CTRL RC RP
J) K) L) M)
ns 30- ns . ns o I p<0,0001
1 - - p<0,0001 0,009
5= — 52 I 17 1
= == 404 e
£ rol I T - Y T + T
b o @304 T o
& 40 S = T & 20-
o dol — & 20- +
e 2 3 Swl L T 8 10- T 5
— = 7
=1 I 2 = &=
0 T T T 0 T T T 0 T T T 0 T T T
CTRL RC RP CTRL RC RP CTRL RC RP CTRL RC RP

Figura 13 - Analise dos niveis de linfocitos TCD3, TCD4+ e TCD8+ com expressdo de CD28, FAS e PD1 entre os grupos de mulheres
com cancer de mama triplo-negativo que obtiveram resposta patologica completa (RC, n=17) e parcial (RP, n= 13) ao tratamento

neoadjuvante, e controles (CTRL; n=30). Os gréficos estdo representados em mediana e interquartil (IQR). Foi realizado o teste de Kruskall-Wallis. Foi
considerado significativo p < 0,05. ns: ndo significativo.
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43  ANALISES DOS NIVEIS PERCENTUAIS DE CELULAS TCD3+ CTLA4+
NO SANGUE PERIFERICO DE MULHERES COM CANCER DE MAMA
TRIPLO-NEGATIVO, DE ACORDO COM TIPO DE RESPOSTA A

QUIMIOTERAPIA NEOADJUVANTE

Verificou-se niveis aumentados de TCD3+ CTLA4+ no sangue periférico dos
grupos de mulheres que obteve RC e RP ao tratamento neoadjuvante quando comparado ao

grupo controle (p=0,0003 e p=0,001, respectivamente) (Figural4).
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Figura 14 - Analise dos niveis de linfocitos TCD3 CTLA4+ entre os grupos de mulheres

com cancer de mama triplo-negativo que obtiveram resposta patologica completa (RC,
n=17) e parcial (RP, n= 13) ao tratamento neoadjuvante, e controles (CTRL; n=30). Os graficos estdo

representados em mediana e interquartil (IQR). Foi realizado o teste de Kruskall-Wallis. Foi considerado

significativo p < 0,05. ns: ndo significativo.
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44 ANALISES DOS INDICES OBTIDOS NA RELACAO TCD4+ /
TCD8+, RELACAO TCD4+CD28+ / TCD8+CD28+, RELACAO TCD4+FAS+

/ TCD8+FAS+ E RELACAO TCD4+PD1+/ TCD8+PD1+

4.4.1 Relacao TCD4+/TCD8+

Foram realizadas as analises dos indices obtidos da relacdo TCD4+/TCD8+ entre os
grupos de pacientes com CMTN que apresentou resposta completa (RC) e parcial (RP), e
grupo controle. Nao foi observada diferenga significativa nos valores da relagdo

TCDA4+/TCD8+ entre os grupos (Figura 15A).

4.4.2 Rela¢io TCD4+CD28+/ TCD8+CD28+
Verificou-se  niveis aumentados nos indices obtidos na relacdo
TCD4+CD28+/TCD8+CD28+ nos grupos de mulheres que obteve RP ao tratamento

neoadjuvante quando comparado aos grupos com RC e de controle (p<0,05) (Figura 15B).

4.4.3 Rela¢io TCD4+FAS+/TCDS8+FAS+
Nao foi observada diferenca significativa nos valores dos indices obtidos da relagdo

TCD4+FAS+/TCD8+FAS+ entre os grupos (Figura 15C).

4.4.4 Rela¢io TCD4+PD1+/ TCD8+PD1+
Verificou-se  niveis  reduzidos nos indices obtidos da  relacdo
TCD4+PD1+/TCD8+PD1+ nos grupos de mulheres que obteve RC e RP ao tratamento

neoadjuvante quando comparado ao grupo controle (p<0,05) (Figura 15D).
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Figura 15 - Analises dos valores da relagdo TCD4+/TCD8+, relacao

TCD4+CD28+/TCD8+CD28+,  relagdo =~ TCD4+FAS+/TCD8+FAS+ e  relagdo
TCD4+PD1+/TCD8+PD1+ entre os grupos de mulheres com cancer de mama triplo-
negativo com resposta patologica completa (RC, n=17) e parcial (RP, n= 13) ao tratamento

neoadjuvante, ¢ de controles (CTRL; n=30). Os graficos estdo representados em mediana e
interquartil (IQR). Foi realizado o teste de Kruskall-Wallis. Foi considerado significativo p < 0,05. ns: ndo

significativo.
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4.5 ANALISES PAREADA DOS NIVEIS PERCENTUAIS DE CELULAS
TCD3+, TCD4+, TCD8+ E DOS RECEPTORES CD28, FAS E PD1 NO
SANGUE PERIFERICO DE MULHERES COM CANCER DE MAMA
TRIPLO-NEGATIVO ANTES E APOS QUIMIOTERAPIA

NEOADJUVANTE

4.5.1 Células TCD3+

Verificou-se diferenca significativa na andlise pareada dos niveis percentuais de
TCD3+CD28+, TCD3+FAS e TCD3+PDI+ encontrados no sangue periférico das
mulheres com CMTN antes (Pré-QT Neo) e apds do tratamento neoadjuvante (P6s-QT
Neo) (p<0,05). Para as demais andlises, ndo foram observadas diferencas significativas

(Figura 16A-D).

