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RESUMO

Anunciacao CEC. Avaliacio dos niveis soluveis de sTIM-3, s4-1BB e de citocinas
inflamatérias em mulheres com cancer de mama triplo negativo localmente
avancado submetidas a quimioterapia neoadjuvante. Sdo Paulo; 2020. [Tese de
Doutorado-Fundagdo Antonio Prudente, em Parceria com o Hospital de Cancer de

Pernambuco].

Introdugdo: O cancer de mama triplo negativo (CMTN) corresponde de 10 a 20% dos
carcinomas invasivos de mama, ¢ altamente agressivo € na maioria das vezes tem
apenas a quimioterapia padrdo como tratamento. As citocinas inflamatorias sdo um
grupo heterogéneo de proteinas soluveis produzidas por diferentes tipos de células,
que medeiam e regulam o sistema imune. A resposta imune celular ¢ regulada por
proteinas acessorias denominadas receptores co-estimuladores e co-inibidores, como
4-1BB e TIM-3, respectivamente. A procura por biomarcadores que possam predizer
resposta a quimioterapia neoadjuvante (QT neo) ainda ¢ um desafio na medicina.
Objetivo: Avaliar os niveis soluveis de sTIM-3 e s4-1BB, e de citocinas inflamatoérias
no sangue de mulheres com cancer de mama triplo negativo localmente avangado e
associa-los a sobrevida livre de doenga e com o tipo de resposta patoldgica a QT neo.
Métodos: O estudo foi realizado entre os anos de 2015 e 2017 no Hospital de Cancer
de Pernambuco (HCP) e Laboratério de Pesquisa Translacional do Instituto de
Medicina Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP). Foram incluidas 29 mulheres, entre
18 e 60 anos de idade, com diagndstico de CMTN localmente avancado e submetidas
a QT neo, e um grupo de 30 mulheres saudaveis. Coletas de sangue periférico foram
realizadas antes e ap6s a QT neo. A dosagem dos niveis soluveis de s4-1BB e sTIM-3
foi realizada por enzyme linked immunonoSorbent assay (ELISA). As dosagens de IL-
1B, IL-6, IL-8, TNF-a e IL-10 foram realizadas pela técnica de Cytometric Bead Array
por citometria de fluxo. O nivel de significancia estatistica foi de p<0,05. Resultados:
Niveis mais elevados de IL-6 e de IL-10 foram observados no grupo de pacientes com
tumor T4 com relagdo as grupo T2-T3 (p<0.05). Niveis elevados de IL-6, IL-8, IL-10
e TNF-a no grupo CMTN com status linfonodal N2 versus NO ¢ N1 (p<0,05). Os
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niveis de IL-1p, IL-6, IL-10 e TNF-a foram elevados no grupo com resposta patologica
parcial (RP) quando comparado aos grupos com resposta patologica completa (RC) e
controles (p<0,05). Com relacdo aos niveis de IL-8, os grupos de pacientes RC e RP
apresentaram niveis elevados quando comparados aos controles (p<0,05). Nao foi
observada diferenga significativa de IL-8 entre os grupos RC e RP. Nao foram
observadas diferencas significativas em niveis de s4-1BB E sTIM-3 de acordo com o
tumor primario e status linfonodal. Elevados niveis de s4-1BB foram observados no
grupo RC comparado aos grupos RP e de controles (p<0,0004 e p<0,0001,
respectivamente). Da mesma forma, os niveis de sTIM-3 foram mais elevados nas
pacientes com RC e RP em relagdo aos controles (p<0,0001 e p<0,0003,
respectivamente). Para analise da sobrevida livre de doenca (SLD) em 24 meses de
seguimento, utilizamos como ponto de corte o valor da mediana (< ou > percentil 50)
dos niveis soluveis de sTIM-3 e s4-1BB. Nao houve diferengas significativas na SLD
entre os grupos com niveis de s4-1BB > 122 e <122 pg/mL. A SLD foi de 93,33% no
grupo com niveis de sTIM-3 < 2874 pg/mL e de 60% no grupo com niveis > 2874
pg/mL (p=0,03). Conclusido: O s4-1BB foi um bom indicador preditivo de resposta a
QT neo, enquanto elevacdo de sTIM-3 mostrou estar associado ao risco de recidiva
loco-regional e metéstases a distancia. Ambos, TIM-3 e 4-1BB, parecem ser potenciais
alvos terapéuticos no CMTN localmente avancado por estarem associadas ao desfecho

clinico da doenca.

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

Imunitario. Linfocitos T. Citocinas inflamatorias
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SUMMARY

Anunciagdo CEC. [Evaluation of soluble levels of sTIM-3, s4-1BB and
inflammatory cytokines in women with locally advanced triple negative breast
cancer submitted to neoadjuvant chemotherapy]. Sao Paulo; 2020. [Tese de
Doutorado-Fundagdo Anténio Prudente, em Parceria com o Hospital de Cancer de

Pernambuco].

Introduction: Triple negative breast cancer (TNBC) corresponds to 10 to 20% of
invasive breast carcinoma with high aggressiveness and in most cases has only
standard chemotherapy as treatment. Inflammatory cytokines are heterogeneous group
of soluble proteins produced by different types of cell, that mediate and regulate the
immune system. The cellular immune response is regulated by accessory proteins
called co-stimulatory and co-inhibitory receptors, such as 4-1BB and TIM-3,
respectively. The search for biomarkers that can predict response to neoadjuvant
chemotherapy (NAC) is still a challenge to medicine. Objective: To evaluate the
soluble levels of sTIM-3 and s4-1BB, and inflammatory cytokines in the blood of
women with locally advanced triple negative breast cancer, and to associate them with
disease-free survival and the type of pathological response to NAC. Methods: The
study was carried out between the years 2015 and 2017 at the Hospital de Cancer de
Pernanbuco (HCP) and Translational Research Laboratory of the Instituto de Medicina
Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP). Twenty-nine women, between 18 and 60
years old, diagnosed with locally advanced TNBC, and submitted to NAC, and 30
healthy women were included. Peripheral blood samples were taken before and after
neo QT. The determination of the soluble levels of s4-1BB and sTIM-3 was performed
by enzyme linked immunonosorbent assay (ELISA). The measurements of IL-18, IL-
6, IL-8, TNF-a and IL-10 were performed using the Cytometric Bead Array by flow
cytometry. The level of statistical significance was p <0.05. Results: There were
higher levels of IL-6 and IL-10 in the group of patients with tumor size T4 compared
to groups T2-T3 (p <0.05). High levels of IL-6, IL8, IL-10 and TNF-a were found in
the TNBC group with lymph node status in N2 in relation to NO and N1 (p <0.05).
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High levels of IL1p, IL-6, IL-10 and TNF-a were observed in the group with partial
pathological response (PR) when compared to groups with complete pathologial
response (RC) and controls (p <0.05). With regard to IL-8 levels, the groups of CR
and RP patients showed high levels when compared to controls (p <0.05). There was
no significant difference in IL-8 between the CR and PR groups. No significant
differences were observed in the levels of s4-1BB and sTIM-3 in accordance with
primary tumor and lymph node status. High levels of s4-1BB were observed in the RC
group compared to the PR and control groups (p <0.0004 and p <0.0001, respectively).
As well, the levels of sTIM-3 were higher in patients with CR and PR compared to
controls (p <0.0001 and p <0.0003, respectively). In the analyses of disease-free
survival (DFS) with 24 months of follow-up, we used as a cut-off point the median
value (< or > 50th percentile) of the soluble levels of sSTIM-3 and s4-1BB. There were
no significant differences in DFS at 24 months between groups with levels of s4-1BB
> 122 and <122 pg/mL. The DFS was 93.33% in the group with sTIM-3 levels <2874
pg/mL and 60% in the group with levels > 2874 pg/mL (p = 0.03). Conclusion: s4-
1BB was a good predictive indicator of response to NAC, while elevation of sTIM-3
levels was shown to be associated with the risk of locoregional recurrence and distant
metastases. Both TIM-3 and 4-1BB appear to be potential therapeutic targets in locally

advanced TNBC because they were associated with the clinical outcome of the disease.

Keywords: Triple Negative Breast Neoplasms. Neoadjuvant Therapy. Imune system.

T Lymphocytes. Inflammatory Cytokines
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER DE MAMA

1.1.1 Epidemiologia

O Cancer de mama (CM) ¢ a neoplasia maligna mais comum entre mulheres
no mundo, sendo mais frequente em mulheres acima de 50 anos (WALKER et al.
2012). Considerando cancer de mama no sexo feminino e masculino, o cancer de
mama representou 11,6% do total de casos de cancer no mundo em 2018 e quando
avaliado apenas nas mulheres, correspondeu a 24,2 % de novos casos, sendo a
principal causa de mortalidade por cancer entre as mulheres, representando 15 % dos
casos (BRAY et al. 2018). Nos Estados Unidos da América, segundo os dados do
registro nacional de cancer norte americano, foram estimados 279.100 novos casos de
cancer de mama para 2020, sendo também o tumor mais frequente entre as mulheres
correspondendo a 30% dos casos. Porém, foi a segunda causa de mortalidade, ficando
atras do cancer de pulmao e bronquios que foi a principal causa (SIEGEL et al. 2020).

O Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimou que em 2020 serdo 66.280
novos casos de CM no Brasil (Figura 1), representando uma taxa de incidéncia de
61,61 casos por 100.000 mulheres (Ministério da Satde 2019). O CM ¢ o tipo tumoral
mais frequente nas mulheres das Regides Sul (71,16/100 mil), Sudeste (81,06/100
mil), Centro-Oeste (45,24/100 mil), Nordeste (44,29/100 mil), e apenas na regido
Norte ficou em segundo lugar (21,34/100 mil), perdendo para o cancer de colo uterino.

No estado de Pernambuco, foram estimados 2.390 novos casos em 2020, sendo 47,86
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casos/100 mil mulheres e 560 novos casos ou 61,44 por 100 mil mulheres para a cidade

do Recife (Ministério da Satude 2019).

Distribuigdo proporcional dos dez tipos de cincer mais incidentes estimados para 2020 por

sexo, exceto pele nio melanoma®

Primaria o Primdria

Prostata 65.840 29 2% Homens Mulheres Mama feminina 29.7%
Cdlon e reto 20520 9.1% Cdlon e reto 9.2%
Traqueia, brinquio e pulmao 17.760 7.9% Colo do itero X 7.4%
Estdmago 13.360 5.9% Tragueia,brénquio & pulmao 12.440 5.6%
Cavidade oral 11.180 5.0% Glandula tireoide 11.950 5.4%
Esdifago 8.690 3.9% Estdmago 7.870 3.5%
Bexiga 7.590 3.4% Ovirio 6.650 3.0%
Linfoma nio Hodgkin 6.580 2.9% Corpo do (tero 6.540 2.9%
Laringe 6.470 2.9% Linfoma nio Hodgkin 5450 2.4%
Leucemias 5920 2.6% Sistema nervoso central 5220 2.3%

*Nimeros arredondados para mltiplos de 10.
Fonte: Ministério da Saude (2019)

Figura 1 - Distribui¢do dos dez tipos de cancer mais incidente entre mulheres e

homens estimados para 2020 no Brasil, exceto pele ndo melanoma.

1.1.2  Caracteristicas clinicas e fatores de risco

A suspeita clinica do CM ocorre quando a paciente apresenta uma tumoragao
palpavel endurecida de crescimento rapido e ndo muito movel ou quando hé lesdes nos
exames de imagem (mamografia, ultrassonografia ou ressonancia nuclear magnética)
em que a classificagdo de BIRADS® ¢ suspeita (Birads 4 ou 5). A mamografia ¢ o
unico exame de imagem que, realizado como screening, conseguiu diminuir a
mortalidade por cancer de mama em torno de 30% (CASTILLO-GARCIA et al. 2017).

O Cancer de mama triplo negativo (CMTN) corresponde de 10 a 20 % dos
carcinomas de mama invasivo. Algumas caracteristicas estdo mais associadas aos
tumores triplo negativos como: descendéncia afro-americana, nuliparidade, idade mais
jovem do diagnoéstico, mulheres pré-menopausadas, diagnodstico em estdgio mais
avancado, obesidade, alto grau nuclear e mutagdes nos genes BRCA 1 ¢ 2 (20% BRCA

1 mutado) (BOYLE 2012).
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Em relacdo aos fatores de risco para o cancer de mama, sabemos que ¢ uma
doenga multifatorial. Um maior periodo de exposi¢do hormonal ao logo da vida estaria
relacionado a um maior risco. Entdo, mulheres com menarca precoce, menopausa
tardia, uso de anticoncepcionais, uso de terapia de reposi¢ao hormonal na menopausa,
idade para primeira gestacao apds 30 anos teriam maior risco (COLDITZ e BOHLKE
2014). As mais expostas ao risco sdo também mulheres com mutagdes genéticas
(BRCA 1/2, TP53), faixa etdria proxima a 50 anos, irradiagdo do torax para tratamento
de linfoma, mamas densas, obesidade, historia familiar de cancer de mama,
sedentarismo e lesdes proliferativas da mama com atipias (EVANS e HOWELL 2007).

O CM pode ser causado por mutagdes somaticas (esporadico) ou hereditarias
(germinativas), sendo que apenas 5 a 10% dos casos sao hereditarios e estdo associados
principalmente a mutagdes nos genes BRCA 1 e 2. As mulheres que apesentam
mutagdes germinativas em BRCA1/2 tem um risco de 40 a 85% de desenvolver cancer
de mama, e de 5 a 60% de cancer de ovario ao longo da vida (KUCHENBAECKER

etal. 2017).

1.1.3 Diagnéstico e Prognostico

A biopsia de forma ambulatorial e precoce deve ser realizada para confirmagao
diagnostica e assim, iniciar-se o tratamento. As bidpsias de fragmento com agulha
grossa (core-biopsy) ou bidpsia a vacuo (mamotomia) sdo os procedimentos de elei¢do
para o diagndstico com sensibilidade em torno de 96 % (YOUK et al. 2007). Com
material para exame histologico, ¢ possivel o diagndstico com precisdo e a realizagdo
do exame de imunoistoquimica para classificagdo tumoral. Segundo a quinta edi¢do

da classificacgdo histologica dos tumores epiteliais de mama da OMS, o tipo histologico
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mais frequente ¢ o carcinoma invasivo tipo nao especial. Dentre os subtipos de
carcinomas especiais temos: 0 carcinoma microinvasivo, carcinoma lobular invasivo,
carcinoma tubular, carcinoma cribiforme, carcinoma mucinoso, cistoadenocarcinoma
mucinoso, carcinoma micropapilar invasivo, carcinoma com diferenciacdo apocrina,
carcinoma metaplésico e tumores raros e associados as glandulas salivares (World
Health Organization-WHO 2019).

