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RESUMO

Botelho MCS. Caracterizagao imunofenotipica do infiltrado inflamatério e
sua associagao com fatores prognosticos e preditivos classicos nos
diferentes subtipos moleculares do carcinoma mamario. Sdo Paulo; 2017.

[Dissertacéo de Mestrado-Fundagao Anténio Prudente].

Introdugdo: O microambiente tumoral € um fator chave na agressividade
tumoral e prevé a resposta a terapias modernas como imunoterapia em alguns
tipos de tumores. O céncer de mama é altamente heterogéneo nos niveis
clinico e molecular, com variagao morfolégica quanto as células inflamatdrias
infiltrando o estroma tumoral. A contagem de linfocitos e macréfagos nao faz
parte das diretrizes atuais devido a falta de dados progndsticos ou preditivos.
Objetivo: Avaliar a presenca, o tipo e o valor prognéstico do infiltrado
inflamatério em neoplasias mamarias de diferentes subtipos moleculares.
Métodos: Realizamos um estudo retrospectivo utilizando a analise da
expressao génica de um painel de 37 genes relacionados a inflamagao em
101 amostras congeladas de cancer de mama Luminal A, Luminal B, HER2 e
Triplo Negativo, além de imuno-histoquimica automatizada (IHC) em 663
amostras de pacientes de cancer de mama invasor emblocadas em parafina,
organizadas em Tissue Microarrays teciduais com foco na d deteccao dos
linfécitos B (PAXS5), linfécitos T (CD3, CD4, CD8, FOXP3) e macréfagos
(CD68, CD163). Avaliamos o numero absoluto de células positivas em trés
campos de grande aumento (400x) do tumor invasivo e as variaveis continuas
foram dicotomizadas em baixa x alta por estatistica de maximizagdo dos
pontos de corte. Realizamos as analises estatisticas nos softwares R v3.3.0.
e SPSS incluindo anadlise de agrupamento ndo supervisionado sobre dados
de expressao génica para identificar subgrupos e conjuntos de genes, analise
supervisionada para detectar diferencas entre subtipos moleculares e curvas
de probabilidade de sobrevivéncia livre de doenga e cancer-especifica usando

o método de Kaplan-Meier. Resultados: Os resultados da expressao génica



dois subgrupos de tumores mamarios com diferentes perfis dos genes
relacionados ao infiltrado inflamatério, um deles enriquecido para canceres
nao luminais, mas sem relacdo com a sobrevida. Utilizando IHC, os tumores
TN foram enriquecidos para CD3 (p <0,001), CD68 (p = 0,001) e CD163 (p =
0,019) e mostraram menos FOXP3 (p <0,001) em comparagdo com o0s
tumores Luminal A. Pacientes com alto CD8, CD68, CD163 e baixo FOXP3
apresentaram maior probabilidade de recorréncia [p <0,005; RR
respectivamente 2,58 (IC 1,36-4,89) 2,03 (IC 1,21-3,41); 4,78, (IC 1,06-3,01);
0,554 (IC 0,321-0,955)], mas a alta contagem de CD8 isolada apresentou
menores taxas de mortalidade (p = 0,021, RR 0,478, IC 0,25-0,90). Ao analisar
cada subtipo separadamente, altas contagens de CD8, CD163, FOXP3 e
PAX5 associaram-se com uma maior chance de recorréncia das pacientes no
subtipo Luminal A [p<0,05 respectivamente 6,73 (IC 1,83-24,65); 4,24 (IC
1,58-11,39); 4,04 (IC 1,12-14,50); 2,27 (IC 0,84-6,15). J& as pacientes do
subtipo Luminal B tiveram maior risco de vir a 6bito quando havia pouca
presenca de CD8 e altas presengas de CD68 e CD163 [p< 0,05
respectivamente 0,33 (IC 0,12-0,92); 4,77 (IC 1,03-22,08); 4,51, (IC 0,577-
35,271)]. E as pacientes triplo negativo tiveram maior chance de evoluir a 6bito
quando ndo havia presenca das células CD3, CD4 e CD8 (p< 0,05
respectivamente 0,12 (IC 0,23-0,62); 0,15 (IC 0,03-0,75); 0,15 (IC 0,02-1,19)].
Conclusao: Os subtipos moleculares de cancer de mama estdo associados
a diferentes perfis de células inflamatdrias e o valor prognéstico das células
tumorais variam entre os subtipos moleculares. Alta expressao de genes de
CDS8 e alta infiltragcdo de CD8 predominam nos tumores n&o-luminais e esta

associada com maior risco de recorréncia tumoral.

Descritores: Neoplasias da Mama. Sistema Imunolégico. Imuno-

Histoquimica. Expressdo Génica. Prognaostico.



SUMMARY

Botelho MCS. [Immunophenotypic characterization of the inflammatory
infiltrate and its association with classical prognostic and predictive
factors in the different molecular subtypes of mammary carcinoma]). Séo

Paulo; 2017. [Dissertacdo de Mestrado-Fundacao Anténio Prudente].

Introduction: Tumor microenviroment is a key factor in tumor aggressiveness
and predicts response to modern therapies as immunotherapy in some tumor
types. Breast cancer is highly heterogeneous at clinical and molecular levels,
with great variation regarding inflammatory cells infiltrating the tumor.
Lymphocyte counting is not part of current guidelines due to lack of prognostic
or predictive data. Objective: To evaluate the intensity, cell types and
prognostic value of inflammatory cells in breast neoplasms of different
molecular subtypes. Methods: We conducted a retrospective study using
gene expression analysis of a 22-gene panel related to inflammation on 101
frozen samples of Luminal A, Luminal B, HER2 and Triple Negative breast
cancers. Yet, we performed automated immunohistochemistry (IHC) staining
on 663 formalin fixed-paraffin embedded patient samples organized in Tissue
Microarrays to detect B-cell (PAX5), T-cell (CD3, CD4, CD8, FOXP3) and
macrophage (CD68, CD163) markers. We counted the absolute number of
positive cells in three high power fields (400x) of the tumor and continuous
variables were dichotomized in low x high by maximally selected long-rank
statistic for cut-points. We conducted all statistical analysis on R software
v3.3.0. including unsupervised “cluster’ing analysis on gene expression data
to identify subgroups and gene sets, supervised analysis to detect differences
across molecular subtypes and disease free survival and cancer specific
survival using Kaplan-Meier method. Results: Gene expression identified two
subgroups with distinct inflammatory profiles, one of them enriched for non-
luminal cancers. Using immunohistochemistry, triple negative (TN) tumors
were enriched for CD3 (p <0.001), CD68 (p = 0.001) and CD163 (p = 0.019)



and showed less FOXP3 (p <0.001) compared to Luminal A tumors. Tumors
harboring the combination of high CD8, CD68, CD163 and low FOXP3 were
more likely to recur [p <0.005; RR respectively 2.58 (Cl 1.36-4.89) 2.03 (ClI
1.21-3.41); 4.78 (IC 1.06-3.01); 0.554 (Cl 0.321-0.955)], but isolate high CD8
count had lower mortality rates (p = 0.021, RR 0.478, ClI 0.25-0.90). Luminal
A tumors with high CD8, CD163, FOXP3, and PAX5 counts showed higher
likelihood of recurrence [p <0,05, respectively, 6,73 (Cl 1,83-24,65); 4,24 (IC
1,58-11,39); 4,04 (Cl 1,12-14,50); 2,27 (IC 0,84-6,15). Luminal B subtype
showed higher risk of death associated with low counts of CD8 and high counts
of CD68 and CD163 (p <0,05, respectively, 0,33 (Cl 0,12-0,92); 4,77 (Cl 1,03-
22,08); 4,51, (IC 0,58-35,27)]. Triple Negative presented a higher risk of death
in the absence of CD3, CD4 and CD8 cells (p <0,05, respectively 0,12 (ClI
0,23-0,62), 0,15 (CI 0,03-0,75); 0,15 (Cl 0,02-1,19)]. Conclusion: Breast
cancer molecular subtypes are associated with distinct inflammatory cell
profiles and the prognostic value of each cell may vary across molecular
subtypes. High CD8 gene expression and high CD8 infiltration is characteristic

of non-luminal tumors and it is associated with higher risk of tumor recurrence.

Key words: Breast Neoplasms. Immune System. Immunohistochemistry.

Gene Expression. Prognosis
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1 INTRODUGAO

1.1 O CANCER DE MAMA

1.1.1 Epidemiologia

O projeto Globocan/IARC, realizado em 2012 indicou que, dos 14
milhndes de novos casos de cancer estimados no mundo, mais de 60%
ocorreriam em paises em desenvolvimento, como o Brasil. Para a
mortalidade, a situacdo € ainda mais delicada visto que, dos 8 milhdes de
obitos previstos, 70% ocorreriam nesses mesmos paises (FERLAY et al.
2013). Ao explorarmos o céncer de mama (CM), classificamos como o
segundo mais frequente no mundo, com cerca de 1,7 milhdes de novos casos,
perdendo apenas para o cancer de pulmao. Ainda assim, ele € o de maior
incidéncia e mortalidade em mulheres, representando 12% de todos 0s novos
tipos de cancer e 25% de todos os canceres em mulheres, além de ser o
responsavel por, aproximadamente, 500 mil mortes ocorridas em 2012
(FERLAY et al. 2013).

Segundo os dados do programa Surveillance Epidemiology, and End
Results-SEER (2018), do Instituto Nacional do Cancer nos Estados Unidos,
durante os anos de 1990 a 2000, a taxa de incidéncia de cancer de mama
aumentou cerca de 3% ao ano. Baseando-se na estimativa de cancer de
mama dos anos 2011 a 2013, aproximadamente 12% das mulheres serao

diagnosticadas com essa doenga ao longo da vida. Em 2018, o Instituto



Nacional do Cancer (INCA) estimou 57.960 casos novos de cancer de mama,
com um risco de 56,20 casos a cada 100 mil mulheres. Apenas em 2016 foram
estimados 40.000 6bitos devido a esse cancer (Ministério da Saude 2018).

Apesar de ser considerado um cancer relativamente de bom
prognéstico quando diagnosticado e tratado precocemente, as taxas de
mortalidade por cancer da mama continuam elevadas no Brasil, muito
provavelmente porque a doenca ainda é diagnosticada em estadios
avancgados. A sobrevida média apds cinco anos tem apresentado um discreto
aumento na populacdo de paises desenvolvidos, atualmente é de 85%,
entretanto nos paises em desenvolvimento, como no Brasil, a sobrevida
continua com valores entre 50 e 60% (Ministério da Saude 2018).

Segundo a OMS, o numero de mortes relacionadas ao cancer no Brasil
aumentou em 31% entre os anos de 2000 e 2015. Em 2015 foram estimadas
223.400 mortes, sendo o CM o maior responsavel pelas mortes relacionadas

a cancer nas mulheres (Ministério da Saude 2018).

1.1.2 Classificagao

O CM ¢ altamente heterogéneo tanto na apresentacgao clinica, como no
microscopico e nos achados moleculares e na evolugdo em cada paciente
(World Health Organization-WHO 2012). Os fatores progndsticos sao
parametros possiveis de serem mensurados no momento do diagndstico, que
servem como preditores da sobrevida do paciente. No cancer de mama, sao
consideradas as caracteristicas demograficas (idade, menopausa entre

outros) caracteristicas do tumor (tamanho tumoral, comprometimento



linfonodal, tipo histolégico) e marcadores biolégicos como o padréao de
expressao dos receptores hormonais (estrégeno e progesterona), bem como
a amplificacdo génica e/ou aumento de expressdao da proteina HER2
(MUGGERUD et al. 2010).

O sistema de estadiamento utilizado para o cancer de mama é o
sistema TNM da American Joint Committee on Cancer. O sistema TNM utiliza
trés critérios do momento diagndstico para avaliar o estagio do cancer e
estimar o risco de o6bito pela doenca: o tamanho do tumor, o status dos
linfonodos regionais e a presenca de disseminagao sistémica. Os grupos de
estagio anatdomico do TNM estdo associados com sobrevida global (OS) e
SLD (SOBIN et al. 2012).

O tamanho do tumor (T) é um parametro que mostra excelente
correlagdo com a sobrevida global e risco de recorréncia. Quanto maior a
lesdo, pior o prognostico, desde que todas as outras variaveis permanegam
comparaveis. Pacientes com tumores < 1,0 cm tém uma sobrevida geral
préoxima de 99% comparado com 89% para tumores entre 1,0 e 3,0 cm e 86%
para tumores entre 3 e 5 cm (CARTER et al. 1989). Das pacientes com
tumores menores do que 1,0 cm e sem comprometimento linfonodal e que
foram acompanhadas por 10 anos, 90% estavam livres da doenca
(FITZGIBBONS et al. 2000; NAROD 2012).

O status dos linfonodos (N) axilares é avaliado por ressecg¢ao cirurgica
e posterior analise anatomopatoldégica, que permite estabelecer o
comprometimento metastatico neles (CARTER et al. 1989). Estudos tém

descrito que seis linfonodos (LNs) s&o o minimo necessario para avaliar



adequadamente as metastases linfonodais (KATZ et al. 2008), mas
geralmente sdo avaliados 10 ou mais LNs (SCHIFFMAN et al. 2011). O
numero de linfonodos comprometidos € importante, porque se tem
demostrado que existe uma associagao entre quantidade de linfonodos
positivos e o aumento da mortalidade (SCHIFFMAN et al. 2011). Ja a
metastase sistémica (M) informa se houve ou ndo migragéo por via sanguinea
com implantagédo e crescimento em 6rgaos distantes da mama, um achado
que diminui significativamente a chance de cura e o tempo de sobrevida das
pacientes (EDGE et al. 2010). No Anexo 2 temos a Tabela de classificagao
dos tumores mamarios de acordo com o TNM.

Ao avaliarmos as categorias T, N e M agrupadas em combinagdes pré-
estabelecidas elas ficam distribuidas em estadios que variam de | a IV,
segundo critérios da AJCC de 2010. Estes estadios podem ser
subclassificados em A e B, para expressar o nivel de evolugdo da doenca.
Dessa forma podemos avaliar melhor a gravidade da doenga. Esta € uma
avaliagao importante porque prediz a taxa de sobrevida em 5 anos: 95, 85,
70, 52, 48 e 18% para os estadios |, lIA, IIB, IlIA, IlIB e IV, respectivamente
(NEWMAN 2009). A descricdo da classificacdo dos estadiamento esta no
Anexo 3.

O perfil genético do tumor tem tido um impacto consideravel na
compreensao biolégica do CM ja que nos ultimos 15 anos, 4 subtipos
moleculares intrinsecos de cancer de mama foram caracterizados. No painel
da 8 edicdo da AJCC, que sera valido a partir de 2018, os especialistas em

mama incluiram a incorporagao de fatores biolégicos como o grau de



diferenciacao histolégica do tumor, a expressédo de receptores hormonais e

HER2, além dos painéis prognosticos e preditivos multigénicos para o

estadiamento, concluindo que o progresso no entendimento da biologia, do

diagndstico e da terapéutica tornava obrigatéria a incorporacéo da biologia no

atual sistema de estadiamento (GIULIANO et al. 2017).

Os 4 subtipos moleculares do CM mostram diferengas significativas em

termos da incidéncia, dos fatores de risco, do progndstico e da sensibilidade

aos tratamentos disponiveis. Por meio da analise do perfil de expressao

génica os CM sao categorizados em luminais (A e B), superexpressor de

HER2 e basal-simile (PEROU et al. 2000):

1.

Luminal A (LA): Tumores com alta expressédo de citoceratinas usualmente
expressas na célula luminal, como 8 e 18 e receptores hormonais e/ou
genes relacionados a fungao destes; além de possuirem baixa expressao
de HER2, genes relacionados ao ciclo celular e os usualmente associados
a diferenciacdo das células mioepiteliais, como as citoceratinas de alto
peso molecular 5, 14 e 17, ou ainda o gene EGFR. Neste grupo,
concentram-se os tumores de pacientes na pés-menopausa, com menor
agressividade biolégica, com boa resposta a hormonioterapia
(Tamoxifeno ou Inibidores de Aromatase) e relativa resisténcia a
quimioterapia.

Luminal B (LB): Perfil transcricional similar ao anterior, porém com uma
maior expressao de genes relacionados ao ciclo celular, sendo um grupo

com apresentacgao clinica e evolugéo bioldgica mais heterogénea, sendo



a hormonioterapia indicada, e a sensibilidade a quimioterapia maior que
nos tumores LA.

3. Enriquecido para HER2 (HER2): tumores com baixa expressao de
receptores hormonais e hiperexpressdao do gene HER2 ou de genes
relacionados a funcédo deste, tendo como resultado um alto indice
proliferativo. Representam cerca de 15-20% dos canceres da mama e
exibem sensibilidade a quimioterapia e resposta a terapias que bloqueiem
HER2, como o Trastuzumabe, Pertuzumabe, Lapatinibe.

4. Basal-simile: Tumores que ndo expressam receptores hormonais ou
proteina HER2 e exibem alta expressao de genes relacionados ao ciclo
celular. Este grupo representa cerca de 15% dos tumores mamarios e
estd mais presente nas pacientes jovens em tumores de carater
hereditario. Possuem um comportamento biolégico agressivo com
metastases hematogénicas mais frequentes do que os demais tipos de
tumores mamarios e menor propensao a metastases linfatica.

Essa identificacdo dos subtipos moleculares de cancer de mama e do
desenvolvimento de assinaturas moleculares prognosticas e preditivas,
através de perfis de expressao génica, resultou em um melhor entendimento
da heterogeneidade biologica do cancer de mama (WEIGELT et al. 2010).
Embora o padrédo-ouro para a classificacdo molecular do cancer de mama
continue sendo a expressao génica, por questdes de custo e logistica a
imuno-histoquimica tem sido utilizada para a classificacdo molecular, sendo
reconhecida pelos consensos mundiais, estudos comparativos e de meta-

analises (WIRAPATI et al. 2008; HAIBE-KAINS et al. 2008; KIM e PAIK 2011)



como uma ferramenta util no estabelecimento progndstico e terapéutico do
cancer de mama. Baseando-se nela e utilizando 4 marcadores (Receptor de
estrogenos (RE), receptor de progesterona (RP), HER2 e o indice proliferativo
mensurado pela expressao de Ki-67) os tumores de mama sao classificados
como representadas na Figura 1 (UNTCH et al. 2013 — Consenso de St

Gallen):



* Idosas
*  Bom progndstico

Luminal A S TihrAaic
*  Poucas mutagGes
* Idade variavel
*  Prognéstico
Luminal B varidvel
* Horménio e QT
*  Carga mutacional
. Idade variavel
*  Pior prognédstico
HER-2 * Anti-HER e QT
* Altacarga
mutacional
* Jovens
*  Pior progndstico
Triplo Negativo s al
* Altacarga
RE/RP HER-2 mutacional

Figura 1 - Classificagao clinica de cancer de mama invasivo com base na expressao de Receptor de Estrégeno (RE), Receptor
de Progesterona (RP) e HER2. A expresséo de RE, RP e HER2 é observada utilizando imuno-histoquimica. Os canceres da mama séo geralmente

classificados como Luminal A: expressor de RE e/ou RP com baixo indice mitético (Ki-67 baixo). Luminal B: expressor de RE e/ou RP com expressao
de HERZ2 ou alto indice proliferativo. HER2: expressor de HER2 com indice mitético variavel. Triplo-Negativo: ndo expressa RE, RP ou HER-2. Ampliagao

original, x40. Caracteristicas da faixa etaria das pacientes, progndstico, tipos de tratamento responsivos e carga mutacional em cada subtipo.



Segundo a classificagdo de St Gallen de 2013 (Consenso de St Gallen

2013) e a ASCO/CAP os subtipos sao divididos segundo as seguintes

porcentagens (HAMMOND et al. 2010):

1. LA: Positivo para RE (=1%) e RP (=20%), Negativo para HER2, Ki-67<
20%;

2. LB: Positivo para RE (21%) com qualquer das 3 situac¢des: RP (<20%),
HER2 positivo ou Ki-67 = 20%;

3. HER2: Negativo para RE e RP, positivo para HER2, qualquer Ki-67
(usualmente > 20%);

4. TN: Negativo para RE, RP e HER2, qualquer Ki-67 (usualmente >20%).

1.1.3 Tratamento

O tratamento varia de acordo com o tipo e estagio do tumor. Assim, a
definicdo terapéutica € determinada caso a caso, sendo que quando mais
cedo for descoberta a doencga, maiores serédo as chances de cura.

A terapia local é composta pela cirurgia que € a modalidade de
tratamento mais antiga e, quando o tumor se encontra em estagio inicial e em
condicdes favoraveis para a retirada, a mais efetiva (HAMAKER et al. 2013).
Ja a radioterapia utiliza a radiacéo ionizante e € muito utilizada como terapia
adjuvante para reduzir o risco de recorréncia loco-regional para tumores
localizados, combinada com cirurgias conservadora ou para tumores que nao
podem ser retirados totalmente por cirurgia, (Early Breast Cancer Trialists'

Collaborative Group et al. 2014).



10

H4a, também, as terapias sistémicas adjuvantes como a quimioterapia
a hormdnioterapia ou as terapias-alvo, que utilizam medicamentos orais ou
intravenosos com o objetivo de destruir, controlar ou inibir o crescimento das
células tumorais que por ventura tenham se disseminado e, portanto, ndo sao
alvos da cirurgia ou radioterapia. (National Comprehensive Cancer Network-
NCCN 2016). A hormonioterapia tem como objetivo impedir a agdo dos
horménios e age bloqueando ou suprimindo os efeitos proliferativos deles
sobre as células neoplasicas da mama (TEVAARWERK et al. 2014). Por fim,
a terapia-alvo que é um tipo de tratamento que usa drogas ou outras
substancias que atacam especificamente as células cancerigenas
bloqueando alvos moleculares responsaveis pela agressividade tumoral e
provocam menos danos as células normais (NCCN 2016).

A quimioterapia neoadjuvante tem sido a estratégia de tratamento
padrao para pacientes com cancer de mama localmente avancado,
inflamatorio, inoperavel ou com metastase para linfonodos regionais
comprovada. E administrada antes da cirurgia para tentar reduzir o tamanho
do tumor de modo que ele possa ser retirado com uma cirurgia menos
extensa. Além disso, administrar o quimioterapico antes do tumor ser
removido, permite avaliar como o tumor responde ao tratamento. Se o
primeiro esquema de medicamentos quimioterapicos nao reduzir o tumor, o
médico sabera que outras drogas serédo necessarias (NAMURA et al. 2018).

Ainda assim, mesmo com todas essas possibilidades de tratamento, a
mortalidade por cancer de mama € alta, o que leva a necessidade de novas

pesquisas sobre tratamentos. Recentemente, uma nova modalidade
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terapéutica ganhou espaco no tratamento das neoplasias. A imunoterapia,
cujo intuito é estimular o sistema imunoldgico a reconhecer e destruir o tumor,
foi aprovada para tratar pacientes com melanoma, tumores de pulmé&o,
bexiga, linfomas e carcinomas de cabecga e pescogo. tem sido estudada para
as pacientes de cancer de mama (DENARDO et al. 2011).

Varias vacinas foram criadas usando peptideos tumorais, como MUC1,
CEA e mesmo o HER2. Cada uma dessas foram consideradas seguras e
imunogénicas, mas sua eficacia e vantagens para sobrevivéncia do paciente
foram muito variaveis (MILANI et al. 2014). Porém, nos ultimos anos, a
imunoterapia sofreu uma revolugdo, Os antagonistas do ponto de controle
imune especificos para CTLA-4, PD-1 e PD-L1 revolucionaram a terapia do
cancer, induzindo respostas objetivas duraveis que as vezes se traduzem em
um beneficio de sobrevivéncia global em varios tipos de cancer embora varios
medicamentos sejam agora aprovados pela FDA para canceres multiplos,
nenhum ainda foi aprovado para cancer de mama. Mesmo assim, 0s
antagonistas de CTLA-4 tremelimumabe e ipilimumabe foram testados em
pequenos trials clinicos de cancer de mama, com evidéncia de modulagdo
imunoldgica. Além disso, dados acumulados sugerem que os antagonistas da
sinalizagcdo PD-1 / PD-L1 podem induzir respostas clinicas duradouras em
alguns pacientes com CM TN metastatico e provavelmente também tém
atividade clinica significativa em alguns pacientes ER+ HER2- também
(EMENS 2018). No céancer de mama, esse campo ainda tem muito a ser

explorado, como: quais as células presentes que realmente participam da
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eliminagao do cancer, qual a relagdo com cada subtipo e em qual caso a

imunoterapia tem uma melhor resposta (MACCALLI et al. 2017).