4.5.2 Células TCD4+
Verificou-se diferenca significativa na andlise pareada dos niveis percentuais de
TCD4+, TCD4+CD28+, TCD4+FAS e TCD4+PD1+ encontrados no sangue periférico das

mulheres com CMTN antes e apds do tratamento neoadjuvante (p<0,05). (Figura 16F-I)

4.5.3 Células TCDS8+

Verificou-se diferenca significativa na andlise pareada dos niveis percentuais de
TCDS8+ e TCD8+PD1+ encontrados no sangue periférico das mulheres com CMTN antes e
apos do tratamento neoadjuvante (p<0,05). Para as demais andlises, ndo foram observadas

diferencas significativas entre os grupos (Figura 16J-M)
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Figura 16 - Analise pareada dos niveis de linfocitos TCD3, TCD4+ ¢ TCD8+ com expressdao de CD28, FAS e PDI1 no sangue periferico

das mulheres com cincer de mama triplo-negativo antes (Pré-QT Neo, n=30) e apds (P6s-QT Neo, n=30) ao tratamento neoadjuvante. Foi

realizado o teste pareado ndo parametrico de Wilcoxon. Foi considerado significativo p < 0,05. ns: ndo significativo.
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4.6 ANALISES PAREADA DOS NIVEIS PERCENTUAIS DE
CELULAS TCD3+ CTLA4+ NO SANGUE PERIFERICO DE MULHERES
COM CANCER DE MAMA TRIPLO-NEGATIVO, ANTES E APOS

QUIMIOTERAPIA NEOADJUVANTE

Nao foi observada diferenga significativa na andlise pareada dos niveis
percentuais de TCD3+CTLA4+ encontrados no sangue periférico das mulheres com
CMTN antes (Pré-QT Neo) e apos do tratamento neoadjuvante (P6s-QT Neo) (Figura

17).

=Y MN w
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TCD3+ CTLA4+ (%)

o
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Figura 17 - Andlise pareada dos niveis de linfocitos TCD3+ CTLA4+ no sangue
periferico das mulheres com cancer de mama triplo-negativo antes (Pré-QT Neo, n=30)
e apos (Pos-QT Neo, n=30) ao tratamento neoadjuvante. Foi realizado o teste pareado
ndo parametrico de Wilcoxon. Foi considerado significativo p < 0,05. ns: nao

significativo.
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47 ANALISE DE SOBREVIDA

4.7.1 Sobrevida global da populac¢io do estudo
A sobrevida global (SG) das pacientes em 24 meses foi 84,6% e a sobrevida

livre de doenca foi de 80,9% (Figura 18).
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Figura 18 - Sobrevida global (meses) e livre de doenga (meses) de mulheres com
cancer de mama triplo-negativo (n=27) atendidas no Hospital de Cancer de Pernambuco

(HCP), 2015-2017.
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4.7.2 Curva de sobrevida livre de doenca de acordo com o perfil dos niveis de
células TCD3+, TCD4+, TCD8+ e dessas populacdes celulares com expressiao de
CD28, FAS, CTLA4 e PD1

Para anadlises da sobrevida livre de doenga foram utilizados os pontos de corte
com base nos valores de medianas (< e > percentil 50) dos niveis percentuais das

populacdes de linfocitos obtidos apds tratamento neoadjuvante.

4.7.2.1 Células TCD3+
A sobrevida livre de doenca em 24 meses foi de 52,1% no grupo de pacientes
com niveis percentuais de TCD3 < 68,0 ¢ de 100% no grupo com TCD3+ > 68,8

(p=0,007), como mostra Figura 19.

4.7.2.2 Células TCD4+

Foi observado que a sobrevida livre de doenca (24 meses) foi de 54,1% nas
pacientes no grupo de pacientes com niveis percentuais de TCD4+ FAS+ > 44,5 e de
100% no grupo com TCD4+ FAS+ < 44,5 (p=0,02). Com relagdo TCD4+ PDI+, a
sobrevida livre de doenga foi 69,5% no grupo com niveis percentuais de TCD4+ PD1+

> 4,5 e de 100% no grupo TCD4+ PD1+ < 4,5 (p=0,01), como mostra Figura 20.

4.7.2.3 Células TCD8+
Nao foram observadas diferencas significativas na sobrevida livre de doenga na
analise a partir dos valores de mediana dos niveis de células TCD8+ com expressao de

CD28, FAS e PD1, como mostra a Figura 21.
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Figura 19 - Andlise da sobrevida livre de doenca, utilizando como ponto de corte o valor de mediana (percentil 50) dos niveis
percentuais de linfocitos TCD3+ com expressdo dos receptores CD28, FAS, CTLA4 e PD1 no sangue periférico das mulheres com

cancer de mama triplo-negativo apds o tratamento neoadjuvante. Log-rank test. Foi considerado significativo p<0,05.
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Figura 20 - Analise da sobrevida livre de doenga, utilizando como ponto de corte o valor de mediana (percentil 50) dos niveis percentuais

de linfocitos TCD4+ com expressdo dos receptores CD28, FAS e PD1 no sangue periférico das mulheres com céncer de mama triplo-

negativo apés o tratamento neoadjuvante. Log-rank test. Foi considerado significativo p<0,05.
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5 DISCUSSAO

O sucesso obtido nas taxas de resposta aos imunoterapicos tem modificado os
algoritmos de tratamento de diversas neoplasias agressivas como: melanoma
(FRANKLIN et al. 2017); pulmao (REMON et al. 2017) e cancer de mama triplo-
negativo (SCHMID et al. 2018). No entanto estas medicagdes de alto custo estdo
ativas em alguns pacientes e em outros nao, fazendo com que estudos que visem
avaliar os mecanismos da resposta imune sejam fundamentais para o surgimento de
novas estratégias de tratamento.

Nesse trabalho, foi realizada a analise de alguns mecanismos de ativacao e
inibicdo da resposta imune celular em 30 mulheres com CMTN, localmente
avangados e submetidas a quimioterapia neoadjuvante. A mediana de idade das
pacientes foi de 44 anos, 62% estavam na menopausa e 63% possuiam carcinoma
ductais de alto grau, dados compativeis com a literatura para o subtipo triplo-
negativo (DENT et al. 2007). Em relagao a resposta patoldgica foi observada RC em
56,7% das participantes do estudo, o que difere da metanalise realizada por POGGIO
e colaboradores (2018), que incluiu 2109 mulheres com CMTN, e encontraram uma
taxa de RC de 37%. Apo6s um seguimento de 24 meses, 6 pacientes (20%)
desenvolveram recorréncia sistémica, destas 5 recidivaram no SNC e uma paciente
no pulmio, corroborando com o estudo de LIN et al. (2009). Esses autores
mostraram que principais sitios de recidiva do CMTN foram o pulmao e SNC, e uma
baixa frequéncia de metastases 0sseas nestas pacientes.