O diagnostico no estadio inicial apresenta maior chance de cura. Algumas
caracteristicas do tumor como: acometimento linfonodal, tamanho tumoral, tipo
histopatologico, grau histologico, invasdo angiolinfatica e outras caracteristicas da
biologia tumoral (status do receptor hormonal, HER-2 e indice de proliferacdo) estdo
relacionadas a agressividade da doenga e a mortalidade (STANKOV et al. 2012). O
método mais utilizado de estadiamento clinico anatomico € o proposto pela American
Joint Committee on Cancer (AJCC - 8* edigdo), que preconiza a avaliagdo do tamanho
tumoral e sua extensdo para pele ou parede toracica (T), o acometimento dos
linfonodos regionais (N) e a presenca de metastases a distancia (M) (AMIN et al.
2017).

Um dos principais fatores de prognostico estd relacionado ao status dos
receptores hormonais e expressdo do HER-2 (do inglés, human epidermal growth
factor receptor 2). A classificagdo molecular baseada na expressao génica dos tumores
de mama proposta por PEROU et al. (2000) em tumores Luminal A, Luminal B, HER-
2 ou basal foi fundamental para um melhor entendimento do cancer de mama. Nesse
estudo, os autores identificaram grupos distintos de tumores e desenvolveram uma
nova classificagdo molecular dos carcinomas mamadrios através da andlise de

microarray, onde identificou 4 tipos biologicos diferentes de tumores de mama
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(PEROU et al. 2000). A classificagdo baseada na imunoistoquimica ¢ utilizada na
pratica clinica como fator preditivo e prognostico e correlaciona-se com a classificacao
molecular. Na impossibilidade de acesso ao testes genéticos para classificagdo
molecular do cancer de mama pelo alto custo, a classificacdo por imunoistoquimica €

utilizada de forma rotineira, conforme descrito no Quadro 1.

Quadro 1 - Critérios de classificacdo dos subtipos de cancer de mama de acordo com
perfil imunoistoquimico.

Subtipos intrinsecos Classificagao por imunoistoquimica

Luminal A RE positivo; RP positivo ;
HER2 negativo; Ki67 < 20%.

Luminal B RE e/ou RP positivo; RP < 20% ou Ki67 > 20%;
HER2 negativo.

Luminal B HER 2 positivo RE e/ou RP positivos; HER2 positivo

HER2 hiperexpresso RE e RP negativos; HER2 positivo; qualquer Ki67

Triplo Negativo RE e RP < 1%, HER 2 negativo; qualquer Ki67

Basal Like RE e RP < 1%, HER 2 negativo, CK5/6 e ou EGFR+

Fonte: GOLDHIRSCH et al. (2013)
Abreviagdes: Positivo (+); RE: receptor de estrogeno; RP: receptor de progesterona: HER-2: Human
epidermal growth factor receptor 2; Ki 67: marcador de proliferagdo celular, CK:Citoqueratina, EGFR:

Epidermal growth factor receptor.

Entdo, o cancer de mama triplo-negativo € aquele com niveis de expressao por
imunoistoquimica: <1% para receptores de estrogénio (RE); < 1% para receptores de
progesterona (RP) e HER-2 negativo por imunoistoquimica ou preferencialmente por
Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) (GOLDHIRSCH et al. 2013).

O CMTN apresenta-se como o subtipo mais frequente dos tumores de

“intervalo”, baixa correlagdo entre tamanho tumoral versus status axilar, risco de
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recorréncia precoce (com maior pico entre 1 a 3 anos), a recorréncia a distancia
geralmente ndo acompanha recorréncia local, maior risco de morte nos primeiros 5
anos, rapida progressdo para 0bito quando hé recorréncia a distancia, apresentam alta
taxa de proliferagao celular e progndstico desfavoravel (DENT et al. 2007; REDDY et

al. 2018).

1.1.4 Tratamentos

As neoplasias de mama sdo usualmente subdivididas por tumor em estadio
inicial, denominado estadio I e IIA, localmente avangado (IIB, IIIA, IIIB ¢ IIIC) e
metastatico (estadio IV), conforme postulado pela AJCC (8* edi¢do). A definicdo do
estadio da doenga tem usualmente uma aplicagdo terapéutica, pois tumores iniciais,
geralmente de melhor progndstico, sdo abordados inicialmente com cirurgia e em
seguida por tratamentos sistémicos complementares de acordo com suas indicagdes
(AMIN et al. 2017).

Pacientes com tumor de mama localmente avanc¢ado, iniciam o tratamento com
terapia neoadjuvante, ou seja, tratamento sistémico com quimioterapicos,
bloqueadores hormonais ou terapias alvo antes da cirurgia definitiva. A terapia
neoadjuvante tem como beneficio: cirurgias menos mutilantes, transformacio de
tumores inoperaveis em operaveis, marcador individual do tumor e do seu
comportamento bioldgico In Vvivo, monitoramento da reposta do tumor a droga
utilizada e avali¢c@o de terapia sistémica adjuvante (CHO JH et al. 2013). Apds a terapia
neoadjuvante, as pacientes sdo encaminhadas para cirurgia (seja para realizar
mastectomia ou cirurgia conservadora), radioterapia e terapia sist€émica adjuvante

conforme os protocolos de tratamento.
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Nos tumores de mama iniciais (estadios I e Ila), a cirurgia ¢é realizada como
abordagem inicial, seguida da radioterapia quando houve indicagdo e apos o
tratamento sistémico adjuvante (quimioterapia, hormonioterapia, terapia alvo) de
acordo com os protocolos de tratamento. Nesses casos, a quimioterapia adjuvante pode
ser oferecida baseada nas caracteristicas do tumor primario, tais como: tamanho do
tumor, grau histologico, nimero de linfonodos comprometidos, positividade ou ndo
para os receptores de estrogeno, progesterona e expressdo do HER-2 (STANKOV et
al. 2012). Os tumores triplo negativos ¢ HER-2, mesmo em estadios iniciais, também
tem iniciado seu tratamento com terapia sistémica neoadjuvante.

A despeito de multiplos protocolos de quimioterapia neoadjuvante (QT neo)
disponiveis, h4 maior consenso quanto ao uso de antraciclicos e taxanes (RASTOGI
et al. 2008). Além do uso dessas drogas, faz-se terapia alvo para o subtipo HER-2,
utilizando anticorpos anti-HER-2. A QT neo padrdo utilizada no CMTN também ¢
baseada no uso de antraciclicos e taxanes (CHAUDHARY et al. 2018). A adigado de
platina na QT neo nas pacientes com CMTN tem sido incorporada na pratica clinica,
principalmente nas pacientes com tumores localmente avangado (CHANG et al. 2010).
Novas terapias alvo tém surgido recentemente no cenario do tratamento do CMTN
como o inibidor de PD-L1 (atezolizumabe), essa droga tem sido utilizada na
neoadjuvancia, adjuvancia e nas pacientes metastaticas com bons resultados
(SCHMID et al. 2018).

A resposta a QT neoadjuvante ¢ avaliada no exame anatomopatologico da pega
cirurgia. Entdo, a paciente pode apresentar resposta patologica completa (RC), quando
ha auséncia de tumor invasivo no histopatologico da mama e dos linfonodos regionais.

As pacientes também podem responder de forma parcial (RP) quando ainda ha tumor
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residual invasivo na mama e/ou axila no histopatolégico ou podem ter auséncia de
reposta a QT neo quando ndo ha evidéncia de alteragdes na celularidade do T ou do N
no exame antomopatoldgico ou quando ha um aumento no T ou no N em relagdo ao
estadiamento inicial (AMIN et al. 2017).

A resposta patologica completa estd associada a melhor sobrevida livre de
doenca e sobrevida global (UNTCH e VON MINCKWITZ 2011) e difere de acordo
com o subtipo do cancer de mama (MIEOG et al. 2007, ESSERMAN et al. 2012;
CORTAZAR et al. 2014). A taxa de resposta a quimioterapia neoadjuvante ¢ alta, em
torno de 60 a 90%, apesar da RC ocorrer em apenas 20% dos casos. O uso da platina,
tem aumentado as taxas de RC, porém com maior toxidade hematoldgica, sendo uma
opcao para ser utilizada nos pacientes com CMTN na QT neo (POGGIO et al. 2018).

O desenvolvimento de melhores estratégias de tratamento para do cancer de
mama e para a doenca metastatica continua a ser uma das principais metas. O avango
nessa area pode proporcionar uma maior sobrevida nas pacientes metastaticas como
também, uma melhor qualidade de vida. O répido desenvolvimento do conhecimento
em biologia molecular no cancer muda continuamente os desafios para a investigagao
terapéutica. As terapias eram apenas baseadas na histologia do tumor e nos ultimos
anos com o avango nos estudos do genoma do cancer, surgiram novos alvos
terapéuticos, e com isso a possibilidade de terapias mais efetivas (SCHREIBER et al.
2011).

Na ultima década, avancgos significativos na gendmica e protedmica permitiram
ampliar o conhecimento das caracteristicas bioldgicas das células tumorais e de
biomarcadores moleculares envolvidos em multiplas vias de sinalizacdo. Isso resultou

numa maior aplicabilidade na pratica clinica, pois permitiu determinar mais
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diagnésticos, detecgdo precoce de recidivas, identificagdo de novos alvos terapéuticos,
previsdo de resposta a tratamento e monitoramento. Nesse sentido, as evidéncias
crescentes indicam que o microambiente do tumor ndo ¢ meramente apenas o resultado
da tumorigénese, mas consequéncia da resposta infamatoria resultante da presenca de
numerosas células que participam dos eventos associados a imunidade inata e

adaptativa. (BOBRIE et al. 2012).

1.2 DESCRICAO DOS PRINCIPAIS MECANISMOS

ANTITUMORAIS DO SISTEMA IMUNE

O sistema imunoldgico possui complexos mecanismos de resposta antitumoral,
e apresenta diversas func¢des nas neoplasias. As células imunoldgicas podem atuar
tanto como supressoras dos tumores como podem estar envolvidas na progressdo do
tumor. Assim como, essas células também podem promover a proliferagdo, infiltragdo
e metastase tumoral (GOLDSZMID et al. 2014).

As células da imunidade podem participar dos mecanismos antitumorais ou
pré-tumorais em diferentes tipos de tumores, e variam de acordo com a origem do
tumor, localizagdo e caracteristicas individuais do paciente. As células imunes inatas
como macrdéfagos, mastocitos, neutrofilos, células dendriticas (DCs), células
supressoras derivadas de linhagem mieldéide (MDSCs, do inglés myeloid-derived
suppressor cells) e células natural killer (NK) e da imunidade adaptativa (linfocitos T
e B) estdo presentes e interagem com o tumor via contato direto ou através de
sinalizagdo de quimiocinas e citocinas que moldam o comportamento do tumor e sua

resposta a terapia (Figura 2) (GOLDSZMID et al. 2014; DARCY et al. 2014).
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Uma melhor compreensdo do microambiente imune no cancer permitiu a
identificacdo de novos biomarcadores imunologicos e o desenvolvimento de terapias
alvo que visam regular as vias do sistema imune. O reconhecimento de antigenos
tumorais por células da imunidade inata inicia uma cascata inflamatéria que leva
apresentacdo de antigenos para os linfécitos T por DCs ativando a resposta imune
adaptativa (GOLDSZMID et al. 2014).

Um dos principais tipos de células envolvidas na imunovigilancia sao as células
NK que podem causar citotoxicidade direta das células tumorais e freqlientemente nao
expressam alelos do MHC (Do inglés, major histocompatibility complex) classe I,
tornando-as suscetiveis a morte por meio da liberagdo de granulos citotdxicos
contendo perforina e granzima B. Outras células imunes também estao envolvidas na
morte de células tumorais, mas t€ém papéis mais complexos, elas mesmo também foram
descritas em promover o crescimento tumoral (ZAMALI et al. 2007; HALAMA et al.
2011; HANAHAN e COUSSENS 2012).

Outras células participam da resposta imune contra o tumor, como T CD8+ que
pode lisar diretamente células tumorais e produz citocinas como interferon gama (IFN-
Y), que promove a resposta citotoxica. Também as TCD4 + efetoras, denominadas de
T helper 1 (Thl) produzem citocinas como o IFN-y que podem estimular a
diferenciagdo de linfocitos T citotdoxicos (PARDOLL 2002; SUN et al. 2002;
ANKATHATTI MUNEGOWDA et al. 2011).

As células Th17 ativam também linfocitos T citotoxicos, como também
promovem a diferenciacdo de células T reguladoras (Treg) que podem suprimir a
resposta inflamatoria por meio da liberacao de interleucina (IL) -10 (GERRARD et al.

1981; ERDMAN et al. 2005; MITTENDORF et al. 2012). Os macrofagos também
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podem participar da resposta imune antitumoral ao apresentar antigenos tumorais para
células T de memoria (GRIVENNIKOV et al. 2010; QIAN ¢ POLLARD 2010;

GALLOIS e BHARDWAJ 2013).
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Fonte: MARKMAN e SHIAO (2015)

Figura 2 - Diagrama das principais células imunes encontradas no microambiente do

tumor. Diferentes células imunes podem ser encontradas no microambiente tumoral em diferentes
momentos e locais, dependendo de varios fatores do hospedeiro e do tumor. Muitas células imunes

possuem fungdes anti e pro-tumoral.

A resposta imune antitumoral ¢ mediada pelos componentes da imunidade
adaptativa, células TCD4+ e TCD8+, que sdo linfocitos T ativados durante o
reconhecimento de antigenos tumorais. A fase de eliminag¢do do tumor se configura
com a presenca dos componentes celulares da imunidade inata como neutréfilos,
mondcitos/macrdofagos, células dendriticas e Natural Killer (NK) que tentam eliminar

as células tumorais, a0 mesmo tempo que ativam a resposta imune adaptativa por meio
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do reconhecimento pelos linfocitos TCD4+ e TCD8+ de antigenos tumorais
apresentados por moléculas MHC na superficie das células dendriticas (MEDZHITOV
e JANEWAY 2000). Isso tudo ocorre no estagio bem inicial do aparecimento de
células tumorais, ndo havendo formagao estrutural do tumor, ndo sendo clinicamente
detectavel. Nessa fase, geralmente o sistema imune consegue eliminar essas células
“estranhas” (tumorais) (SCHREIBER et al. 2011).

Se, no entanto, uma variante rara das células tumorais escapar da fase de
eliminacdo, pode progredir para a fase de equilibrio, na qual seu crescimento ¢
impedido por mecanismos da resposta imune, porém sem efetiva eliminacdo das
c¢lulas tumorais. Essa fase ¢ mediada pela ativacdo de clones de linfécitos TCD4+ e
TCDS8+ efetores/memoria que produzem mediadores inflamatérios como IL-12 e
IFNy, citocinas importantes para ativacdo desses clones de linfocitos T que migram
para os tecidos, impedindo a expansdao do numero de células tumorais. A fase de
equilibrio pode se manter por anos e ser a fase final do processo, restringindo o
crescimento de tumores ocultos durante toda vida do individuo (SCHREIBER et al.
2011), como mostra a Figura 3.