1.2 O SISTEMA IMUNE

1.2.1 Classificagao

A homeostasia € a tendéncia existente em organismos para que haja o
equilibrio e conservagao de elementos fisioldgicos e do metabolismo através
de alguns mecanismos de regulagdo. Homeostasia ocorre quando
substancias quimicas estdo em concentragcées adequadas, a temperatura &
estavel e a pressédo € apropriada. PRADEU et al. (2013) propuseram que o
sistema imunolégico € ativado por uma mudanga da homeostasia que é
mantida por uma rede de ativadores e supressores que possuem atividades
pro e anti-inflamatérias (EBERL et al. 2015).

Participam da homeostasia o sistema imune inato e o adaptativo. O
sistema imune inato utiliza o reconhecimento de padrdes de patdgenos,
inespecifico e mais restrito. Dentre os receptores encontram-se o receptor
Toll-like (TLR), o receptor de lectina do tipo C, receptor do tipo NOD (CAO et
al. 2016). No sistema imune adaptativo, células dendriticas fagocitam,
processam e apresentam fragmentos (antigenos) dos patégenos as células-
T, que induzem proliferagdo policlonal, com um complexo processo de
recombinacao e edigao dos genes dos receptores de antigenos diferente em
cada clone, gerando receptores de reconhecimento mais com afinidades

diversas aos antigenos apresentados. Os clones com baixa afinidade aos



13

antigenos sao induzidos a apoptose e aqueles com alta afinidade
permanecem por mais tempo e geram células ativadas para produzir em
grande escala os anticorpos de alta eficiéncia contra o patégeno em questéao.
Em paralelo, células de memdria com mesma capacidade sdo geradas e
serao ativadas no caso de reexposicdo aos mesmos patdégenos no futuro,
gerando uma imunidade duradoura. Este mecanismo, apesar de mais
complexo, gera respostas mais especificos para o agressor do momento, com
potencial para reconhecer uma gama mais diversificada de antigenos
(BOEHM 2011).

Dentre as células do sistema imune inato, destaca-se a presenca dos
macrofagos.

Os macrofagos participam em fungbes variadas incluindo o
desenvolvimento, a homeostase, a reparacao de tecidos e a imunidade (SICA
e MANTOVANI 2012). Existem varios tipos e estagios de ativagdo dos
macrofagos e com limitagbes das classificagdes que ndo conseguem
representar o complexo ambiente vivo para a maioria dos macréfagos, em que
muitas citocinas e fatores de crescimento interagem para definir o estado
diferenciado final. O Projeto de Genoma Imunoldgico mostra que populagdes
de macrofagos residentes em um tecido possuem alta diversidade
transcricional com sobreposicdo minima, sugerindo que existem muitas
classes de macrofagos (GAUTIER et al. 2012). De forma simplificada, a
classificagdo dos macréfagos em M1/M2 é a mais utilizada. Os macréfagos
foram categorizados em macrofagos M1 "pré-inflamatérios" ou M2 "anti-

inflamatorios” dependendo de uma grande diversidade na liberagcdo de
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citocinas, marcadores de superficie celular e diferentes perfis de transcricao
(MANTOVANI e SICA 2010; TIAN e CHEN 2015; CHEN e MELLMAN 2017).

Os macrofagos de perfil M1, expressam CD80 e CD86, sao geralmente
envolvidos em resisténcia a agentes patogénicos intracelulares e a tumores
no contexto das respostas conduzidas por linfocitos T auxiliares (TH1), sendo
caracterizado como inflamatério, pois produz varias citocinas proé-
inflamatérias como: IL-1, IL-6, IL-12, IL-23, IL-1B, e TNF-a. Além de
expressarem altos niveis de CCR7, NOS2, calprotectina e CCR2 (ROSTAM
et al. 2017). Essas citocinas pré-inflamatérias produzidas por macréfagos M1
ativados sdo componente importante da defesa do hospedeiro, mas podem
causar danos extensivos ao hospedeiro. Por exemplo, IL-1, IL-6 e IL-23 foram
associados ao desenvolvimento e expansao de células TH17 que doencas
autoimunes (MOSSER e EDWARDS 2010).

Em contraste, o ambiente de reparo de lesdes se associa com a
presenca de macrofagos para o estado anti-inflamatério M2 com aumento da
producdo de citocinas anti-inflamatérias, aliviando a inflamacédo, e
promovendo reparagdo e remodelacdo de tecidos (BROWN et al. 2009).
Macrofagos M2 secretam altos niveis de IL-10 e TGF-3, e expressam CD163,
CD206 e IL-1RA (ROSTAM et al. 2017). Os macréfagos M2 podem ser
subdivididos em M2a e M2c dependendo de suas fungdes e perfis de
expressao génica (GAUTIER et al. 2012). Os macrofagos M2a sao células
pro-fibréticas e de cicatrizagdo de feridas, produzindo colageno tipo VI,
fiboronectina e TGF-B, enquanto que os macrofagos M2c sé&o

predominantemente responsaveis pela regulagdo imune que esta associada
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a funcédo T-reguladora (Treg) (NOVAK e KOH 2013). Podemos observar

melhor as diferengas entre M1 e M2 no Quadro 1.

Quadro 1 - Comparacéo entre as caracteristicas moleculares dos macréfagos
M1 (proé-inflamatdrios) e M2 (anti-inflamatorios).

Propriedades M1 (IFN e lipossacarideos) M2 (IL-4 e IL-13)
5. STAT6
1. STAT1 6. IRF4
Fatores de transcricdoe 2. IRF5 7. SOC3
mediadores de sinal 3. SOCS1 8. KLF4
4. NFkB 9. PPARy
10. Proto-oncogene c-Myc

1. IL-12, IL-23, TNF, IL-1,

Receptores de superficie e 2. IL-10, antagonista de

(HLA)-DR, CD80, CD86,

citocinas sinal IL-1 e IL-1R2
CD169, TLRs2e 4

1. miR-29, miR-33, miR-127, 2. miR-146a, miR-222, miR-
miR-155 223, let-7¢

Fonte: Adaptado de UDALOVA et al. (2016) e TAKEYA e KOMOHARA (2016)

Entre parénteses seus principais ativadores. STAT1-Transdutor de sinal e ativador de

MicroRNA

transcricdo 1a. IRF5 — Fator regulatorio de interferon 5. SOCS1 — Supressor da sinalizagédo
de citocina 1. NFkp — Fator nuclear k3. STATG6 - Transdutor de sinal e ativador de transcricdo
6. IRF4 — fator regulatério de interferon 4. SOC3 - Supressor da sinalizagdo de citocina 3.
PPARy - Receptor ativado por proliferagdo de peroxisoma. miR — micro RNA. TLR —

receptores Toll-like.

A resposta imune adaptativa normalmente inclui 3 etapas:
reconhecimento e processamento de antigenos, a ativagao de células T e B
e um estagio efetor. Muitos tipos de células imunes estdo envolvidos na
imunidade adaptativa, incluindo células apresentadoras de antigenos, como
macrofagos e células dendriticas (DCs), células T e células B.

Todos os linfécitos tem origem comum em uma célula tronco sediada

na medula 6ssea mas se desenvolvem e executam suas fungdes de forma
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muito variada e podem ser agrupados segundo sua ontogenia e fungdo em
linfécitos B e T, respectivamente relacionados aos 6rgaos onde primeiro foram
descritos, B - Bursa de Fabricius, o 6rgdo das aves correlato a medula éssea
nos humanos e T — Timo, érgéo onde acontece a maturagao final dos linfécitos
T.

Os linfécitos B agem produzindo anticorpos que s&o secretados e
circulam pelo sangue para reconhecer os patdégenos e facilitar sua destruicéo
por fagécitos, por isto sdo relacionados a imunidade humoral. Defeitos no
desenvolvimento, selecdo e fungdo das células B levam a autoimunidade,
malignidade, imunodeficiéncias e alergias (PIEPER et al. 2013). Esses
defeitos ja haviam sido reconhecidos por Paul Ehrlich em 1897, que
descreveu que a resposta imune contra auto-antigenos representa uma
ameagca para o organismo, mesmo sem saber da existéncia dos anticorpos.

Todos os linfécitos citados nesta tese apresentam antigenos (CD) que
sdo proteinas expressas na superficie das células imunolégicas, e funcionam
como receptores dessas células e caracterizando-as. A duas fungbes mais
comumente atribuidas as varias moléculas CD sao estimulacdo e adesao
intercelulares e transducdo de sinais que levam a ativacdo dos linfocitos
(ABBAS e LICHTMAN 2005). Os linfocitos B tém como marcador principal o
CD20, altamente especifico e sensivel (ALVES et al. 1999), que representa a
maioria ou todos os linfocitos B (ABBAS e LICHTMAN 2005). Na linhagem T,
a molécula proteica CD3 € um dos marcadores mais sensiveis e especificos
para demonstragdo de diferenciagdo T (ALVES et al. 1999), presente em

todos os linfocitos T (marcador pan-T), incluindo os linfécitos Th, T
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regulatorios (Treg) e T citotdxicos. Os marcadores CD4 e CD8 sao também
marcadores de linfocitos T, sendo CD4 expresso em cerca de 60% das células
T maduras CD3+, caracterizando os chamados linfocitos T auxiliares ou
Helper, enquanto o CD8 é expresso em cerca de 30% das células T CD3+
(KUMAR et al. 2005; NEDERGAARD et al. 2007), caracterizando os linfécitos
T citotdéxicos. O antigeno CD4 é também expresso nos linfécitos Treg,
mondcitos, macréfagos e DC (NEDERGAARD et al. 2007), mas é possivel
distinguir os linfécitos T auxiliares das demais células CD4+. As células NK
tém como marcador principal o CD 56.

Funcionalmente os linfocitos podem ser divididos conforme o tipo de
resposta que participam em linfocitos adaptativos que incluem células T
convencionais e células B e o grupo mais heterogéneo de linfécitos inatos que
incluem células NK, células T invariantes associadas a mucosa, linfécitos
intraepiteliais, células T yd. A ampla diferenciagcdo de linfécitos em
subconjuntos inatos e adaptativos com base em sua funcéo efetora tem sido
muito util para atribuir caracteristicas-chave as respectivas populacdes de
linfocitos (BEDOUI et al. 2016).

Os linfocitos T CD4+ apresentam papel auxiliar, ativando ou modulando
a intensidade da resposta inflamatoria por meio de subconjuntos de células T
helper (LTH) que participam das repostas TH1, TH2, TH17 e TH9, bem como
linfécitos T helper foliculares (LTHF) e linfécitos T regulatérios induzidos
(LTreg) (JOSEFOWICZ et al. 2012), cada uma das quais serve uma fungéo

especializada e esta adaptada para reagir a uma classe especifica de
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patdgeno ou para contrabalancar a ativacdo excessiva do sistema
imunoldgico (ZHU et al. 2010).

Os linfocitos T CD8+ apresentam funcao citotdxica e menor diversidade
funcional, mas mais recentemente outros marcadores fenotipicos tem sido
cada vez mais reconhecida e pode distinguir a eficacia das populagbes de
células T CD8+ em diferentes microambientes. As células T CD8+ efetoras
podem exibir heterogeneidade na sua capacidade de produzir citocinas
individuais, tais como IFN-y, TNF ou IL-2 ou B-quimiocinas ou coproduc¢ao de
multiplas citocinas e quimiocinas, o que se correlaciona com melhor protegao
contra infeccédo e imunidade antitumoral aumentada (SEDER et al. 2008;
YUAN et al. 2008).

Dependendo das citocinas liberadas, os linfocitos T CD4+ podem se
diferenciar predominantemente em dois tipos: T-helper (TH) TH1 e TH2.
Linfécitos T CD4+ tipo TH1 secretam principalmente interferon gama (IFN-y)
e IL-12, cuja fungdo principal é estimular a defesa mediada por fagocitos
contra as infecgdes, especialmente por microrganismos intracelulares. Ja os
linfécitos tipo Th2 secretam interleucina (L4, IL-5), cujas fungdes principais
sdo estimular reagdes imunes mediadas por mastécitos/eosindfilos e
imunoglobulina E (IgE) (processos alérgicos e parasitarios), além de regular
para baixo as respostas de Th1 (MURPHY e REINER 2002; ABBAS e
LICHTMAN 2005).

A formacéao da resposta imune TH1 é determinada principalmente por
caracteristicas do antigeno, o tipo de célula dendritica apresentando o

antigeno e pelo perfil de citocinas das células envolvidas na polarizagéo de
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linfocitos TH naive. Os linfécitos CD4+ TH1 produzem IFNYy, IL-2 e linfotoxina
a, que medeiam a imunidade celular (ZHU e PAUL 2008). No corpo humano,
os linfocitos TH1 podem ativar mondécitos e células NK secretando IFNy e
aumentar significativamente sua capacidade de eliminar os patégenos
intracelulares. A resposta imune TH1 resulta na formagdo de um grupo das
células citotéxicas CD8+ (Tc). Essas células reconhecem antigenos
especificos na superficie da célula juntamente com o principal complexo de
histocompatibilidade (MHC) classe |, e quando ativadas, secretam um
conjunto de proteinas que induzem a apoptose, como perforina, granzima,
linfotoxina a, IFN-y entre outros (ZHANG et al. 2014).

Além dos linfécitos, os macrofagos de perfil M1 s&o células-chave para
aresposta TH1 e sua principal fungao é sua atividade fagocitica como descrito
na pagina 14. Um macréfago adquire o fenétipo M1 em resposta as citocinas
TH1: IFNy, TNF e de alguns componentes bacterianos (ROSTAM et al. 2017).
Sendo caracterizados pela producio de fatores pré-inflamatérios como IL-6,
IL-12, IL-23 e TNF. Além disso, os macréfagos M1 tém alta expressao das
moléculas MHC de classe Il que sdo necessarias para a apresentacdao do
antigeno. Devido a isso, os macrofagos sdo um elo de conexdo entre o
sistema imune inato e adaptativo. Além disso, macrofagos ativados com
fendtipo M1 podem produzir CXCL10 (Ligante de quimiocina 10 (motivo
CXCQC)), que é um atrativo para células CD8+ e CD4+ TH1 (MARTINEZ e
GORDON 2014).

A resposta TH2 & composta por linfocitos TH2, linfécitos B, macrofagos

de perfil M2 e neutrdfilos e fibroblastos. A diferenciagao de linfocitos TH2 é
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principalmente induzida por IL-4, sendo as células TH2 capazes de produzir
IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13. Além disso, os linfocitos TH2 expressam o
ligante de CD40 ligado a membrana (CD40L), que interage com o receptor
CD40 (CD40R) nos linfécitos B, ativando-os, e levando a producgéo de
anticorpos (ZHU e PAUL 2008).

No corpo humano, a diferenciagdo de macréfagos M2 é induzida,
principalmente, por IL-4, IL10 e IL-13 e podem ser subdivididos em subtipos
M2a, M2b, M2c e M2d. A diferenciacdo para M2 também pode ser induzida
por parasitas, complexos imunes, sistema complemento, células apoptdticas,
e o fator estimulante de colénia de macréfagos (MCSF) e TGFB (MARTINEZ
e GORDON 2014). IL-10 secretada por macréfagos M2 e linfocitos TH2
mostrou aumentar a expressao do ligante 1 do receptor de morte celular
programada (PDL1), que finalmente resulta em reducéo da citotoxicidade e
supresséao da proliferagao de células CD8+ (KUANG et al. 2009). No Quadro

2 temos um resumo das diferentes células imunes e suas funcdes.
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Quadro 2 - Células do sistema imune.

Célula Marcador Subtipo  [Funcado
LTC CD3, CD8 - Citdlise de células infectadas
LTA CD3, CD4, CXCR3 [TH1 Resposta a patégenos intracelulares
CD4, CCR4, Crth2 |[TH2 Resposta a parasitas
CD25, FOXP3,[Treg Auto tolerancia
CTLA-4
Bcl6, IL-21, Tfh Auxilia o linfécito B
IL-6, IL17, IL-23 TH17 Resposta a fungos e bactérias extracelulares
B CD19, CD20, CD21,- Producéo de anticorpos
IgM
M CD80 M1 Inflamacgao e resposta patdgenos intracelulares
CD163 M2 Angiogénese e resposta anti-inflamatoria

Seus marcadores, subtipos e fungéo. LTC - linfocito T citotdxico. LTA - linfécito T auxiliar.
LTH1 —linfocito T helper de resposta 1. LTH2 —linfocito T helper de resposta 2 LTreg - linfécito
T auxiliar regulador. LB - Linfécito B. M — macréfagos. M1 — macréfagos de perfil M1. M2 -

macrofagos de perfil M2.

1.2.2 A Imunovigilancia

Ha mais de um século, a ideia de que o sistema imune pode interferir
no cancer tem sido debatida. Foi Paul Enrich que citou uma possivel relagao
entre cancer e o sistema imune, enfatizando a importancia da resposta imune
na eliminagao do cancer (EBERL 2016).

Esse avango forneceu a base sobre a qual BURNET (1957) construiu
sua hipétese de imunovigilancia do cancer, um conceito que formalmente
prevé a imunidade adaptativa como responsavel pela prevencdo de
desenvolvimento do cancer em hospedeiros imunocompetentes.

Modelos de camundongos nocaute tornaram-se comuns, permitindo
aprofundar no entendimento do papel da imunidade no controle do cancer. A

descoberta do interferon-y (IFN-y) na rejeicdo de células tumorais
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transplantadas gerou interesse na imunossupressao causada pelo cancer
(DIGHE et al. 1994). Outros experimentos com camundongos demonstraram
que aqueles que nao possuiam a IFN-y eram mais suscetiveis a formagao de
tumores primarios espontaneos e induzidos por carcindbgenos (KAPLAN et al.
1998; SHANKARAN et al. 2001). Outros estudos comegaram a relatar
resultados semelhantes e coletivamente esses achados documentaram que o
sistema imunoldgico pode funcionar como um supressor tumoral extrinseco
(SMYTH et al. 2000; GIRARDI et al. 2001; STREET et al. 2002).

O conjunto de avangos sobre o tema nas ultimas décadas levou a
incorporagao da relagéo da célula tumoral com o sistema imune na lista de
carateristicas essenciais das células tumorais no artigo classico escrito por

HANAHAN e WEINBERG (2011).

Sustentar Evasdo dos
sinais supressores de
proliferativos crescimento

Desregulacdo Evitar destruicdo
do gasto de pelo sistema
energia

imune

Resistencia
a morte
celular

Prolifercdo
descontrolada

Instabilidade
genomica e
mutacdo

Inflamacao
pra-tumaral

Ativacdo da Ativacdo da invas3o
angiogénese e metastase

Fonte: Adaptado de HANAHAN e WEINBERG (2011)
Figura 2 - Caracteristicas funcionais das células tumorais. As setas indicam

aqueles diretamente relacionados com o conceito de imunovigilancia.



23

A depender de varios fatores do tumor e do hospedeiro a
imunovigilancia pode resultar em 3 desfechos: eliminagao, equilibrio ou fuga,
que podem inclusive serem fases sequenciais ao longo do desenvolvimento
de um tumor (MOHME et al. 2017). A eliminagao representa o conceito original
de imunossupressao de cancer pelo qual o sistema imune detecta e elimina
as células tumorais que se desenvolveram quando mecanismos de supressao
de tumor intrinsecos falharam. Diz-se que a fase de eliminagao esta completa,
quando todas as células tumorais sao erradicadas com sucesso, oOu
incompleta, quando apenas algumas das células tumorais sdo eliminadas
(DUNN et al. 2004; SWANN e SMYTH 2007; CAVALLO et al. 2011).

Na fase de equilibrio, o sistema imune do hospedeiro e qualquer
variante de célula tumoral que sobreviveu a fase de eliminagdo entram num
equilibrio dindmico, levando a uma imunoedi¢gdo, na qual as células
imunitarias e as suas citocinas exercem uma potente e implacavel pressao de
selecdo nas células tumorais, sendo o suficiente para restringir, mas néo
extinguir completamente células tumorais geneticamente instaveis e
mutantes. Embora muitas das variantes de células tumorais originais sejam
destruidas, podem surgir novas variantes com mutacgdes diferentes que lhes
proporcionam maior resisténcia ao ataque imunitario. As células tumorais que
eventualmente resistirem ao cerco imunolégico do hospedeiro na fase de
equilibrio possuem alta heterogeneidade e instabilidade genética, sendo
possivelmente as principais forcas que permitem sua sobrevivéncia. O

resultado final do processo de imunoedicdo € uma nova populagao de clones
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tumorais com reduzida imunogenicidade (SWANN e SMYTH 2007; CAVALLO
et al. 2011).

Durante a fase de escape, o sistema imunologico ndo é capaz de
restringir o crescimento do tumor. Esta capacidade das células cancerosas de
evadir a rede protetora do sistema imunolégico é considerada uma das 10
caracteristicas essenciais do cancer (CAVALLO et al. 2011; BIDWELL et al.

2012).

1.2.3 O cancer de mama e o sistema imune

A relagao entre o sistema imune e o cancer de mama teve o foco nos
linfocitos nos seus primeiros estudos, realizados em meados de 1980 por
diferentes pesquisadores (BHAN e DESMARAIS 1983; ROWE e BEVERLEY
1984; HURLIMANN e SARAGA 1985). As células dendriticas, também foram
muito estudadas posteriormente, principalmente com relagdo aos antigenos
associados aos tumores (AATs) e reforgando a ideia da importancia da
resposta dependente de antigeno (GABRILOVICH et al. 1997; COVENTRY et
al. 2002; MCDERMOTT et al. 2002-2003). Embora o cancer de mama tenha
menos antigenos novos que outros tumores, ainda é possivel encontra-los e
associa-los a respostas imunes adaptativas (SCHUMACHER e SCHREIBER
2015). Novos AATs foram descobertos, como o receptor do fator de
crescimento epidérmico 2 (HER2), mucina 1 (MUC-1), antigeno
carcinoembriogenico (CEA), a transcriptase reversa da telomerase humana
(hTERT) e o gene do tumor de Willms (WT1), sendo todos essas proteinas

normais superexpressas no cancer de mama (CRISCITIELLO 2012).
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Estudos verificaram que o numero de linfocitos intratumorais CD3+ da
biopsia pré-tratamento eram significativamente maiores nos pacientes que
tinham resposta patolégica completa apds quimioterapia neoadjuvante
(HORNYCHOVA et al. 2008; DENKERT et al. 2010). Estudos descobriram
que linfocitos estromais e intratumorais tém valor preditivo para indicar uma
melhor resposta patolégica e que linfécitos estromais podem prever a
resposta ao tratamento no cenario neoadjuvante (DENKERT et al. 2010;
WEST et al. 2011; YAMAGUCHI et al. 2012; ISSA-NUMMER et al. 2013;
DENKERT 2013).

A presenca histolégica dos linfocitos em meio ao tumor indica que ha
um reconhecimento do corpo frente ao tumor, provavelmente na intengao de
erradica-lo, porém essa resposta € ineficaz. Uma evidéncia de que tal falha
existe € a atividade citotoxica causada por PRF1 e GZMA, citocinas
provenientes de LTC, e que no CM ndo é maior que a atividade encontrada
no tecido mamario normal (ROONEY et al. 2015). Existem varias explicagbes
para a falha imune, entre elas a expressao de PD1 e CTLA-4 pelos tumores
de mama que e suprimem a fungado do sistema imune (VARN et al. 2016),
além da capacidade do tumor de suprimir a expresséo de antigenos mais
imunogénicos e do HLA que auxilia na apresentacdo dos antigenos
(SCANLAN e JAGER 2001; KIM et al. 2007).

O CM é infiltrado com uma grande variedade de tipos celulares do
sistema imune, desses os linfocitos T sdo os mais estudados. A quantidade
de células T presentes nos tumores varia de 1 a 45% da massa celular tumoral

nos diversos tumores (LEE et al. 1985). Elas foram separadas em 3 grupos,
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as células T citotoxicas (CD8+), as células T auxiliar (CD4+) e as células T
regulatorias (CD4+, FOXP3+ e CD25+), mas as quantidades certas de cada
grupo ainda sdo motivos de discérdia na literatura (BAXEVANIS et al. 1994;
STEWART e HEPPNER 1997; GENTLES et al. 2015).

Os LTCs estao associados com o fenétipo basal e alto grau histolégico
e, mesmo associado a marcadores de pior prognostico, esta correlacionado
com uma resposta patoldégica completa a quimioterapia neoadjuvante por
varios estudos (MAHMOUD et al. 2011; LIU et al. 2012; BROWN et al. 2014;
VARN et al. 2016). Estudos mostram que o LTC de meméria pode ser um fator
associado a uma melhor resposta do tumor a quimioterapia, logo, relacionado
a um melhor prognostico (VARN et al. 2016).