Foi realizada a andlise dos valores percentuais das populagdes de linfocitos T

total (TCD3+), TCD4+ e TCD8+ com expressao dos receptores CD28+, CTLA-4+,
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FAS+ e PDI1+ no sangue de mulheres com CMTN antes e apos tratamento
neoadjuvante. As primeiras analises foram realizadas comparando os niveis de dessas
populagdes antes do inicio do tratamento com intuito de observar o perfil de resposta
imune celular anti-tumoral no CMTN. Ao mesmo tempo, verificar se algum dos
mecanismos estudados poderia apresentar alteragdes antes do tratamento e predizer
resposta a quimioterapia neoadjuvante. Por isso, foi avaliado os niveis percentuais
dessas populacdes encontrados entre os grupos de pacientes que apresentaram RC,
RP, ¢ controles saudaveis. No entanto, ndao foram observadas diferencas
significativas nos niveis de TCD3+, TCD4+ e TCD8+ entre os grupos, o que
demonstra nao haver alteragdes quantitativas dessas populagdes na presenca do
tumor de mama localmente avancado.

Nesse sentido, foram analisados os niveis de TCD3+ com expressdo dos
receptores CD28+, CTLA4+, FAS+ e PDI1+ entre os grupos de pacientes que
apresentaram RC e RP, e controles. Verificou-se aumentos dos niveis de TCD3+
com expressao dos receptores CD28+, CTLA4+ e PD1+ nas pacientes com CM com
RC e RP quando comparado aos controles. Esses dados mostram que existe um
envolvimento desses mecanismos na resposta imune celular no CMTN, e que sdo
mecanismos presentes durante a ativacao da resposta imune celular frente a antigenos
estranhos. O aumento de linfocitos TCD3+ CD28+ deve estar associado ao aumento
dos niveis de TCD4+CD28+, ja que ndo foi observado alteragdes dos niveis de
TCD8+ CD28+. Além disso, noventa a 100% das células TCD4+ naive expressam de
forma constitutiva a molécula co-estimuladora CD28+, sendo que essas células
representam cerca de 70-80% dos linfocitos TCD3+ totais circulantes. As moléculas

CD28 estao ainda envolvidas na sobrevivéncia, producdo de IL-2, e expansdo clonal
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das células TCD4+, durante o inicio da ativagdo da resposta imune nos linfonodos
(SCHMIDT et al. 1996a e b; WARRINGTON et al. 2003).

Diferente dos resultados deste estudo, GONG et al. (2012), relataram niveis
reduzidos de CD28 no sangue periférico de pacientes com cancer mama ductal
invasivo quando comparado aos controles saudaveis, porém esses autores nao
realizaram analises entre os subtipos moleculares de CM. O aumento dos niveis de
TCD4+CD28+ no sangue das mulheres com CMTN corrobora com os resultados
encontrados nas analises dos indices da relacio TCD4+ CD28+/ TCD8+CD28+,
onde foi observado aumento desses indices no grupo de pacientes CMTN com RP
quando comparado aos grupos de CMTN com RC e controles. Isso mostra uma
relagdo de quatro vezes TCD4+ CD28+ para cada célula TCD8+ CD28+ nas
pacientes com RP, enquanto os controles obtiveram uma relacdo de duas vezes de
TCD4+ CD28+ para cada célula TCD8+ CD28+. Isso sugere uma desregulagdo nas
proporg¢des de célula T com expressdo de CD28+ e analises desses indices podem ser
potenciais biomarcadores preditivos de resposta ao tratamento neoadjuvante no
CMTN.

Por sua vez, as pacientes com RC e RP apresentaram niveis elevados de
TCD3+CTLA4+ e TCD3+ PDI1+ quando comparado aos controles. As vias CTLA-4
e PD-1 aparecem em diferentes estadgios da resposta imune. O CTLA-4 ¢ considerado
o “lider” dos inibidores de resposta imune, pois interrompe as células T
potencialmente autorreativas na fase inicial da ativacdo de células T, normalmente
nos linfonodos. Ja as moléculas PD-1 s3o expressas nas células T efetoras, nas fases
mais tardias da resposta imune, principalmente nos tecidos periféricos. No cancer de
mama, CTLA-4 tem demonstrado ser um preditivo independente de menor sobrevida

livre de doenga, mas diferencas na expressao de CTLA-4 em subtipos de cancer de
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mama ndo foram descritos (GOLDRATH ¢ BEVAN 1999; FIFE ¢ BLUESTONE
2008; SHARMA e ALLISON 2015).

Contudo, foi observado os niveis mais elevados de linfocitos TCD4+FAS+ no
grupo de pacientes que obtiveram RP a quimioterapia neoadjuvante quando
comparado aos grupos de pacientes com RC e controles. Isso mostra que as pacientes
com RP a QT Neo ja apresentavam mecanismos de inibi¢ao da resposta imune antes
de iniciar o tratamento. A via FAS/FASL desempenha um papel importante na
regulacdo do sistema imune através do mecanismo de apoptose ¢ anergia celular,
promovendo regulacdo da resposta imune, uma vez que os mecanismos das vias de
apoptose FAS- FASL estdo diretamente associadas ao escape tumoral. As células
tumorais induzem a expressdao de FASL que interagem com o seu receptor FAS
presentes nos linfocitos T, ativando a cascata de sinalizacdo intracelular que causa a
apoptose de células T (RABINOVICH et al. 2007). De fato, a elevacdo dos niveis
séricos de moléculas FAS e FASL foi descrita em mulheres com cancer de mama e
relacionada com progressao tumoral (EL-SARHA et al. 2009) e metastase
(MALLETER et al. 2013).