No entanto, a ativagdo continua da resposta imune adaptativa com o propdsito
de regular o crescimento tumoral pode levar ao escape de células tumorais que sofrem
mudangas na estrutura do DNA e se adaptam ao microambiente formado pelas células
do sistema imune. Os clones de células tumorais com pequenas recombinagdes do
DNA produzem outros tipos de proteinas que ndao sao mais reconhecidas pelos
linfécitos T efetores. Esses clones tornam-se resistentes aos mecanismos da resposta
imune, ou escapam da resposta imune por induzir um microambiente com mecanismos

de imunossupressdao do sistema imune, como a liberacdo de TGFB1 (do inglés,
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transforming growth factor beta 1) e/ou expressdo de receptores de inibigdo da

resposta imune como o PD-L1 (do inglés, Programmed death-ligand 1), e temos a

chamada na fase de escape e de progressao tumoral (SCHREIBER et al. 2011).
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Figura 3 - Imunidade antitumoral: mecanismos resposta imune envolvidos na

eliminagdo e progressao do tumor. IL-12: interleucina (IL) 12; IFN-y: interferon gamma; TGFp1:

transforming growth factor beta 1; PD-L1: Programmed death-ligand 1. Natural Killer (NK).
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1.2.1 Mediadores inflamatorios da resposta imune

Os mediadores inflamatérios da resposta imune, também conhecidos como
citocinas inflamatorias, sio um grupo heterogéneo de proteinas soliveis produzidas
por diferentes tipos celulares, medeiam e regulam todos os aspectos da imunidade inata
e adaptativa (DRANOFF 2004). As citocinas podem atuar em diversos tipos de células
e exercer multiplos efeitos biologicos (ZAMARRON e CHEN 2011). Uma citocina
pode estimular (efeitos sinérgicos) ou inibir (efeitos antagdnicos) a produgao de outras.
As células T ativadas secretam citocinas durante o reconhecimento antigénico,
constituindo a denominada sinapse imunologica (FRANCISZKIEWICZ et al. 2012).

No microambiente tumoral, as citocinas modulam a resposta antitumoral, e
durante o processo inflamatdrio cronico, essas proteinas soliveis e seus respectivos
receptores tém sido descritos como indutores de transformagdao maligna, a depender
do sincronismo entre as citocinas anti-inflamatérias e proé-inflamatorias, das suas
concentragdes, da expressao dos seus receptores, € também do status de ativacao das
células no microambiente tumoral (LANDSKRON et al. 2014).

As células da imunidade inata responsaveis por produzir grande quantidade de
citocinas sdo as células dendriticas e os macrofagos. Essas células processam e
apresentam antigenos via moléculas de MHC, estimulando, assim, a resposta mediada
por linfécitos T efetores, sendo denominadas de células apresentadoras de antigenos
(FRIDMAN et al. 2012).

Os macrofagos sdo fagocitos que podem ser ativados pelos microorganismos e
por substancias produzidas a partir da injaria tecidual, desempenhando um papel
fundamental na homeostase e reparo dos tecidos (LEVIN et al. 2015). Quando essas

células sdo expostas a estimulos, secretam citocinas, como IL-1f, IL-6, IL-8, IL-12 ¢
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fator de necrose tumoral (TNF). Embora monoécitos e macréfagos sejam as principais
fontes dessas citocinas, elas também sdo produzidas por linfocitos ativados, células
endoteliais e fibroblastos. Como essas células estdo envolvidas no processo
inflamatorio associado ao cancer, elas estdo presentes em todas as etapas da progressao
da neoplasia, desde a transformacao em células neoplasicas até a progressdo tumoral
(NOY e POLLARD 2014; KITAMURA et al. 2015).

A IL-1B ¢ abundantemente encontrada no tecido tumoral e estimula a
carcinogénese e o crescimento tumoral, sendo relacionada a progressdo tumoral
mediada por processo inflamatoério (APTE et al. 2006). A estimulacdo da IL-1p ativa
varias vias de sinalizagdo como a MAPK e NFkB, ativando a producdo de
metaloproteinase de matriz (MMP)-9 que ¢ uma proteina reguladora da invasdo
tumoral (REN et al. 2015). Estudo publicado 2016 em cancer de mama, demostrou
correlacdo entre a expressao da IL-1B com a progressao da doenga e metastases 0sseas
indicando um pior prognostico (HOLEN et al. 2016).

A IL-6 ¢ uma citocina pleiotropica derivada das células T, tem um papel
importante na resposta imune em especial na fase aguda, regula a proliferacado celular,
apoptose e o crescimento celular. Apresenta também papel regulador na secregdo e
proliferacdo de metaloproteinases de matriz em carcinoma de ovario (RABINOVICH
et al. 2007). Foi demostrado também um papel importante da IL-6 na angiogénese
tumoral, junto com fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e outros
marcadores de inflamag¢ao (ANGELO e KURZROCK 2007).

A IL-8 ¢ uma citocina envolvida no processo inflamatorio e imunologico com
propriedades angionénicas e tumoregénicas (WAUGH e WILSON 2008). Essa

citocina induz a migracdo de células mieldides supressoras para o microambiente
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tumoral, sendo um dos principais componentes celulares que promovem o crescimento
e metastase tumoral por meio de interagdes com as células do sistema imune e/ou de
liberagdo de citocinas imunossupressoras. Essas células surgiram como principais
reguladores das respostas imunes e principais alvos para o tratamento do cancer
(PALENA et al. 2012).

O aumento de infiltrado de MDSCs foi descrita em pacientes com cancer de
mama, podendo ser importante marcador prognodstico (FRANCISZKIEWICZ et al.
2012). Estudo publicado em 2017 mostrou que o bloqueio da IL-8 em pacientes com
cancer de mama triplo negativo diminui o recrutamento de MDSCs para o ambiente
tumoral, reverte a supressao da resposta imune, sendo um potencial alvo de tratamento
(DOMINGUEZ et al. 2017).

Os macrofagos associados a tumores (TAMs, do inglés tumor-associated
macrophages) apresentam fenotipos pro-inflamatorios (tipo M1) ou anti-inflamatodrios
(tipo M2) (MANTOVANI et al. 2002). Os macréfagos que se diferenciam em M1
desempenham um papel relevante na eliminagdo de células tumorais. A medida que o
tumor progride, os mediadores inflamatdrios produzidos no microambiente tumoral no
processo de exaustdo da resposta imune celular induz a diferenciagdo em células M2,
também conhecida como pro-tumoral (MANTOVANI et al. 2017).

Os TAMs promovem a progressdo tumoral de diferentes maneiras, como o
aumento da angiogénese e linfangiogénese, promovendo metastases por produzir
mediadores de imunossupressao da resposta imune (DENARDO et al. 2011; QIAN et
al. 2015; MANTOVANI et al. 2017). Um dos principais mediadores que causam
imunosupressdo ¢ a IL-10 (NG et al. 2013) e TGF-B (MCINTIRE et al. 2004) que

induz a imunossupressao da resposta imune antitumoral.
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A IL-10 produzida por macréfagos M2 pode inibir a produgdo de citocinas
inflamatérias como IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a (GLIMCHER ¢ MURPHY 2000).
Apesar da producao de IL-10 pelos macrofagos M2 estar relacionada a progressao
tumoral, essa citocina possui fungdes controversas, como a ativacdo de apoptose e
inibi¢do do crescimento tumoral, assim como promocao da invasdo e agressividade
tumoral (MOCELLIN et al. 2004). A IL-10 também pode limitar a extensdo do
processo inflamatdrio, inibindo a expressdo de citocinas pro-inflamatodrias das células
T e macréfagos, suprimindo a resposta imune antitumoral (LI et al. 2017).
BHATTACHARIJEE et al. em 2016 mostraram que niveis elevados de IL-10 em
pacientes com cancer de mama estariam associados a um pior progndstico.

Em relagdo ao TNF-q, a sua acdo ¢ mediada pela interacdo dessa citocina com
dois receptores presentes na membrana celular, o TNFR1 e o TNFR2, cuja ativagdo
pode levar a indugdo de proliferagdo ou apoptose celular (CABAL-HIERRO e LAZO
2012; GENG et al. 2013). Estudo publicado em 2017 mostrou que tratamentos com
TNF-a tinham efetiva atividade antitumoral, seja sozinho, ou em associagdo com a
quimioterapia ou radioterapia, porém teve uma utilizacdo restrita por causa de sua

toxidade (MARTINEZ-REZA et al. 2017).

1.2.2 Mecanismos de inibicao e ativacdo da resposta imune

Por sua vez, os mecanismos imunoldgicos antitumorais passaram a ser bem
estudados nas ultimas décadas, com a perspectiva de melhor compreender as vias
envolvidas na ativacdo e inibicdo da resposta imune em diferentes tipos e estagios
tumorais, objetivando o desenvolvimento de imunoterapias que possam ajudar na

eliminagdo do tumor (CHEN e MELLMAN 2013).
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As imunoterapias surgiram como nova promessa de tratamentos contra o
cancer, sendo uma abordagem inovadora que melhora a resposta imune contra as
células tumorais, e podem resultar em remissao prolongada de alguns tipos de tumores.
A fase de escape ou tolerancia imunolégica, ja descrita, esta presente nos tumores em
estagios avancados (estadio Il e IV), cujos tratamentos padrao ndo sdo suficientes para
eliminagdo de antigenos tumorais, mas pode levar a ativacdo da resposta imune. As
abordagens terapéuticas com imunobiologicos capazes de ativar a resposta imune por
mecanismos de bloqueio de receptores de inibi¢do (antagonistas), e/ou por estimular
(agonistas) os receptores de co-estimulagdo dos linfocitos T, reverte o status ndo
respondedor dos linfocitos T, aumentando a produgdo de proteinas que participam da

citolise tumoral (SUZUKI et al. 2016) (Figura 4).

APC \ T-cell Tumor

Exhaustion Activation

Checking immue balance

Fonte: SUZUKI et al. (2016)

Figura 4 - Representagdo esquematica dos mecanismos de ativagdo e inibigcdo de
células T por meio das interagdes entre as moléculas co-estimuladoras e co-inibidoras.

TCR: T cell receptor; MHC: major histocompatibility complex; APCs: antigen presenting cells;
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No que diz respeito as células T, essas sao cuidadosamente reguladas por varias
proteinas acessorias presentes na superficie celular, denominadas receptores co-
estimuladores e co-inibidores (immune checkpoint receptors). Os receptores de
checkpoint estdo implicados na ativagdo da resposta imune e na regulacdo de sua
intensidade e duracdo (SHARMA e ALLISON 2015; SHIN e RIBAS 2015). Dois dos
receptores co-inibidores mais bem estudados que promovem a inibi¢ao dos linfocitos
T sao o CTLA-4 (do inglés, cytotoxic T lymphocyte associated antigen-4) e o PD-1
(do inglés, programed cell death-1), sendo membros da superfamilia do TNF (WARD-
KAVANAGH et al. 2016).

A principal funcao desses receptores co-inibidores ¢ manter a tolerancia aos
antigenos proprios e prevenir a autoimunidade. Além disso, eles participam das
respostas imunes mediadas por células T, promovendo a regulacdo da producdo de
mediadores inflamatérios. Um dos mecanismos de escape das células tumorais a
resposta imune ocorre pelo aumento de expressdo desses co-inibidores (receptores e
seus ligantes), induzindo supressdo das fun¢des mediadas pelas células T (Figura 5)
(MELERO et al. 2014; MAHONEY et al. 2015; HOOS 2016; KHALIL et al. 2016).

Uma outra molécula de inibicao que pode ser expressa em células T ou células
tumorais ¢ o T-cell immunoglobulin and mucin domain-3 (TIM-3) pertence a familia
TIM e consiste em trés membros (TIM-1, TIM-3 e TIM-4) em humanos. As proteinas
TIM individuais diferem na estrutura molecular e nos padrdes de expressdo, bem como
em suas fung¢des reguladoras e impacto nas respostas das células T. O TIM-3 utiliza a
lectina do tipo C (GAL-9 - galectina-9) como seu ligante, sendo expresso na superficie
da membrana celular e livre no plasma (soluvel: sTIM3) (FREEMAN et al. 2010;

ANDERSON 2014) (Figura 6).
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Fonte: ABDEL-AZIZ et al. (2019)
Figura 5 - Representacao esquematica das interagdes dos receptores de co-estimulagdo

e co-inibi¢do expressos nos linfocitos T e os seus respectivos ligantes.

Galectin-9

Tim-3/galectin-9
complex

TCELLS

Fonte: Adaptado de KURSUNEL e ESENDAGLI (2017)

Figura 6 - Representacdo esquematica das interagdes entre o ligante de PD1 (PDL-1)
com seu receptor PD1 na membrana dos linfécitos T e do CTLA-4 com o seu ligante
CD86 expresso na membrana do Tumor. Interagdes entre a galectina-9 (SGAL-9) e/ou TIM-3

na sua forma soluvel, assim como do complexo sTIM-3-sgalectina-9 com a molécula de TIM-3 na

membrana do tumor, um mecanismo aliado para suprimir e escapar da resposta imune.
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Alguns autores demonstraram em camundongos deficientes e normais que
quando utilizado uma proteina que bloqueia a sinalizagdo da via TIM-3, esses
camundongos apresentam defeitos na inducdo de tolerancia a antigenos (SABATOS
et al. 2003; SANCHEZ-FUEYO et al. 2003). O TIM-3 ¢ um receptor de immune
checkpoint que funciona para limitar duragdo e magnitude das respostas imunes
mediadas por células TCD4+ e TCD8+, contribuindo na manuten¢do da homeostase
(SABATOS et al. 2003; SANCHEZ-FUEYO et al. 2003; MATSUZAKI et al. 2010).
A co-expressdo de TIM-3 e PD1 na superficie de células T induz a reducdo dos
mecanismos efetores da resposta imune celular (SAKUISHI et al. 2010; ZHOU et al.
2011; ARALI et al. 2012). Nesse contexto, a combinacdo de anticorpos monoclonais
anti-TIM-3 e anti-PD-1 teve um efeito sinérgico na supressao do crescimento tumoral
(FOURCADE et al. 2010; SAKUISHI et al. 2010; KOYAMA et al. 2016).