Ja os LTAs podem ativar as outras células do sistema imune e estéo
aumentados no cancer de mama. Porém a sua polarizagcdo faz toda a
diferenca na resposta tumoral, pois enquanto os LTH1 promovem a resposta
antitumoral pela secrecdao de IFN-y, os LTH2 estdo envolvidos com a
imunossupressao e promogao da anergia e exaustdo de células T pela
secregao de IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13 (ZHU e PAUL 2008). Além dessas
atividades, as células T CD4+ podem desenvolver uma propriedade de células
T CD8+, potencial de células T citotdxicas mediada por granzima também é
exercida por células T CD4+. No entanto, as condicdes que induzem a
producdo de granzimas pelos LTH ndo s&o inteiramente compreendidas
(DONNARUMMA et al. 2016).

Os LTreg séo responsaveis pela imunossupresséao, contribuindo para

o escape tumoral estando presentes em maior numero no tumor que no tecido
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normal. Aumento do numero de Tregs foi correlacionado com menor tempo
de recorréncia e SCE, além de estar associado a fatores progndsticos
negativos, como baixo grau de diferenciagdo tumoral, envolvimento linfonodal
e negatividade de estrégeno (BATES et al. 2006).

Até hoje, as pesquisas que correlacionam o sistema imune,
diagnostico, prognostico e sobrevivéncia de céncer de mama tém sido
limitadas a respostas mediadas pelas respostas de células T. Em sua
definicdo do escore imune, FRIDMAN et al. (2011) raramente mencionam
células B ou células plasmaticas. No entanto existem provas consideraveis da
presenca destas células em tumores, especialmente no cancer da mama
(CORONELLA et al. 2002). Mais recentemente, dois estudos independentes
forneceram informagdes uteis sobre o papel prognostico das células B no
cancer. SCHMIDT et al. (2008, 2012) relataram dados convincentes que
validam a assinatura de células B como o fator prognéstico mais robusto no
cancer de mama e em outros tumores humanos.

Os macrofagos compdem a maior parte das células inflamatoérias nos
tumores de mama e contribuem com aumento dos niveis de fatores de
crescimento, hormoénios e citocinas (REED e SCHWERTFEGER 2010;
COUSSENS e POLLARD 2011; HODSON et al. 2013). O aumento do numero
de macréfagos associados aos tumores (MAT) é observado no tecido da
mama (MUKHTAR et al. 2012; BHATELIA et al. 2014), contribuindo para o
escape de células tumorais do sistema imunologico residente (DENARDO e
COUSSENS 2007). O aumento da densidade de macréfagos em bidpsias pré-

tratamento de pacientes com cancer de mama correlaciona-se com uma
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reducdo da sobrevida livre de recorréncia e sobrevida global (LEEK et al.
1996; BINGLE et al. 2002; MAHMOUD et al. 2012). Portanto, os esforgos se
concentraram na compreensao dos mecanismos pelos quais os macréfagos
contribuem para o crescimento e progressao do cancer de mama e esses
tépicos foram revisados extensamente (BALKWILL et al. 2005; CONDEELIS
e POLLAND 2006; QIAN e POLLARD 2010; SICA e MANTOVANI 2012). Em
estudos recentes utilizando técnicas de imagem intravital, LOHELA et al.
(2014) demonstraram que a deplecédo prolongada de células supressoras
derivadas mieloides em um modelo de cancer de mama resultou em
crescimento tardio do tumor, diminuigdo da angiogénese e menos metastases
pulmonares. Além disso, a producao de fatores de crescimento e remodelagao
do cancer de mama por MATs tém sido implicados na promocao da
resisténcia do cancer a agentes quimioterapéuticos, tais como Paclitaxel,
Doxorrubicina e Etoposide (RUFFELL e COUSSENS 2015). Finalmente,
numerosos estudos tém proporcionado evidéncias de MATs interagindo com
células do sistema imune adaptativo, principalmente linfocitos T CD4+ e
CD8+, suprimindo direta e indiretamente seus efeitos antitumorais
(DENARDO et al. 2009; DOEDENS et al. 2010; RUFFELL et al. 2014).
Como podemos observar no Quadro 3, mesmo com tantos estudos
relacionando o sistema imune e o cancer de mama, nao € possivel encontrar
na literatura um consenso de qual € o melhor método de avaliacio do infiltrado
inflamataorio, quais células a serem analisadas, o cut-off ideal delas e se todos
ou apenas um subtipo especifico de cancer de mama tém essas células

correlacionadas com valores prognosticos e predicdo de desfecho. Ainda ha
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muito a ser explorado no cancer de mama como quais as células inflamatorias
presentes que apresentam eficiéncia na eliminacao do cancer, qual a relagao
com cada subtipo e em quais casos a imunoterapia induz uma melhor

resposta (MACCALLI et al. 2017).
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Quadro 3 - Lista de alguns trabalhos de contagem do infiltrado inflamatorio
mostrando diferentes métodos de avaliacao.

Autor Subtipo Numero deMétodo Células avaliadas Cut off usado

avaliado casos

Adams et al. 2014 [TN 481 HE E 0; 10; 20-40; 50-
80%

Ali et al. 2014 * Todos 12439 TMA, IHQ |E e intratumoral (I); CD8

e FOXP3

Baker et al. 2011 [Todos 1953 IHQ Eel; CD8 0

Buisseret et al.[Todos 125 Citometria e|E, CD4, CD8 e CD19 [<84; 85-275; >

2016 IHQ 276TIL/mg
IHQ — Mediana

Denkert et al. 2010|Todos - IHQ e PCR |[Eel; CD3; CD20 0; 1-10%; 11 —
30%; 31-60%; 61-
100%

Denkert et al. 2016[Todos 120 HE 60%

Eir6 et al. 2012 Todos 102 IHQ E; CD3, CD20 e CD68 |[Média de 5 areas.
Classificados pela
mediana.

Hornychova et al.|Todos 73 HE biopsia |E; CD3, CD68 Média

2008

Lee et al. 2013 Todos 175 HeelHQ [E; CD4, CD8 e FOXP3 (0; <10%; > 10 e <
1/3;>1/3

Liu et tal. 2012 Todos 3992 TMA, IHQ [E; CD8 0

Loi et al. 2013 Todos 2009 HE Estroma (E) 10%

Loi et al. 2014 Todos 934 HE E Presenca/
auséncia

Mahmoud et al|Todos 1334 TMA, IHQ |[Eel; CD8 2 células

2011

Mani et al. 2016  [Todos 93 IF E; CD3, CD8 e CD20 |Média

Murri et al. 2008 ([Todos 168 IHQ E; CD4, CD8 e CD68 |Volume do
infiltrado/area total.

Nabholtz et al|TN a7 HE e IHQ |E; CD8 Continua

2014

Oda et al. 2012 E; CD8, FOXP3 e IL-17F|Média de 5 areas

Safonov et al. 2017|Todos 817 RNA-Seq [E FDR

Salgado et al. 2015[Todos 1058 HE E Porcentagem

Schalper et al|Todos 636 IF de RNAm |PD-1 0; <30%; > 30 e <

2014 60%; > 60%

Schmidt et al. 2012 845 IHQ elGCK Brier Score

Expressao
West et al. 2011  [Todos 255 TMA, IHQ |E; CD3, CD8, CD4,10%

CD20, TIA-1.

Podemos observar células avaliadas, cut-off empregado, local de avaliacdo e anticorpos

usados. HE = Hematoxilina Eosina. E = estroma. | = intratumoral. TMA = tissue microarray.

IHQ = imuno-histoquimica. PCR = reacdo em cadeia da polimerase. Estudos com

estudos de metanalise.

Wk

sao
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1.3 JUSTIFICATIVA

Com esse trabalho, buscamos melhor caracterizar o infiltrado
inflamatoério no carcinoma mamario e achar uma forma de avaliar essas
células que possa ser aplicavel na rotina diagnostica. Como mostrado acima,
a interface entre o cancer de mama e os sistemas imune inato e adaptativo
comegou a ser caracterizado, porém muito ainda precisa ser estudado, ja que
na literatura ndo ha consenso sobre a melhor forma de avaliagdo do sistema
imune e de qual ou quais células contribuem substancialmente para a
“assinatura imunitaria” tumoral. Ainda nao foi houve um trabalho que avaliasse
tantos subtipos de linfécitos e macrofagos com diferentes marcadores em uma

casuistica grande e representativa da descrita na literatura.
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2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o infiltrado inflamatério imunofenotipicamente, através de
expressao génica e proteica, e associa-lo a fatores prognosticos e preditivos

classicos nos diferentes subtipos moleculares do carcinoma mamario

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar as caracteristicas morfolégicas e de marcagdes das células
presentes no infiltrado inflamatdrio tumoral.

2. Caracterizar o microambiente inflamatério em cada subtipo molecular
do cancer de mama.

3. Testar a associacao dos elementos do infiltrado inflamatério com os

fatores prognésticos classicos, SLD e SCE.
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3 METODOLOGIA

O estudo realizado foi do tipo retrospectivo com duas abordagens,
expressao génica e imuno-histoquimica, e duas populagbes diferentes de
pacientes com cancer de mama. E foi aprovado pelo comité de ética sob o
numero 2024/15 (Anexo 1).

O estudo da expressdo génica foi realizado previamente pela Dra.
Mabel Pinilla-Fernandez, sob orientagcdo da Dra. Dirce Carraro, por ocasiao
da sua tese de Doutorado na Fundacao Anténio Prudente que avaliou o perfil
genético e sua relagdo com o acometimento linfonodal no cancer de mama.
Obtivemos os dados brutos resultantes do seu experimento, que utilizou RNA
extraido de amostras microdissecadas, para a reanalise focada no
componente inflamatério destes tumores.

O estudo imuno-histoquimico foi realizado nas laminas originadas da
colecdo de Tissue Microarrays (TMAs) construidos entre 2007 e 2016 no
Departamento de Patologia do A.C.Camargo Cancer Center para diferentes
finalidades. O total de casos avaliaveis entre os TMAs foi de 663 casos. Os

dados clinicos de seguimento foram atualizados até dezembro de 2016.
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3.1 EXPRESSAO GENICA

Na expressao génica executamos a reanalise dos dados da tese da
Dra. Mabel Pinilla-Fernandez para avaliar a importancia do infiltrado
inflamatério no cancer de mama. A técnica de microdissec¢cdo nao permite
separar os linfocitos intraepiteliais e o resultado do nosso estudo se refere
mais aos linfocitos intraepiteliais. Como DENKERT et al. (2010) descreveu
que nao ha diferenca entre a avaliagdo de linfocitos estromais ou
intraepiteliais, a realizacdo da microdissecg¢ao a laser realizada para a analise
da Dra. Pinilla-Fernandez, € uma interferéncia que nao deve causar um

impacto significativo na interpretagao.

3.1.1 Casuistica

Para as analises da expressdao génica a Dra. Pinilla-Fernandez
escolheu 101 casos de carcinoma ductal invasivo de mama coletados entre
2002 e 2010 provenientes do biobanco do A.C.Camargo Cancer Center.
Todas as pacientes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido
no momento da coleta.

As amostras foram divididas, baseadas na expressao IHQ dos receptores
hormonais ER e PR, do HER2 e Ki-67, e foram considerados, quando
existiam, os dados de FISH relacionado ao gene HER2. Os grupos foram
entdo denominados como (PEROU et al. 2000; HAMMOND et al. 2010):

1. Luminal A: Positivo para RE (21%) e RP (220%), Negativo para

HER?2, Ki-67 (<15%).
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2. Luminal B: Positivo para RE (=21%) e HER2 positivo.
3. Luminal B’: Positivo para RE (21%), HER2 negativo com RP e Ki-67

(215)%.

4, HER2: Negativo para RE e RP, positivo para HERZ2, qualquer Ki-67

(usualmente >15%)

5. TN: Negativo para RE, RP e HER2, qualquer Ki-67 (usualmente >15%).

A metodologia usada pela Dra. Pinilla-Fernandez sera descrita
resumidamente (PINILLA-FERNANDEZ 2015). A Dra. Pinilla-Fernandez
selecionou areas de tecido normal e tumoral, as excluiu por micro-dissec¢ao
a laser a area estromal. Depois extraiu os RNAs das amostras, converteu-os
em cDNA e os amplificou-os.

As amostras tumoral e normal foram marcadas com cianinas
fluorescentes diferentes entdo misturadas e hibridadas em uma mesma
lamina para realizacdo do “microarray” competitivo. Nessa hibridagdo as
amostras “competem” pelas sondas. Uma vez excitadas as cianinas emitem
um sinal proporcional ao numero de moléculas hibridadas, que € captado pelo
“scanner”. Caso nao exista nenhum material que se hibrida com a sonda, nao
ha emissao de cor, caso haja a mesma quantidade de cDNAs provenientes
de cada uma das amostras, a cor emitida é amarela. Se houver mais da
amostra normal, a cor que se sobressai € a verde e se ocorrer de ter mais da
amostra tumoral, a cor mais destacada € a vermelha. Logo, os valores de
fluorescéncia obtidos revelam niveis relativos de expressao de cada transcrito
na amostra comparada com a amostra referéncia. No total, havia 244mil

sondas, compreendendo regides intrénicas e exdnicas tanto da fita molde de
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DNA, quanto da fita oposta. No Anexo 4 encontram-se os detalhes da

metodologia. A Figura 4 mostra os principais passos da metodologia.
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Figura 3 - Descricdo dos passos da metodologia de andlise de perfis
diferenciais de RNA por microarrays usada pela Dra. Pinilla-Fernandez, desde

isolamento da amostra até a hibridac&o. Primeiramente houve a selegdo das areas
tumoral e normal para microdissec¢édo a laser. Ambos os RNAs foram marcados, e
convertidos em cDNA. Ambos os cDNAs foram amplificados e convertidos em cRNA. O cRNA
tumoral foi marcado com Cy3 e o cRNA normal foi marcado com Cy5. Depois ambos foram

colocados na lamina de hibridacdo e competiram pelas sondas
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3.1.2 Escolha dos genes para analise
Para avaliarmos o infiltrado inflamatério através da expresséo génica
no cancer de mama, escolhemos os genes relacionados a antigenos de
superficie linfocitarios ou dos macrofagos, fatores de transcricdo especificos
das linhagens ou estagios maturativos ou ainda produtos da secre¢ao destas
células baseando-nos na literatura, (ZHU e PAUL 2008; FU et al. 2008;
BINDEA et al. 2013; CHARBONNEAU et al. 2014; CORLISS et al. 2016),
conforme lista abaixo:
1. Comum as linhagens de macrofagos e linfocitos: CD48 e TMEM173
2. Células NK: CXCL9, iNOS, IRF1, IRF4, PIN1, PRF1, SIGGIR, TRL1,
TRL2 e TRL4
3. Macréfagos: CD68, CD86, CD163, CD206, IL-18, IL-10, IL-12, IL-R1 I,
IL-R1 Il e TGF-B
4. LB: CD19, CD20, CXCL13 e IL-6
5. LTA: CCL1, LCK, CD4 e CD28
6. LTreg: CCL20, CD4, CD274 e SNCA
7. LTC: CCL1, CCL5, CCL15, CCL18, CD8a, GZMA, GZMB, LCK
A descricédo de fungéo de todos esses genes encontra-se no Anexo 6.
A partir da lista dos genes selecionados para a analise citados acima,
identificamos suas sondas correspondentes na plataforma Array e a partir dos
dados estabelecidos, geramos uma tabela com as respectivas informagdes.
Os genes selecionados em nossa lista que ndo estavam disponiveis na

plataforma, como o CTLA-4, FOXP3 e TNF-a foram excluidos da analise.
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Os dados de expressao génica foram analisados usando o programa
Multi Experiment Viewer (MeV) e apresentados como “heatmap”
(http://mev.tm4.org/).

O MeV é um software com licenga gratuita desenvolvido especialmente
para realizar diversas analises de dados gendmicos de larga escala. Possui
diversos algoritmos desenvolvidos para analises estatisticas, visualizagéo e
exploracdo de dados de microarray, descoberta de padrdes biologicos e
agrupamento de dados (MeV - TM4).

Para a analise estatistica utilizamos a distancia euclidiana. Todos os
agrupamentos foram testados por cem “boostraps” para verificar a forga do
agrupamento gerado. Consideramos os valores de p e de FDR significativos

quanto esses foram menores que 0,05.

3.2 IMUNO-HISTOQUIMICA

3.2.1 Casuistica

Foram usados oito TMAs previamente construidos sob estratégias
variadas do Departamento de Patologia do AC Camargo Cancer Center.
Todos os TMAs foram construidos com 2 amostras de 1mm em cada tumor,
selecionadas para representar a heterogeneidade tumoral, e continham areas
de tumor e estroma de permeio, mas na construgao original do TMA nao
houve a intencdo de representar areas enriquecidas para o infiltrado
inflamatorio. Obtivemos 663 casos de carcinoma mamario diagnosticados

entre 2000 e 2012 e com seguimento variando de 4 a 220 meses. (Mediana:
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75 meses). Foram excluidos os casos em que o material bioldégico nédo se

encontrava disponivel para a pesquisa ou que o prontuario nao foi

devidamente preenchido. Desses temos TMAs temos:

1.

Um TMA de carcinoma mamario invasivo dos subtipos Luminais A e B
(TMA31 com 119 amostras).

Um TMA de carcinoma mamario invasivo do subtipo Triplo-Negativo
(TMA41 com 75 amostras).

Quatro TMAs de carcinoma mamario invasivo de todos os subtipos
(TMA42 com 159 amostras; TMA43 com 138 amostras; TMA45 com
143 amostras; TMA46 com 125 amostras).

Um TMA de carcinoma mamario Invasivo do tipo Lobular (TMA49 com
105 amostras)

Um TMA de carcinoma mamario invasivo HER2 positivos, incluindo
casos dos subtipos HER2 e Luminais B (TMA HER2 com casos).

Somando os casos de todos os TMAs, teriamos 767 amostras, porém

algumas se encontravam repetidas em diferentes TMAs e algumas amostras

foram perdidas durante a reagao imuno-histoquimica. Deixando-nos com 633

amostras avaliaveis. Aas laminas passaram por um banho de parafina e

foram armazenadas a - 20°C até o momento da realizagdo da imuno-

histoquimica (IHQ). A Figura 5 mostra como ficam as laminas apds as

reacoes.
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Figura 4 - Visdo panoramica de uma lamina de Tissue Microarray corada por

imuno-histoquimica. As posigdes de cada amostra nos eixos X e Y se relacionam com
os dados clinicos em uma planilha de dados. Notem a auséncia de alguns tumores por perda

no momento do corte histolégico ou desgaste da amostra no bloco do TMA. (TMA 49; PAX5)

3.2.2 Imuno-Histoquimica

A coloragao IHQ foi realizada automaticamente com o equipamento
Ventana Benchmark® ULTRA (MAYR et al. 2009). As laminas foram
identificadas com as etiquetas de codigos de barras e desparafinadas em
solugdo de EZ PREP. A recuperagao antigénica foi realizada por calor em
solucao CC1 com pH alto, a 96°C, em tempo previamente padronizado para
cada anticorpo, como mostrado no Quadro 4. O bloqueio da peroxidase
endoégena por 5 minutos utilizou o reagente de bloqueio de peroxidase

(UltraView Universal DAB Inhibitor (3% H202). As laminas foram entao lavadas
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em solucdo de lavagem (Wash buffer) e o anticorpo primario foi incubado,
conforme o tempo padronizado descrito no Quadro 4. As laminas foram
novamente lavadas e incubadas com polimero HRP (HRP Multimer), com
subsequentes lavagens em tampao. Entdo, procedeu-se a incubagédo com o
cromoégeno diaminobenzidina (DAB), passagem em tampao de lavagem e,
posteriormente, as laminas foram contra-coradas com Hematoxilina de Harris.
Por fim, as laminas foram lavadas, passadas em agua com detergente para
retirada do LCS, seguida de lavagem em agua corrente e destilada, passadas

em Xxilol, alcool e montadas.



Quadro 4 - Caracteristicas técnicas dos protocolos das reacdes de coloracdo imuno-histoquimica. Com a marca e clone do
anticorpo, tempo da recuperagéo antigénica, diluicdo do anticorpo, tempo de exposi¢do ao anticorpo, o local da marcagéao e o kit usado para a reagao
de imuno-histoquimica.

Anticorpo Marca Clone Recuperagéao Diluicao Tempo de Marcagao Kit usado
antigénica exposicao

CD3 Ventana 2GV6 20’ Pronto 32 Membranar UltraView Universal
DAB Kit

CDh4 Ventana SP35 36’ Pronto 32 Membranar UltraView Universal
DAB Kit

CD8 Ventana SP57 36’ Pronto 32 Membranar UltraView Universal
DAB Kit

CD68 Ventana KP1 36’ Pronto 32 Citoplasmatica UltraView Universal
DAB Kit

CcD163 Ventana MRQ-26 36’ Pronto 32 Citoplasmatica UltraView Universal
DAB Kit

FOXP3 Abcam 236A/ E7 36’ 1:250 32 Nuclear UltraView Universal
DAB Kit

PAX-5 Ventana SP34 64’ Pronto 32 Nuclear UltraView Universal
DAB Kit

43
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3.2.3 Quantificagao da reagao de Imuno-Histoquimica

Para avaliar a marcacao dos anticorpos, a célula considerada positiva
foi avaliada quanto a forma e sublocalizagao celular esperada: quando houve
marcacado membranar nos casos dos imunomarcadores CD3, CD4, CDS;
citoplasmatica em CD68 e CD163; e marcagao nuclear nos imunomarcadores
FOXP3 e PAXS5.

Contamos o numero de células imunomarcadas em trés campos de
grande aumento (400x) conforme protocolo de SEO et al. 2013. A média das

trés areas foi o valor final usado para as analises estatisticas.

3.2.4 Analise Estatistica

As caracteristicas do paciente foram expressas como frequéncias
absolutas e relativas para variaveis qualitativas e média, mediana, desvio
padrdo para variaveis quantitativas. Para a determinagdo de dois grupos a
serem comparados com relagdo a um ponto de corte simples foi usada a
estimativa do ponto maximo da estatistica log-rank padronizada, proposta por
LAUSEN e SCHUMACHER (1992) com o programa R versdo 3.3.0.
Consideramos a estatistica de log-rank maximizada selecionada para pontos
de corte entre 5 % e 95% de quantificagdo de medida continua (delta T). Na
Figura 6 podemos notar os graficos que a metodologia de maximizagéo do
ponto de corte, comparando todos os valores possiveis de separagao (eixo X)

e a diferenga entre os grupos gerados (eixo Y).
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Figura 5 - Exemplo dos graficos obtidos pela metodologia de estimativa de

maximizacao do ponto de corte pelo teste estatistico log-rank. (CD3: ponto de

corte = 4,667, correlacionado a o6bito).
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Foi usado o estimador de Kaplan-Meier da funcdo de sobrevivéncia,
tanto para a SLD a SCE, para analise de sobrevivéncia. A analise de SCE
revela a porcentagem de pacientes no estudo que ndo morre devido ao cancer
de mama em um determinado periodo de tempo. As pacientes que morreram
de causas nao relacionadas ao cancer, nao afetam as probabilidades de
sobrevida. Ja a SLD analisa o periodo de tempo apds o tratamento do cancer
de mama, durante o qual a paciente sobrevive sem sinais da doenca, para
essa analise excluimos os casos de estadiamento IV. O teste log-rank foi
aplicado para comparar a distribuicdo de sobrevivéncia entre os grupos
criados acima. O modelo de Cox semi-paramétrico de riscos proporcionais
(COX 1972) foi utilizado para descrever a relagcdo entre os tempos de
sobrevivéncia e recidiva e a covariavel definida em relagcdo a um ponto de
corte. No modelo de Cox multivariado utilizamos as variaveis prognosticas
classicas: estadiamento clinico, grau histolégico do tumor (SBR),
acometimento linfonodal e subtipos moleculares. Avaliamos a hipotese
proporcional dos chamados residuos de SCHOENFELD (1982) e
GRAMBSCH e THERNEAU (1994). Em todos os casos, temos evidéncias de
que as covariaveis tém um efeito constante ao longo do tempo.

Para comparagéao entre os grupos Luminais e Nao-Luminais; e HER2
Positivos e HER2 Negativos; foi usado o teste de Kolmogorov-Smirnov para
testar a normalidade das amostras e o teste de Mann-Whitney para a
comparagao entre os grupos. Para avaliar os marcadores nos diferentes
subtipos, usamos o teste de Kruskall-Walis.