Em contrapartida, em relagdo a PDI, houve um aumento de células
TCD8+PDI1+ nas pacientes com CMTN quando comparado aos controles, sendo os
niveis mais elevados no grupo de pacientes com RP do que no grupo com RC ao
tratamento neoadjuvante. As moléculas de PD-1 sdo expressas em linfocitos T
ativados, células mononucleares, células NK e células dendriticas (FRANCISCO et
al. 2010). Quando a molécula PD-1 se liga ao seu ligante (PD-L1), ocorre uma
inibicao da funcao de células T, sendo esse mecanismo fundamental para regulacao
da resposta imune (PARRY et al. 2005). Porém, as moléculas PD-L1 sdo expressas

em varios tumores solidos, incluindo cancer de mama, cancer colorretal, melanoma e
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cancer de pulmao (KOGANEMARU et al. 2017; MINGHUI et al. 2017; VILAIN et
al. 2017; WANG et al. 2017), sendo comumente expresso no CMTN. Num estudo
que incluiu 35 mulheres com CMTN, foi observada elevada expressao de PD-L1.
MITTENDOREF et al. (2014) encontraram maior expressdao de PDL1 no CMTN, do
que em outros tipos de cancer. O aumento dos niveis de TCD8+PD1+ no sangue das
mulheres com CMTN corrobora com os resultados encontrados nas analises dos
indices da relagdo TCD4+ PD1+/ TCD8+PD1+, no qual foi observado baixos indices
no CMTN quando comparado aos controles. Os controles apresentaram uma relagao
de duas vezes mais de células TCD4+ PD1+ para cada TCD8+PDI1+, enquanto as
pacientes apresentaram uma propor¢ao de duas vezes mais TCD8+ PD1+ para cada
célula TCD4+ PD1+.

Nos ultimos anos, o processo inflamatorio e a evasdo do sistema tumoral
foram reconhecidos como marcas da progressao do cancer. No cancer de mama, cada
vez mais as evidéncias cientificas mostram que os tumores podem induzir uma
desregulacdo da resposta imune que leva a alteragcdes dos mecanismos envolvidos na
imunidade inata e adaptativa no microambiente tumoral, com favorecimento da
progressdao do tumor. Em particular, o tratamento quimioterapico pode desencadear
uma resposta imune, o que contribui para a resposta ao tratamento.

Existem trabalhos na literatura que mostram a influéncia da quimioterapia
neoadjuvante na mudanga do perfil da resposta imune celular no infiltrado tumoral
no CM (DIECI et al. 2017). Assim como a modulag@o da resposta imune por meio da
acdo das medicacdes anti-neoplasicas no CMTN pode ser preditiva de resposta
patologica completa (GARCIA-MARTINEZ et al. 2014; WIMBERLY et al. 2015;
RADOSEVIC-ROBIN et al. 2017). Em alguns estudos com cancer de mama, os

TILCD8+ indicam um melhor progndstico enquanto aqueles TIL FOXP3+ indicam
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um pior prognostico (KIM et al. 2013). Nesse sentido, SAVAS et al (2018),
relataram que aumento dos niveis de linfocitos TCD8+ de memoria no TIL foi
associado a melhor sobrevida no cancer de mama triplo-negativo em estagio inicial.

Os linfocitos TCD8+ e NK sdo as principais células efetoras contra o cancer
de mama (MITTENDOREF et al. 2012) e a presenga infiltrado TCD8+ no TIL esta
associado com melhores resultados de sobrevida livre de doenga e global
(MAHMOUD et al. 2011; SAVAS et al. 2018). Sabe-se que os linfocitos TCD8+
atuam de forma dependente de antigenos tumorais ¢ ¢ bem conhecido o aumento da
sua eficiéncia durante a quimioterapia e radioterapia (MEDLER et al. 2015). Porém,
a maioria dos estudos avaliam a resposta imune no infiltrado tumoral no CM apds
quimioterapia neoadjuvante, sendo poucos os trabalhos na literatura que mostraram o
perfil de alteragdes da resposta imune celular no sangue periférico apos tratamento
antineoplasico.

O cancer de mama triplo-negativo ¢ o subtipo dos tumores de mama que
apresenta o comportamento mais agressivo, pior prognostico (SASAKI e TSUDA
2009) e maior infiltrado de linfécitos (STATON et al. 2016). Considerando que a
resposta patoldgica completa a quimioterapia neoadjuvante é relacionada a uma
maior sobrevida global nos tumores triplo-negativo (CORTAZAR et al. 2014), a
descoberta e validagdo de preditores de RC representa um marco para a pratica
clinica.

Em virtude de uma melhor compreensdo das diferencas bioldgicas entre os
varios subtipos de cancer de mama e os avangos da imunologia, tem-se dado bastante
aten¢ao aos mecanismos do sistema imune envolvidos com o cancer de mama
(DOMSCHKE et al. 2016). Particularmente, o TIL foi extensamente estudado no

cenario adjuvante e neoadjuvante. O papel do infiltrado de linfocitos como preditor
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de RC a quimioterapia neoadjuvante foi confirmado pela meta-analise de 6 estudos
alemdes, onde foi encontrado que TIL alto (infiltrado de linfocitos > 60% no
estroma) foi associado a melhor sobrevida livre de doenca (DENKET et al. 2017).
Um primeiro relato de ASANO et al. (2018) sugere que a combinacdo da carga
residual de cancer e TIL ¢ um bom biomarcador preditivo para recidiva no cancer de
mama apds tratamento neoadjuvante e pode ser um indicador mais sensivel do que
TIL isoladamente.

Neste trabalho, foram realizadas andlises pareadas dos niveis de TCD3+,
TCD4+ e TCD8+ com expressao de CD28, FAS, CTLA4 e PDI1 no sangue de
mulheres com CMTN, antes e ap6s quimioterapia neoadjuvante. Verificou-se que a
quimioterapia neoadjuvante modula os niveis de TCD4+ e TCD8+ circulantes, como
também os niveis de TCD3+ e TCD4+ com expressao dos receptores CD28, FAS e
PD1 na membrana celular. Porém, em relacdo a expressdo desses receptores em
TCD8+, apenas foram observadas alteracdes dos niveis de TCD8+ PD1+ apds QT
Neo. No cancer gastrico, HE et al. (2017) mostraram niveis elevados TCD8+ e
diminuidos Tregs apds o tratamento quimioterapia, sendo associada a resposta a
quimioterapia, com melhora a sobrevida global. Ndo houve alteragdes de TCD3+ e
TCD4+ ap6s a quimioterapia ou associagdes com o resultado clinico (HE et al.
2017). A associacao de TILs e diferentes subpopulagdes de linfocitos em pacientes
com cancer de mama submetidos a QT neo. DEMARIA et al. (2001) mostraram pela
primeira vez que alteracdes de TILs apos tratamento com paclitaxel, e associou com
a resposta patologica completa no CM. Varios estudos subsequentemente mostraram
que as TILs sdo importantes biomarcadores preditivos de resposta completa e que o

tratamento quimioterapico neoadjuvante pode modular a resposta imune no CM
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(ANDRE et al. 2010; DENKERT et al. 2010; YAMAGUCHI et al. 2012; ONO et al.
2012).