A inibi¢do das fungdes efetoras de células T do tipo T helper 1 (Th1) induzida
pelas interacdes entre TIM-3 e GAL-9 leva a reducdo dos niveis de citocinas pro-
inflamatorias e relaciona-se com a progressao do cancer (GOLDEN-MASON et al.
2015). Estudo publicado em 2015, mostrou que a IL-15 em combina¢do com um
anticorpo anti-TIM-3 pode induzir uma potente resposta de células T CD8+ citotdxicas
in vitro contra células tumorais de cancer de mama (HEON et al. 2015). A Figura 7
mostra o bloqueio das vias PD1/PDLI1 com aumento da expressdo de PDL1 pelas

células tumorais e de TIM3 por linfocitos T.
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Galectin-9

Fonte: WONG e CAMERON (2017)

Figura 7 - Representacdo esquematica do bloqueio das vias PD-1 / PD-L1 com

indugdo de expressao de PD-L1 em células tumorais e de TIM-3 em células T efetoras.

Mecanismo de compensagdo pelo bloqueio das vias PD1/PDL1.

Por outro lado, alguns membros da superfamilia do TNF fornecem sinais co-
estimuladores essenciais para a imunidade inata e adaptativa, com &nfase nas respostas
imune de células T (CELLA et al. 1996). Os linfocitos T naive (virgens) necessitam
do envolvimento do receptor de antigeno T (TCR) e de sinais de receptores adicionais
(co-estimuladores) para ativagao, proliferacdo e diferenciacao celular. A apresentagio
do antigeno a célula T pelas células dendriticas resulta em intera¢des dos ligantes de
CD40 (CD40L) e o seu respectivo receptor CD40. A sinalizagdo CD40 resulta na
produgdo de interleucina 12 e dos ligantes de 4-1BB (4-1BBL ou CD137L), de OX40
(OX40L) e do GITRL (do inglés, Glucocorticoid-induced TNFR-related protein) pelas
células dendriticas (DCs).

As interagdes entre células T e células DCs durante a apresentagdo do antigeno
resultam na ativacdo de varias vias de sinalizacdo dos membros do TNF nas células

dendriticas, o que leva ao aumento de expressdo de CD40, de moléculas MHC e co-
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estimuladores (CD80 e CD86) (CELLA et al. 1996). A produgao de citocinas IL-1p,
IL-6, e IL-12, induz a expressdo de moléculas co-estimuladoras e a apresentacdo de
antigenos sdo reguladas pelas interagdes de CD40 expresso na membrana das DCs.
Assim, tanto a maturagdo das DCs e a subsequente ativacao e diferenciagdo das células
T sdo desencadeadas pela sinalizagdo entre 0 CD40 e seu ligante (CD40L) (MA e
CLARK 2009) (Figura 8).

Para os linfocitos T, as interagdes mediadas pelas interagdes do receptor de
antigenos (TCR), 4-1BB, OX40 e GITR promovem uma forte ativacao e proliferagcdo
desses linfocitos, producao de interferon tipo I (IFNo/f) e sua diferenciagdo em células
T efetores e de memoria (CELLA et al. 1996). Um dos mediadores que se tem estudado
e que se relaciona com a ativagdo do sistema imune ¢ o 4-1BB (CD137/TNFRSF9),
um receptor da superfamilia do fator de necrose tumoral (TNFR), que atua como co-
estimulador de linfocitos T efetores, sendo fundamental na ativagdo e sobrevivéncia

das células T de memoria (CHEN e FLIES 2013; SCHMIED et al. 2015).

Dendritic cell

RANK CD70 HVEM LTBR CD40 CD80 CD86 MHC OX40L 4-1BBL GITRL

-
Activated DCs activate
T cells antigen-specific
license DCs T cells
o 4

RANKL CD27 LIGHT LTa1p2 CD40L  CD28 TCR OX40 4-1BB GITR U Ligand

T cell U Receptor

Fonte: DOSTERT et al. (2019)

Figura 8 - Representagdo esquematica das interacdes entre as células dendriticas
(DCs) e células T mediadas pelos membros da superfamilia do fator de necrose

tumoral (TNF) / e a superfamilia dos receptores de TNF (TNFRSF).
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A sinalizagdo via 4-1BB/4-1BBL estimula a proliferacdo de células TCD4+ e
TCD8+ e ha um aumento na producao de citocinas como INFy e IL-2 melhorando a
sobrevida das células por ativar fatores de transcri¢do anti-apoptdticos (MAKKOUK
et al. 2016). As interagdes entre os ligantes de 4-1BB expressos em macrofagos e
células dendriticas com os seus respectivos receptores resultam no aumento da
producao IL-8 e IL-12, o que promove a regulacdo da sobrevivéncia das células T
(VINAY et al. 2006). Além da forma anexada de membrana do 4-1BB (CD137), uma
forma soltvel resultante do splicing alternativo foi identificada. As moléculas de s4-
IBB (sCD137) circulantes foram detectadas no soro de pacientes com cancer

colorretal (DIMBERG et al. 2006; SHAO et al. 2008; KIM et al. 2011) (Figura 9).

DC and myeloid cell

m —

Soluble CD137
“e..,,  protein

[ Soluble CO137
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Fonte: LABIANO et al. (2015)
Figura 9 - Representagdo esquematica da liberacdo na forma solivel de s4-
1BB/sCD137 apo6s a hipdxia das células tumorais. A interagio entre s4-1BB/sCD137 com o

ligante presente nas células dendriticas (DCs) bloqueia as interagdes entre 4-1BB/CD137 presente na

membrana de linfocitos T com o seus ligante 4-1BBL/CD137L.
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2 JUSTIFICATIVA

O avang¢o no conhecimento ¢ o aprofundamento nos estudos na area da
Imunologia tém despertado interesse na comunidade cientifica a procura de
biomarcadores mais sensiveis e especificos que possam estar relacionados a
progressdo, monitorizagdo ¢ metastatizagdo das pacientes com cancer.

A procura por mediadores da resposta imune que possam predizer resposta a
quimioterapia também é um desafio, principalmente nas pacientes com CMTN que
basicamente t€ém a quimioterapia padrdo como Unica forma de tratamento. Novas
abordagens de tratamento que atuem diretamente no sistema imune sdo importantes
para alguns tipos de tumores, pois podem modificar o prognoéstico dessas pacientes.

A identificagdo de mediadores no sangue periférico ¢ um método acessivel,

rapido, de baixo custo e que pode nos proporcionar informag¢des em tempo real de

varios momentos da doenga em diversas fases do tratamento.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os niveis soluveis de sTIM-3 e s4-1BB, e de citocinas inflamatérias no
sangue de mulheres com cancer de mama triplo negativo localmente avangado, e associa-los

a sobrevida livre de doenca e com o tipo de resposta a quimioterapia neoadjuvante

3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em mulheres com cancer de mama triplo negativo antes e apds quimioterapia

neoadjuvante (QT neo):

> Determinar os niveis dos mediadores soltveis sTIM-3, s4-1BB, e das citocinas (IL-
1B, IL-6, IL-8, TNF-o e IL-10);

> Associar os niveis séricos dos mediadores inflamatorios estudados com a
classificagdo T e N do TNM,;

> Avaliar a relacdo dos niveis séricos dos mediadores inflamatorios com o tipo de
resposta patoldgica a quimioterapia neoadjuvante;

> Avaliar a relagdo dos niveis de sTIM-3, s4-1BB com a sobrevida livre de doenga em

24 meses de seguimento.
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4 MATERIAIS E METODOS

41 ASPECTOS ETICOS

Este foi um estudo exploratdrio e translacional realizado em mulheres com
cancer de mama triplo negativo (CMTN) avangado incluidas entre Margo de 2015 a
Julho de 2017. O seguimento de todas as pacientes foi de 24 meses a partir da data do
diagnéstico.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
do Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP) e Hospital de Cancer
de Pernambuco sob os numeros CAAE 39967014.3.3002.5201 e CAAE
39967014.3.0000.5205, respectivamente. Este estudo faz parte do projeto ancora
“Investigacdo dos efeitos da quimioterapia neoadjuvante na resposta imune celular nos
tumores de mama HER-2 e triplo-negativo localmente avangado”, cuja pesquisadora

responsavel ¢ a Dra. Leuridan Cavalcante Torres.

4.2 POPULACAO DE ESTUDO

Pacientes: Foram incluidas 29 mulheres com idade entre 18 e 60 anos e
diagnéstico de cancer de mama localmente avangado triplo negativo (TN) e
submetidas a quimioterapia neoadjuvante.

Controles de comparacao: Os individuos controles saudaveis foram 30

mulheres saudaveis com idade entre 18 a 60 anos sem diagndstico prévio ou atual, e
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historico familiar de CM. Constituida por mulheres acompanhantes de pacientes e

funciondrios que concordaram em participar da pesquisa.

4.3

LOCAL E PERIODO DO ESTUDO

O estudo foi realizado no servico de mastologia/oncologia do HCP e no

Laboratério de Pesquisa Translacional do Instituto de Medicina Integral Prof.

Fernando Figueira (IMIP). O periodo do estudo para inclusdo de pacientes foi de 01

de margo de 2015 a 30 julho de 2017. As pacientes foram acompanhadas para observar

o desfecho clinico até 30 de outubro de 2019.

4.4

4.4.1

4.4.2

CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

Critérios de inclusio

Mulheres com idade entre 18 e 60 anos com diagnostico de carcinoma invasivo
de mama, estadiamento III (A, B e C), e de subtipo triplo negativo confirmado
por exames de imunoistoquimica realizados em dois diferentes laboratérios de

anatomopatologia e pacientes submetidas a quimioterapia neoadjuvante.

Critérios de exclusao

Metastases a distancia diagnosticados por método de imagem no momento do
diagndstico; gestacdo e lactacdao; neoplasia prévia, exceto cancer de pele nao
melanoma; uso de antibidticos ou drogas imunossupressores nos ultimos 30

dias antes da coleta de sangue; historia clinica de doencas autoimunes, ¢ de
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infecgdes por HTLV e HIV; historia clinica de processo inflamatoério agudo,

infeccioso ou ndo, nos ultimos 30 dias antes da coleta de sangue.

4.5 PROCEDIMENTOS PARA SELECAO DAS PACIENTES

As pacientes atendidas no ambulatorio de oncologia clinica e/ou mastologia,
com diagndstico de cancer de mama localmente avancado foram avaliadas quanto aos
critérios de elegibilidade. A paciente foi informada sobre as caracteristicas da pesquisa
sendo aplicado a lista de checagem (Apéndice 1) e solicitado a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice 2). Logo apds, foi aplicado um
formulario clinico utilizado para captagao dos dados das pacientes (Apéndice 3).

A coleta de dados das pacientes foi realizada durante a anamnese oncologica e
todas as pacientes selecionadas receberam informacdes e concordaram
voluntariamente em participar do estudo. Foram avaliadas um total de 32 pacientes
com cancer de mama triplo negativo em estagio III (localmente avangada) na
admissao, sendo um total de 3 perdas (pacientes nao realizaram todos os ciclos da QT

neo - tratamento incompleto) (Figura 10).



) = ~
Crurtes Enarde Caiade - Dnunciacio 34

rr i
IDENTIFICACAO DE PACIENTES COM CMTN
(N=32) E CONTROLES (N=30) NO HCP (2015-

2017)
\ vy
APRESENTARAM | P <
CRITERIOS DE | '
b ‘ PREENCHERAM
E ASSINARAM
TCLE
' \ i,
PERDAS (N=3) ( >
MOTIVOS: NAO Pacientes
REALIZOU TODOS | N=32 r s 5%
OS CICLOS DE QT
\“___ /J
| CONTROLES
N=30
Avaliados . 4

N=29

Figura 10 - Fluxograma de inclusdo de pacientes e controles

A coleta da primeira amostra de sangue periférico foi realizada uma hora antes
do inicio da quimioterapia neoadjuvante e a segunda coleta ap6s 30 dias da finalizagdo
da QT neo. Nenhuma das pacientes foi submetida a radioterapia ou quimioterapia antes
da coleta de sangue periférico.

O preenchimento do instrumento de coleta de dados (apéndice 3) foi
complementado por anotagdes do prontudrio da paciente. Para avaliagdo do
estadiamento do cancer de mama foi utilizado o Sistema TNM do American Joint
Committee on Cancer (AJCC) de classificacdo de tumores malignos (8% edi¢@o)

preconizado pela Unido Internacional Contra o Cancer (UICC) (AMIN et al. 2017).
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46 TRATAMENTO QUIMIOTERAPICO NEOADJUVANTE

O tratamento quimioterapico foi realizado com as medicagdes antineoplésicas
adriblastina RD e paclitaxel do laboratorio Pfizer e a ciclofosfamida do laboratério
Baxter que foram adquiridas exclusivamente para este estudo e conservadas na
farmacia de quimioterapia do setor de oncologia do HCP. O esquema de quimioterapia
neoadjuvante padrdo para as pacientes com CMTN no HCP foi de quatro ciclos de
adriamicina (dose de 60 mg/m2) e ciclofosfamida (dose de 600 mg/m2) em dose densa
a cada 15 dias associado a filgastrina (dose de 300 pg/dia) subcutanea por 5 dias,
seguida de doze ciclos de paclitaxel (dose 80 mg/m2) a cada 7 dias. Antes de cada
ciclo de quimioterapia neoadjuvante, a paciente foi avaliada pelo oncologista, sendo
avaliado o perfil de toxicidade, reposta clinica e exames laboratoriais (hemograma
completo e bioquimica — TGO/TGP; bilirrubinas e desidrogenase lactica — DHL).
Apos o tratamento cirargico nao foi administrado nenhum tratamento medicamentoso
adjuvante e foi seguindo o seguinte fluxograma de interven¢do conforme descrito em

Figura 11.

. o QT neo
Diagndstico
confirmado ;
- AC dose densa (4 ciclos — . .
12 coleta de sangue intervalos de 15 dias) + Apos 30 dias da QT neo
(1h antes da QT neo) - Paclitaxel (12 ciclos —

intervalos de 7 dias)

. Avaliagcao de resposta patoldgica
-Procedimento definida:
22 coleta de sangue cirargico Resposta Completa (RC):
periférico -Exame Auséncia de tumor invasivo

Sgg;o?p%eg:g:_ci)aglco da Resposta Parcial (RP): presenca
de tumor invasivo

Figura 11 - Intervengao terapéutica e coleta de amostra bioldgica
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4.7 TESTES LABORATORIAIS PARA AVALIACAO

IMUNOLOGICA

Para os testes laboratoriais, o volume total de 4 mL de sangue foi colhido em
tubo com anticoagulante, acido etilenodiamino tetra-acético - EDTA (BD
Vacutainer®). Foi realizada a separacio do plasma por meio de centrifugacio a 300 g

por 5 min a temperatura de 4 °C.