Para todos os casos adotamos um nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

41 A EXPRESSAO GENICA

4.1.1 Casuistica

Para esta metodologia de avaliagdo de expressao de genes
relacionados ao sistema imune utilizamos dados previamente obtidos na tese
da Dra. Pinilla-Fernandez. Excluimos de cada analise os casos onde as
informagdes minimas sobre dados clinicos do diagnostico, tratamento ou
seguimento estavam ausentes. O trabalho da Dra. Pinilla-Fernandez incluiu
101 pacientes cujas caracteristicas clinicas e patolégicas disponiveis estdo

descritas a seguir na Tabela 1:
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Tabela 1 - Caracteristicas clinico-patolégicas das amostras da Dra. Pinilla-
Fernandez.

Categoria N Sobrevida em 120 meses (%) Valor p
I 26 100
. . Il 38 87
Estadiamento clinico >0,001
[} 24 85
v 1 -
. . Sim 42 97
Acometimento Linfonodal - 0,099
Nao 44 84
1 10 99
Grau nuclear 2 35 92 0,622
3 49 89
1 11 100
Grau Histoldgico 2 37 90 0,852
3 46 88
Luminal A 21 100
Luminal B 38 100
Subtipo HER2 12 90 0,057
Triplo Negativo 12 88
Basal 13 67
Sim 5 53
Invasao Vascular 0,001
Nao 89 92
Sim 13 91
Invasao Perineural 0,989
Nao 81 85
. . Sim 27 76
Invasao Linfatica - 0,008
Nao 67 96
. Ausente/Discreta 56 88
Inflamagao 0,901
Moderada/Extensa 39 92
Sim 18
Recidiva .
Nao 80
. Sim 7
Obito
Nao 89

Em negrito encontramos as caracteristicas mais presentes nas pacientes e os valores de p
estatisticamente significativos. Aqueles cujo teste de sobrevida ndo foi valido devido ao

numero insuficiente de eventos foram colocadas como “- “.
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4.1.2 A Analise da Expressao Génica

Os ensaios de microarray foram analisados com auxilio do software
Gene Spring GX 12,1 (Agilent Technologies), seguindo as recomendagdes do
programa. Foi realizada uma abordagem de analise dos componentes
principais, que evidenciou que as amostras apresentavam um padrao
uniforme e controles positivo e negativos validos.

Apos a aplicacao do filtro que retirou todos os ruidos de fundo que
poderiam corresponder a falsos valores, encontramos com resultados
avaliaveis 40 dos 45 genes escolhidos para o estudo. Encontravam-se na
ldamina quantidades diferentes de sondas para cada um dos genes
relacionados, totalizando 74 sondas disponiveis para a analise do sistema
imune nos carcinomas mamarios. Esses foram entdo, submetidos ao
agrupamento hierarquico seguindo a recomendacao de GATZA et al. (2010)

(disténcia euclidiana) e foi gerado o “heatmap” da Figura 6.
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Figura 6 - Resultado grafico (Heatmap) da analise de agrupamento
hierarquico dos genes relacionados ao infiltrado inflamatério nas amostras de
carcinoma mamario, revelando dois grupos com perfil de expresséo

diferentes. No dendograma as cores representam a forga dessas separacdes. A cor preta

demonstra um suporte de 100% das vezes testadas, indicando que esses “clusters” A e B
formados séao fortes. Ja as outras cores variam de 0 a 50% de suporte. Temos a marcagéo
por cores dos subtipos acima do dendograma. Em vermelho estao os genes superexpressos

e em verde 0s genes menos expressos em relagdo a amostra normal.
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No “heatmap” € possivel notar a formacao de dois grandes grupos na
primeira separacado hierarquica, demarcada pela cor preta da chave. Os
grupos de amostras formados estdo descritos na Tabela 2. Os grupos criados
estiveram associados estatisticamente com a intensidade do infiltrado
inflamatorio observado histologicamente, com o grau histolégico tumoral e

com o subtipo molecular.

Tabela 2 - Caracteristicas clinico-patolégicas das amostras que foram
clusterizadas formando os grupos da Figura 6.

Categoria N Grupo A Grupo B Valor p
I 26 11 15
) | 38 15 23
Estadiamento 1 24 14 10 0,526
clinico
v 1 - 1
Inderteminado 12 - -
) Sim 42 21 21
A‘;_‘?ﬁi:’::;m N&o 44 19 25 0,296
Inderteminado 15 -
1 10 1 9
2 32 12 20
Grau nuclear 3 49 18 21 0,331
Inderteminado 7 -
1 11 4 7
. . 2 37 12 25
Grau Histolégico 3 46 28 18 0,043
Inderteminado 7 - -
Luminal A 24 11 13
Luminal B 40 14 26
Subtipo HER2 12 10 2 0,022
Triplo Negativo 12 8 4
Basal 13 7 6
Sim 6 2 4
Invasao Vascular Nao 89 44 45 0,924
Inderteminado 6
Sim 13 5 8
Invasao Perineural Nao 81 40 41 0,789

Inderteminado 7 - -
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Cont/Tabela 2

Categoria N GrupoA Grupo B Valor p
Sim 27 16 12
Invasao Linfatica Nao 67 30 37 0,548
Inderteminado 6 - -
Ausente/Discreta 56 16 40
Inflamagao Moderada/Extensa 39 30 9 <0,001
Inderteminado 7 - -
Sim 18 8 10
Recidiva Nao 80 32 39 0,665
Inderteminado 3 - -
Sim 7 3 4
Obito Nzo 89 41 48 0,852
Inderteminado 7 - -

Em negrito encontram-se as categorias mais enriquecidas nos grupos e os valores de p
estatisticamente significativos. O Grupo A esta a esquerda na Figura 6 e o grupo B a direita

na Figura 6. Aqueles cujo teste estatistico nao foi valido devido ao numero insuficiente foram

“ o«

colocadas como .

O grupo A possui 43 das 101 amostras e, proporcionalmente esta
enriquecido de casos TN (8 casos de 12 no total) e HER2 positivos (10 casos
de 12 no total), além de um grau histolégico mais agressivo e com maior
intensidade no infiltrado inflamatério observado histologicamente. Ja no
subgrupo B, ressalta-se a presenga da maioria dos casos luminais (39 casos
de 64 no total), grau histoléogico 2 e infiltrado inflamatério de menor
intensidade.

Ao realizarmos as analises de sobrevida entre os dois grupos nao
observamos diferenga estatisticamente significativa entre eles, embora as
curvas de sobrevida cancer especifica se mantenham separadas ao longo de
todo o seguimento. Como podemos observar, nesta casuistica observada o
Obito por cancer foi um evento raro e o grupo com pior sobrevida ainda

manteve taxas acima de 90% de sobrevida apds 120 meses de seguimento.
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Figura 7 - Curvas de SCE e SLD dos grupamentos da “clusterizagao usando

0 método de Kaplan-Meier. Na figura a esquerda temos a curva de SCE. Na figura a

direita temos a curva de SLD. Em ambas o grupo A da figura 9 esta na cor azul e o grupo B

de verde.

Os genes mais relevantes para determinacdo dos grupos estao

demonstrados no Quadro 5 e marcados na Figura 8. No Apéndice 1 encontra-

se o Quadro completo dos genes e sondas, médias entre os grupos, valores

de FDR e valores de p.
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Quadro 5 - Lista de sondas de RNAmM mais relevantes para a determinagao
dos grupos moleculares definidos pela expressao dos genes relacionados ao
infiltrado inflamatoério nas amostras de cancer de mama.

Gene sonda MédiaAgrupo MédiaBgrupo Fold Change | Valor de p FDR
IRF4_p1 2,0233445 -0,7859047 -2,8092492 5,98E-11 4,43E-09
CXCL9 8,442738 5,7463036 -2,6964344 1,75E-09 3,23E-08
IL-1R II_p1 0,87509483 -1,6579199 -2,5330147 3,47E-10 1,28E-08
GZMB 3,542044 1,0449185 -2,4971255 1,35E-09 3,34E-08
GZMA 0,93094534 -1,2816103 -2,2125556 4,81E-08 7,12E-07
CCL18_p1 4,888577 2,7282608 -2,1603162 7,08E-06 4,36E-05
CD163_p1 6,7603984 4,8743625 -1,8860359 8,38E-08 7,76E-07
CD28 -1,4550672 -3,3353095 -1,8802423 8,03E-08 8,49E-07
CD48_p2 -1,2918128 -3,0890331 -1,7972203 5,82E-08 7,18E-07
CD19 -1,5926906 -3,186549 -1,5938584 2,03E-06 1,50E-05
CD163_p2 4,249242 2,8908625 -1,3583795 5,97E-04 | 0,0022086
TLR2 3,0121515 1,6631612 -1,3489903 2,40E-07 1,98E-06
CD8a (MAL) _p1 | -2,5644324 -3,8851871 -1,3207547 8,43E-04 | 0,0028362
CD86 4,355176 3,039822 -1,315354 3,87E-04 | 0,0015087
IL-1 beta -3,097316 -4,322413 -1,225097 9,96E-05 5,26E-04
CD68 2,9941328 1,8046992 -1,1894336 2,38E-06 1,60E-05
TLR1 2,5524895 1,3772388 -1,1752507 2,25E-04 | 0,0011115
TLR4_p2 2,4274368 1,2618816 -1,1655552 6,71E-05 3,82E-04
TGF-b_p7 -0,54976726 -1,6520457 -1,1022784 | 0,0037705 | 0,0111608
CD3d -2,8578699 -3,8426168 -0,9847469 3,77E-04 | 0,0015502
LCK -3,799933 -4,777452 -0,977519 7,83E-04 | 0,0027590
IL-6 -1,2920308 -2,2669363 -0,9749055 2,38E-04 | 0,0011001
TGF-b_p5 -1,3685428 -2,3319235 -0,9633807 | 0,0032141 | 0,0099101
CD4_p2 2,6893573 2,0170143 -0,672343 0,0045237 | 0,0128753
TMEM173 1,3759522 0,70916986 | -0,6667823 2,54E-04 | 0,0011072

Estdo demonstrados os valores médios de expressdo em cada grupo, o fold change, e os

valores de p da diferenga observada e False Discovery Rate.
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Pelo “fold change” e valor de p mostrados no Quadro 5, podemos notar
que os genes que estdo diferencialmente expressos nos dois grupos séo
relacionados com as linhagens:

1. Reposta imune inata: TLR1, TLR2, TLR4 e Tmem173
2. Linhagem linfocitaria T: CCL18, CD3d, CD4, CD8, CXCL9, GZMA,

GZMB, IRF-4 e LCK.

3. Linhagem linfocitaria B: CD19 e CD48
4. Linhagem linfocitaria regulatéria: CD28 e IL-6
5. Linhagem mieloide: IL-18, IL-1RII, CD68, CD86, CD163 e TGF- 3.

Notamos, também, que todos estdo menos expressos no segundo

grupo, que € o enriquecido de luminais.

4.2 IMUNO-HISTOQUIMICA

4.2.1 Casuistica

Usamos neste estudo um total de 8 TMAs contendo 925 amostras,
dessas 158 encontravam-se repetidas, e houveram perdas por motivos
diversos (27 amostras nao tinham a interface estroma tumor, 41 encontravam
repetidas em diferentes TMAs e 36 casos estavam com dados clinicos
incompletos, como podemos observar no fluxograma da Figura 9). No final,

os oito TMAs totalizaram 663 amostras de pacientes, descritas na Tabela 3.



925 casos de carcinoma mamario
invasivo presentes nos 8 TMAs

X

767 casos de carcinoma mamario
invasivo presentes nos 8 TMAs

158 casos de encontravam-se
repetidos entre os TMAs

\ 4

27 casos ndo possuiam area de
estroma para analise

41 casos foram perdidos, sem
qualqueramostra presente

\ 4

663 casos de carcinoma mamario
invasivo avaliadosnos 8 TMAs

_| 36 casos nao apresentaram todos os

dados clinicos necessarios
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Figura 9 - Fluxograma dos critérios de exclusdo das amostras na avaliagao

por IHQ. No final foram consideradas apenas amostras que possuiam material avaliavel,

nao estavam duplicadas e cujo prontuario encontrava-se completo.
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Tabela 3 - Caracteristicas clinico-patologicas das pacientes usadas para
imuno-histoquimica.

Categoria N Sobrevida Valor p
em meses
| 191 150,65
| 217 145,70
Estadiamento clinico >0,001
I 140 135,04
v 43 73,99
Sim 265 131,44
Acometimento Linfonodal >0,001
Nao 327 164,35
1 47 164,65
Grau nuclear 2 216 143,82 0,060
3 366 139,21
Ductal 493 141,62
Histologia Lobular 139 156,15 0,220
Outros 27 159,54
1 124 161,30
Grau Histolégico 2 312 152,55 >0,001
3 187 137,30
Luminal A 231 146,28
Luminal B 188 138,30
Subtipo 0,001
HER2 43 120,20
Triplo Negativo 96 129,24
Sim 15 88,12
Invasao Vascular 0,062
Nao 613 150,59
Sim 62 138,19
Invasao Perineural 0,989
Nao 567 150,00
Sim 116 117,24
Invasao Linfatica 0,075
Nao 514 153,45
Ausente/Discreta 379 151,12
Inflamagéo 0,789
Moderada/Extensa 246 146,93
Sim 134 126,41
Quimioterapia Neoadjuvante >0,001
Nao 500 155,09
Sim 133
Recidiva
Nao 530
. Sim 81
Obito
Nao 582

Caracteristicas clinico-patolégicas tratamento e do seguimento das 663 pacientes
diagnosticadas com carcinoma mamario invasor e amostras disponiveis nos blocos de tissue
microarray para estudo imuno-histoquimico. Em negrito estdo as categorias mais

enriquecidas e os valores estatisticamente significativos.
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Todos as amostras presentes nos TMAs foram avaliadas com relacéo
a presencga ou auséncia de marcacao e os tipos celulares marcados. Os
imunomarcadores foram avaliados individualmente quanto a sua relacdo com
a SCE e livre de doenga.

Como estadiamento clinico, grau histologico, acometimento linfonodal
e subtipos estdo entre os fatores prognaosticos classicos do cancer de mama
e apresentam relevancia estatistica na sobrevida dentro da nossa amostra
(todos possuem p<0,05), adicionamos esses fatores como covariaveis para a

analise multivariada através do modelo de regressao multipla de Cox.

4.2.2 Reacao de Imuno-Histoquimica

Nas Figuras 10 e 11 vemos as marcag¢des das reagbes de imuno-
histoquimica dos sete marcadores: CD3 (linfocitos T no geral), CD4 (linfécitos
T auxiliares), CD8 (linfécitos T citotoxicos), CD68 (macréfagos no geral),
CD163 (macrofagos regulatorios), FOXP3 (linfécitos T regulatorios) e PAX5

(linfocitos B).
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Figura 10 - Fotomicrografias das coloragdes imuno-histoquimicas representando a heterogeneidade quanto as populagdes de

células inflamatdrias no cancer de mama. Anticorpos anti-CD3, CD4 e CD8, 100x. A esquerda pode-se notar os casos de infiltrado

inflamatdrio escasso, no meio os casos de infiltrado inflamatério moderado e por ultimo, a direta, o infiltrado intenso. CD3, CD4 e CD8 possuem marcagao
membranar.
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Ausente Raros Frequentes

CD68

CD163

FOXP3

PAX5

Figura 11 - Fotomicrografias das coloragdes imuno-histoquimicas representando a heterogeneidade quanto as populagdes de
células inflamatdrias no cancer de mama. Anticorpos anti-CD68, anti-CD163, anti--FOXP3 e anti-PAX5, 100x. A esquerda pode-
se notar os casos de infiltrado inflamatdrio escasso, no meio os casos de infiltrado inflamatdrio moderado e por ultimo, a direta, o infiltrado intenso. CD68

e CD163 possuem marcagao citoplasmatica.
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Podemos observar que todas as marcagdes foram especificas para as
células que se encontraram no estroma, o que facilitou a contagem das
células com os imunomarcadores selecionados. As células marcadas pelos
anticorpos CD3, CD4 e CD8 apresentaram marcag¢ao de membrana; CD68 e
CD163 marcacao citoplasmatica; FOXP3 e PAX5 marcagao nuclear,
conforme esperado pela sublocalizagdo celular das proteinas

correspondentes.

4.2.3 Comparagao dos Imunomarcadores

Primeiramente, analisamos a presenca de cada marcador
individualmente em cada um dos 4 subtipos: Luminais A, Luminais B, HER2 e
Triplo Negativo. No Quadro 6 temos as quantidades de amostras de cada um

dos subtipos:

Quadro 6 - Quantificacdo das amostras nos diferentes subtipos

Subtipo Quantidade
Luminal A 231
Luminal B 188

HER2 43
Triplo Negativo 96

Nas paginas seguintes, as Tabelas 4 a 10 e Figuras (graficos) 12 a 18
demonstramos as comparag¢oes das quantificacdes de cada anticorpo entre

os subtipos moleculares do cancer de mama.
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CD3
Na Figura 12 e na Tabela 4 e podemos notar como foi a comparagao
grupo a grupo para o anticorpo CD3 e quais sdo as diferengas

estatisticamente significativas.

15.00
|

10.00-

Mean CD3Media

5.00]

0.00-

Luminal A Luminal B Triplo Megativo

subtipo

Figura 12- Valores médios do numero de células imunomarcadas com o

anticorpo CD3 nos diferentes subtipos moleculares de carcinoma mamario.

Em colchetes notamos as comparagées que foram estatisticamente significativas

Tabela 4 - Valores médios do numero de células imunomarcadas com o
anticorpo CD3 em cada subtipo molecular do cancer de mama.

Grupo 1 X Grupo 2 Média Grupo 1 Média Grupo 2 Valor de p
LumA X LumB 1,258 3,450 0,785
LumA X HER2 1,258 5,208 0,646

LumA X TN 1,258 12,574 <0,001
LumB X HER2 3,450 5,208 1,000
LumB X TN 3,450 12,574 <0,001
HER2 X TN 5,208 12,574 0,023

LA = Luminal A. LB = Luminal B. HER2 = Superexpressor de HER2. TN = Triplo Negativo.
Em negrito encontram-se os valores de p estatisticamente significativos. Os valores
representam a média de todos os casos dentro de um subtipo molecular. Em cada caso 3
campos de grande aumento foram avaliados e a média aritmética da densidade dos 3 campos

foi utilizada para os célculos estatisticos.
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Na Tabela 4 estdo expressos os valores da quantificagdo de CD3 em
cada um dos subtipos. Podemos notar que CD3 encontra-se diferencialmente
expresso no subtipo triplo negativo, estando mais presente nesse subtipo que

nos outros.

CD4
Na Figura 13 e na Tabela 5 podemos notar como foi a comparagao
grupo a grupo para o anticorpo CD4 e onde foram encontradas as diferengas

estatisticamente significativas.

20,00
*

15.00-

10,00

Mean CD4Media

5.007

000
Luminal & Luminal B Her-2 Triplo Negativo

subtipo

Figura 13 - Valores médios do numero de células imunomarcadas com o

anticorpo CD4 nos diferentes subtipos moleculares de carcinoma mamario.

Em colchetes notamos as comparagdes que foram estatisticamente significativas
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Tabela 5 - Valores médios do numero de células imunomarcadas com o
anticorpo CD4 em cada subtipo molecular do cancer de mama.

Grupo 1 X Grupo 2 Média Grupo 1 Média Grupo 2 Valor de p
LumA X LumB 4,593 8,341 0,067
LumA X HER2 4,593 15,007 <0,001

LumA X TN 4,593 13,955 0,007
LumB X HER2 8,341 15,007 0,155
LumB X TN 8,341 13,955 0,329
HER2 X TN 15,007 13,955 1,000

LA = Luminal A. LB = Luminal B. HER2 = Superexpressor de HER2. TN = Triplo Negativo.

Em negrito encontram-se os valores de p estatisticamente significativos.

Na Tabela 5 estdo os dados das médias de imunomarcagao para o
anticorpo CD4 em cada subtipo. E possivel distinguir o grupo Luminal A, que
possui menor positividade que os outros subtipos. A diferenca entre os LA e
0os nao-Luminais é estatisticamente significativa (HER2 p<0,001 e TN

p=0,007).
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CD8
Na Figura 14 e na Tabela 6 podemos notar como é a comparagao grupo
a grupo para o anticorpo CD8. N&o foram encontradas diferengas

estatisticamente significativas.

15.00

10.00-

Mean CD8Media

5007

T T T T
Luminal A Luminal B Her-2 Triplo Negativo
subtipo

Figura 14 - Valores médios do numero de células imunomarcadas com o

anticorpo CD8 nos diferentes subtipos moleculares de carcinoma mamario.

Tabela 6 - Valores médios do numero de células imunomarcadas com o
anticorpo CD8 em cada subtipo molecular do cancer de mama.

Grupo 1 X Grupo 2 Média Grupo 1 Média Grupo 2 Valor de p
LumA X LumB 7,923 10,655 0,368
LumA X HER2 7,923 12,072 0,467

LumA X TN 7,923 13,648 0,665
LumB X HER2 10,655 12,072 0,897
LumB X TN 10,655 13,648 0,727
HER2 X TN 12,072 13,648 0,598

LA = Luminal A. LB = Luminal B. HER2 = Superexpressor de HER2. TN = Triplo Negativo.

Em negrito encontram-se os valores de p estatisticamente significativos.
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Aqui observamos a quantificagdo média das células marcadas por
CD8. Nota-se que os subtipos possuem praticamente a mesma quantidade
de células imunomarcadas, ndo havendo diferencas estatisticamente

significativas entre os subgrupos.

CD68

Na Figura 15 e na Tabela 7 podemos notar como foi a comparagao
grupo a grupo para o anticorpo CD68 e onde foram encontradas as diferengas

estatisticamente significativas.

30.00 I I

20.00

Mean CD68Media

10.007

0.00-

Luminal & Luminal B Her-2 Triplo Negativo

subtipo

Figura 15 - Valores médios do numero de células imunomarcadas com o

anticorpo CD68 nos diferentes subtipos moleculares de carcinoma mamario.

Em colchetes notamos as comparagdes que foram estatisticamente significativas.
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Tabela 7 - Valores médios do nimero de células imunomarcadas com o
anticorpo CD68 em cada subtipo molecular do cancer de mama.

Grupo 1 X Grupo 2 Média Grupo 1 Média Grupo 2 Valor de p
LumA X LumB 14,009 17,510 0,913
LumA X HER2 14,009 22,756 0,070

LumA X TN 14,009 29,146 0,013
LumB X HER2 17,510 22,756 0,416
LumB X TN 17,510 29,146 0,554
HER2 X TN 22,756 29,146 1,000

LA = Luminal A. LB = Luminal B. HER2 = Superexpressor de HER2. TN = Triplo Negativo.
Em negrito o valor de p estatisticamente significativo.

Ao analisarmos a Tabela 7 de imunomarcacdo média para o anticorpo
CD68, notamos que os subtipos ndo luminais apresentam uma positividade
maior, mas apenas a diferenca entre os grupos Luminal A (=6 células
marcadas) e Triplo Negativo (=16 células marcadas) foi estatisticamente

significativa (p=0,013).
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CD163
Na Figura 16 e na Tabela 8 podemos notar como foi a comparagao

grupo a grupo para o anticorpo CD163 e a diferenga estatisticamente

significativa.

2500

20 .00

15 .00

Mean CD163Media
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0.00 T T T T
Luminal A Luminal B Her-2 Triplo Negativo

subtipo

Figura 16 - Valores médios do numero de células imunomarcadas com o

anticorpo CD163 nos diferentes subtipos moleculares de carcinoma mamario.

Em colchetes notamos as comparacdes que foram estatisticamente significativas.

Tabela 8 - Valores médios do numero de células imunomarcadas com o
anticorpo CD163 em cada subtipo molecular do cancer de mama.

Grupo 1 X Grupo 2 Média Grupo 1 Média Grupo 2 Valor de p
LumA X LumB 3,945 5,064 1,000
LumA X HER2 3,945 3,978 1,000

LumA X TN 3,945 22,885 <0,001
LumB X HER2 5,064 3,978 1,000
LumB X TN 5,064 22,885 <0,001
HER2 X TN 3,978 22,885 1,000

LA = Luminal A. LB = Luminal B. HER2 = Superexpressor de HER2. TN = Triplo Negativo.
Em negrito o valor de p estatisticamente significativo. Em negrito o valor de p estatisticamente

significativo.
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Os grupos Luminais A (=4 células marcadas) e B (=5 células marcadas)
possuem significativamente menos células CD163 positivas do que o subtipo

Triplo Negativo (= 23) (p<0,001).