Na andlise da sobrevida livre de doenga (SLD), utilizando os pontos de corte
com base nos valores de medianas (< e > percentil 50) dos niveis percentuais das
populacdes de linfécitos obtidos apds tratamento neoadjuvante. Verificou-se neste
estudo que a SLD em 24 meses foi de 52,1% no grupo de pacientes com niveis
percentuais de TCD3 < 68,0 e de 100% no grupo com TCD3+ > 68,8 (p=0,007),
como também foi de 54,1% no grupo de pacientes com niveis percentuais de TCD4+
FAS+ > 44,5 e de 100% no grupo com TCD4+ FAS+ < 44,5. Em rela¢do a TCD4+
PD1+, a sobrevida livre de doenga foi 69,5% no grupo com niveis percentuais de
TCD4+ PD1+ > 4,5 e de 100% no grupo TCD4+ PD1+ < 4,5.

Nossos resultados mostram que um houve um impacto no progndstico das
pacientes devido as alteracdes da resposta imune celular mediadas por quimioterapia;
e isso pode ajudar na identificagdo das pacientes com CMTN de alto risco apos QT
neo por meio da analise do perfil celular no sangue. GARCIA-MARTINEZ et al.
(2014), também mostraram uma associacao da sobrevida livre de doenga com o perfil
de infiltrado linfocitario tumoral apds quimioterdpico neoadjuvante no CM e
mudanga na resposta imune apds quimioterapia neoadjuvante pode predizer resposta
ao tratamento e prognostico do cancer de mama.

Avaliar o valor preditivo do TIL ¢ um desafio em virtude dos diferentes
métodos de mensuracdo. A medida do TIL foi relatada como: contagem
(MAHMOUD et al. 2012), densidade (SEO et al. 2013) escalas semi-quantitativas
(LADOIRE et al. 2011) ou percentagem de infiltrado estromal (LOI et al. 2013). A
localizagdo do TIL foi realizada intratumoral ou estroma, que ¢ subdividido em

estroma adjacente e distante (HORNYCHOVA et al. 2008). Outra variavel ¢ o
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numero de campos analisados, principalmente considerando a heterogeneidade do
TIL. Talvez a questdo mais significativa que assola a quantificagdo do TIL seja a
subjetividade e ndo reprodutibilidade (BROWN et al. 2014). Em 2015 o grupo da
International Immuno-Oncology Biomarker working Group on Breast Cancer,
publicou a padroniza¢@o das analises do TIL apds a quimioterapia neoadjuvante em
portadoras de cancer de mama (SALGADO et al. 2015).

Poucos trabalhos avaliaram os niveis percentuais de populagdes linfocitarias
no sangue no CMTN, utilizando técnicas automatizadas quantitativas, o que reduz os
vieses nos pontos de corte utilizados nos niveis percentuais das populagdes de
linfécitos no sangue. Além disso, a investigacdo do perfil linfocitdrio no sangue
periférico apresenta algumas vantagens como ser menos invasiva, facil acesso e
possibilita andlises desde o diagnostico, tratamento e recidiva. Nosso trabalho tem
algumas limitagdes, sendo a principal delas o tamanho limitado da amostra. Esse fato
impediu a anélise pareada da resposta imune antes e apds QT neo, dos grupos com
RC e RP separadamente. No entanto, esse estudo amplia o conhecimento sobre a
participagdo das subpopulagdes de células T circulantes (T total, TCD4+ e TCD8) e a
expressdo dos receptores de inibicdo e ativagdo da resposta imune (FAS, FASL,
CTLA4, PD1/PDL1e CD28) no cancer de mama triplo-negativo e sua associagcao

com resposta patoldgica completa.
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CONCLUSOES

Com este estudo, conclui-se:

Existem alteragdes na resposta imune celular nas pacientes com CMTN e que
sdo detectaveis no sangue periférico das pacientes, isso sugere que ¢ possivel
avaliar o perfil de resposta celular, sendo a coleta de sangue menos invasiva,
de facil acesso e possibilita andlises desde o diagnoéstico, tratamento e
recidiva

Alteragdes dos niveis TCD4+/FAS+ e TCD8+/PD1+ circulantes antes do
tratamento estdo associadas a resposta patoldgica completa, o que sugere ser
potenciais biomarcadores preditivos de resposta a QT neo no CMTN;

As maiores alteragdes no perfil da resposta imune celular apds a
quimioterapia neoadjuvante no CMTN foram observadas nos niveis de
TCD3+ e TCD4+ com expressao de CD28, FAS ¢ PDI, isso mostra que o
tratamento pode modular a resposta imune, e que estd associada ao
prognostico das pacientes;

As alteragdes nos niveis circulantes de TCD3+, TCD4+FAS+ ¢ TCD4+PD1+
apos QT neo estdo a associadas a sobrevida livre de doenga nas pacientes
com CMTN, o que sugere que essas populagdes celulares e os receptores de
inibicdo da resposta imune, FAS e PDI, estdo envolvidos no prognodstico do