4.7.1 Determinagdo dos niveis de proteinas livres no plasma por Cytometric
Bead Array (CBA)

O CBA ¢ uma técnica que se baseia no uso de esferas de poliestireno,
denominadas esferas de captura, marcadas com diferentes graus de fluorescéncia e
recobertas com anticorpos monoclonais especificos para cada molécula solavel
(Figura 12). Essa técnica permite a avaliagdo simultanea de diversos analitos no
mesmo ensaio utilizando volumes pequenos de amostra. Para dosagens, 25 uL da
amostra de plasma, aliquotas de 25 pL da mistura de esferas de captura e 25 pL do
reagente de detecgdo, anticorpos monoclonais especificos para cada molécula
soluvel/citocina conjugados ao fluoréforo PE foram utilizados. Apds a incubagado, foi
realizada etapa de lavagem e aquisi¢do no citometro de fluxo. Foram adquiridos 300
eventos por molécula soltivel/citocina no equipamento de citometria de fluxo, e as
concentragdes nas amostras expressas em pg/mL. As concentragdes foram
determinadas a partir das curvas-padrao utilizando o FCAP Array Software (BD

BIOSCIENCES, CA).
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Fonte: Adaptada do catalago da BD Biociences.

Figura 12 - Técnica de CBA para a detec¢do de quimiocinas.

4.7.2 Quantificacao de citocinas pela técnica Cytometric Bead Array (CBA)

A concentragdo das citocinas séricas (IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a e IL-10) foi
determinada no soro das pacientes e controles. A determinacdo foi realizada por
citometria de fluxo, utilizando BD™ CBA — Human pro-inflammatory Kit, seguindo
instrucdes do fabricante. Foram adquiridos 1800 eventos no aparelho de citometria de
fluxo (FACsVerse™, BD BIOSCIENCES, Sunnyvale, CA). Os dados foram analisados

com o programa BD FACSuite™ (BD Biosciences, CA) e expressos em pg/mL.

4.7.3 Quantificacido das concentracdes séricas de s4-1BB e sTIM-3 por Enzyme
Linked Immunonosorbent Assay (ELISA)

Um volume total de 100 uL foi utilizado para dosagem por ELISA, e o teste foi
realizado em duplicata. Foram utilizados os kits comerciais para os testes laboratoriais:
Human TIM-3 DuoSet ELISA DY2365 (R&D® Systems); CD137/s4-1BB (Soluble)
Human ELISA Kit (Invitrogen, Thermo Scientific, cat#BMS289). A leitura da
absorbancia foi realizada utilizando a leitora de placas Human Reader HS (Human,
Wiesbaden, Germany). A leitura das absorbancias foi realizada em um comprimento

de onda de 450 nm. As concentragdes foram expressas em pg/mL.
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4.8 CLASSIFICACAO E DEFINICAO DAS VARIAVEIS CLINICAS

E ANATOMOPATOLOGICAS

Quadro 2 - Variaveis clinico-patologicas no cancer de mama e de evolugdo da doenca.

VARIAVEL DEFINICAO OPERACIONAL CATEGORIZACAO

TNM 8* EDICAO (Estadiamento clinico)
TX — Tumor primario nio avaliavel
TO — Sem evidéncia de tumor primario

Tis — Carcinoma in situ:
* Tis (CDIS) Carcinoma ductal in situ;
* Tis (Paget’s) Doenca de Paget sem carcinoma
invasivo e/ou in situ.

T1 — Tumor <2 cm na sua maior dimensao:
* T1 mic — microinvasdo < 0,1 cm;

. Variavel nominal
* Tla— Tumor com mais de 0,1 cm e menos que 0,5 cm

na sua maior dimensao; PthCOtOHlTlg(a
Tumor * T1b — Tumor com mais de 0,5 cm e menos que 1,0 cm 2‘ To
rimario na sua maior dimensao; 3- Tie
I()T) * Tlc — Tumor com mais de 1,0 cm até 2,0 cm na sua 4’ 1
maior dimensao. iy T2
T2 — Tumor > 2,0 cm e < Scm na sua maior dimensao g ii

T3 — Tumor > 5,0 cm

T4 — Tumor de qualquer dimensido com extensio a
parede toracica ou a pele:
* T4a — Extensdo a parede toracica acometendo o
musculo peitoral e sem acometer parede toracica
* T4b — Edema ou ulceracao da pele ou nodulos satélites
confinados @ mama (inclui pele em casca de laranja)
sem critérios para carcinoma inflamatorio;
e T4c — T4a + T4b;
* T4 d — Carcinoma inflamatorio.
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Cont/ Quadro 2

VARIAVEL

DEFINICAO OPERACIONAL

| CATEGORIZACAO |

Nx: Ganglios regionais niio avaliaveis
NO:Sem metastase ganglionar regional
N1:Metastases nos ganglios axilares ipsilaterais moveis

N2: Metastases nos ganglios axilares ipsilaterais fixos

Variavel nominal

P . PN . policotémica
ou nos ganglios da cadeia mamaria interna clinicamente L NX
invadidos na auséncia de gianglios axilares: ’

* N2a — Ganglios axilares ipsilaterias fixos ou fixos a 2. NO
outras estruturas; 3. Nl
* N2b — Metastases clinicamente aparentes na cadeia 4. Nla
Envolvimento mgméria interna na auséncia de ganglios linfaticos 5. NIl1b
ganglionar axilares. 6. Nlc
regional (N) N3: Metastases nos ganglios infraclaviculares 7N2
ipsilaterais com ou sem génglios linfaticos axilares, ou 8. N2a
metastases clinicamente aparentes na cadeia mamaria 9. N2b
interna com nédulos axilares; ou metastases 10. N3
supraclaviculares com ou sem gainglios linfaticos 11. N3a
axilares ou na mamaria interna invadidos: 12. N3b
* N3a — Metastases nos ganglios infraclaviculares 13. N3c
ipsilaterais;
* N3b — Metastases nos ganglios da mamaria interna
ipsilateral e nos ganglios axilares;
* N3c — Metastases nos ganglios supraclaviculares
ipsilaterais.
Diagnostico de carcinoma invasivo de mama confirmado
por exame histopatologico da pega cirurgica:
G1 —baixo grau histoldgico (bem diferenciado); SBR score | Variavel nominal
Grau 3-5 pontos o o policotdmica
histologico QZ - Grgu histolégico intermedidrio (moderadamente l. Gl
diferenciado); SBR score 6-7 pontos 2. G2
G3- Alto grau histologico (pouco diferenciado); SBR 8-9 3. G3
pontos
A avaliacdo de resposta patoldgica foi realizada no exame
anatomopatologico e foi utilizado a classificagdo da AJCC
8* edigdo, com as seguintes defini¢des:
Resposta patolqglca completa (RC): Auséncia de Variavel nominal
carcinoma invasivo na mama ou axila. dicotomica
Taxa de Resposta patologica parcial (RP): Presenca de 0 - sem resposta
resposta carcinoma invasivo na mama ou axila.

Auséncia de resposta patélogica: Quando nio ha
evidéncia de alteracGes na celularidade do T ou do N
no exame antomopatologico ou quando hd um aumento
no T ou no N em relacdo ao estadiamento inicial

1-RP
2-RC
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Cont/ Quadro 2
VARIAVEL DEFINICAO OPERACIONAL CATEGORIZACAO
A recorréncia local é definida como a recidiva no tumor V.a“aY el. nominal
.. A . AR dicotdmica
Recorréncia primario e/ou em linfonodos loco-regionais. | Nao
local A data da recorréncia local foi considerada a data do 2 Sim

histolégico que confirma a progressao.

A recorréncia a distancia é definida como a recidiva fora

in . . . Variavel nominal
da regido mama e linfonodos loco-regionais, incluindo:

Recorrénciaa | . dicotdmica
ceoTrenc Ossea, hepatica, pulmonar, pele e SNC. A data da feotomie
distancia . VP . 1 Nao
recorréncia a distancia foi considerada a data do exame de 2 Sim
imagem que confirme progressao.

. A sobrevida livre de doenga (SLD) foi calculada em Variavel nominal
Sobrevida . L . T
livre de meses, a partir da data do tratamento cirurgico (dia da dicotdmica

cirurgia) até a data da constatacdo da recorréncia, seja 1 Nao
doenca NP .
local ou a distancia. 2 Sim

49 ANALISE ESTATISTICA

4.9.1 Analises de associaciao

A estatistica descritiva das variaveis categoricas foi apresentada em tabelas
com distribui¢ao das frequéncias absolutas e relativas, enquanto as variaveis 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 deste estudo foram apresentadas em
valores de mediana e intervalo interquartil (IQR: 25%-75%). O teste ndo paramétrico
de Mann-Whitney foi utilizado para comparagdo entre dois grupos. O teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis foi utilizado para comparagdo entre trés ou mais
grupos. Para evitar erro estatistico tipo I, as analises pelo teste Kruskal-Wallis foram
seguidas pela correcdo de Dunn para testagem multipla. Foi adotado o nivel de
significancia estatistica de p<0,05. A analise estatistica foi realizada através do
programa GraphPad Prism v8.0 (Graphpad software, San Diego, CA).

4.9.2 Analise de sobrevida livre de doenca
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A sobrevida livre de doenga (SLD) foi calculada em meses, a partir da data do
tratamento cirurgico (dia da cirurgia) até¢ a data da constatacdo da recorréncia, seja
local ou a distancia. Na analise da SLD, utilizamos como ponto de corte o valor da
mediana (< ou > percentil 50) dos niveis soltveis de sTIM-3 e s4-1BB obtidos na
coleta 30 dias apds o tratamento neoadjuvante, e antes do procedimento cirurgico. O
teste de Log-Rank foi utilizado para comparagao entre os grupos. Foi adotado o nivel
de significancia estatistica de p<0,05. A andlise estatistica foi realizada através do

programa GraphPad Prism v8.0 (Graphpad software, San Diego, CA).
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5 RESULTADOS

5.1 DESCRICAO DAS CARACTERISTICAS CLINICAS E

ANATOMOPATOLOGICAS DAS MULHERES COM CMTN

Foram analisadas 29 pacientes com cancer de mama triplo negativo com
mediana de idade de 45 anos. Foram incluidas 30 mulheres sauddveis como grupo
controle, cuja mediana de idade foi de 47 anos. Nao houve diferenca significativa dos
valores de mediana de idade entre pacientes e controles. Todas as pacientes tinham
como tipo histolégico o carcinoma invasivo do tipo ndo especial (WHO 2019). O grau
histologico mais encontrado foi o I1I (75,9%).

Todas as pacientes admitidas tinham tumor localmente avancado (estagio IIIA,
B e C). A maioria com tumores invadiam a parede tordcica ou na pele (T4; 68,9%),
seguido de tumores com tamanho > 2 a <5 cm (T2) e > 5 cm (T3), representando
31,0% dos casos. A maioria das pacientes apresentavam metédstase em linfonodos
axilares méveis (N1- 51,2%), seguido de auséncia de metastases em linfonodos
regionais (NO- 24,1%) e metéstase linfonodos axilares fixos (N2- 20,7%). A resposta
patologica completa (RC) foi observada em 48,28% das pacientes e 6 pacientes
evoluiram com recidiva, sendo 4 com metastase no SNC e duas com recidiva loco-

regional, uma delas progredindo para figado e pulmao (Tabela 1).
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Tabela 1 — Descricdo das frequéncias das caracteristicas clinicas e anatomopatologicas
de 29 pacientes com cancer de mama triplo negativo entre os anos de 2015 ¢ 2017

CMTN Controles
VARIAVEIS
N=29 (%) N=30
Idade (anos) p=0,23*
Mediana (IQR) 45 (37-52) 47 (44 - 53)
Tipo Histologico
Carcinoma invasivo tipo ndo
especial 29 (100)
Grau histolégico
I 0
I 5(17,24)
11 22 (75,86)
Desconhecido 2 (6,90)
Tumor primario (T)
T2 -T3 9(31,0)
T4 20 (67,0)
Status linfonodal (N)
NO 7 (24,1)
N1 16 (55.2)
N2 6 (20,7)
Tipo resposta a QT neo
RC 14 (48.3)
RP 15 (51,7)
Auséncia de resposta 0

CMTN - cancer de mama triplo negativo / RC- resposta patologica completa / RP — resposta patologica

parcial. QT neo: Quimioterapia neoadjuvante. IQR: interquartil 25-75. *Mann Whitney test
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52 ANALISES DOS NIVEIS SERICOS DAS CITOCINAS
INFLAMATORIAS E ANTI-INFLAMTORIAS DE ACORDO COM

ESTADIAMENTO TNM

Foram realizadas anélises de citocinas inflamatérias IL-6, IL-13, IL-8 e TNF-a
e anti-inflamatoéria IL-10 na amostra de sangue periférico de 29 pacientes coletada uma

hora antes do inicio da QT neo e antes de qualquer tratamento.

. Entre os grupos de pacientes de acordo com tumor primario

Verificou-se niveis mais elevados de IL-6 e de IL-10 no grupo de pacientes
com tumores (T4) com relagdo ao grupo T2-T3 (p=0,003, p=0,02, respectivamente).
Nao houve diferenca significativa dos niveis de IL-1f, IL-8 e TNF-a de acordo com a

classificagdao do tumor primario (Figura 13).

o Entre os grupos de pacientes de acordo com o status linfonodal

Verificou-se niveis séricos mais elevados de IL-6, IL-8, IL-10 ¢ TNF-o no
grupo de pacientes com status linfonodal N2 com relacdo aos grupos NO e NI
(p<0,05). Nao houve diferenca estatistica nos niveis de IL-1p entre os grupos NO, N1

e N2 (Figura 14).
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Figura 13 - Analise dos niveis séricos de IL-6, IL-1p, IL-8, IL-10 e TNF-a (pg/mL)
nas pacientes com cancer de mama triplo negativo de acordo com o tumor primario.

Foram formados grupos com tamanho tumoral de >2 a<5 cm (T2) e > 5 cm (T3) (n=9), e grupo com
tumores que invadiam a parede toracica ou pele (T4, n=20). Os graficos estdo representados em mediana

e interquartil (25-75). Foi utilizado teste de Mann-Whitney. Foi considerado significativo p<0,05. NS:

ndo significativo.
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Figura 14 - Analise dos niveis séricos de 1L-6, IL-1p, IL-8, IL-10 ¢ TNF-a (pg/mL)
nas pacientes com cancer de mama triplo negativo de acordo com status linfonodal.
Foram distribuidos em 3 grupos: NO - sem metastases ganglionar regional (n=7), N1- metastase em
linfonodos axilares moéveis (n=16) e N2 - metastase em linfonodos axilares fixos (n=6). Os graficos
estdo representados em mediana e interquartil (25-75). Foi realizado o teste de Kruskall-Wallis. Foi

considerado significativo p<0,05. NS: ndo significativo.
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53 ANALISES DOS NIVEIS SERICOS DAS CITOCINAS
INFLAMATORIAS E ANTI-INFLAMATORIAS DE ACORDO COM O

TIPO DE REPOSTA A QUIMIOTERAPIA NEOADJUVANTE

. Entre os grupos de pacientes de acordo com o tipo de reposta a QT neo e

de controles

Os grupos foram formados por pacientes que obtiveram resposta patologica
completa (RC) e parcial (RP) a QT neo. Os niveis de IL1f, IL-6, IL-10 e TNF-a foram
elevados no grupo de pacientes com RP quando comparado aos grupos RC e controles
(p<0,05) (Figura 15).