FOXP3

Na Figura 17 e na Tabela 9 podemos notar como foi a comparagéo
grupo a grupo para o anticorpo FOXP3 e onde foram encontradas as

diferencas estatisticamente significativas.

0.60-]

0.407

Mean CD3Media

020

0.0 T T T T
Luminal & Luminal B Her-2 Triplo Megativo

subtipo

Figura 17 - Valores médios do numero de células imunomarcadas com o

anticorpo FOXP3 nos diferentes subtipos moleculares de carcinoma mamario.

Em colchetes notamos as comparagbes que foram estatisticamente significativas.
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Tabela 9 - Valores médios do nimero de células imunomarcadas com o
anticorpo FOXP3 em cada subtipo molecular do cancer de mama.

Grupo 1 X Grupo 2 Média Grupo 1 Média Grupo 2 Valor de p
LumA X LumB 0,401 0,470 1,000
LumA X HER2 0,401 0,640 1,000

LumA X TN 0,401 0,228 0,001
LumB X HER2 0,470 0,640 1,000
LumB X TN 0,470 0,228 0,023
HER2 X TN 0,640 0,228 0,158

LA = Luminal A. LB = Luminal B. HER2 = Superexpressor de HER2. TN = Triplo Negativo.

Em negrito o valor de p estatisticamente significativo.

O marcador FOXP3 possui raras células (média menor que 1)
marcadas em qualquer dos subtipos, sem utilidade na diferenciagéo entre os

subtipos.

PAXS5
Na Figura 18 e na Tabela 10 podemos notar como é a comparagao
grupo a grupo para o anticorpo PAX5. Nao foram encontradas diferengas

estatisticamente significativas.
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Figura 18 - Valores médios do numero de células imunomarcadas com o
anticorpo PAX5 nos diferentes subtipos moleculares de carcinoma mamario.

Tabela 10 - Valores médios do numero de células imunomarcadas com o
anticorpo PAX5 em cada subtipo molecular do cancer de mama.

Grupo 1 X Grupo 2 Média Grupo 1 Média Grupo 2 Valor de p
LumA X LumB 1,429 2,882 0,235
LumA X HER2 1,429 2,015 0,569

LumA X TN 1,429 5,385 0,112
LumB X HER2 2,882 2,015 0,475
LumB X TN 2,882 5,385 0,326
HER2 X TN 2,015 5,385 0,248

LA = Luminal A. LB = Luminal B. HER2 = Superexpressor de HER2. TN = Triplo Negativo.

Em negrito o valor de p estatisticamente significativo.

Apos comparar todos os subtipos nota-se que as maiores diferencas
se fazem entre os subtipos Luminal A e Triplo-Negativo, sendo o segundo
grupo enriquecido de células positivas para CD3, CD4, CD68, CD163 e

FOXP3.
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4.2.4 Analise de Sobrevida

Realizamos as analises de sobrevida cancer especifica e sobrevida
livre de doenga para cada um dos imunomarcadores, com cada um dos de
seus pontos de corte especificos segundo a metodologia de maximizacgao.
Todos os pontos de corte utilizados, assim como as curvas de sobrevida de
todos os imunomarcadores se encontram no Apéndice 2. Representamos

aqui apenas curvas que foram estatisticamente significativas.

4.2.4.1 Sobrevida Cancer-Especifica
Apenas a positividade para o anticorpo anti-CD8 apresentou relevancia

estatistica quanto a sobrevida cancer especifica, tendo um carater protetor.
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Figura 20 - Curva de Sobrevida Cancer Especifica para o cancer de mama

em fungdo do numero de células CD8 positivas. Método de Kaplan-Meier e
estatistica de log-rank. CD8: ponto de corte=0 células (p=0,021).
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A Tabela 11 demonstra a diferenca de sobrevida aos 120 meses para

entre 0os casos com e sem marcagao para CD8.

Tabela 11 - Comparacdo da proporgdo de individuos vivos (com ou sem
doenca; Sobrevida Cancer Especifica) apdés 10 anos de seguimento, em
funcéo da presenca de linfocitos CD8 positivos.

Marcador Ponto de corte Sobrevida em 120 meses Valor de p
(%)
CD8 0 Menor: 57% 0,021
Maior: 88%

Apoés o calculo das curvas de sobrevida empregamos o modelo de
regressédo de Cox univariado, incluindo apenas o marcador estatisticamente
significativo, como mostrado na Tabela 12, para associa-lo com seu perfil, seja
ele de protetor contra o tumor, quanto de potencializador da agressividade

tumoral.

Tabela 12 - Modelo de regresséo de Cox univariada para sobrevida cancer
especifica em fungao da auséncia de linfocitos CD8 positivos.

Intervalo de confianga

Marcadores Grupo de risco Risco Relativo  Inferior Superior  Valor de p
CD8 Iguala 0 0,487 0,253 0,905 0,023

Podemos observar os pontos de corte do marcador, o grupo de maior risco em relagéo ao

ponto de corte, o risco relativo, o intervalo de confianga e o valor de p. Em negrito encontra-

se o valor de p estatisticamente significativo.

O CD8 manteve seu valor estatistico com o modelo de regressao
univariado de cox. As pacientes que nao possuem as células imunomarcadas

tem mais que o dobro de chance de evoluir a ébito.
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Ap0s realizarmos as curvas de sobrevida cancer especifica e o modelo
de regressédo de Cox univariado, utilizamos o modelo de regressao multipla
de Cox com cada marcador e estadiamento clinico, acometimento linfonodal,
grau histologico e subtipos moleculares, ja que essas variaveis mostraram
associagao estatisticamente significante com sobrevida (todos com p<0,05).

Os valores de todos encontram-se no Apéndice 2.

Tabela 13 — Risco relativo para os fatores prognosticos classicos e presenga
de linfécitos CD8 através da regressdo de Cox multivariada aplicada a
sobrevida cancer especifica

Intervalo de confianca

Risco
Marcador Grupo de risco ) Inferior Superior Valor de p
Relativo
CD8 Iguala 0 0,593 0,253 1,387 0,288

Usamos como fatores prognésticos o estadiamento clinico, SBR, acometimento linfonodal e
subtipo molecular. Podemos observar os pontos de corte do marcador, o grupo de maior risco
em relagao ao ponto de corte, o risco relativo, o intervalo de confianga e o valor de p. Em

negrito encontra-se o valor de p estatisticamente significativo.

Podemos notar que CD8 ndo se mostrou independentemente

associado a SCE.

4.2.4.2 Sobrevida Livre de Doenga
Apods a realizagao do teste de maximizacdo dos pontos de corte para
todos os marcadores com relagao a recorréncia, foram realizadas as curvas
de SLD utilizando o método de Kaplan-Meier com o calculo de log-rank.
Todos os pontos de corte utilizados, assim como as curvas de

sobrevida livre de doenca de todos os imunomarcadores se encontra no
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Apéndice 3. A seguir estarao representadas as curvas de sobrevida cujos

marcadores imuno-histoquimicos apresentaram significancia estatistica.
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Figura 19 - Curvas mostrando a proporcao de individuos Livre de Doencga
calculado pelo método de Kaplan-Meier e estatistica de log-rank em fungéo

das subpopulacdes de células inflamatérias. CD8: ponto de corte de 38 (p=0,003).
CD68: ponto de corte de 26 (p=0,006). CD163: ponto de corte de 4 (p=0,027). FOXP3: ponto
de corte: 0 (p=0,031).

A Tabela 14 resume os achados estatisticos em relagdo a SLD em cada

um dos marcadores e seus respectivos pontos de corte.
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Tabela 14 — Comparacao das proporcoes de individuos livre de doenca aos
10 anos de seguimento, de acordo com ponto de corte maximizado em cada
imunomarcador.

Sobrevida em 120 meses

Marcador Ponto de corte %) Valor de p
0

Menor:84%

CD3 13 0,184
Maior:77%
Menor: 85%

CD4 32 0,192
Maior:68%
Menor: 65%

CcD8 38 0,003
Maior: 61%
Menor: 80%

CD68 26 0,004
Maior: 68%
Menor: 81%

CD163 4 0,027
Maior: 72%
Menor: 73%

FOXP3 0 0,031
Maior: 81%
Menor:83%

PAX5 11 0,420
Maior:79%

Em negrito os valores de p com significancia estatistica.

Ao avaliarmos o imunomarcador CD8, associado aos linfocitos T
citotoxicos, notamos que a alta concentragao de células marcadas (mais que
38 células), tem uma relagdo com um pior prognéstico, relacionando-se entéao
com uma maior chance de recorréncia da doenca.

Da mesma forma, CD68 que é um imunomarcador para macrofagos
em geral e CD163 que € um marcador especificos de macrofagos de perfil
M2, relacionam-se ambos com um pior progndéstico e maior probabilidade de

recorréncia da doenca.
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Por fim, a presenga de linfécitos T regulatérios, imunomarcados pelo
anticorpo  FOXP3, estd associado com uma menor probabilidade de

recorréncia da doenga, portanto relacionando-se com um melhor prognéstico.

Tabela 15 - Risco relativo de sobrevida livre de doenga obtido pela regresséo
de Cox univariada para os imunomarcadores selecionados pela significancia
estatistica no método de Kaplan-Meier.

Intervalo de confianca

Marcadores  Grupo de risco Risco Relativo Inferior Superior Valor de p
CD3 Abaixo de 13 0,640 0,329 1,243 0,212
CD4 Acima de 32 1,671 0,767 3,640 0,228
CD8 Acima de 38 2,578 1,359 4,891 0,004
CD68 Acima de 26 2,032 1,211 3,408 0,007

CD163 Acima de 4 1,787 1,062 3,008 0,029
FOXP3 Iguala 0 0,554 0,321 0,955 0,033
PAX5 Iguala 0 1,324 0,535 3,279 0,560

Podemos observar os pontos de corte do marcador, o grupo de maior risco em relagéo ao
ponto de corte, o risco relativo, o intervalo de confianga e o valor de p. Em negrito encontra-

se o valor de p estatisticamente significativo.

Podemos observar na Tabela 15 da regressédo univariada de Cox
relacionada a SLD que os marcadores CD8, CD68, CD163 e FOXP3
apresentam compatibilidade com as curvas de Kaplan-Meier. Enquanto a
presenca densa de linfécitos CD8+ e células CD68+ dobram as chances de
recorréncia, a infiltracdo de macrofagos CD163+ aumenta as chances de
recorréncia em cerca de 79%, e a presenca de linfocitos FOXP3+ diminui a
chance de recorréncia em 55%.

No modelo de regressao multipla de Cox multivariado, incluimos além
dos marcadores descritos no paragrafo anterior, também fatores prognésticos

classicos do cancer de mama que se mostraram associados estatisticamente
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com recorréncia no nosso estudo (estadiamento clinico, acometimento

linfonodal, grau histoldgico e subtipos moleculares).

Tabela 16 - Risco Relativo de recorréncia do cancer de mama em 120 meses
segundo o modelo de regressao de Cox multivariada para os fatores
progndsticos classicos e marcadores imuno-histoquimicos com relevancia
estatistica na analise univariada.

Intervalo de confianca

Categorias Grupo de risco RISC_O Inferior Superior Valor de p
Relativo

Estadiamento 1 0,891
Estadiamento 2 0,832 0,251 2,755 0,736
Estadiamento 3 0769 0,258 2,295 0,638
N 1 0,013
N 2 0,155 0,040 0,595 0,007
N3 0,148 0,450 0,485 0,002
N 4 0,307 0,118 0,800 0,016
Grau Histoldgico 1 0,006
Grau Histologico 2 0,152 0,035 0,662 0,012
Grau Histolégico 3 0,432 0,240 0,853 0,014
Subtipo LumA 0,760
Subtipo LumB 0,334 0,143 0,780 0,011
Subtipo Her2 0,749 0,365 1,535 0,430
Subtipo TN 0,855 0,321 2,276 0,753
CD3 Abaixo de 13 1,856 0,775 4,456 0,136
CD4 Acima de 32 1,259 0,515 3,078 0,606
CD8 Acima de 38 1,750 0,892 3,430 0,103
CD68 Acima de 26 1,058 0,540 2,074 0,869
CD163 Acima de 4 1,550 0,825 2914 0,173
FOXP3 Igual a 0 0,665 0,341 1,298 0,232

PAX5 Iguala 0

Usamos como fatores prognésticos o estadiamento clinico, SBR, acometimento linfonodal e
subtipo molecular. Podemos observar os pontos de corte do marcador, o grupo de maior risco
em relagdo ao ponto de corte, o risco relativo, o intervalo de confianca e o valor de p. Em

negrito encontra-se o valor de p estatisticamente significativo.
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Nenhum marcador se mostrou como um fator progndstico
independente dos fatores preditivos classicos.

Por ultimo, antes de estudar os subtipos moleculares individualmente,
avaliei a relagéo entre os linfocitros T citotdxicos e os linfocitos T regulatérios,
classificando-os em duas categorias: uma na qual ha um uma quantidade alta
de linfécitos T citotdxicos (CD8 alto) e linfocitos Treg baixos (FOXP3 baixo) e
a outra na qual ha poucos linfocitos T citotoxicos (CD8 baixo) e muitos
linfécitos Treg (FoxP3 alto). Mas esses dois perfils nao se mostraram
significativamente diferentes tanto em relagéo a sobrevida livre de doenga,

quanto em relagao a sobrevida livre especifica.
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Figura 20 - Curvas de sobrevida cancer especifica e SLD da correlagao

CD8/FOXP3. SCE com todos os subtipos (p=0,591). SLD com todos os subtipos (p=0,591).

Nao foi possivel realizar a mesma analise com cada subtipo individualmente pois 0 nimero

de eventos era muito pequeno e impossibilitava a estatistica.
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4.2.5 Comparacgao dos Subtipos Moleculares
Separamos os subtipos moleculares de cancer de mama, para avaliar
o perfil de células inflamatérias e sua influéncia progndstica nos subtipos

individualmente. Os pontos de corte foram recalculados para cada subtipo.

Quadro 7 - Relacdo dos diferentes pontos de corte tanto em quando
avaliamos todos os subtipos moleculares, como quando o calculo foi feito para
cada subtipo individualmente na sobrevida cancer especifica.

Sobrevida Cancer especifica — Pontos de corte e valores de p

Todos p LA p LB p TN p HER2 p

CD3 5 0,308 | 0 | 0,165 | 20 | 0,428 | O | 0,002 0 0,296
CD4 0 0416 | 9 | 0448 | 0 | 0,237 1 0,002 3 0,437
CD8 0 0,021 | 3 | 0,155 | 1 | 0,025 | 6 | 0,037 9 0,437
CD68 1 0,057 | 3 | 0,606 0,027 | 7 | 0,115 - -

7
CD163 0 0,835 | 1 | 0,093 | O 0,33 | 83 | 0,115 - -
FOXP3 1 0449 | 1 | 0,292 | 1 | 0,956 | 12 | 0,330 1 0,437
PAXS 1 0,076 | 0 | 0,184 | 1 | 0,104 | 3 | 0,668 0 0,238

Usamos a metodologia de estimativa de maximizagao do ponto de corte pelo teste estatistico

log-rank. Em negrito encontra-se o valor de p estatisticamente significativo.
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Quadro 8 - Relacdo dos diferentes pontos de corte tanto em quando
avaliamos todos os subtipos moleculares, como quando o calculo foi feito para
cada subtipo individualmente em relacao a sobrevida livre de doenca.

Sobrevida Livre de Doenc¢a — Pontos de corte e valores de p
Todos p LA p |LB p TN P |HER2 P
CD3 13 0,184 1 041390606 | 1 |0,068] 0 |0,916
CD4 32 0,192 13 |0,13212| 0,18 | 2 |0,096| 3 |0,096
CD8 38 0,003 29 |0,001|30|0,194 | 38 |0,157| 9 |0,157
CD68 26 0,006 49 10,126 | 7 | 0,454 | 84 |0,181| 29 |0,181
CD163 4 0,027 4 0,002 | 2 | 0,69 | 12 |0,471| 1 |0,471
FOXP3 0 0,031 1 0,021 0 |0,128| 0 |0,082| 1 |0,082
PAX5 11 0,542 1 0,047 | 0 | 0,127 | 3 |0,240| 0 |0,240

Usamos a metodologia de estimativa de maximizacao do ponto de corte pelo teste estatistico

log-rank. Em negrito encontra-se o valor de p estatisticamente significativo.

Luminal A

Primeiramente realizamos as analises de SCE nesse subtipo, mas

nenhum marcador se mostrou com uma estatistica relevante. No Apéndice 4

podemos observar todas as curvas de sobrevidas desse caso, além da

regressao de Cox univariada.

Ao realizarmos a analise de SLD notamos relevancia estatistica em

alguns marcadores, sendo eles CD8, CD163 e PAX5. Os graficos e o modelo

de regressao de Cox univariado dos demais marcadores (CD3, CD4, CD68 e

FOXP3) se encontram no Apéndice 4.
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Figura 21 - Curvas mostrando a proporgao de individuos Livre de Doencga

calculado pelo método de Kaplan-Meier e estatistica de log-rank em fungéo

das subpopulacdes de células inflamatérias. CD8: ponto de corte de 38 (p<0,001).
CD163: ponto de corte de 4 (p=0,002). PAX5: ponto de corte de 11 (p=0,020).

Realizamos entdo os modelos de regressao de Cox univariados com

esses marcadores.
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Tabela 17 - Modelo de regressdo de Cox univariada aplicada a SLD no
subtipo LA.

Intervalo de confianca

Marcadores Grupo de risco Risco Relativo Inferior Superior Valor de p
CD8 Acima de 38 7,367 2,017 26,908 0,003
CD163 Acima de 4 3,387 1,231 9,323 0,018
PAX5 Acima de 11 4,888 1,111 21,507 0,036

Em negrito os valores de p estatisticamente significativos.

Os imunomarcadores CD8, CD163 e PAX5 mantiveram seu valor
estatistico pela analise do modelo de Cox Univariado.

Utilizando apenas o subtipo LA, recalculamos os pontos de corte para
todos os imunomarcadores com relagao a 6bito, e foram calculadas as curvas
de sobrevida utilizando o método de Kaplan-Meier e o calculo de log-rank,
mas nao houve nenhuma estatistica significativa como podemos observar no
Apéndice 5. Ao realizarmos o mesmo procedimento para recorréncia, o
imunomarcador FOXP3 mostrou estar associado com a recorréncia da

doencga (p=0,021), como podemos observar na Figura 22.
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Figura 22 - Curvas de SLD com pontos de corte especificos para LA dos

marcadores CD8, CD163, FOXP3 e PAX5. Nas quais foram empregadas o método

de Kaplan-Meier e estatistica de log-rank. CD8 ponto de corte: 29 (p=0,001). CD163 ponto de
corte: 4 (p=0,002). FOXP3 ponto de corte: 1 (p=0,021). PAX5 ponto de corte: 1 (p=0,047).

Realizamos entdo os modelos de regressao de Cox univariados com

esses marcadores, com os resultados mostrados na Tabela 18.

Tabela 18 - Modelo de regressao de Cox univariado aplicada a SLD com
ponto de corte especifico do subtipo LA.

Intervalo de confianca

Marcadores Grupo de risco  Risco Relativo Inferior Superior Valor de p
CD8 Acima de 29 6,732 1,838 24,654 0,004
CD163 Acima de 4 4,238 1,578 11,386 0,004
FOXP3 Acima de 1 4,037 1,124 14,499 0,032
PAX5 Acima de 1 2,273 0,840 6,151 0,053

Os pontos de corte usados séo os calculados para o subtipo LA. Em negrito os valores de p

estatisticamente significativos.
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Nota-se que com relacdo ao modelo de Cox CD8, CD163 e FOXP3
mantiveram seu valor estatistico, j4& PAX5, encontra-se no limite para a
significancia. As curvas de SLD dos outros imunomarcadores, assim como o

modelo de Cox univariado se encontram no Apéndice 5.

Luminal B

Ao realizar as analises de SCE para o subtipo LB, notamos que apenas
o CD163 era estatisticamente significativo, na Figura 23 podemos observar a
curva de sobrevida cancer especifica desse marcador. Ao realizarmos os
testes estatisticos observamos que nenhum dos imunomarcadores estava
correlacionado a SLD nesse subtipo. No Apéndice 6, observam-se as curvas

de SCE e SLD, além da regresséo de Cox univariada.
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Figura 23 - Curva de SCE do marcador CD163 no subtipo LB. Na qual foi

empregada o método de Kaplan-Meier e estatistica de log-rank. CD163 ponto de corte: 0
(p=0,033).
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Realizamos entdo o modelo de regressdao de Cox univariado com

CD163.

Tabela 19 - Modelo da regressao de Cox univariada aplicada a sobrevida
cancer especifica no subtipo LB.

Intervalo de confianca

Marcadores Grupo de risco  Risco Relativo Inferior Superior Valor de p

CD163 Acima de 0 1,243 0,459 3,370 0,056

Nao ha nenhum valor menor que 0,05, apenas CD163 que é borderline.

Utilizando apenas o subtipo LB, recalculamos os pontos de corte para
todos os imunomarcadores com relagao a 6bito, e foram calculadas as curvas
de sobrevida utilizando o método de Kaplan-Meier e o calculo de log-rank, e
os imunomarcadores CD8, CD68 e CD163 encontram-se estatisticamente
significativos, como podemos observar na Figura 24. Ao realizarmos o mesmo
procedimento para recorréncia, nenhum dos imunomarcadores se mostrou
estatisticamente significativo. Os outros imunomarcadores, assim como o

modelo de cox univariado se encontram no Apéndice 7.
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Figura 24 - Curvas de SCE dos marcadores CD8, CD163 e PAX5 com ponto

de corte especifico para o subtipo LB. Nas quais foram empregadas o método de

Kaplan-Meier e estatistica de log-rank. CD8 pontos de corte: 1 (p=0,025). CD68 ponto de
corte: 7 (p=0,027).CD163 pontos de corte: 0 (p=0,002).

Realizamos entdo os modelos de regressao de Cox univariados com

esses marcadores.
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Tabela 20 - Modelo de regressao de Cox univariado aplicada a sobrevida
cancer especifica com os pontos de corte especificos do subtipo LB.

Intervalo de confianca

Marcadores Grupo de risco  Risco Relativo Inferior Superior Valor de p
CD8 Abaixo de 1 0,331 0,120 0,916 0,033
CD68 Acima de 7 4,767 1,029 22,078 0,046
CD163 Acima de 0 1,243 0,459 3,370 0,056

Os pontos de corte usados sdo os calculados para o subtipo LB. Em negrito os valores de p

estatisticamente significativos.

Triplo-Negativo

Assim como nos casos anteriores, fizemos as curvas de SCE e SLD
relacionando os imunomarcadores ao subtipo Triplo-Negativo. Apenas CD4
correlacionou-se estatisticamente, a SCE, como mostrado na figura 25. No
Apéndice 8 podemos observar todas as curvas e a analise do modelo de

regressao de Cox em cada um desses marcadores.
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Figura 25 - Curva de sobrevida cancer especifica do marcador CD4 no

subtipo TN. Na qual foi empregada o método de Kaplan-Meier e estatistica de log-rank.
CD4 ponto de corte: 0 (p=0,026).
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Tabela 21 - Modelo de regressao de Cox univariado aplicada a sobrevida
cancer especifica no subtipo TN.

Intervalo de confianca

Marcadores Grupo de risco  Risco Relativo Inferior Superior Valor de p

CD4 Iguala 0 0,213 0,048 0,951 0,043

Em negrito o valor de p estatisticamente significativo.

Utilizando apenas o subtipo TN, recalculamos os pontos de corte para
todos os imunomarcadores com relagao a 6bito, e foram calculadas as curvas
de sobrevida utilizando o método de Kaplan-Meier e o calculo de log-rank, e
os imunomarcadores CD3, CD4 e CD8 encontram-se estatisticamente
associados, como podemos observar na Figura 26. Ao realizarmos 0 mesmo
procedimento para recorréncia, nenhum dos imunomarcadores se mostrou
estatisticamente significativo. Os outros imunomarcadores, assim como o

modelo de cox univariado se encontram no Apéndice 9.
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Figura 26 - Curvas de SCE dos marcadores CD3, CD4 e CD8 com ponto de

corte especifico do subtipo TN. Nas quais foram empregadas o método de Kaplan-

Meier e estatistica de log-rank.CD3 ponto de corte: 0 (p=0,002). CD4 ponto de corte: 1
(p=0,002). CD8 ponto de corte: 6 (p=0,037).

Realizamos entdo os modelos de regressao de Cox univariados com

esses marcadores.
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Tabela 22 - Modelo de regressao de Cox univariado aplicada a sobrevida
cancer especifica com os pontos de corte especificos do subtipo TN.