CMTN.
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ANEXOS E APENDICES




Anexo 1 — Sistema TNM de classificacdo de tumores malignos (7% EDICAO)
ASCC/UICC

T — TUMOR PRIMARIO
TX — Tumor primario nao avalidvel
TO — Sem evidéncia de tumor primario
Tis — Carcinoma in situ:
* Tis (CDIS) Carcinoma ductal in situ;
* Tis (CLIS) Carcinoma lobular in situ;
* Tis (Paget’s) Doenga de Paget sem carcinoma invasivo.
T1 — Tumor < 2 cm na sua maior dimensao:
* T1 mic — microinvasao 0,1 cm;
* Tla — Tumor com mais de 0,1 cm e menos que 0,5 cm na sua maior
dimensao;
* T1b — Tumor com mais de 0,5 cm e menos que 1,0 cm na sua maior
dimensio;
* Tlc — Tumor com mais de 1,0 cm e menos que 2,0 cm na sua maior
dimensao.
T2 — Tumor > 2,0 cm e < 5¢cm na sua maior dimensao
T3 — Tumor > 5,0 cm
T4 — Tumor de qualquer dimensdo com extensdo a parede toracica ou a pele:
» T4a — Extensdo a parede toracica sem atingir o musculo peitoral;
* T4b — Edema ou ulceracdo da pele ou nddulos satélites confinados a mama
(inclui pele de laranja);
* T4c — T4a + T4b;
* T4 d — Carcinoma inflamatoério.
N — ENVOLVIMENTO GANGLIONAR REGIONAL
Nx — Ganglios regionais nao avalidveis
NO — Sem metéstase ganglionar regional

N1 — Metastases nos ganglios axilares ipsilaterais



N2 — Metastases nos ganglios axilares ipsilaterais fixos ou nos ganglios da cadeia
mamaria interna clinicamente invadidos na auséncia de ganglios axilares:

* N2a — Ganglios axilares ipsilaterias fixos ou fixos a outras estruturas;

* N2b — Metastases clinicamente aparentes na cadeia mamaria interna na
auséncia de ganglios linfaticos axilares.
N3 — Metastases nos ganglios infraclaviculares ipsilaterais com ou sem ganglios
linfaticos axilares, ou metastases clinicamente aparentes na cadeia mamaria interna
com nddulos axilares; ou metastases supraclaviculares com ou sem ganglios
linfaticos axilares ou na mamaria interna invadidos:

* N3a — Metastases nos ganglios infraclaviculares ipsilaterais;

* N3b — Metastases nos ganglios da mamadria interna ipsilateral e nos ganglios
axilares;

* N3c — Metastases nos ganglios supraclaviculares ipsilaterais.
M - METASTASE A DISTANCIA
MX — Metéstase a distdncia ndo avaliada
MO — Sem metastase a distancia

M1 — Com metastase a distancia

ESTADIAMENTO TUMORAL UICC

ESTADIO 0 Tis NO MO
ESTADIO I T1 NO MO
ESTADIO ITA TO N1 MO
Tl N1 MO
T2 NO MO
ESTADIO IIB T2 N1 MO
T3 NO MO
ESTADIO IIIA TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1, N2 MO
ESTADIO IIIB T4 NO, N1, N2 MO
ESTADIO IIIC QUALQUER T N3 MO

ESTADIO IV QUALQUERT QUALQUER N Ml
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RECIFE, 11 de Fevereiro de 2015

Assinado por:
ISABEL CRISTINA LEAL
(Coordenador)
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Elaborado pela Instituicdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Investigag&o dos efeitos da quimioterapia neoadjuvante na resposta imune celular nos
tumores de mama Her2 e triplo negativo localmente avancado
Pesquisador: LEURIDAN CAVALCANTE TORRES
Area Tematica:
Versao: 1
CAAE: 39967014.3.3002.5201
Instituigdo Proponente: SOCIEDADE PERNAMBUCANA DE COMBATE AO CANCER -SPCC
Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 1.027 429
Data da Relatoria: 15/04/2015

Apresentacgao do Projeto:

O tratamento considerado padréo para as pacientes com neoplasia mama localmente avancada proporciona
sobrevida ruim, a depender do estadio , caracteristicas moleculares do tumor e acesso ao tratamento
oncologico adequado. Durante anos utilizou-se da resposta patologica completa (RPc) como end point para
a sobrevida global e livre de doenca nas pacientes submetidas a quimioterapia neoadjuvante, entretanto
Berruti e colaboradores ao analisarem meta-analise de 29 estudos neoadjuvantes concluiram que a RPc
néo pode ser utilizado como end point da eficacia do tratamento em pacientes néo selecionadas de cancer
de mama localmente avancado.

0 esquema de quimioterapia que sera adotado neste trabalho ja é utilizado no cenario necadjuvante de
pacientes com neoplasia de mama localmente avancado e a toxicidade esperada €, em sua maior parte,
previsivel e manejavel.

0O estudo tem carater observacional e os procedimentos a serem realizados ja s&o considerados padréao

para o tratamento do CM.

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar os mecanismos de regulag&o ou inibicéo da resposta imune no infilirado e microambiente do tumor

maligno de mama do tipo Triplo-Negativo (grupo 1) e Her2+ (grupo 2).

Enderego: Rua dos Coelhos, 300

Bairro: Boa Vista CEP: 50.070-550
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2122-4756 Fax: (81)2122-4782 E-mail: comitedeetica@imip.org.br
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Continuagio do Parecer: 1.027 429

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Quanto aos beneficios acredita-se a associa¢ao destes marcadores estudados aos desfechos clinicos pode
auxiliar na determinacéo de uma ferramenta para selecionar pacientes com maior chance de se beneficiar
do tratamento neoadijuvante.

Quanto aos riscos, estes serdo associados ao tratamento propriamente dito e ndo diretamente a pesquisa.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
N&o comentarios.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagédo obrigatoria:
Todos os termos foram devidamente descritos e anexados. Consta em anexo um parecer com aprovacéo de

outro CEP o qual esta vinculado a instituicdo onde as voluntarias seréo captadas.