Com relagao aos niveis de IL-8, os grupos de pacientes RC e RP apresentaram
niveis elevados quando comparado aos controles (p<0,05). Nao foi observada

diferenca significativa de IL-8 entre os grupos RC e RP (Figura 15).
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Figura 15 - Analise dos niveis séricos de IL-6, IL-18, IL-8, IL-10 e TNF-a (pg/mL)
nas pacientes com cancer de mama triplo negativo de acordo como tipo de resposta a
QT neo. Foram formados 3 grupos de pacientes, um grupo que obteve reposta patoldgica completa
(RC, n=14), resposta parcial (RP, n=15) e o grupo controle. Foi realizada a analise no sangue coletado

antes de qualquer tratamento. Os graficos estdo representados em mediana e interquartil (25-75). Foi

realizado o teste de Kruskall-Wallis. Foi considerado significativo p<0,05. NS: ndo significativo.
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54 ANALISES DOS NIiVEIS SOLUVEIS DE S4-1BB E STIM-3

ACORDO COM ESTADIAMENTO TNM

. Entre os grupos de pacientes de acordo com o tumor primario

Nao houve diferencas significativas entre os grupos T2-T3 e T4 com

relacdo aos niveis de s4-1BB E sTIM-3 (Figura 16 A e C).

. Entre os grupos de pacientes de acordo com o status linfonodal

Nao houve diferencgas estatisticas nos niveis s4-1BB E sTIM-3 entre os grupos

com status linfonodal NO, N1 e N2 (Figura 16 B e D).
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Figura 16 - Analise dos niveis séricos de sTIM-3 e s4-1BB (pg/mL) nas pacientes

(n=29) com cancer de mama triplo negativo de acordo com a classificagdo do TNM.

Foram formados grupos com tamanho tumoral de >2 a <5 cm (T2) ¢ > 5 cm (T3) (n=9), e grupo com

tumores que invadiam a parede toracica ou pele (T4, n=20). Quanto ao status linfonodal, os grupos

foram divididos em NO - sem metastases ganglionar regional (n=7), N1- metastase em linfonodos

axilares moéveis (n=16) e N2 - metastase em linfonodos axilares fixos (n=6). Os graficos estdo

representados em mediana e interquartil (25-75). Mann-Whitney (graficos 17 A e C) e Kruskall-Wallis

(graficos 17 B e D). Foi considerado significativo p<0,05. NS: ndo significativo.
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5.5 ANALISE DOS NIVEIS SOLUVEIS DE s4-1BB E sTIM-3 ENTRE
OS GRUPOS DE PACIENTES DE ACORDO COM O TIPO DE

REPOSTA A QT NEO

Nas andlises do s4-1BB de acordo com a reposta a QT neo e aos controles,
observamos niveis mais elevados de s4-1BB nas pacientes com RC com relagdo as
pacientes com RP e aos controles com valor estatistico (p<0,0004 e p<0,0001,
respectivamente). Como também, os niveis de sTIM-3 foram mais elevados nas
pacientes com RC e RP com relagdo aos controles (p<0,0001 e p<0,0003,

respectivamente) (Figura 17).
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Figura 17 - Niveis soluveis de sTIM-3 e s4-1BB (pg/mL) no sangue de pacientes com

cancer de mama triplo negativo de acordo como tipo de resposta a QT neo. Foram

formados 3 grupos de pacientes, um grupo que obteve reposta patologica completa (RC, n=14), resposta
parcial (RP, n=15) e o grupo controle. Foi realizada a analise no sangue coletado antes de qualquer
tratamento. Os graficos estdo representados em mediana e interquartil (25-75). Foi realizado o teste de

Kruskall-Wallis. Foi considerado significativo p<0,05. N'S: néo significativo.
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5.6 CURVAS DE SOBREVIDA LIVRE DE DOENCA DE ACORDO

COM OS NIVEIS SOLUVEIS DE s 4-1BB e sTIM-3

A sobrevida livre de doenga (SLD) foi calculada em meses, a partir da data do
tratamento cirargico (dia da cirurgia) até a data da constatacdo da recorréncia, seja
local ou a distancia. Na andlise da SLD, utilizamos como ponto de corte o valor da
mediana (< ou > percentil 50) dos niveis soluveis de sTIM-3 e s4-1BB obtidos na
coleta 30 dias ap6s o tratamento neoadjuvante, e antes do procedimento cirargico.

s4-1BB

Nao houve diferenca significativa nos valores percentuais de sobrevida livre de
doenca em 24 meses entre os grupos com niveis de s4-1BB > 122 (87,5%) e < 122
pg/mL (81,25%; p=0,49; Figura 18A).

STIM-3

A sobrevida livre de doenca em 24 meses foi de 93,33% nas pacientes do grupo
com sTIM-3 < 2874 pg/mL e de 60% no grupo de pacientes com niveis de sTIM-3 >

2874 pg/mL (p=0,03). (Figura 18B)
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Figura 18 - Andlise da sobrevida livre de doenga, como ponto de corte o valor da

mediana (< ou > percentil 50) dos niveis soluveis de s4-1BB e sTIM-3. A coleta de sangue
para realizacdo dessas analises foi realizada 30 dias apos o tratamento neoadjuvante completo, e antes

do procedimento cirtrgico. Log-rank test. Foi considerado significativo p<0,05.
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6 DISCUSSAO

Os estudos envolvendo analises de mediadores da resposta imune tem sido
realizados com o propoésito de descobrir potenciais biomarcadores de progndstico e
novos tratamentos em alguns tipos de tumores malignos. Um biomarcador refere-se a
um parametro bioldgico quantificavel que ¢ medido e avaliado como um indicador de
respostas bioldgicas, patogénicas ou normais, ¢ farmacologicas a uma intervengao
terapéutica, conforme definido pela National Institutes of Health (FDA-NIH
Biomarker Working Group 2016).

O problema ¢ que alguns dos biomarcadores ja em uso na pratica clinica, como
carcinoma antigeno embrionario (CEA), carcinoma antigeno -125 (CA-125) e o
antigeno prostatico especifico (PSA) também podem ser encontrados em baixas
concentragdes nos individuos sem cancer. Da mesma forma, nos pacientes com cancer
avancado, niveis baixos desses biomarcadores podem ser detectados o que reflete uma
sensibilidade e especificidade muito variada (RUIBAL MORELL 1992;
MAZZUCCHELLI et al. 2000; SIKARIS 2011).

Nesse sentido, quando se trata de pesquisa translacional, existem poucos dados
na literatura sobre biomarcadores de resposta a QT neo no cancer de mama. Alguns
estudos descrevem alguns biomarcadores de progndstico no cancer de mama, mas sem
associar diretamente a resposta QT neo. No entanto, o tipo de resposta ao tratamento
neoadjuvante no CM localmente avancado ainda configura um dos fatores importantes
para determinar progndstico principalmente no CM triplo negativo e HER-2 (DENT

et al. 2007). Recentemente, surgiram novos estudos que evidenciaram que os TILs (do
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inglés, tumor-infiltrating lymphocytes) presente no cancer de mama antes do
tratamento pode prever a resposta a quimioterapia e melhorar o prognostico
(STANTON e DISIS 2016).

Nesse estudo, foi realizada a andlise de alguns mediadores envolvidos na
ativacdo, e inibicdo da resposta imune em 29 mulheres com CMTN localmente
avancado e submetidas a quimioterapia neoadjuvante. No que se refere a idade, a
mediana foi de 45 anos, 75,8% possuiam carcinoma invasivo tipo ndo especial de alto
grau, dados compativeis com a literatura para o subtipo triplo negativo (DENT et al.
2007). A nossa taxa de RC foi um pouco mais elevada (48,28%) quando comparada
com a metanalise publicada em 2018. Nesse estudo foram incluidas 2109 pacientes
com CMTN com uma taxa de RC de 37% (POGGIO et al. 2018). Porém, o percentual
de resposta a QT neo obtido no nosso estudo foi semelhante ao encontrado por
GIACCHETTI et al. 2014. Nesse estudo, as pacientes foram tratadas com dose densa
para tratamento neoadjuvante e obtiveram uma taxa de 48% de RC (GIACCHETTI et
al. 2014).

Apdés um seguimento de 24 meses, 6 pacientes (20%) desenvolveram
recorréncia, sendo 5 a distdncia sendo uma delas associado a recidiva loco-regional e
uma apenas com recidiva loco-regional. Quanto as metastases a distancia, 4
progrediram para SNC e uma outra paciente para figado e pulmao corroborando aos
dados da literatura em que os CMTN tém predilecdo por metastases viscerais e baixa
frequéncia de metastases 6sseas (BARTMANN et al. 2017).

As taxas de mortalidade nos pacientes com cancer de mama que progridem
para doenga metastatica ainda sdo altas com uma sobrevida média de 26% em 5 anos

nos EUA e 5% ja apresentam metastase ao diagndstico (Cancer Net 2020). Os tumores



> . > P
Cartes “‘Cenarde Caiade - Dnunciacio 59

triplo negativos e os HER-2 positivos apresentam um pior prognostico com maior risco
de metastatizacdo. Em estudo publicado em 2017 no Brasil, avaliando pacientes com
perfil imunoistoquimico de CMTN, mostrou como principais sitios de metastases o
pulmao (30,8%), osso (12,8%), sistema nervoso central (SNC) (12,8%) e o figado
(7,7%) (MARTINS et al. 2017). Dados publicados no St. Gallen 2011, mostram a
preferéncia do CMTN por metéstases viscerais (68,7 %), enquanto nos tumores
luminais apenas 48,3% apresentavam acometimento visceral. Os sitios mais frequentes
nos tumores TN foram o pulmao (50,4%), osso (38,9%), figado (35,1%) e SNC (21%)
(BARTMANN et al. 2017).

Realizamos em nosso estudo a avaliacao dos niveis séricos das citocinas IL-
1B, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a e dos mediadores s4-1BB e sTIM-3 no sangue periférico
de mulheres com CMTN antes e apds tratamento neoadjuvante. As primeiras analises
foram realizadas comparando os niveis séricos desses mediadores de acordo com o
tumor primdrio e status linfonodal. Analisamos também, os grupos de pacientes que
obtiveram RC, RP e controles saudaveis no intuito de identificar biomarcadores de
resposta a QT neo.

Na analise realizada nesse estudo com relagdo as concentragdes séricas da IL-
6, constatamos niveis mais elevados de IL-6 em pacientes com tumores que invadiam
a parede toracica ou pele (T4) e nas pacientes com acometimento linfonodal N2
quando comparado as pacientes com T2-T3 e com as pacientes NO e N1. Observamos
também, elevados niveis de IL-6 nas pacientes com RP em compara¢ido com controles
e pacientes com RC. Isso nos mostra que niveis elevados de IL-6 estavam presentes
antes do tratamento nas pacientes com tumores mais avanc¢ados, € pode estar associado

a menor resposta ao QT neo, ou seja, a um pior prognoéstico. Esse achado corrobora



> . > P
Cartes “‘Cenarde Caiade - Dnunciacio 60

aos dados publicados por CHO YA et al. (2013), que mostraram que pacientes com
cancer de mama que ndo expressam HER-2, e em estadio III da doenga apresentaram
niveis mais elevados de IL-6 e um pior prognostico (CHO YA et al. 2013).

Outros autores também demostraram que os niveis de IL-6 e VEGF estariam
aumentados em pacientes com cancer de mama quando comparados aos controles.
Encontraram também concentragdes mais elevadas nas pacientes com estadiamento
mais avan¢ado, metastaticas e com doenga linfonodal, sugerindo que a IL-6 possa ser
uma possivel ferramenta de prognostico (RAGHUNATHACHAR SAHANA et al.
2017), corroborando aos dados do nosso estudo. Com relagdo a dosagem sérica de IL-
8, também observou-se niveis elevados no grupo com mais comprometimento
linfonodal (N2), porém, nao houve associagao com o tipo de reposta e as caracteristicas
do tumor primdrio. A IL-8 ¢ uma quimiocina que tem um papel de promocao tumoral
autdcrina e/ou paracrina sendo um potencial biomarcador preditivo e/ou prognostico
no cancer (TODOROVIC-RAKOVIC e MILOVANOVIC 2013).

A IL-8 também tem propriedades em causar maior permeabilizagdo vascular,
recrutamento de células supressoras derivadas da medula e maior capacidade de
invasdo (ALFARO et al. 2016). Niveis séricos elevados de IL-8 foram descritos em
pacientes com cancer de mama em estadio avangado e com acometimento axilar (MA
et al. 2017). Em nosso estudo, observamos que niveis mais elevados de IL-8 foram
encontrados nas pacientes com cancer (RC e RP) com relacdo aos controles. E assim,
os niveis mais elevados da IL-8 poderiam estar relacionados a um pior prognéstico

A citocina IL-8 esta presente nos processos inflamatorios agudos e cronicos,
sendo responsavel pela migracdo de neutrofilos. A producdo de IL-8 pelas células

tumorais promove a progressdo do tumor através de vias de sinalizagdo autdcrinas,
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sendo um fator promotor de angiogénese ¢ invasdo celular. Além disso, IL-8 induz
uma infiltragdo quimiotatica de neutr6filos no microambiente tumoral e a liberagao de
fatores de crescimento para os TAMs (WAUGH e WILSON 2008).

A IL-1p também tem sido avaliada como mediador na progressio e
metastatizacdo no cancer de mama. Estudo em modelo animal demostrou que a
ativagdo da IL-1p induz a producdo de MMP- 9 com aumento da invasdo tumoral
(MON et al. 2017). Em nosso estudo, os niveis de IL-1B foram mais elevados em
pacientes com RP, e ndo houve diferencas significativas nas andlises dessa citocina
com relagdo as caracteristicas do tumor primario e status axilar, o que sugere que a IL-
1B pode ter potencial como bom indicador para predizer resposta a QT neo no CMTN.

Em discordancia com os nossos resultados, WU et al. em 2018 mostraram
niveis elevados de IL-1p em tumores T4 e com maior acometimento linfonodal, assim
como em tumores com invasdo de pele e parede toracica, sugerindo ser um bom alvo
para bloqueio. Outro trabalho, também mostrou uma associagdo entre niveis elevados
de IL-1pB, no microambiente de tumores de mama receptores de estrogeno positivo, €
a resisténcia a terapia endécrina (JIMENEZ-GARDUNO et al. 2017).