Intervalo de confianca

Marcadores Grupo de risco  Risco Relativo Inferior Superior Valor de p
CD3 Iguala 0 0,119 0,023 0,616 0,011
CD4 Abaixo de 1 0,146 0,028 0,752 0,021
CD8 Abaixo de 6 0,146 0,018 1,186 0,057

O ponto de corte usado foi especifico para o subtipo TN. Em negritos os valores de p
estatisticamente significativos.

HER2

N&o houve nenhum resultado de valor estatisticamente significativo em
relacdo a SCE e SLD no subtipo HER2. As curvas de SCE e SLD se
encontram no Apéndice 10, mas como ha poucas pacientes, nao foi possivel
realizar o modelo de regressao de Cox univariado dessas amostras. Mesmo
ao recalcular os pontos de corte, as curvas de SCE e SLD n&o foram

significativas, como mostrado no Apéndice 11.

4.2.6 Avaliacao dos Grupos

Ao analisarmos tanto a expressao génica quanto a imuno-histoquimica
temos dois grupos de amostras com caracteristicas marcantes, o grupo das
amostras enriquecidas para os receptores de estrogeno e progesterona (os
luminais) e o outro grupo de pacientes, com a maioria das pacientes que
expressam HERZ2. Quando realizamos a segregagdo em subtipos, ndo foi
possivel avaliar apenas o subtipo HER2, decidimos, entdo agrupas as
amostras segundo duas outras categorizagdes: Luminais e ndo Luminais e

HER2 positivos e HER2 negativos.
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Os 663 casos de estudados foram separados em Luminais e n&o-

Luminais, geramos entao as curvas de SCE e SLD (Figura 27).
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Figura 27 - Curvas de SCE e SLD comparando os grupos Luminais versus

nao-Luminais. Nas quais foram empregadas o método de Kaplan-Meier e estatistica de

log-rank. Lum = Luminais € NLum = N&o Luminais

Pode-se observar que os grupos séo relacionados a SCE e SLD.

Analisamos entdo como se comportavam os marcadores nesses grupos e

obtivemos a relacéo descrita na Tabela 23.
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Tabela 23 - Valores médios de células imunomarcadores nas categorias

Luminais e Nao-Luminais.

Luminal N&o-Luminal
Marcador Pacientes Média Pacientes Média Valor de p
CD3 403 2,457 89 10,588 <0,0001
CD4 401 5,999 91 14,232 <0,0001
CD8 401 8,331 94 13,262 0,020
CD68 319 14,213 81 27,963 <0,0001
CD163 335 4,070 79 19,294 <0,0001
FOXP3 358 0,400 82 0,354 0,080
PAX5 383 1,781 86 4,523 0,186

Em negrito os valores que sao estatisticamente significativos
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Figura 28 - Graficos que mostram as diferengas de frequéncia dos

marcadores acima e abaixo da média nos grupos Luminais e Nao-Luminais.

Em roxo temos os grupos Luminais e em Azul os N&o luminais. E a esquerda a quantidade

de células abaixo da média e a esquerda a quantidade de células acima da média. Com

asterisco encontram-se os marcadores que se encontraram diferencialmente expressos nos

grupos.
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Ao avaliarmos a Figura 28 e a Tabela 23, conclui-se que uma maior

concentragéo de células CD3, CD4, CD8, CD68 e CD163 positivas estao,

proporcionalmente, mais presentes no grupo Nao-Luminal, que € grupo de

pior sobrevida nas nossas analises.

2, Grupo HER2 positivo X HER2 negativo
As amostras também foram comparadas com relacédo a expressao de
HER2.
SCE Survival Functions Survival Functions SLD
e e
0,95 1, o7
0,97 **"H 2,24-
0,959 _!%I.‘ 2:2;:
0837 ut 0,854
0817 NHer2 0,827
5o " 2 ,
S 0,57 1N T 073
& 085 s & 0707
E g3 E 0677
3 ' b e g 0,644 AR
0,814 0611
0,75 Her2 0,58 Her2
0,774 0,55+
0,527
0.757] 0,49 —
0,73 0,46
0,71 e 0437 e
' p=0,239 o] P=0,004
0,654 0,37
n,'nn sn:nn 1nn',nn 1snl,nn 20000 ' n,'nn snjnn 1nn',nn 1snl,nn znnl,nn

SCE

SLD

Figura 29 - Curvas das SCE e SLD comprando os grupos HER2 Positivo e

HERZ2 negativo. Nas quais foram empregadas o método de Kaplan-Meier e estatistica de
log-rank. HER2: HER2 positivos e NHER2: HER2 negativo

Pode-se observar que os grupos HERZ2 positivo e HER2 negativos ndo

apresentam diferenga com relagdo a SCE. O grupo HER2 positivo apresentou
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pior SLD. Analisamos entdo como se comportavam os marcadores nesses

grupos e obtivemos a relagéo descrita.

Tabela 24 - Comparagao dos marcadores nos subtipos HER2 positivos e
HERZ2 negativos.

HER?2 Positivos HER2 Negativos
Marcador Pacientes Média Pacientes Média Valor de p
CD3 76 4,561 414 3,817 0,139
CD4 73 11,171 416 6,895 0,003
CD8 76 12,702 416 8,604 0,343
CDe68 41 17,219 357 16,796 0,191
CD163 42 5,500 370 5,500 0,500
FOXP3 71 0,629 367 0,348 0,032
PAX5 73 2,840 394 2,161 0,038

Em negrito os valores que sdo estatisticamente significativos.
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Figura 30 - Graficos que mostram os as diferengcas de frequéncia dos
marcadores acima e abaixo da média nos grupos HER2 positivos e HER2

negativos. Em azul escuro temos os grupos HER2+ e em azul claro os HER2-. E a esquerda

a quantidade de células abaixo da média e a esquerda a quantidade de células acima da
média. Com asterisco encontram-se os marcadores que se encontraram diferencialmente

expressos nos dois grupos.



100

Ao avaliarmos a Tabela 24 e a Figura 29 podemos notar todos os
marcadores possuem valores brutos mais altos nos casos HER2 negativos,
mas apenas CD4, FOXP3 e PAX5 possuem uma diferenga estatisticamente
significativa.

Encontram-se, recorrentemente na literatura, associados a valores
preditivos e progndsticos, a analise da combinagdo dos marcadores CD8 e
FOXP3, na qual se criam dois grupos: um com CD8 alto e FOXP3 baixo e
outro com CD8 baixo e FOXP3 alto. As analises de SCE e SLD desses grupos
foi realizada e nao foi possivel obter um resultado estatisticamente
significativo ao avaliarmos todos os subtipos ao mesmo tempo como
demonstrado no Apéndice 11. N&o realizamos a analise de cada subtipo

raridade dos eventos.

4.3 ASSOCIAGAO DA EXPRESSAO EM LARGA ESCALA E A

IMUNO-HISTOQUIMICA

Para melhor visualizagdo dos resultados de ambas as técnicas
decidimos dividir as células inflamatérias em dois grandes grupos, o grupo

linfocitario e o grupo mieloide.

4.3.1 Linhagem linfocitaria
Ao analisarmos a linhagem linfocitaria, avaliamos o perfil geral dos
linfécitos, definidos na imagem como comum, além de quatro perfis da

linhagem linfocitaria, os linfécitos T auxiliares (CD4+), os linfocitos T
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citotoxicos (CD8+), os linfocitos T regulatérios (FOXP3+) e os linfocitos B

(CD20+).

Marcadores

CcD3

CD4

Linfocitos

Figura 31 - Esquema de marcadores relacionados com os diferentes subtipos

de linfocitos. De laranja estdo as sondas diferencialmente expressas na andlise da
expressao genica. De verde temos os imunomarcadores usados para imuno-histoquimica.
Apenas as sondas com diferenga estatistica estdo representadas na figura.

Ao avaliarmos os linfocitos, duas populagdes se sobressaem nos
resultados conjuntos, a citotdxica e a regulatoria.

A linhagem de linfécitos citotoxica, CD8+, quando presente associa-se
com um carater protetor quando relacionada com SCE, mas ao se ter um
infiltrado inflamatério macico dessas células, com mais de 38 células
marcadas, possui um perfil relacionado com a maior probabilidade de
recorréncia.

A linhagem de FOXP3+, de linfécitos T regulatério, quando presente
esteve associada com uma melhor SLD estando associada com uma menor

probabilidade de recorréncia.



102

4.3.2 Linhagem Mieloide
Ao analisarmos a linhagem mieloide, avaliamos o perfil geral dos

macrdéfagos, definidos na imagem como comum, além do perfil regulatorio.

Marcadores

CDe8

Macrofagos

Figura 32 - Esquema de marcadores relacionados com as populagdes de

macrofagos. De laranja estdo as sondas diferencialmente expressas na andlise da
expressdo genica. De verde temos os imunomarcadores usados para imuno-histoquimica.

Apenas as sondas com diferencga estatistica estao representadas na figura.

O estudo avaliou os macréfagos com um pan-marcador, o CD68 e os
de perfil M2, com o marcador CD163, e ambos foram relacionados com uma

pior SLD estando associado com maior chance de recorréncia.
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5 DISCUSSAO

A avaliagao do infiltrado inflamatdrio nos tumores da mama néao é parte
da rotina diagnéstica, apesar dos estudos publicados ressaltando seu valor
prognéstico e preditivo (RAVELLI et al. 2017). O ndo uso de caracterizagao
do sistema inflamatério no microambiente tumoral é decorrente da falta de
estudos com replicabilidade na rotina dos laboratérios de patologia (SAVAS
etal. 2016; INGOLD-HEPPNER et al. 2016). Na literatura encontram-se varios
trabalhos utilizando as diversas técnicas como: Hematoxilina Eosina, IHQ
single e multiplex, imuno-fluorescéncia, citometria de fluxo e quantificagao do
RNAmM, com resultados diferentes relacionados a valores preditivos e
prognésticos, visto que as células imunes foram avaliadas como um
agrupamento de células presentes na porg¢ao intratumoral ou no estroma,
sendo possivel caracteriza-las em diferentes conjuntos, utilizando um ou mais
imunomarcadores, como CD3 para linfocitos, CD4, para LTA, CD8 para LTC,
CD68 para macréfagos ou CD163 para macréfagos de perfil M2, dificultando
assim a comparagao entre as metodologias e estabelecimento daquela com
melhor aplicabilidade. Pode-se, também, correlacionar as células imunes com
um subtipo especifico ou todos ao mesmo tempo, e mesmo os pontos de
cortes usados na avaliagado variam em praticamente todos os artigos, como é
possivel visualizar no Quadro 3 (DENKERT et al. 2016; MANI et al. 2016;
BUISSERET et al. 2016; SAFONOV et al. 2017). Esse trabalho visa

demonstrar um método de avaliagdo do infiltrado inflamatério que seja
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aplicavel na clinica de forma simples, reprodutivel, custo-efetivo e informativo.
Todos os marcadores utilizados neste estudo mostraram excelente qualidade
técnica nas reagbes e facilidade na interpretacdo e contagem das células
inflamatorias.

A populagao usada no “RNAarray” € um pouco diferente da descrita na
literatura, pois ndo possui a maioria dos casos classificados como SBR1 ou
do subtipo Luminal A. Ja a populacdo usada para avaliagao por IHQ, ainda
que tenha sido proveniente de oito TMAs diferentes escolhidos para trabalhos
distintos, com objetivos especificos, se fez muito parecida com a descrita na
literatura. Segundo o SEER (2018), a porcentagem de pacientes
sobreviventes em 5 anos é de 89,7% enquanto a porcentagem da populagéo
do estudo esta em torno 88%. Apesar da idade mediana (54 anos) ser um
pouco menor que a descrita (69 anos) e termos uma quantidade maior de
casos da classificacdo SBR2 que o normal (superando a classificacédo de
SBR1) (SEER), os outros dados estdo de acordo com a literatura. Mesmo com
as diferengas nas éareas avaliadas, sendo as células do “RNAarray”
provenientes da regido intratumoral e as da IHQ encontradas no estroma, os
resultados puderam ser comparaveis visto que trabalhos anteriores avaliaram
as regides intratumoral e estromal e observaram que tanto macréfagos
(GWAK et al. 2015) quanto os linfécitos (DENKERT et al. 2010) possuem uma
otima correlagéo entre as estas regides.

Os linfécitos s&o, dentre todas as células do sistema imune, os mais
estudados e associados com prognostico e resposta a medicamentos.

Usamos o marcador CD3 como um marcador geral de linfocitos, e ele ndo
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mostrou qualquer associacdo com as sobrevida cancer especifica e sobrevida
livre de doenga sendo coerente com outros dados da literatura (ALKATOUT
et al. 2017; OKABE et al. 2017), embora haja um estudo de 2013 por
RATHORE et al. que tenha associado o CD3 como um fator prognédstico
protetor, na sobrevida livre de doenca. A presenca de células CD3 marcadas
€ mais frequente em tumores n&o luminais, tanto em nosso estudo, como na
literatura (MAO et al. 2016; OKABE et al. 2017).

O linfocito T citotdxico é capaz de eliminar as células tumorais (XU et
al. 2017; ZHANG HD et al. 2017; PRUNERI et al. 2018), e se mostrou
relevante tanto na analise de expressdo genica, quanto na de imuno-
histoquimica no nosso estudo. Na expressao génica, podemos notar que nado
apenas o marcador membranar esta diferencialmente expresso (CD8a), como
as enzimas relacionadas aos granulos citotoxicos secretados e relacionados
a sua capacidade de eliminar células (GZMA e GZMB), demostrando que os
linfécitos intratumorais ainda estéo ativos, principalmente no grupamento nado
luminal. Ao analisa-los na IHQ, pelo marcador CD8, notamos que esses se
encontram mais presentes nos subtipos n&o luminais, corroborando os
resultados da expresséo génica. A presencga deles se relaciona com a SCE,
possuindo um carater protetor, diminuindo as chances de 6bito em torno de
50%, como descrito na maioria dos estudos encontrados na literatura
(RATHORE et al. 2014; ALI et al. 2016; MAO et al. 2016; LU et al. 2017;
OKABE et al. 2017; PRUNERI et al. 2018). Porém quando presente em
quantidades maiores (média acima de 38 células imunomarcadas em 3

campos de grande aumento, 400x) o CD8 esteve relacionado com uma maior
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probabilidade de metastase em nossas amostras, praticamente dobrando as
chances de essas pacientes recorrerem. Esse resultado, talvez, possa ser
explicado por um trabalho de DONGRE et al. (2017) publicado recentemente
que diz que a transigcdo epitélio-mesénquima (TEM), um dos fatores
importantes para metastase, inibe as células CD8 positivas nos carcinomas
mamarios, entéao é possivel que tais células estejam presentes mas inibidas e
nao exercam seu papel protetor. O entendimento que ainda carece de
validagdes seria que o sistema imune reconhece o tumor por meio dos seus
neoantigenos € identificado pelas células CD8 positivas, que sao recrutadas
para o local, desativadas por efeitos da TEM e n&o eliminadas, justificando a
presenca em altas concentracbes dessas células e sua associagdo com
metastase.

Os linfécitos T CD4 positivos possuem diversas fungdes, sendo
chamados de auxiliares por mediar diversas ativagdes no sistema imune. Na
literatura, essas células estdo mais presentes nos casos HER2 positivos na
literatura (HEIMES et al. 2017; CHUNG et al. 2017), e associados a sobrevida
global e sobrevida livre de doenga, ambos, com carater protetor. Na nossa
casuistica, também detectamos o enriquecimento no subtipo Her2 do cancer
de mama, entretanto n&o foi possivel associar as células CD4+ com
desfechos favoraveis ou desfavoraveis para as pacientes.

Uma parcela dos LTH que é muito relacionado estudada e relacionada
com a SCE é o de linfocitos T regulatorios que sdo capazes de silenciar a
resposta imune antitumoral e associa-se com piores progndsticos. Nesse

estudo, esse perfil foi analisado na IHQ pela marcagdo de FOXP3. No geral,
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poucas células foram encontradas, sendo o subtipo TN aquele cuja média de
células encontradas foi maior, conforme o descrito na literatura (GOODEN et
al. 2011; ASANO et al. 2016; QIAN et al. 2017; ALKATOUT et al. 2017) Essas
células foram relacionadas com a SLD, relacionando-se com um melhor
prognostico, independentemente de fatores progndsticos classicos, como
estadiamento clinico, SBR e subtipo molecular. As pacientes que nao
possuem essas células, tem o dobro da chance de terem uma recorréncia. O
papel dos linfocitos T regulatérios ainda é muito controverso no cancer de
mama. Uma metanalise de 2011 relatou que na literatura o valor prognéstico
das células T FOXP3 em 58 estudos variou de ruim (n = 23), neutro (n = 23),
e bom (n = 12) (GOODEN et al. 2011). Os estudos mais recentes reforgam
essa contradi¢cao do valor prognostico das células FOXP3+ (QIAN et al. 2017;
ALKATOUT et al. 2017).

As células PAX5 positivas (linfécitos B) estiveram mais presentes no
subtipo TN no nosso estudo, mas sem associagcdo com eventos adversos., A
literatura também nao demonstra associacado dessas células com sobrevidas
nos subtipos de CM.

A avaliagéo da linhagem mieloide esteve representada nas analises da
expressao génica pelas sondas direcionadas para os genes CD68, CD86,
CD163 e genes codificadores do receptor IL-1RII e das citocinas IL-13 e TGF-
B. No estudo imuno-histoquimico, usamos os imunomarcadores CD68 e
CD163, ambos de marcacgao citoplasmatica. A marcacao pelo anticorpo anti-
CD68 engloba as duas principais populagdes de macrofagos: M1 associada

com efeitos antitumorais e a M2 associada com efeitos pré-tumorais. A
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populagao de macréfagos M2 € a mais encontrada nos carcinomas mamarios,
identificada pelo marcador CD163 (ZHANG B et al. 2017; YANG et al. 2017,
TASHIREVA et al. 2017; ZHAO et al. 2017). Tanto as células CD68, quanto
as CD163 foram mais encontradas no subtipo TN, como na literatura (SOUSA
et al. 2015; ZHANG HB et al. 2017). Os dois marcadores se relacionaram com
a SLD, sendo ambos associados com um pior prognéstico, conforme ja
descrito anteriormente na literatura (SOUSA et al. 2015; SHABO et al. 2015;
XU et al. 2017; ZHANG HB et al. 2017; MORITA et al. 2017).

Nosso estudo traz uma contribuigado original a literatura quanto ao valor
progndstico dessas células em cada subtipos moleculares de cancer de mama
analisado separadamente. No subtipo Luminal A encontramos que a presencga
das células CD8, CD163, FOXP3 e PAX5 sédo todas associadas com menor
sobrevida livre de doenca, minimamente dobrando as chances de recorréncia.
As analises no subtipo Luminal B sugerem um papel protetor das células CD8
na sobrevida cancer especifica. Ja a presenca das células CD68 e CD163 no
subtipo Luminal B foram associadas com pior sobrevida cancer especifica,
quadruplicando as chances de 6bito. No subtipo Triplo-Negativos foram as
células CD3, CD4 e CD8 que se destacaram, todas associadas com uma
melhor sobrevida cancer especifica, diminuindo as chances de 6bito em 80%.
A associagdo entre CD8/FOXP3 e valores preditivos e progndsticos
encontrada na literatura, ndo foi estatisticamente relevante nas nossas
analises.

Apesar de todos os resultados que obtivemos com o trabalho, também

vale ressaltar que outras metodologias, que conseguissem avaliar mais de um
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imunomarcador ao mesmo tempo, como a citometria de fluxo ou mesmo a
imuno-fluorescéncia, nos permitiiam uma melhor caracterizagéo das células
presentes nos subtipos tumorais e seus estados de ativagao. As principais
limitacbes do nosso estudo foram a avaliacdo do infiltrado inflamatério em
regides (intraepitelial e estromal) nos dois métodos utilizados, embora existam
dados de nao inferioridade entre a avaliagao entre um ou outro compartimento
(GWAK et al. 2015; DENKERT et al. 2016) Além disto, a escolha do TMA
como material de andlise, pode ser considerada um fator limitante para o
estudo visto que as areas selecionadas ndo abrangem o tumor como um todo
e pode ser que algumas dessas areas usadas na avaliagdo fossem mais
enriquecidas ou desfavorecidas do parametro geral de inflamag¢ao do tumor.
Contudo, este método reduziu amplamente o custo de reagentes e nos
permitiu a analise de multiplos marcadores me mais de 600 amostras com
seguimento de longo prazo.

Ainda assim, o projeto permitiu ampliar a visdo sobre um assunto ainda
controverso e contribui para a transferéncia do conhecimento para a
aplicabilidade clinica da avaliacdo do sistema inflamatério em tumores de
mama. O estudo corrobora a literatura mais recente valoriza 0 microambiente
tumoral para a predigdo do comportamento tumoral e propdée uma forma de
avaliagao aplicavel em todos os laboratérios de patologia.

Os resultados do trabalho indicam a IHQ como o melhor método de
quantificacédo do infiltrado inflamatdrio na rotina, focando principalmente nos

marcadores de LTC (CD8), Tregs (FOXP3) e macréfagos (CD68 e CD163), ja
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técnica esta disponivel na grande maioria dos laboratérios e pode ser aplicada

sem grande complexidade pelos patologistas.
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6 CONCLUSAO

Nosso estudo conseguiu quantificar e identificar diferengcas de varias
subpopulagdes de células inflamatérias (Macréfagos em geral, Macréfagos
M2, Linfécitos T em geral, Linfécitos T auxiliares, Linfocitos T citotoxicos,
Linfécitos T regulatérios e Linfécitos B em geral, nos diversos subtipos
moleculares do cancer de mama, tanto pela expressao génica, quanto pela
IHQ. Houve consideravel sobreposi¢cao nos resultados obtidos com as duas
metodologias apesar da avaliagdo e amostras e compartimentos tumorais
diferentes, o que reflete uma interessante validagdo biolégica. A imuno-
histoquimica apresentou uma qualidade técnica e facilidade para avaliacao
em casos individuais que a credenciam como método de escolha para a rotina
diagndstica.

No cancer de mama em geral a associagao de células CD8 com um
melhor progndstico na SCE, porém a presenga abundante de células CD8 se
relacionou com pior prognéstico na SLD. Ainda com relagédo a SLD, as células
FOXP3 s&o associadas a um melhor progndstico enquanto a presenca de
CD68 e CD163 estédo associados a um pior prognéstico. O subtipo TN € o que
possui a maior intensidade do infiltrado inflamatério como um todo e também
de todas as células analisadas, enquanto o de menor intensidade € o subtipo
LA.

O subtipo LA é o que possui menor quantidade de células inflamatérias,

estando a presenca de células PAX5, CD8 e CD163 associadas a um pior
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progndstico na analise univariada, com risco relativo até 7 vezes maior para o
marcador CD163. O subtipo LB teve a presenca de CD8 associadas a um
melhor prognéstico na SCE e a presenga de CD68 e CD163 estdo associados
a um pior prognostico na SCE na analise univariada, com risco relativo até 4
vezes maior para o marcador CD68. Ja o subtipo TN é o mais enriquecido de
células inflamatérias e as subpopulagcbes de células CD3, CD4 e CD8
mostraram associagdo com um pior prognostico na SCE na analise
univariada, com risco relativo de 6bito pela doenca até 9 vezes maior para o

marcador CD4.
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Anexo 2 - Tabela de classificagdo dos carcinomas mamarios segundo o TNM

de acordo com o preconizado pelo AJCC de 2010.

Tumor Primaério (T)

Tis

Carcinoma intraductal, lobular in situ

T Tumor menor ou igual a 2cm em sua maior dimensao

T1a Tumor até 0,5cm

T1b Tumor de 0,6 a 1cm

T1c Tumor de 1,1 a 2cm

T2 Tumor de 2,1 a 5cm

T3 Tumor maior que 5cm

T4 Tu_mor dg qualquer didmetro com invasédo direta da pele ou
caixa toracica

T4a Extensao a parede toracica

T4b Ede'ma ou ulqeragéo c’Je pele da mama ou nédulos cutaneos
satélites restritos a prépria mama

T4c Associacao de T4a e T4b

T4d Carcinoma inflamataério

Linfonodos (N)

Nx

Os linfonodos néo podem ser avaliados (remog&o previa)

NO Auséncia de metastase para linfonodo

N1 Acometimento de linfonodos axilares ipsilaterais méveis

N1 mic Acpm_etimento microscoépico de linfonodos axilares ipsilaterais
moveis

N2 Acometimento de linfonodos axilares ipsilaterais fixos

N3 Acometimento de linfonodos da cadeia mamaria interna

ipsilateral

Metastases (M)

MO

Sem metastase

M1

Metastase a distancia




Anexo 3 - Tabela de classificagdo do estadiamento do paciente Segundo o
AJCC de 2010.