Recomendagoes:

N&o recomendacdes.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Né&o ha pendéncias.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:
N&ao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

RECIFE, 17 de Abril de 2015

Assinado por:

Jose Eulalio Cabral Filho
(Coordenador)



Anexo 3 — ECOG Performance Status

ECOG PERFORMANCE STATUS

Grade ECOG

0 Totalmente ativo e capaz de manter todo o desempenho pré-doenca sem
restri¢ao.

1 Restrito em atividade fisica extenuante, porém capaz de realizar um trabalho
de natureza leve.

) Ambulatorial e capaz de se cuidar, mas incapaz de realizar qualquer
atividade de trabalho. Maior que 50% das horas acordado fora

3 Capaz de se cuidar limitado, confinado a uma cama ou cadeira mais de 50%
das horas acordado.

4 Completamente restrito. Nado pode exercer qualquer autocuidado.

Totalmente confinado a uma cama ou cadeira

Morto




Apéndice 1 - Lista de checagem

NOME REGISTRO:

CRITERIOS DE INCLUSAO

SIMY NAOX

E do sexo feminino

Tem idade entre 18 e 60 anos

Tem diagnostico de CDI

Tem IHQ confirmando triplo-negativo

Tem estadiamento TNM de 111

Tem performance status 0-2

CRITERIOS DE EXCLUSAO: SIMV NAO X

Usa imunossupressores por mais de 30 dias

Tem imunodeficiéncia priméria ou secundaria (HIV,
HTLV

Tem sinais clinicos de infec¢ao

Tem sorologia positiva para hepatite A, B ou C

Tem doenca autoimune (DA) ou parentes com histéria de
DA

Esta gestante ou lactante

Tem neoplasia prévia, exceto pele ndo melanoma

CONCLUSAO: SIMY NAOX

Elegivel

Nao elegivel

SE ELEGIVEL, CONCORDA EM PARTICPAR?

Sim N

Nao X




Apéndice 2 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N2 .....cccceiniiiiiininciene.
SEXO:M 0 FODATA NASCIMENTO. ........ . .

ENDERECO ...coiiiiiiiiiiiictceeeeteeseete e N2 i APTO
.................. BAIRRO.......cccviiieiiiiinicicciviccncicciccsesienneeeen . CIDADE
............................................................. CEP:ieeeceeeeene

TELEFONE: DDD (............ ) ettt e

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Investigagio dos efeitos da
quimioterapia neoadjuvante na resposta imune celular dos tumores de mama
Her2 e triplo-negativo localmente avancado
2. PESQUISADORES RESPONSAVEIS: CARGO/FUNCAO:

Dra. Leuridan Cavalcante Torres — Pesquisadora do Laboratdério de Pesquisa
Translacional do IMIP

Dr Marcelo Ramos Tejo Salgado — Oncologista Clinico e Coordenador do setor
de oncologia clinica HCPe

3. UNIDADE: Hospital do Cancer de Pernambuco, Laboratdrio de Pesquisa
Translacional do IMIP

4. PESQUISADORES COLABORADORES:

Dra Denise Viana Sobral

Carolina de Souza Vasconcelos

5. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
SEMRISCO 0O RISCO MINIMO RISCO
MEDIO X RISCO BAIXO O RISCO MAIOR a

6. DURACAO DA PESQUISA: 48 meses

7. Gostariamos de convida-la a participar de nossa pesquisa.

8.Justificativa: Existem evidéncias de que o cancer de mama triplo-negativo ou nao
possuem um comportamento diferente, por vezes mais agressivo. Conhecidos na atualidade
como tumores de mama triplo-negativo, a imunohistoquimica distingue ao menos cinco
subtipos, porém com a conduta de tratamento semelhante entre estes. E importante
investigar também se existem alteragdes na defesa do organismo ou no proprio tumor para
que possamos ter conhecimentos que ajudardo a conhecer melhor essa doenga, possiveis
fatores imunologicos e genéticos envolvidos e, com isso, melhorar as formas tratamento que
poderao qualidade de vida.

9. O objetivo deste trabalho é estudar se existem diferencas no sistema de defesa
(sistema imune) de mulheres com cancer de mama de diferentes tipos entre si e entre
mulheres saudaveis e também no material da bidpsia. Além disso, estudaremos as suas
defesas e marcadores no seu sangue que possibilitem um maior conhecimento de fatores
genéticos e imunoldgicos que estejam relacionados com o cancer de mama e as diferencas
com relagdo a pessoas saudaveis.



10. Os testes laboratoriais serdo realizados no sangue onde estudaremos a sua
imunidade e marcadores no sangue, ou no material de bidpsia.

11. Com relagdo ao material de bidpsia, este sera processado para obter o diagndstico
ou a confirmagdo do mesmo além de realizar outros testes imunohistoquimicos que
possibilitem uma melhor classificagdo do tumor de mama e a avaliagdo de infiltrado
inflamatorio, habitualmente tais testes sao dispensaveis, pois nao alteram a conduta do seu
tratamento, mas conhecé-los pode ser de utilidade para o futuro. Serao também realizadas
coletas de 20 mL de sangue periférico para realizagao dos testes laboratoriais que avaliardo a
sua imunidade e também possiveis marcadores no sangue relacionados com sua doenca,
porém que nao irdo alterar o tipo do seu tratamento.

12.Existe um risco minimo para o participante de pesquisa. Sera colocada pomada
anestésica (EMLA) antes da coleta de sangue para evitar a dor da picada da agulha. A coleta
podera provocar uma mancha vermelha ou roxa no local da picada da agulha. Os pais dos
pacientes serdo orientados de como tratar, caso ocorra mancha vermelha ou roxa no local

13. O sangue colhido serd usado para os exames laboratoriais e o material de bidpsia
sera guardado no Departamento de Anatomia Patolégica do Hospital do cancer de
Pernambuco

14.Nao existe beneficio direto para o participante da pesquisa. No final do estudo,
teremos um melhor conhecimento das causas que provocaram as alteracdoes na imunidade
nos doentes e de possiveis alteragdes que possam estar relacionadas com a sua doenca.

15. Os pesquisadores envolvidos com este projeto estardo disponiveis para esclarecer as
duvidas que surgirdo durante o desenvolvimento do estudo. Os principais investigadores
sao Dra. Leuridan Cavalcante Torres e Dr. Marcelo Ramos Tejo Salgado que é encontrada
no Departamento de Oncologia Clinica do Hospital do Cancer de Pernambuco na Avenida
Cruz Cabuga 1597, Santo Amaro, Recife — PE (Telefone: 81 32178000); Se vocé tiver alguma
consideragio ou dtivida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o comité de Etica
em Pesquisa do HCP na Avenida Cruz Cabuga 1597, Santo Amaro, Recife — PE (Telefone: 81
32178000). Horario: segunda a sexta, das 8h as 12h e das 14h as 16h.

16.Nao serao divulgados os nomes dos pacientes ou doentes.