A IL-10 ¢ uma citocina cujo papel como fator progndstico no cancer de mama
ainda ndo estd muito claro. Estudo publicado em 2017 na populagdo chinesa mostrou
aumento na concentragdo de IL-10 nas pacientes com tumor de mama avangado com
relacdo aos controles e uma reducdo nas concentragdes de IL-10 nas pacientes que
tiveram uma boa resposta ao tratamento (WANG e YANG 2017). Porém, o papel da
IL-10 no cancer é controverso, ela pode ter fungdes pro e antitumoral, dificultando a
interpretacdo do seu papel no cancer de mama (HAMIDULLAH, CHANGKIJA e

KONWAR 2012). Em nosso estudo, observamos niveis elevados de IL-10 nas
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pacientes com tumores mais avangados e com acometimento linfonodal N2. O mesmo
foi observado nas analises entre RC e RP, mostrando que antes do tratamento, as
pacientes que apresentam niveis elevados de IL-10 tiveram um pior progndstico, pois
obtiveram uma resposta patologica parcial a QT neo. Na fase cronica da resposta
inflamatoria, ocorre uma maior diferenciagdo de macréfago tipo M2 que sdo
responsaveis por aumento de produgdo de IL-10, sendo uma citocina de
imunossupressao da resposta imune, favorecendo a progressao da doenga. Macrofagos
M2 secretam IL-10, prostaglandina E2 e arginase interferindo na ativacao e funcao das
células T. Os macrofagos associados as células tumorais podem promover o
crescimento tumoral pela alteragdo do microambiente tecidual e supressdo da resposta
das células T (LASKIN 2009).

Existem duas populacdes de macrofagos (M1 e M2), sendo a diferenciagdo de
macrofagos para uma ou outra depende da fase da resposta inflamatoria, da quantidade
e tipo de antigenos e, principalmente do background do individuo. A populagdo M1
tem fungdes antitumorais, € sua ativagdo parece acontecer pela apresentacdo de
antigenos tumorais por essas cé¢lulas no contexto de moléculas MHC classe I para os
linfécitos T efetores, o que leva a liberagao de IFNy, e com isso mais ativagao e
diferenciagdo de macréfagos M1 (LASKIN 2009). O mecanismo de destruicdo das
células tumorais ¢ realizado pela liberagdo de enzimas lisossomicas, de espécies
reativas de oxigénio e de 6xido nitrico por células fagociticas M1 (LASKIN 2009).

O TNF-a ¢ outra citocina que vem sendo estudada no microambiente tumoral
e estudo publicado em 2017, demonstrou que um feedback importante entre 0 TNF-a
e a oncoproteina Hepatitis B virus X-interacting protein (HBXIP) induzia o

crescimento das células tumorais de mama em cultura celular (CAI et al. 2017). MA
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et al. em 2017 relataram que mulheres com CM estagio III apresentavam niveis
elevados de TNF-a com relagdo aos controles saudaveis, como também niveis de
TNFa mais elevados nas pacientes com metdstases comparado ao grupo sem
metastases (MA et al. 2017). Os dados desses autores corroboram o que foi observado
no nosso estudo, pois as pacientes com niveis elevados TNF-a apresentavam maior
acomentimento axilar (N2), como também o grupo de pacientes que ndo responderam
bem ao tratamento neoadjuvante, isto ¢, aquelas com resposta patoldgica parcial.

As analises de citocinas IL-6, IL-8, IL-1B, IL-10 e TNF-a no CMTN
localmente avancada neste estudo mostraram que os niveis encontrados foram
coerentes com uma doenga cronica e em estadio avangado. Como essas citocinas
podem apresentar alteragdes em qualquer processo inflamatdrio, independentemente
do tipo antigénico e por serem mediadores produzidos na resposta imune inata e ndo
terem especificidade, ndo podemos afirmar com convicgdo que essas citocinas sdo
potenciais biomarcadores de prognéstico no CMTN, apesar de termos resultados bem
interessantes no que diz respeito a predicao de resposta a QT neo, pois o grupo de
pacientes com RP apresentou niveis elevados dessas citocinas antes do inicio da QT
neo. Diante disso, resolvemos estudar mediadores mais especificos da resposta imune
celular antitumoral por serem potenciais alvos terapéuticos, com 4-1BB e TIM-3.
Esses mediadores apresentam fungdes diferentes, um esta envolvido na ativacdo da
resposta imune e outro, na supressao, respectivamente.

Em 2002, MARTINET et al. demonstraram em modelo animal que o uso de
um agonista, uma proteina com propriedade de se ligar ao receptor 4-1BB na superficie
celular e promover ativagdo de linfocitos T, levou a regressdo e/ou estabilizacdo de

metastases hepaticas. Em nosso estudo, observamos niveis soliveis elevados de 4-1BB
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nas pacientes com RC quando comparado aos niveis obtidos nos grupos com RP ¢
controle. As moléculas de 4-1BB soluvel sdo produzidas por splincing alternativo
durante as interagdes dos receptores 4-1BB presentes na superficie de linfocitos T
ativados com o seus ligantes (4-1BBL) expressos na membrana de células dendriticas
e macrofagos. Isso significa que quanto maior for o nimero de interagdes celulares via
4-1BB/4-1BBL, maior a liberagdo de 4-1BB na sua forma soluvel. Uma forma de
promover a regulacdo da resposta imune, a0 mesmo tempo que ocorre a ativacao
intensa dos linfécitos T, ¢ visto quando a forma livre do s4-1BB ocupa a fenda do
ligante de 4-1BB (4-1BBL) nas células dendriticas, impedindo a exacerbagdo da
resposta inflamatéria, com produ¢do de elevados niveis de mediadores inespecificos
que podem ter acdo anti ou pro-tumoral, a depender do microambiente tumoral e
background do individuo (HARAO et al. 2017).

Por sua vez, esses autores demonstraram in Vvitro que o uso de anticorpo
agonista do 4-1BB em cultura de células do infiltrado do tumor triplo negativo
promoveu um aumento de proliferacio e diferenciacdo de linfocitos TCDS+
citotoxicos, € sugerem que a imunoterapia com anticorpos agonistas do -4-1BB no
CMTN possa ser uma nova abordagem terapéutica para esse subtipo de CM (HARAO
etal. 2017).

Num estudo de fase 1, utilizando anticorpo agonista do 4-1BB em pacientes
com cancer avangado, foi observado aumento quantitativo e funcional de células T e
NK, com inibi¢do do crescimento tumoral, além disso houve boa tolerabilidade a droga
e doenga estavel em 22% dos pacientes (SEGAL et al. 2014).

Neste estudo, os niveis elevados de s4-1BB no grupo de CMTN que obtiveram

resposta patoldgica completa foi associado ao fato de nao sido evidenciado diferencas
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significativas dos seus niveis entre os grupos T2-T3 vs T4, e status linfonodal NO, N1
e N2 e as dosagens foram realizadas no sangue das pacientes antes da realizacdo da
QT neo. Porém, quando avaliamos sTIM-3, observamos niveis mais elevados em
ambos os grupos com RC e RP com relagdao aos controles, e independe do tipo de
resposta a QT neo. Niveis elevados de TIM-3 sdo esperados em processos
inflamatorios cronicos, onde a exposi¢do continua aos antigenos pode levar a
“exaustdo” de linfocitos T com aumento de expressao de TIM-3, logo que a ativagdo
da resposta imune induz a expressao de mecanismos de imunossupressao (FREEMAN
et al. 2010).

Os dados obtidos das dosagens dos niveis soluveis de s4-1BB e sTIM-3 nas
pacientes CMTN antes da QT neo nos faz hipotetizar que somente o s4-1BB possa ser
um possivel biomarcador preditivo de resposta a QT neo e um bom alvo terapéutico
para CMTN, corroborando o estudo de HARAO et al. (2017). Para isso, faz-se
necessario outros tipos de andlises, como verificar a expressao de 4-1BB na membrana
de linfécitos T no sangue e tecido tumoral, além da validagdo do método de analise
utilizado para dosagem de s4-1BB quanto a sua especificidade e sensibilidade, com
também na sua replicabilidade num grupo maior de pacientes.

No entanto, as analises da sobrevida livre de doenca das pacientes com CMTN,
utilizando como ponto de corte a mediana dos niveis de s4-1BB e sTIM-3 dosados no
sangue coletado apds a quimioterapia neoadjuvante e antes do procedimento cirurgico,
mostraram que o grupo de pacientes com niveis soluveis sTIM-3 igual ou acima a 2876
pg/mL apresentaram maior risco de recidiva da doenga no seguimento de 24 meses.
Nao foi observada diferenga estatistica na SLD entre os grupos que obtiveram niveis

de s4-1BB abaixo ou acima da mediana. Isso sugere que a expressao da forma livre no
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plasma de TIM-3 possa ser um bom indicador de risco de recidiva loco-regional e
metastases a distancia no CMTN. GE et al. (2017) mostraram niveis séricos elevados
do sTIM-3 em osteossarcoma maiores, em estadio mais avangado e metastatico,
enquanto niveis reduzidos de sTIM-3 foram encontrados no sangue de pacientes com
tumores benignos, e nos individuos controle. Varios estudos t€ém demostrado a relagdo
da expressdo de sTIM-3 com pior prognodstico, € que o bloqueio com anticorpo
monoclonal da via TIM-3/galectina 9 restabelece a atividade de células T antitumoral
(SAKUISHI et al. 2010; GAO et al. 2012; YANG et al. 2012).

Ha poucos estudos na literatura, avaliando biomarcadores do SI no sangue
periférico que possam predizer resposta a QT neo, temos alguns trabalhos que avaliam
os mediadores com fator progndstico € como exemplo temos a avaliagdo do TIL no
estroma tumoral. A andlise do infiltrado linfocitario tumoral como fator preditivo de
resposta a QT foi descrito em meta-andlise que englobou 6 estudos, onde foi
demonstrado que infiltrado de linfocitos > 60% no estroma foi associado a melhor
sobrevida livre de doengca (DENKET et al. 2017). Esse outro estudo também
demostrou que alto niveis de TIL pré QT neo em pacientes com cancer de mama HER-
2 estariam relacionados a resposta patologica completa e que o TILs p6s QT neo na
doenga residual seria um novo marcador de progndstico e de estratificacdo de risco
para sobrevida a longo prazo (HWANG et al. 2019).

A limitagdo deste estudo foi o pequeno tamanho da amostra, e por se tratar de
estudo exploratério, também nao foi realizado célculo amostral. Apesar disso, foi
possivel identificar que algumas das pacientes tém um background de resposta melhor
e isso pode ser observado pelo perfil de produgdo de mediadores inflamatorios antes

da QT neo, estando associado a um melhor desfecho clinico.
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Em relagdo aos dados obtidos das analises de sTIM-3 e o s4-1BB, observa-se
um potencial dessas proteinas como novas abordagens de tratamento no CMTN, de
forma isolada ou combinada. As pacientes submetidas a quimioterapia neoadjuvante
com RC apresentam um melhor prognostico, com sobrevida livre de recorréncia
superior a 90% em 10 anos (KUERER et al. 1998). Com o surgimento de novas drogas
e terapias alvo associadas, houve um aumento nas taxas de RC em torno de 60% ou
mais no CMTN e HER-2 que se submeteram a QT neo, sendo um fator preditivo de
SLD e sobrevida global (SG) (CORTAZAR et al 2014). Cerca de 94 % das pacientes
com CMTN submetidos a QT neo com RC tiveram SLD em 5 anos, e 86% em 10 anos
(SYMMANS et al. 2017).

Devido a complexidade da resposta imune, heterogeneidade do tumor e a
diversidade no repertorio linfocitario das pacientes, ¢ improvavel que um tunico
biomarcador seja suficiente para prever bons resultados clinicos em resposta ao
espectro de op¢des de imunoterapias. A principal vantagem de estudar proteinas livres
secretadas pelos componentes do sistema imune no sangue ¢ a facilidade da coleta de
material bioldgico, ou seja método pouco invasivo, além de ser possivel avaliar essas
proteinas em varios momentos da doenca.

Apesar dos resultados promissores que obtivemos neste estudo, ainda sao
necessarias varias etapas para afirmar que as moléculas s4-1BB e sTIM-3 sao forte
candidatos a biomarcadores, pois ¢ necessario demonstrar sua validagdo, para poderem
ser usados nas decisdes de tratamento na pratica clinica. A descoberta e avaliacao de
biomarcadores usando tecnologias de ponta em diferentes estudos clinicos € uma etapa
fundamental para maximizar a geracdo de dados. Os esforg¢os colaborativos para

aumentar nimero de amostras estudadas combinados a realiza¢dao de ensaios clinicos
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fortalecerdo os resultados encontrados neste estudo, como também a importancia
dessas moléculas como biomarcadores no CMTN.

Apesar de termos resultados importantes com as analises das citocinas, a nossa
interpretacdo € que elas ndo devem ser rotuladas como biomarcadores de prognostico
com base no nosso estudo por serem mediadores inespecificos, talvez uma melhor
correlacdo possa ser feita com relagdo a niveis mais elevados das citocinas e a resposta
parcial a QT neo. Ja nas andlises do 4-1BB e do TIM-3 observamos que parecem ser
potenciais alvos terapéuticos no CMTN localmente avangado por estarem associados
ao desfecho clinico da doenga. A molécula s4-1BB se mostrou ser bom indicador
preditivo de resposta a QT neo, enquanto elevacdo a de sTIM-3 mostrou estar
associada ao risco de recidiva loco-regional e metastases a distancia. Entdo, foi
possivel encontrar niveis detectdveis de checkpoint da resposta imune no sangue de
mulheres com CM avancgado, e com fator facilitador teriamos a fato da coleta ser um
procedimento menos invasivo e facil de realizar em diferentes estadios da doenca.