Classificagao do estadiamento do paciente segundo o TNM preconizado pela
AJCC de 2010. qg= qualquer classificacao.

Estadiamento T N M
0 Tis NO MO
IA T1 NO MO
B TO N1mic MO

T1 N1mic MO
A TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
IIB T2 N1 MO
T3 NO MO
A TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
1B T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
e qq N3 MO
vV qaq qaq M1




Anexo 4 — Detalhamento da metodologia usada pela Dra. Pinilla-Fernandez
para analise dos perfis de expressao génica no cancer de mama por ocasiao
da sua dissertacdo de doutorado na Fundacdo Antonio Prudente. (ano:
). EXTRAIDO dos originais.

Microdisseccgao a laser das células epiteliais de CDI

Com a intensao de estudar exclusivamente o componente epitelial do
CDl, utilizamos a metodologia de microdissecc¢éo a laser com o equipamento
Pixcell Il LCM (Arcturus Engineering, Mountain View, CA, USA), o qual
pertence ao Departamento de Anatomia Patolégica do A.C. Camargo Cancer
Center. Esse sistema consiste basicamente de um microscépio invertido, ao
qual é acoplada uma fonte de raio laser infravermelho de baixa poténcia e
uma camera ligada a um monitor e um computador (ESPINA et al. 2006). A
lamina com o corte histoldgico, previamente corado, é fixada ao chariot por
um mecanismo de sucg¢ao a vacuo. O feixe de raio laser incide sobre uma
base de captura, ou CapSure HS™ Arcturus®, revestido por um filme
termoplastico. O CapSure HS fica posicionado entre o feixe de laser e o corte
histolégico. Com o disparo do feixe de laser, o filme termoplastico expande e
a célula escolhida adere. Quando o pulso cessa, o filme retrai levando consigo
a célula aderida a superficie do CapSure. Dessa forma, repete-se a operagao
quantas vezes forem necessarias. A quantidade de células necessarias varia

de acordo com o tipo de tecido e com o estudo que sera realizado.
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Figura 1 - Representacao esquematica do procedimento microdissecg¢ao a

laser.

Cada amostra foi cortada utilizando um criostato graduado para obter
cortes de 10um; esses cortes foram depositados em uma lamina carregada
eletrostaticamente e armazenados em freezer -80°C até o momento da
microdissecgao. As amostras foram mantidas congeladas com ajuda de gelo
seco e descongeladas 30 segundos antes da coloragdo para inicio do
processo de microdissecgdo; em seguida, foram coradas uma a uma com
Hematoxilina e imediatamente microdissecadas a laser, capturando
exclusivamente as células epiteliais neoplasicas (ver “Figura 2”) num CapSure
HS™ Arcturus®, usando feixe de laser com didmetro de 7,5um e um tempo

de captura maximo de 10 minutos.



Figura 2 - Representacdo de uma amostra microdissecada a laser. As

fotografias representam uma tipica microdisseccgao a laser de células epiteliais, nas quais é
possivel observar a captura das células desejadas. A) Tecido antes da microdissecgao; B)
Tecido apds a microdissecgao; C) CapSure com as células capturadas.
Extracao e amplificagdo do RNA das células microdissecadas a laser
Imediatamente apds a captura das células epiteliais no CapSure HS™
utilizando o kit Pico Pure RNA isolation™ Arcturus®, o RNA total foi extraido
segundo o protocolo do fabricante. Foi acoplado o anel de extracédo ao
CapSure e adicionado o extraction Buffer (XB), incubando a 42°C extraindo o
RNA, o qual foi imediatamente congelado e mantido em gelo seco por um
tempo maximo de 2 horas. O RNA foi purificado segundo o protocolo do
fabricante, tratado com DNase | para remogcdo do DNA gendmico
contaminante e eluido em 15uL de Elution Buffer. Uma aliquota de 1,5uL foi
separada para avaliagdo da qualidade do RNA extraido e o restante (13,5uL)
foi concentrado até 4,15uL Mediante o uso de uma centrifuga a vacuo

(Centrivap Labconco).

Avaliagcao da Qualidade e Integridade do RNA Total

A qualidade do RNA total foi analisada utilizando o equipamento
Bioanalyser 2100 (Agilent Technologies), o qual realiza uma eletroforese
capilar de alta tensdo. O software do equipamento calcula a proporgéo entre

as bandas ribossomais 18S e 28S para amostras eucaridticas. E construido



um eletroferograma e calculado um numero de integridade do RNA (RIN-RNA
Integrity Number) que varia de 0 a 10. Um exemplo da qualidade do RNA total
extraido das amostras microdissecadas a laser esta representado na “Figura
3”. Devido a baixa quantidade de RNA obtido de células capturas Mediante
microdissecc¢ao a laser, foi utilizado o RNA 6000 Pico LabChip Kit, que permite
uso de amostras com quantidade extremamente pequenas de RNA (de 200pg

a 5ng).
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Figura 3 - Perfil analitico de RNA total por eletroforese Capilar (Bioanalyser 2100,
Agilent Technologies). O painel apresenta o eletroferograma obtido a partir de 1yl de RNA
total, tratado com DNasa, ndo quantificado. A: Grafico do eletroferograma mostrando a
fluorescéncia em relacdo ao tamanho dos nucleotideos, observasse 3 picos, o primeiro em
25nt é o marcador, o pico em 1800nt corresponde a subunidade 18S e no 4000nt a
subunidade 28S do ribossomo. B: Gel do eletroferograma das amostras, mostrando as
subunidades 18S e 28S como bandas de eletroforeses e as sombras o “semear” os picos de
degradacgéo do RNA.

Amplificagdo do RNA com cauda de poli A (RNA poliA)

Para este trabalho, nds adaptamos o protocolo de amplificagdo de RNA
poliA utilizado pelo grupo e descrito em CASTRO et al. (2008) com a finalidade
de possibilitar a utilizacdo de RNA amplificado a partir de amostras

microdissecadas a laser para hibridizacdo na plataforma Agilent. A



amplificacdo e marcagao com fluoroforos foi realizada utilizando o kit de
amplificagcdo Quick-Amp Labeling kit (Agilent Technologies) com algumas
modificagdes (Figura 4) descritas a seguir. A partir de 7-12ng de RNA total em
um volume de 4,15uL, foram adicionados 0,6uL de iniciador Oligo-dT ligado
ao promotor de T7 e 1uL de RNA “Spike”, sendo Spike A para RNA das
amostras teste marcadas com Cy3 e Spike B para o RNA referéncia marcado
com Cy5. O RNA Spike é um RNA proveniente da transcrigdo de uma unica
sequéncia de 55-mer de adenovirus humano tipo 6, gene E1A, regi&do13S, que
funcionam como controle da amplificagdo e marcagdo, uma vez que o
oligoarranjo construido pela Agilent possui sondas especificas para esses
RNAs. Os tubos foram incubados a 65°C por 10 min. para desnaturar o RNA,
seguido por um rapido esfriamento em gelo por 10 min.; em seguida, foram
adicionados 4,25uL de master mix para transcri¢gao reversa, cDNA (2uL de 5X
First Strand Buffer previamente aquecido por 5 min. a 80°C 1uL 0,1M DTT,
0,5uL 10mM dNTP mix, 0,5uL MMLV-RT, 0,25uL RNase OUT) incubando no
termociclador por 2 horas a 40°C; posteriormente, foram adicionados 30uL do
tampao de transcricdo Transcription master mix (4,85uL H20 DEPC 10uL 4X
transcription buffer, 3uL 0,1M DTT, 8uL 25mM NTP mix (Promega), 3,2uL
PEG previamente aquecido a 40°C por 1min, 0,25uL Rnase OUT, 0,3uL
Pyrophosphatase inorganic, 0,4uL T7 31 RNA polimerase) incubando por 3
horas a 40°C para sinteses do RNA complementar (CRNA) que permitisse o
segundo ciclo de amplificagdo. Assim, o cRNA foi purificado empregando-se
o RNeasy mini kit (Qiagen), seguindo o protocolo do fabricante. O cRNA

gerado durante o primeiro ciclo de amplificacédo (cRNA1) foi concentrado na



centrifuga a vacuo a 6,7l e foi empregado no segundo ciclo de amplificacéo.
O segundo ciclo de amplificagao foi feito segundo protocolo otimizado em
nosso grupo de pesquisa (CASTRO et al. 2008). A primeira fita de cDNA foi
feita Mediante adicdo de 2ug de iniciador Random Hexameros (dN6) e
incubacéo a 70°C por 10 min., com rapido esfriamento em gelo por 10 min;
em seguida, foram adicionados 12,3ul de master mix para transcrigéo reversa
cDNA (4ul ImProm 1l 5X buffer, 4,8ul MgCI2 25mM 2ul dNTPs 10mM, 0,5l
Rnase OUT 1ul ImProm-Il transcriptase reversa), incubando 2 horas a 42°C.
Logo apos foi feita a sintese da segunda fita de cDNA, adicionando 80ul de
master mix (64,4ul H20-DEPC 10ul Advantage PCR buffer, 0,7yl iniciador
Oligo -dT (Agilent) 2ul dNTPs 10mM, 0,72ul RNAse H (2U/ul Gibco BRLCat#
18021-071) 2ul Advantage Polymerase (Clontech Cat# 8417-1). O cDNA foi
purificado por fenol cloroférmio, 0 20% do cDNA obtido foi guardado a -20°C
para validagdo das amostras, o 80% do cDNA obtido foi utilizado segundo
ciclo de amplificagdo. O segundo ciclo de amplificagdo utiliza a enzima T7
RNA polimerase, que simultaneamente amplifica o material alvo, gerando o
cRNA e incorpora o CTP marcado com cianina 3 (Cy3) ou cianina 5 (Cy5). As
amostras testes foram marcadas com Cy3 e o RNA referéncia foi marcado
com Cy5 para serem utilizados na hibridizagdo competitiva. 32 O rendimento
esperado da etapa de amplificagdo do protocolo disponibilizado pela Agilent
€ da ordem de 100 vezes quando comparado a concentracdo de RNA total
inicial, no entanto, com a incorporagao da etapa adicional de amplificacao o
rendimento chega a ordem de 1000 vezes. Seguindo as recomendagdes do

kit de amplificacdo Quick-Amp Labeling kit (Agilent Technologies), foram



consideradas amostras aptas para a hibridagao aqueles que tiveram uma
massa de RNA amplificado 20,9ug e uma atividade especifica das Cy3 ou Cy5
>8,0pmol/ug de cRNA amplificado. Um esquema explicando o processo esta

apresentado abaixo na Figura 4.
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Neste estudo foi utilizada a hibridacdo competitiva. Nesse caso, as
hibridagdes sao realizadas utilizando uma amostra referéncia, comum a todas
as hibridacdes, marcada com um corante fluorescente distinto da amostra
teste, que se refere as amostras de interesse do estudo. As amostras teste e
referéncia sdo misturadas e hibridadas em uma mesma lamina. Como a
hibridagado é competitiva, os valores de fluorescéncia obtidos revelam niveis
relativos de expressao de cada transcrito na amostra comparada com a
amostra referéncia. Dessa forma, o uso da amostra referéncia possibilita
comparagdes de experimentos independentes (NOVORADOVSKAYA et al.
2004). A hibridagcdo dos microarrays foi realizada com 3ug de cRNA da
amostra teste marcada com Cy3 e mesma quantidade do RNA referéncia
marcados com Cy5, por um periodo minimo de 18 horas e maximo 22 horas,
a 65°C em forno rotatério a 10 RPM, utilizando o tampao de hibridagcéo Hi-
RPM fornecido pela Agilent. Apds a hibridacdo, as laminas foram lavadas
utilizando tampdes fornecidos pelo fabricante (Agilent, USA) para eliminagao
de alvos néo especificos e eliminagdo de background. Nesse processo, as
laminas séo retiradas do suporte e lavadas por 1 min. em tampao de lavagem
#1 a temperatura ambiente, seguido pelo tampao #2 por 1 min a 370 C. A
seguir, as laminas passaram pelo processo de secagem que consiste em

lavagens em acetonitrila por 10s e na solugéo de estabilizagao por 30s.



Descricdo do microarray utilizado

A fim de identificar RNAs intrénicos n&do codificadores (ncRNAs) e
RNAs codificadores de proteina expressos em tecido tumoral ou normal
humano, foram utilizados microarrays contendo 244 mil sondas de
oligonucleotideos 60-mer em um desenho essencialmente semelhante ao do
combined intron-exon oligoarray 44k (NAKAYA et al. 2007), desenvolvido pelo
grupo do Dr. Sergio Verjovski Almeida e do Dr. Eduardo Reis - Laboratorio de
expressdo Génica de Eucariotos — Instituto de Quimica da Universidade de
Séao Paulo (MOREIRA 2010). A ldmina 244K contém 44,074 sondas para um
ou mais éxons de genes codificadores de proteinas humanas conhecidas
[(sondas idénticas as da lamina comercial Whole Human Genome Oligo
Microarray 44K (Agilent Technologies)]. Além disso, a lamina 244K possui
sondas para todos os RNAs nao codificadores identificados em 75% de todos
0s genes humanos conhecidos (NAKAYA et al. 2007). Especificamente, a
lamina 244K possui 158,270 sondas para as fitas senso (Figura 5, sonda 4) e
anti-senso (Figura 5, sonda 3) de todos os transcritos totalmente intrénicos
nao-codificadores (TINs) humanos conhecidos (para os quais existem duas
ou mais ESTs no GenBank) (LOURO et al. 2007). Possui ainda 28,878 sondas
para transcritos parcialmente intrénicos nédo codificadores (PINs) conhecidos
(com duas ou mais ESTs), tanto na fita anti-senso (Figura 8, sonda 1) quanto
na fita senso correspondentes aos éxons dos genes codificadores (Figura 8,
sonda 2), nos quais 0 ncRNA anti-senso PIN se sobrepde (LOURO et al.
2007). Completando o total de 244 mil sondas estao também presentes nessa

plataforma dezenas de sondas de controles positivos e negativos



recomendados pela 36 Agilent, incluindo sondas complementares a um Spike
RNA que ¢é adicionado a amostra de RNA para controle positivo da marcagao

e hibridagao.
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Fonte: NAKAYA et al. (2007).

Figura 5 - Desenho do microarranjos de oligonucleotideos intron-éxon. Sonda

60-mer customizada pela empresa Agilent. Sonda 1: Sonda para transcritos

parcialmente intrénicos antisenso Sonda 2: Sonda representando cada éxon que se
sobrepde, na fita oposta, a cada transcrito parcialmente intrénico. Sondas 3 e 4 pares de
sonda reverso complementares para cada uma das duas possiveis fitas dos transcritos
totalmente intrénicos. Sonda 5: Sonda para um éxon de um gene conhecido, codificador de

proteinas.
Captura de sinal e pré-analise das laminas de microarray

Os arrays foram digitalizados com o emprego do Scanner Agilent
Bundle modelo B (Agilent, USA), o qual dispde de 2 lasers com comprimento
de ondas diferentes, que estimulam especificamente o Cy3 ou o Cy5 (Quadro

2).

Quadro 1 - Caracteristicas especificas de cada fluoréforo utilizado.

Fluoroforo Excitagado (nm) Emisséo (nm) Coloragao

Cy3 550 570 Verde

Cy5 649 670 Vermelho




Quando as moléculas sao excitadas emitem um sinal proporcional ao
numero de moléculas hibridadas, que é captado pelo scanner. A quantificacao
desse sinal ocorre devido a conversdo do comprimento de onda emitido pelos
fluoréforos excitados em energia elétrica, produzindo um sinal mensuravel o

que é convertido em uma imagem (Figura 6).

Figura 6 - Ldmina 244K hibridada com RNA da amostra (Cy3 verde) teste e
RNA referéncia (Cy5 vermelho).

A hibridagdo de ambos RNA em um mesmo spot geram a cor amarela,
0s spots nas esquinas da lamina contem sondas dirigidas aos spikes, cuja
hibridizagdo € um controle positivo. Os dados de intensidade de todos os
spots digitalizados no scanner foram extraidos e pré-processados utilizando o
programa Agilent Feature Extraction (v 10,7,1). Esse Software permite extrair
os valores de intensidade de cada spot, obtendo os valores de fluorescéncia
correspondente a expressao de cada transcrito na amostra-teste e na
amostra-referéncia.

Além disso, o Software FE possui fatores de correcao especificos para

as laminas da Agilent, como o fator de corre¢ao do “Efeito Domo”, produzido



pela bolha de hibridizagao, caracteristico do método de hibridagao da Agilent.
Durante a hibridagdo da lamina, € deixada uma pequena bolha de ar na
camara que percorre a borda da lamina durante a hibridacdo enquanto a
ldmina é girada no hibridizador giratorio. Dessa forma, a periferia da lamina
passa por momentos sem solugao (presencga da bolha) entretanto o centro da
lamina esta sempre em contato com a solugao; consequentemente, os spots
localizados no centro da lamina apresentam intensidade maior do que os
localizados na periferia denominado de “Efeito Domo”.

O software FE também corrige as diferengas de sensibilidade de
deteccdo dos dois fluoréforos (Cy3 é detectado pelo scanner com
sensibilidade maior que Cy5, quando ambos estdo em baixas intensidades).
Foi feita também a subtragcdo do background local (valor de intensidade ao

redor de cada spot).

Andlise dos resultados de cdna microarray

Os microarrays foram analisados com o software genespring GX 12,1
(Agilent Technologies). Inicialmente, foram importados os dados de Control
Type, Probe Name, Signal e Feature, obtidos com programa Agilent Feature
Extraction (v 10,7,1). Os dados foram normalizados por transformacao log e
transformacao de baseline.

Uma vez normalizados, os dados foram filtrados com a intens&o de
eliminar os spots com sinal baixo de background ou com saturacdo da
hibridacdo. Consideramos saturacido da hibridacdo os spots com emissao de

sinal maior ou igual a 63,000 (sendo 65,550 = 16 BIT). Nesse caso, 0 excesso



de material hibridado gera um sinal muito intenso que supera a capacidade
do detector de medir a intensidade proporcional de fluorescéncia, invalidando
a quantificagao.

Foi realizado o controle de qualidade dos dados por Analise dos
Componentes Principais (PCA). Essa analise permite comparar o perfil de
expressdo das amostras; assim amostras com a mesma condigéo
experimental devem estar agrupadas. Desvios dessa presung¢do podem ser
devido a amostras de ma qualidade no conjunto de amostras ou uma variagéo
bioldgica verdadeira dentro das populagdes de estudo.

Em seguida, os dados foram filtrados para ficar s6 com sondas com
evidéncia de expressao nas amostras analisadas. As sondas foram divididas
em codificadores e nao codificadores e foram realizadas analises de
expressado procurando genes diferencialmente expressdo nos subgrupos
receptor hormonal e linfonodos acometidos. Foram considerados transcritos
diferencialmente expressos aqueles que apresentaram Fold Change (FC)

21,8 e p-valor <0,01.



Anexo 5 — Descricao do subgrupo de genes selecionados para investigacao
do perfil de expressdo génica relacionado ao componente inflamatério do
carcinoma de mama. Todas as sondas relativas a cada gene foram incluidas
no estudo, ficando a cargo do controle de qualidade do método considerar ou

nao na anaise final.

1. CCL5: E uma citocina que funciona como quimioatraente para
mondcitos, células T auxiliares de memoria e eosinofilos (KHALID et al.
2015).

2. CCL18: A citocina codificada por este gene exibe atividade quimiotatica
para células T naturais, células T CD4+ e CD8+ e linfocitos nao
ativados, mas ndo para mondcitos ou granulécitos. Esta quimiocina
atrai linfocitos T naturais em diregdo a células dendriticas e macrofagos
ativados em linfonodos (LIN et al. 2015). Qual celula Produz/secreta?

3. CD3d: A proteina é parte do receptor de células T, responsavel pelo
reconhecimento de antigenos (SHARMA e KRANZ 2016).

4. CD4: Este gene codifica uma glicoproteina de membrana de linfécitos
T que interage com antigenos do complexo de histocompatibilidade
principal de classe Il e &€ também um receptor para o virus da
imunodeficiéncia humana. Este gene é expresso ndao apenas nos
linfécitos T, mas também nas células B, macrofagos e granulécitos (BUI
e NGUYEN 2016).

5. CD8a: A proteina atua como uma molécula do complexo do receptor

de células T no reconhecimento de antigenos apresentados por uma
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célula no contexto das moléculas de classe | do MHC (SHARMA e
KRANZ 2016). Qual subpopulagéo de linfocitos T??

CD19: O produto desse gene participa da capacidade da célula B para
responder de forma especifica e sensivel a varios antigenos
(MORBACH et al. 2016).

CD20: Este gene codifica uma molécula de superficie de linfocitos B
que desempenha um papel no desenvolvimento e diferenciacdo das
células B em células plasmaticas (VAUCHY et al. 2015).

CD21:A proteina esta predominantemente expressa na superficie de
células B maduras onde faz parte de um complexo do co-receptor de
células B e funciona em parte, para modular a forca do sinal deste
receptor. Embora o CD21 esteja presente em todas as células B
maduras e células dendriticas foliculares (FDCs), isto torna-se
aparente apenas quando a imuno-histoquimica é realizada em secc¢oes
congeladas. Em amostras de tecido embebidas em parafina apenas as
FDCs mantém o padrao de coloracdo. Como resultado, pode ser usado
para marcar as células dendriticas foliculares no tecido linfoide
(TAYLOR et al. 2016).

CD28: A proteina codificada por este gene € essencial para a
proliferacdo e sobrevivéncia de células T, producdo de citocinas e
desenvolvimento de células T auxiliares (TIAN et al. 2015). Mas Quem
A Expressa??

CD48: A proteina codificada é encontrada na superficie de linfécitos (B

e T) e outras células imunes (quais?), como células dendriticas e
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células endoteliais e participa em vias de ativagao e de diferenciagao
nestas células (KIS-TOTH e TSOKOS 2014).

CD68: Este gene codifica uma glicoproteina transmembrana que é
altamente expressa por mondcitos humanos e macrofagos teciduais.
Essa é uma proteina de membrana do tipo | com um dominio
extracelular altamente glicosilado e liga-se a lectinas ou selectinas
especificas de tecidos e 6rgaos. A proteina é também um membro da
familia de receptores de eliminagao, sendo responsavel por eliminar
detritos celulares, promover a fagocitose e mediar o recrutamento e a
ativagdo de macrofagos (ALGARS et al. 2012).

CD86: Este gene codifica uma proteina que € expressa por células
apresentadoras de antigeno e € o ligante para duas proteinas na
superficie de células T, o antigeno CD28 e CTLA-4. A ligagao desta
proteina com o antigeno CD28 é um co-sinal estimulador para ativagéo
da célula T. A ligagdo dessa proteina com CTLA-4 regula
negativamente a ativagédo das células T e diminui a resposta imunitaria
(DYCK e MILLS 2017).

CD163: A proteina codificada por este gene € expressa exclusivamente
em monocitos e macréfagos, principalmente do tipo M2. Funciona
como um sensor imune inato para bactérias e indutor de inflamacgao
local (KOMOHARA et al. 2015).

CD206: A proteina codificada por este gene € um receptor de
membrana tipo | que medeia a endocitose de glicoproteinas por

macrofagos. Foi demonstrado que a proteina liga estruturas ricas em
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manose na superficie de virus, bactérias e fungos potencialmente
patogénicos para que possam ser neutralizados por engolfamento
fagocitico (KOMOHARA et al. 2015).

CD274: A interacao deste ligante com o seu receptor inibe a ativagéo
de células T e a producgao de citocinas, além de provocar a exaustao
periférica de células T efetoras e promover a conversao de células T
efetoras em células Treg (SUKARI et al. 2016). Quem Expressa?
CXCL9: A proteina € um quimioatraente para linfécitos, principalmente
o T, mas nao para neutréfilos (FAE et al. 2013). Quem Produz/Secreta?
CXCL13: Preferencialmente promove a migragao de linfécitos B (em
comparagdo com as células T e macrofagos), aparentemente
estimulando o influxo de calcio e é quimiotatico para células que
expressam o receptor 1 de linfoma de Burkitt (BLR-1) (HAVENAR-
DAUGHTON et al. 2016).

GZMA: A proteina € uma serina protease especifica de células T que
pode funcionar como um componente comum necessaria para a lise
das células alvo por linfocitos T citotéxicos e células NK (VAN DAMME
et al. 2010).