17.0s pacientes poderao ser informados dos resultados obtidos nos testes laboratoriais.
18.0s pacientes nao terdao nenhum custo pessoal durante a realiza¢do do trabalho, incluindo
exames e consultas. Nao havera compensacao financeira para os pacientes.

19.Em caso de dano fisico, diretamente causado pela coleta de sangue, o participante tem
direito a tratamento médico no Hospital do Cancer de Pernambuco

CONSENTIMENTO

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacoes que li ou
que foram lidas para mim, descrevendo o objetivo e os testes laboratoriais que serdo
realizados neste trabalho.

Ficaram claros para mim quais sdo os objetivos do estudo, os testes laboratoriais
que serdo realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também estou isenta de despesas e que terei a
garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente
em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento,
antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizos ou perda de qualquer beneficio
que eu possa ter adquirido ou no meu atendimento neste servico.

Declaro estarem claros para mim quais sdo os objetivos desta atividade,
como participarei, que terei garantia de confidencialidade e a certeza de que

obterei esclarecimentos a qualquer momento, bem como retirada deste



consentimento a qualquer momento. Estou ciente que minha participacao é isenta

de despesas ou ganhos financeiros e que isto nao ira interferir no meu tratamento.
Se os meus materiais bioldgicos guardados Biorrepositorio do IMIP/HCP

forem utilizados em pesquisas aprovadas pelo Comité de Ftica em Pesquisa,

escolho livremente a op¢ao abaixo assinalada:

O Autorizo a utilizacio dos meus materiais bioldgicos sem necessidade de novo

consentimento a cada pesquisa.

O Desejo ser contatada para autorizar o uso dos meus materiais biolégicos a cada

pesquisa e em caso de impossibilidade de contato comigo, indico que a nova

autorizacao seja fornecida pelo senhor (A):

(nome e contato do familiar ou representante legal)

/1

Nome e assinatura do paciente Data

Assinatura do Responsavel Legal/Testemunha Imparcial Data

Recife, de 20

Dra. Leuridan Cavalcante Torres
Dr. Marcelo Ramos Tejo Salgado
(Pesquisadores responsaveis)



Apéndice 3 — Formulario Clinico

Formulario clinico - Projeto Cincer de Mama Prontudrio
Nome: Data de Nascimento: / /
Pai: Mie
Endereco: Telefone ( ) -
Naturalidade: Profissao: CEP -
Idade da Menarca Tipo de Ciclo Regular Patologlgs mamarias prévias
Anos Irregular Sim Nao
Idade da Menopausa 1 -5 anos Se sim,
Quanto tempo 6 — 10 anos Quais:
Anos Mais del0 anos

Apresenta historico familiar de cancer
Sim Nao

Tipo de Cancer

Grau de parentesco

Dados Clinicos e Patologicos

Como foi diagnosticado o cancer?
Exame clinica

Frequéncia do autoexame

Localidade
Mama direita

BI-RADS 0 1 2 3 4 5 6

Autoexame da mama Por ano Mama esquerda
Mamografia
Local da lesao
QSL QIL RRA JQS JQL .
QSM QIM Papila JQM JQI Cauda axilar
Mamografia Data. / I/Jltrassom
Data: / / :

BI-RADS 0 1 2 3 4

6

Bidpsia

Data: / / Incisional

Core

Agulhamento

Excisional Mamotomia

Tipo Histologico




Carcinoma microinvasivo

Carcinoma ductal invasivo

Carcinoma invasivo do tipo nao especial

Carcinoma tubular

Carcinoma cribiforme

Carcinoma mucinoso

Carcinoma lubular misto

Carcinoma com caracteristicas medulares

(carcinoma medular, medula atipico e SOE com caracteristicas medulares).
Carcinoma lobular invasivo

(Do tipo cléssico e variante: solida, alveolar, pleomorfica, tibulo lobular).

Carcinoma com diferencia¢do apdcrine
Carcinoma com diferenciacdo em anel de
sintese.

Carcinoma micro papilar invasivo

Carcinoma metaplésico do tipo ndo especial
Carcinoma com caracteristicas
neuroendocrinas.

Carcinoma secretor

Carcinoma papilar invasivo

Carcinoma adenoide cistico

Grau Histologico do Carcinoma Invasivo
(Scarff-Bloom-Richardson modificado por Elston e Ellis)

Diferenciacao Tubular
1
2
3
Nao avaliado

Indice Mitético
1
2
3
Nao avaliado

Grau Nuclear Grau histolégico
1
’ Alto
3 Médio

Nao avaliado Baixo

Multifocalidade e Multicentricidade

Presente
Ausente

Presente
Ausente
Nio avaliado

Invasao Vascular Linfatica

Presente
Ausente

Invasdo Vascular Sanguinea

Naio avaliado

Margens Cirurgicas

Numero de Linfonodos examinado

Livre Linfonodos axilares
E):)lri;?ometida Ilglliléadenemomla Numero de Linfonodos comprometidos
N3ao avaliado
Imuno-histoquimica | Data: / /

Receptor de Progesterona Receptor de Estrégeno HER2 FISH
Positivo Positivo +1 Positivo
Negativo Negativo +2 Negativo
Porcentagem: % Porcentagem: % +3




Tamanho do Tumor

pT3>5cm
pTx CLIS pTla>0,1e<0,5cm pT4a - Extensdo da parede do torax
pTO Paget pTIb>0,5e<1cm pT4b — edema, ulceragdes ou nddulo
pTis pT1<2cm pTle>1e<2cm satélite
CDS pT1 - micro-invasdo pT2>2e<5cm pT4c—a+c
pT4d — inflamatério
Linfonodos Regionais Metastase a Distincia Estadiamento
pNO (i) pN1 mi pg;i‘) v 1A MmA
pNO (i-) pNla pN3 ng B [1IB
pNO (mol+) pN1b §N3§ ng A IIC
pNO (mol-) pNlc pN3c 1B v
Quimioterapia
Neoadjuvante Sim Nao Inicio: / / | Término: / /
Esquema |
AC x4+ T (dose densa)
Evolucio

Resposta Patolégica Completa: SIM ou NAO

Resposta Patoldgica Parcial: SIM ou NAO

Recorrencia local: SIM ou NAO

Recorrencia a Distancia: SIM ou NAO