A maior agressividade e o pior progndstico dos CMTN aumentam a
necessidade de buscar alternativas no tratamento, ja que na maioria das vezes, a unica
opcdo terapéutica ¢ quimioterapia padrdo, diferentemente dos tumores receptores
hormonais positivos que tem como alternativa de tratamento a hormonioterapia ou dos
tumores HER-2 que também tém terapias alvo. Entdo, o melhor entendimento do
funcionamento do sistema imune no cancer pode nos ajudar a identificar novas terapias
com um desfecho clinico favoravel na maioria dos pacientes, sobretudo naqueles que

tem doenga avancada.
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CONCLUSOES

Com os resultados deste estudo foi possivel concluir:

Os niveis séricos dos mediadores inflamatorios soluveis sTIM-3, s4-1BB, e de
citocinas (IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a e IL-10) foram detectados de forma
satisfatoria no sangue periférico das pacientes com CMTN por ELISA e CBA,
sendo compativel com uma doenga cronica e em estadio avangado;
Observamos niveis mais elevados de IL-6 e de IL10 no grupo de pacientes T4
com relacdo ao grupo T2-T3. Niveis séricos mais elevados de IL-6, IL8, IL10
e TNF-a no grupo de pacientes com status linfonodal N2 em relagdo a NO e
N1. Nao houve diferenga nas concentracdes de IL-1p, sTIM-3, s4-1BB com
relacdo classifica¢dao do T e do status linfonodal;

Os niveis de IL-1p, IL-6, IL-10 e TNF-a foram elevados no grupo de pacientes
com RP quando comparado aos grupos RC e controles. Com relagdo aos niveis
de IL-8 e sTIM-3, os grupos de pacientes RC e RP apresentaram niveis
elevados quando comparados aos controles. Niveis mais elevados de s4-1BB
também foram encontrados nas pacientes com RC em relagdo as pacientes com
RP e aos controles;

Nao houve diferencga significativa nos valores percentuais de sobrevida livre de
doenga em 24 meses entre os grupos de pacientes com niveis de s4-1BB abaixo
ou acima da mediana. Porém, a sobrevida livre de doenga em 24 meses foi
maior no grupo das pacientes com sTIM-3 abaixo da mediana e menor no grupo

acima da mediana.
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Apéndice 1 - Lista de checagem

NOME REGISTRO:

CRITERIOS DE INCLUSAO SIMY NAO X

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: SIMY NAOX

Uso de antibidticos ou drogas imunossupressores nos
ultimos 30 dias antes da coleta de sangue

Est4 gestante ou lactante

Tem neoplasia prévia, exceto pele ndo melanoma

Historia clinica de imunodeficiéncias ¢ doengas imunes

Historia clinica de infec¢oes HTLV ¢ HIV

Historia de febre e/ou outros sintomas de processo
infeccioso agudo nos ultimos 30 dias antes da coleta de
sangue

CONCLUSAO: SIM Y NAO X
Elegivel

Nao elegivel

SE ELEGiVEL, CONCORDA EM PARTICPAR?
Sim \
Nao X
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Apéndice 2 - Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Investigacio dos efeitos da quimioterapia
neoadjuvante na resposta imune celular dos tumores de mama Her2 e triplo negativo
localmente avancado

Gostariamos de convida-la a participar de nossa pesquisa.

1

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 imunoistoquimica distingue ao
menos cinco subtipos, porém com a conduta de tratamento semelhante entre estes. E
importante investigar também se existem alteracdes na defesa do organismo ou no
proprio tumor para que possamos ter conhecimentos que ajudardo a conhecer melhor
essa doenca, possiveis fatores imunologicos e genéticos envolvidos e, com isso,
melhorar as formas tratamento que poderdo qualidade de vida.

O objetivo deste trabalho ¢ 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 cincer de mama e as
diferencas com relagdo a pessoas saudaveis.

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

Com relagao ao material de biopsia, este serd processado para obter o diagnostico ou
a confirmagdo do mesmo além de realizar outros testes imuno-histoquimicas que
possibilitem uma melhor classificacdo do tumor de mama e a avalia¢ao de infiltrado
inflamatdrio, habitualmente tais testes sdo dispensaveis, pois ndo alteram a conduta
do seu tratamento, mas conhecé-los pode ser de utilidade para o futuro. Serdo também
realizadas coletas de 20 mL de sangue periférico para realizagdo dos testes
laboratoriais que avaliardo a sua imunidade e também possiveis marcadores no sangue
relacionados com sua doenga, porém que nao irdo alterar o tipo do seu tratamento.
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 serdao orientados de como tratar, caso ocorra mancha vermelha
ou roxa no local

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

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

Os pesquisadores envolvidos com este projeto estardo disponiveis para esclarecer as
duvidas que surgirdo durante o desenvolvimento do estudo. Os principais
investigadores sdo Dra. Leuridan Cavalcante Torres e Dr. Marcelo Ramos Tejo
Salgado que ¢ 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 consideracdo ou duvida sobre a ética
da pesquisa, entre em contato com o comité de Etica em Pesquisado HCP na Avenida
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Cruz Cabuga 1597, Santo Amaro, Recife — PE (Telefone: 81 32178000). Horario:
segunda a sexta, das 8h as 12h e das 14h as 16h.

9 Nao serdo divulgados os nomes dos pacientes ou doentes.

10 Os pacientes poderdo ser informados dos resultados obtidos nos testes laboratoriais.

11 Os pacientes niao terdo nenhum custo pessoal durante a realizagdo do trabalho,
incluindo exames e consultas. Nao havera compensagdo financeira para os pacientes.

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

13 CONSENTIMENTO

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

15 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.

16 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 participacdo ¢ isenta de despesas
ou ganhos financeiros e que isto ndo ira interferir no meu tratamento.

17 Se os meus materiais bioldgicos guardados Biorrepositério do IMIP/HCP
forem utilizados em pesquisas aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa,
escolho livremente a opcdo abaixo assinalada:

[0 Autorizo a utilizagdo dos meus materiais bioldgicos sem necessidade
de novo consentimento a cada pesquisa.

[0 Desejo ser contatada para autorizar o uso dos meus materiais biologicos
a cada pesquisa e em caso de impossibilidade de contato comigo, indico
que a nova autorizagao seja fornecida pelo senhor (A):

(nome e contato do familiar ou representante legal)

Nome e assinatura do paciente Data

Assinatura do Responsavel Legal/Testemunha Imparcial Data

Recife, de 20

(Pesquisadores responsaveis)
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Apéndice 3 - Formulério Clinico

Formulario clinico - Projeto Cincer de Mama Prontudrio
Nome: Data de Nascimento:
Y
Pai: Mae
Endereco: Telefone ( ) -
Naturalidade: Profissdo: 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 hlS}Ol‘lCO familiar de Tipo de Céancer Grau de parentesco
cancer
Sim Nao
Dados Patologicos
Biopsia

Data: / /

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, medular atipico ¢ SOE com
caracteristicas medulares).

Carcinoma lobular invasivo

(Do tipo classico e variante: solida, alveolar,
pleomérfica, tibulo lobular).

Carcinoma com diferenciagdo apdcrine
Carcinoma com diferenciagdo em anel de
sintese.

Carcinoma micro papilar invasivo
Carcinoma metaplasico do tipo ndo
especial

Carcinoma com caracteristicas
neuroenddcrinas.

Carcinoma secretor

Carcinoma papilar invasivo

Carcinoma adenoide cistico

Imunoistoquimica | Data: / /

Receptor de Receptor de Estrégeno HER2 FISH

Progesterona Positivo +1 Positivo
Positivo Negativo +2 Negativo
Negativo Porcentagem: % +3
Porcentagem: %

Tamanho do Tumor
T3>5cm

Tx Page Tla> 0.1 ¢<0,5 cm ;l;;;zx- Extensdo da parede do
TQ Tl <2cm TIb>05e<1cm T4b — edema, ulceragdes ou
Tis T1 - micro-invasao Tle>1e<2cm nodulo satélite
CDIS T2>2e<5cm

T4c—a+c
T4d — inflamatoério
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Linfonodos Regionais Metastase a Distancia Estadiamento

N2a
N2b Mx IA A

Nx IB 1B

N1 N3a | MO

NO ITA ImIcC
N3b | Ml B v
N3c

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

Auséncia de resposta: SIM ou NAO

Recorrencia local: SIM ou NAO

Recorrencia a Distancia: SIM ou NAO
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Anexo 1 — Sistema TNM de classificagdo de tumores malignos utilizado no

estadiamento das participantes desta tese (8° EDICAO) AJCC/UICC

T — TUMOR PRIMARIO

TX — Tumor primario ndo avaliavel

TO — Sem evidéncia de tumor primario

Tis — Carcinoma in situ:

* Tis (CDIS) Carcinoma ductal in situ;

* Tis (Paget’s) Doenga de Paget sem carcinoma invasivo e/ou in situ.

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 dimensao;

* 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 dimensao com extensdo a parede toracica ou a pele:

» T4a — Extensdo a parede toracica acometendo o musculo peitoral e sem acometer
parede toracia;

* T4b — Edema ou ulceragao da pele ou nodulos satélites confinados a mama (inclui
pele de laranja) sem critérios para carcinoma inflamatdrio

* T4c — T4a + T4b;

* T4 d — Carcinoma inflamatorio.

N - ENVOLVIMENTO GANGLIONAR REGIONAL

Nx — Ganglios regionais nao avalidveis

NO — Sem metastase ganglionar regional

N1 — Metastases nos ganglios axilares ipsilaterais méveis

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;
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* 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 metéstases clinicamente aparentes na cadeia mamaria interna
com nodulos axilares; ou metastases supraclaviculares com ou sem ganglios linfaticos
axilares ou na mamaria interna invadidos:

* N3a — Metastases nos ganglios infraclaviculares ipsilaterais;

* N3b — Metéstases nos ganglios da mamadria interna ipsilateral e nos ganglios axilares;
* N3c — Metastases nos ganglios supraclaviculares ipsilaterais.

M —~ METASTASE A DISTANCIA

MX — Metastase a distancia ndo avaliada

MO — Sem metdastase a distancia

M1 — Com metéstase a distancia

ESTADIAMENTO TUMORAL UICC

ESTADIO 0 Tis NO MO
ESTADIO I T1 NO MO
ESTADIO IIA TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
ESTADIO 1IB T2 N1 MO
T3 NO MO
ESTADIO IIIA TO N2 MO
Tl N2 MO
T2 N2 MO
T3 NI, N2 MO
ESTADIO I1IB T4 NO, N1, N2 MO
ESTADIO IIIC QUALQUER T N3 MO
ESTADIO IV QUALQUER T QUALQUER N M1
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Anexo 2 - Pareceres consubstanciados dos Comités de Etica do Hospital de Cancer de

Pernambuco e do Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP)

SOCIEDADE PERNAMBUCANA

DE COMBATE AO CANCER- %""’P
SPCC

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Investiga¢ao dos efeitos da quimioterapia neoadjuvante na resposta imune celular nos
tumores de mama Her2 e triplo negativo localmente avangado

Pesquisador: LEURIDAN CAVALCANTE TORRES

Area Temitica:

Versido: 2

CAAE: 39967014.3.0000.5205

Institui¢io Proponente: SOCIEDADE PERNAMBUCANA DE COMBATE AO CANCER -SPCC
Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 950832
Data da Relatoria: 09/02/2015

Apresentacio do Projeto:

O cancer de mama localmente avangado € um problema de salde puablica nos paises em desenvolvimento,
no Brasil 30% dos casos novos desta neoplasia sao diagnosticados neste estagio. O tratamento padrao
consiste de quimioterapia neocadjuvante seguido de tratamento cirurgico, radioterapia adjuvante e tratamento
hormonal . esses tratamentos proporcionam sobrevida extremamente variavel a depender do estagio,
caracteristicas moleculares do tumor e acesso a tratamento oncolégico adequado. Na tentativa de
individualizagao do tratamento oncologico, desde 2001 os tumores sao tratados de acordo com seu estadio
clinico e classificagdo molecular. Recentemente varios estudos clinicos tém avaliado o prognéstico e valor
preditivo das caracteristicas do infiltrado linfocitario tumoral em cancer de mama e sua relagao com a
sobrevida global e sobrevida livre de doenca.

Objetivo da Pesquisa:

Investigacao dos efeitos da quimioterapia neoadjuvante na resposta imune celular dos tumores de mama
Her-2 e triplo negativo

Avaliacio dos Riscos e Beneficios:

Os riscos para os sujeitos sao inerentes ao lipo de tratamento e nao a pesquisa em questao, embora os
beneficios diretos para os sujeitos sejam

Enderego: Av. Cruz Cabugs, 1597

Bairro: Santo Amaro CEP: 50.040-000
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (813)217-8187 Fax: (813)217-8197 E-mail: cep@hcp.org.br
Pégna 01 de (2
L3 v
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SOCIEDADE PERNAMBUCANA
DE COMBATE AO CANCER- W
SPCC

Continuagbo do Parecer: 850 832

inexistentes, ha preocupac¢ao em informa-los acerca destas limitagdes. Os riscos para a comunidade sao
minimos

O potencial beneficio advindo das informagdes geradas na pesquisa pode contribuir para 0 manejo de casos
semelhantes no futuro,

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Nenhum

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Todos os documentos foram entregues

Recomendacgoes:
Nenhuma

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
nenhuma

Situagio do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacio da CONEP:
Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:

RECIFE, 11 de Fevereiro de 2015

Assinado por:

ISABEL CRISTINA LEAL
(Coordenador)
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INSTITUTO DE MEDICINA
INTEGRAL PROFESSOR ~ ‘GRBrasl -
FERNANDO FIGUEIRA -

IADO DO CEP

/|

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Investiga¢éo dos efeitos da quimioterapia neoadjuvante na resposta imune celular nos
tumores de mama Her2 e triplo negativo localmente avangado

Pesquisador: LEURIDAN CAVALCANTE TORRES

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 39967014.3.3002.5201

Instituigao Proponente: SOCIEDADE PERNAMBUCANA DE COMBATE AO CANCER -SPCC

Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

DADOS DO PARECER

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

Apresentagao do Projeto:

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

O esquema de quimioterapia que sera adotado neste trabalho ja é utilizado no cenano neoadjuvante de
pacientes com neoplasia de mama localmente avangado e a toxicidade esperada é, em sua maior parte,
previsivel @ manejavel.

O estudo tem carater observacional e 0s procedimentos a serem realizados ja séo considerados padréo
para o tratamento do CM.

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar 0s mecanismos de regulagéio ou inibigéo da resposta imune no infiltrado 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 Municiplo: RECIFE
Telefone: (8121224756 Fax: (8121224782 E-mail: comitedeetica@imip org br
Phgina 01 de 02
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INSTITUTO DE MEDICINA
INTEGRAL PROFESSOR  ‘GR8randl o
FERNANDO FIGUEIRA -
Continuag 3o 0o Parecer: 1027 429

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

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

Quanto aos nscos, estes serdo associados ao tratamento propriamente dito e ndo diretamente 4 pesquisa.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
N&o comentanos.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoéria:
Todos os termos foram devidamente descritos e anexados. Consta em anexo um parecer com aprovagio de
outro CEP o qual esta vinculado & instituigéo onde as voluntarnias seréo capladas.

Recomendagoes:
Né&o recomendagdes

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
N&o ha pendéncias.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Néo

Consideragoes Finais a critério do CEP:

RECIFE, 17 de Abnl de 2015

Assinado por:
Jose Eulalio Cabral Filho
(Coordenador)