GZMB: A pré-proteina codificada é secretada por células NK e LTC e
processada para gerar uma protease ativa, que induz a apoptose das
células-alvo. Esta proteina também processa citocinas e degrada as
proteinas da matriz extracelular (PERL et al. 2012).

IL-1R |I: Este gene codifica um receptor de citocina que pertence a

familia de receptores de interleucina-1. A proteina codificada é um
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receptor para interleucina-1 alfa, interleucina-1 beta e antagonista do
receptor de interleucina-1. E um mediador importante envolvido em
muitas respostas imunoldgicas e inflamatérias induzidas por citocinas
(SHA e MARKOVIC-PLESE 2011).

IL-1R 1I: A proteina codificada por este gene € um receptor de citocina
que pertence a familia de receptores de interleucina 1. Esta proteina
liga-se a IL-1A, IL-1B e o IL1R1 e atua como um receptor competitivo
que inibe a atividade dos seus ligantes. A IL-4 antagoniza a atividade
da IL-1 ao ligar-se a esse receptor (SHA e MARKOVIC-PLESE 2011).
QUEM expressa?

IL-6: Este gene codifica uma citocina que funciona na inflamacéo e na
maturagao das células B. A proteina é produzida principalmente em
locais de inflamacgéo aguda e crbnica, onde é secretada no soro e induz
uma resposta inflamatoria através do receptor de IL-6 alfa (FRAENKEL
2017). Quem Produz/Secreta?

IL-10: A proteina codificada por este gene é uma citocina produzida
principalmente por mondcitos e, em menor extensado, por linfocitos.
Esta citocina tem efeitos pleiotropicos na imunorregulacdo e
inflamacéo. Ela regula a expressao das citocinas Th1, Ags do MHC de
classe Il e moléculas co-estimuladoras nos macrofagos. Também
aumenta a sobrevivéncia das células B, a proliferacdo e a producéo de
anticorpos. Esta citocina pode bloquear a atividade de NF-kappa B e
esta envolvida na regulagédo da via de sinalizacdo JAK-STAT (ROJAS

et al. 2017).
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IL-12: Este gene codifica a citocina que atua sobre células T e NK e
tem uma ampla gama de atividades biolégicas. Esta citocina é
expressa por macrofagos ativados que servem como um indutor
essencial do desenvolvimento das células Th1. Verificou-se que esta
citocina € importante para sustentar um numero suficiente de células
Th1 de memdria / efetoras para mediar a protegao a longo prazo contra
um patogeno intracelular (MASPI et al. 2016).

INOS: enzima que sintetiza o éxido nitrico que um radical livre reativo
que atua como um mediador biolégico em varios processos, incluindo
neurotransmissdo e atividades antimicrobianas e antitumorais. E um
marcador de macrofagos M1 (PAPAEVANGELOU et al. 2016).

IRF1: A proteina serve como ativadora da transcricdo dos interferons
alfa e beta, também seve como ativador e repressor de varios outros
genes. (SHA e MARKOVIC-PLESE 2017). Quem Produz/Secreta?
IRF4: A proteina é especifica de linfécitos e regula negativamente a
sinalizagao do receptor Toll-like (TLR), que € central para a ativagao
das respostas inata e adaptativa (WANG et al. 2014).

LCK: A proteina codifica uma molécula de sinalizagdo chave na
selecdo e maturagdo de células-T. Ela se liga a receptores de
superficie celular, incluindo CD4 e CD8 e outras moléculas de
sinalizagdo (VENTIMIGLIA e ALONSO 2013). Quem Produz/Secreta?
PIN1: A proteina esta envolvida com regulagao do crescimento celular,
da resposta a estresse genotdxico e outros, da resposta imunolégica,

pela inducdo e manutencgao da pluripoténcia, pelo desenvolvimento de
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células germinativas, pela diferenciagao neuronal e pela sobrevivéncia
celular (PARK et al. 2012). Quem Produz/Secreta?

PRF1: Esta proteina € uma das principais proteinas citoliticas dos
granulos citoliticos e que é conhecido por ser uma molécula efetora
chave para linfocitos T e citolise mediada por células NK (PARK et al.
2012).

SIGIRR: E um receptor relacionado com IL-1 e que é altamente
expresso em ceélulas dendriticas imaturas e células epiteliais, mas nao
em macréfagos (BAUMAN et al. 2015).

SNCA: esse gene codifica o receptor PD1. A via de PD1/PDL1 é um
regulador negativo da fungéo das células T efetoras e acredita-se que
mantém a tolerancia periférica. O bloqueio da via de PD1/ PDL1 afeta
a populagao Treg (SUKARI et al. 2016). Quem expressa?

TGF-B: Corresponde a uma familia que se liga a varios receptores
levando ao recrutamento e ativagéo de fatores de transcri¢ao da familia
SMAD, que regulam a expressao de genes. Esta proteina regula a
proliferacdo, diferenciacdo e crescimento celular e pode modular a
expressao e ativacdo de outros fatores de crescimento, incluindo
interferon gama e fator de necrose tumoral alfa (MACCALLI et al.
2017). Quem Produz/Secreta?

TLR1: A proteina codificada por este gene € um membro da familia

de TLR que desempenha um papel fundamental no reconhecimento
de patdégenos e na ativagdo da imunidade inata. Eles reconhecem

padrées moleculares associados a patogenos (PAMPs) que sao



35.

36.

37.

expressos em agentes infecciosos e medeia a produgao de citocinas
necessarias para o desenvolvimento de imunidade efetiva. Os varios
TLRs exibem diferentes padrées de expressdo (NOREEN e ARSHAD
2015). Quem Produz/Secreta?

TLR2: Esta proteina € uma proteina de superficie celular que pode
formar heterodimeros com outros membros da familia TLR para
reconhecer moléculas conservadas derivadas de microrganismos
conhecidos como PAMPs. A ativacdo de TLRs por PAMPs conduz a
uma regulagdo positiva das vias de sinalizagdo para modular a
resposta inflamatéria do hospedeiro. Este gene, também, parece
promover a apoptose em resposta a lipoproteinas bacterianas
(NOREEN e ARSHAD 2015). Quem Produz/Secreta?

TLR4: Eles reconhecem padrbes moleculares associados a patdogenos
que sao expressos em agentes infecciosos e medeiam a producédo de
citocinas necessarias para o desenvolvimento de imunidade efetiva.
Este receptor foi implicado em eventos de transdugdo de sinal
induzidos pelo lipopolissacarideo encontrados na maioria das bactérias
gram-negativas (NOREEN e ARSHAD 2015). Quem Produz/Secreta?
TMEMA173: A proteina codificada € um receptor de reconhecimento de
padrdes que detecta acidos nucleicos e transmite sinais que ativam as
respostas dependentes de interferon de tipo | (BARBER 2015). Quem

Produz/Secreta?



Apéndice 1 - Tabela com todos os genes e sondas usados para avaliar o
infiltrado inflamatoério na expressao génica.

Gene_sonda Média grupo A | Média grupo B | Fold Change valor de p FDR
CCL5 0,5205464 0,2694584 -0,251088 0,1517963 | 0,2612308
CCL18_p1 4,888577 2,7282608 -2,1603162 7,08E-06 4,36E-05
CCL18_p2 0,5059143 0,06857278 -0,4373415 0,0334429 | 0,0824924
CD3d -2,8578699 -3,8426168 -0,9847469 3,77E-04 0,0015502
CD4_p1 0,41926184 0,27944946 -0,1398124 0,214968 0,3384603
CD4_p2 2,6893573 2,0170143 -0,672343 0,0045237 | 0,0128753
CD8a (MAL)_p1 -2,5644324 -3,8851871 -1,3207547 8,43E-04 0,0028362
CD8a (MAL)_p2 0,15084393 0,10335708 -0,0474868 0,4849625 | 0,6082581
CD19 -1,5926906 -3,186549 -1,5938584 2,03E-06 1,50E-05
CD21 (CR2)_p1 0,15372483 0,15242523 -0,0012996 0,9844315 | 0,1011777
CD21 (CR2)_p2 0,46879798 0,59122443 0,1224264 0,3842995 | 0,5170575
CD21 (CR2)_p3 0,15372483 0,15242523 -0,0012996 0,9844315 | 0,1011777
CD28 -1,4550672 -3,3353095 -1,8802423 8,03E-08 8,49E-07
CD48_p1 0,6869713 0,55081314 -0,1361582 0,5044148 | 0,6221116
CD48_p2 -1,2918128 -3,0890331 -1,7972203 5,82E-08 7,18E-07
CD68 2,9941328 1,8046992 -1,1894336 2,38E-06 1,60E-05
CD86 4,355176 3,039822 -1,315354 3,87E-04 0,0015087
CD163_p1 6,7603984 4,8743625 -1,8860359 8,38E-08 7,76E-07
CD163_p2 4,249242 2,8908625 -1,3583795 5,97E-04 0,0022086
CD206 0,6849604 0,2923909 -0,3925695 0,0313421 0,0799764
CD274_p1 0,678169 0,5146371 -0,1635319 0,3517567 0,491132
CD274_p2 -1,5071368 -1,7094699 -0,2023331 0,4795464 | 0,6225690
CD274_p3 1,2527943 1,4814703 0,228676 0,3419886 | 0,4866762
CXCL9 8,442738 5,7463036 -2,6964344 1,75E-09 3,23E-08
CXCL13_p1 -0,36347565 -0,59866357 -0,2351879 0,1407347 | 0,2479611
GZMA 0,93094534 -1,2816103 -2,2125556 4,81E-08 7,12E-07
GZMB 3,542044 1,0449185 -2,4971255 1,35E-09 3,34E-08
CXCL13_p2 -1,607095 -1,6655823 -0,0584873 0,7860414 | 0,8430009
IL-1 beta -3,097316 -4,322413 -1,225097 9,96E-05 5,26E-04
IL-1R 11_p1 0,87509483 -1,6579199 -2,5330147 3,47E-10 1,28E-08
IL-1R 1l_p2 0,31663933 0,24849442 -0,0681449 0,5679341 0,6778567
IL-1R alfa 0,31663933 0,20158373 -0,1150556 0,3734619 | 0,5117811
IL-6 -1,2920308 -2,2669363 -0,9749055 2,38E-04 0,0011001
IL-10 0,14458087 0,016528403 | -0,1280525 0,1168202 | 0,2216589
IL-12 0,33146504 0,16326286 -0,1682022 0,0555524 | 0,1284649
IRF1_p1 0,060356673 -0,4872122 -0,5475689 0,0420809 | 0,1004513
IRF1_p2 -0,01187162 -0,1108539 -0,0989823 0,6966786 0,769466
IRF1_p3 0,54561394 0,59217095 0,0465570 0,7929573 | 0,8382692




IRF4_p1 2,0233445 -0,7859047 -2,8092492 5,98E-11 4,43E-09
IRF4_p2 0,13700825 -0,007071734 | -0,1440800 0,2425801 0,3739776
LCK -3,799933 -4,777452 -0,977519 7,83E-04 0,0027590
MS4A1_p1 -1,9226655 -2,2070963 -0,2844308 0,2616855 0,3951985
MS4A1_p2 1,2460843 1,2430179 -0,0030664 0,9909762 0,9909762
NOS2_p1 0,6504 0,28933913 -0,3610609 0,1783921 0,3000231
NOS2_p2 -0,1977857 -0,010665739 0,1871200 0,1794853 0,2951536
PIN 1 (UBL5) 0,06160613 0,13593923 0,0743331 0,6071367 0,7131447
PRF1 0,3464285 0,122513086 -0,2239154 0,1073598 0,2090691
SCYL3_p1 0,32699057 0,26053372 -,0664568 0,6630608 0,7548693
SCYL3_p2 0,001671843 0,41174734 0,4100755 0,0976853 0,2007976
SCYL3_p3 -0,07134858 -8,58E-04 0,0704905 0,6826345 0,7653781
CCL15_p4 1,56272985 1,5991559 0,0718574 0,6579397 0,7607427
SIGIRR 0,003129179 0,4389424 0,4358132 0,0561617 0,1259384
SNCA (PD1)_p1 -3,7930703 -3,7554681 0,0376022 0,8241526 0,858976
SNCA (PD1)_p2 0,43466184 0,2229363 -0,2117255 0,0907266 0,1918219
SNCA (PD1)_p3 -0,16514872 0,024590408 0,1897391 0,2669695 0,3951148
SNCA (PD1)_p4 -0,19303559 -0,09889966 0,0941359 0,5652606 0,6857260
SNCA (PD1)_p5 -3,107313 -3,562022 -0,454709 0,1262077 0,2334842
SNCA (PD1)_p6 0,26519823 0,3003455 0,0351473 0,7327012 0,7973514
SNCA (PD1)_p7 0,43466184 0,24735269 -0,1873091 0,1321005 0,2384253
SNCA (PD1)_p8 1,1228613 0,7971399 -0,3257214 0,0994329 0,1988659
SPHK1 0,085264176 -0,5988381 -0,6841023 0,0021646 0,0069645
TGF-b_p1 -0,03594376 -0,27716386 -0,2412201 0,1944282 0,3127758
TGF-b_p2 0,5543417 0,33304885 -0,2212928 0,4830291 0,6162785
TGF-b_p3 -1,5054737 -1,1461914 0,3592823 0,0118028 0,0323485
TGF-b_p4 -0,024785852 0,0885486 0,1133344 0,4738212 0,6261209
TGF-b_p5 -1,3685428 -2,3319235 -0,9633807 0,0032141 0,0099101
TGF-b_p6 0,52706355 0,25013992 -0,2769236 0,0724962 0,1577858
TGF-b_p7 -0,54976726 -1,6520457 -1,1022784 0,0037705 0,0111608
TGF-b_p8 -0,24620199 -0,93606937 -0,6898674 0,0279049 0,0737487
TLR1 2,5524895 1,3772388 -1,1752507 2,25E-04 0,0011115
TLR2 3,0121515 1,6631612 -1,3489903 2,40E-07 1,98E-06
TLR4_p1 0,098955266 0,04002804 -0,0589272 0,2784377 0,4040077
TLR4_p2 2,4274368 1,2618816 -1,1655552 6,71E-05 3,82E-04
TMEM173 1,3759522 0,70916986 -0,6667823 2,54E-04 0,0011072




Apéndice 2 — Curvas de sobrevida cancer especifica e modelos de regressao
de Cox univariado e multivariado para todos os casos de cancer de mama

Quadro 1 - Relagdo dos pontos de corte calculados para as curvas de SCE.

Marcador Ponto de corte para 6hito

CD3 4,667
CD4 0,333
CD8 0

CD68 1

CD163 0,333

FOXP3 1,333

PAX5 1

Como foi usada a média da contagem de 3 areas, a maioria dos pontos
de corte se encontram como valores fracionados. Para tornar toda a
metodologia viavel na rotina clinica arredondamos os valores para o numero

inteiro mais proximo, tendo os pontos de corte descritos no Quadro 2.

Quadro 2 - Relacéo dos pontos de corte usados para fazer as curvas de SCE.

Marcador Ponto de corte para 6hito
CD3 5
CD4 0
CD8 0
CD68 1
CD163 0
FOXP3 1
PAX5 1
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Figura 1 - Curvas de SCE, na qual foi empregada o método de Kaplan-Meier

e estatistica de log-rank. CD3 ponto de corte: 0 (p=0,308). CD4: ponto de corte: 0

(p=0,413). CD8: ponto de corte: 0 (p=0,021). CD68: ponto de corte: 1 (p=0,057). CD163: ponto
de corte: 0 (p=0,835). FOXP3: ponto de corte: 1 (p=0,449). PAX5: ponto de corte: 1 (p=0,076).



Para facilitar o entendimento das sobrevidas cancer especifica,
criamos a Tabela 1 relacionando cada um dos marcadores com 0s grupos

criados e se a diferenca entre eles é estatisticamente significativa.

Tabela 1 - Resumo dos dados de SCE.

Marcador Ponto de corte Sobrevida em 120 meses Valor de p
(%)

CD3 5 Menor: 69% 0,308
Maior: 81%

CcD4 0 Menor: 78% 0,413
Maior: 90%

CD8 0 Menor: 57% 0,021
Maior: 88%

CD68 1 Menor: 96% 0,057
Maior: 85%

CD163 0 Menor: 86% 0,835
Maior: 88%

FOXP3 1 Menor: 81% 0,449
Maior: 91%

PAX5 1 Menor: 80% 0,076
Maior: 94%

Todas as curvas foram separadas em maior ou menor que o ponto de corte.
Em negritos os valores de p estatisticamente significativos.

Pela Tabela 1 podemos notar que apenas CD8, dentre todos
marcadores tem relevancia estatistica. Sendo a sua presenca relacionada
com um melhor prognéstico, aumentando as chances de a paciente n&o
evoluir para o6bito, tendo entdo um carater protetor.

Apoés o calculo das curvas de sobrevida empregamos o modelo de
regressao de Cox univariado, incluindo cada um dos imunomarcadores, para
associa-lo com seu perfil, seja ele de protetor contra o tumor, quanto de

potencializador da agressividade tumoral.



Tabela 2 - Modelo de regressao de Cox univariada para SCE.

Intervalo de confianga

Marcadores Grupo de risco Risco Relativo  Inferior Superior  Valor de p
CD3 Abaixo de 5 0,621 0,246 1,566 0,313
CD4 Iguala 0 0,414 0,424 1,424 0,414
CD8 Iguala 0 0,487 0,253 0,905 0,023
CD68 Acima de 1 3,638 0,875 1,126 0,076

CD163 Iguala 0 0,835 0,494 1,767 0,835
FOXP3 Abaixo de 1 0,673 0,240 1,888 0,452
PAX5 Abaixo de 1 0,406 0,145 1,137 0,086

Na Tabela podemos observar os pontos de corte de cada marcador, o grupo de maior risco
em relagdo ao ponto de corte, o risco relativo, o intervalo de confianga e o valor de p. Em
negrito encontra-se o valor de p estatisticamente significativo.

Pela Tabela 2 podemos notar que apenas CD8 dentre os marcadores
manteve a associacdo coma SCE. As pacientes que nao possuem as células
imunomarcadas tem mais que o dobro de chance de evoluir a obito.

ApOs realizarmos as curvas de sobrevida e o modelo de regressao de
Cox univariado, utilizamos o modelo de regressdo multipla de Cox com cada
marcador e estadiamento clinico, acometimento linfonodal, grau histologico e
subtipos moleculares, ja que essas variaveis mostraram associagao

estatisticamente significante com sobrevida (todos com p<0,05).



Tabela 3 - Modelo de regressao de Cox multivariada aplicada a SCE.

Intervalo de confianca

Risco

Marcadores Grupo de risco Relativo Inferior Superior Valor de p
CD3 Abaixo de 5 0,251 0,015 1,066 0,061
CD4 Iguala 0 0,887 0,424 1,855 0,750
CD8 Iguala 0 0,593 0,253 1,387 0,288
CD68 Acima de 1 2,515 0,472 2,648 0,220

CD163 Iguala 0 0,568 0,253 1,275 0,170
FOXP3 Abaixo de 1 0,744 0,238 2,327 0,611
PAX5 Abaixo de 1 0,327 0,077 1,396 0,131

Usamos como fatores prognésticos o estadiamento clinico, SBR, acometimento linfonodal e
subtipo molecular.

Podemos notar que nenhum dos marcadores se mostrou

independentemente associado com a SCE.



Apéndice 3 - Curvas de SLD e modelos de regressao de Cox univariado e

multivariado para todos os casos de cancer de mama

Apos a realizagao do teste de maximizacdo dos pontos de corte para
todos os marcadores com relagao a recorréncia, foram realizadas as curvas
de SLD utilizando o método de Kaplan-Meier com o calculo de log-rank.

Quadro 1 - Relacao dos pontos de corte calculados para as curvas de SCEs.

Marcador Ponto de corte para recorréncia

CD3 13
CD4 32
CD8 38

CD68 26

CD163 3,667

FOXP3 0

PAX5 11

Como foi usada a média da contagem de 3 areas, um dos pontos de
corte se encontra como valor fracionado. Para tornar a metodologia viavel
para a rotina clinica arredondamos os valores para o numero inteiro mais

préximo, tendo os pontos de corte descritos abaixo no Quadro 2:

Quadro 2 - Relagao dos postos de corte usados para fazer as curvas de SLD.

Marcador Ponto de corte para recorréncia

CD3 13
CD4 32
CD8 38

CD68 26

CD163

FOXP3

PAX5 11
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Figura 1 - Curvas de SLD na qual foi empregada o método de Kaplan-Meier

e estatistica de log-rank. CD3 ponto de corte de 13 (p=0,184). CD4: ponto de corte de
32 (p=0,192). CD8: ponto de corte de 38 (p=0,003). CD68: ponto de corte de 26 (p=0,006).
CD163: ponto de corte de 4 (p=0,027). FOXP3: ponto de corte: 0 (p=0,031). PAX5: ponto de
corte: 11 (0,542).



Para facilitar o entendimento das sobrevidas livre de doencga, criamos
a Tabela 1 relacionando cada um dos marcadores com 0s grupos criados e

se a diferenca entre eles é estatisticamente significativa.

Tabela 1 - Resumo dos dados de SLD. Todas as curvas foram separadas em

maior ou menor que o ponto de corte. Em negritos os valores de p estatisticamente
significativos

Sobrevida em 120 meses

Marcador Ponto de corte (%) Valor de p
N
o w leorae
CD68 26 O 0,004
CD163 4 A 0,027
ows o M
PAX5 11 O 0,158

Ao avaliarmos o imunomarcador CD8, notamos que a alta
concentragao de células marcadas (mais que 38 células), ha uma relagdo com
um pior prognostico, relacionando-se entdo com uma maior chance de
recorréncia da doenca.

Ja CD68 que é pan-imunomarcador para macréfagos e CD163 que €
um marcador de macréfagos de perfil M2, relacionam-se ambos com um pior
prognostico e maior probabilidade de recorréncia da doenga.

Por fim, FOXP3 é o marcador de linfocito T regulatério e a sua presenga
estd associado com uma menor probabilidade de recorréncia da doenga,
portanto relacionando-se com um melhor prognéstico.

Tabela 2 - Modelo de regressédo de Cox univariada para SLD. Em negrito
encontram-se os valores estatisticamente significativos.



Intervalo de confianca

Marcadores
CD3
CD4
CD8

CD68
CD163
FOXP3

PAX5

Grupo de risco Risco Relativo

Acima de 13
Acima de 32
Acima de 38
Acima de 26
Acima de 4
Iguala 0
Acima de 11

1,563
1,671
2,578
2,032
1,787
0,554
1,324

Inferior
0,804
0,767
1,359
1,211
1,062
0,321
0,535

Superior
3,037
3,640
4,891
3,408
3,008
0,955
3,279

Valor de p
0,188
0,196
0,004
0,007
0,029
0,033
0,554

Podemos observar na Tabela 2 da regressdo univariada de Cox

relacionada a SLD que os marcadores CD8, CD68, CD163 e FOXP3 de

comum acordo com as curvas de Kaplan-Meier. Enquanto a presenca macica

de CD8 e CD68 dobras as chances de recorréncia. Ja a infiltragcdo de CD163

aumenta as chances de recorréncia em cerca de 75% aproximadamente. Por

fim, a presenca de FOXP3 diminui as chances de reincidéncia por volta de

50%.

Tabela 3 — Modelo de regressao de Cox multivariada aplicada a SLD. Usamos
como fatores prognédsticos o estadiamento clinico, SBR, acometimento linfonodal e subtipo

independente dos fatores preditivos classicos.

molecular.
Intervalo de confianca
Marcadores Grupo de risco RR'SC.O Inferior Superior Valor de p
elativo
CD3 Acima de 13 1,527 0,217 1,254 0,146
CD4 Acima de 32 1,402 0,331 1,940 0,624
CD8 Acima de 38 1,750 0,892 3,430 0,103
CD68 Acima de 26 1,058 0,540 2,074 0,869
CD163 Acima de 4 1,550 0,825 2,914 0,173
FOXP3 Iguala 0 0,665 0,341 1,298 0,232
PAX5 Acima de 11 1,138 0,390 3,314 0,813
Nenhum marcador se mostrou como um fator prognostico



Apéndice 4 - Curvas de SCE e SLD e modelo de regresséo de Cox univariado

para o subtipo Luminal A
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Figura 1 — Curvas de SCE do subtipo LA. CD3 ponto de corte: 5 (p=0,388). CD4:

ponto de corte: 0 (p=0,451). CD8: ponto de corte: 0 (p=0,158). CD68: ponto de corte: 1
(p=0,606). CD163: ponto de corte: 0 (p=0,447). FOXP3: ponto de corte: 1 (p=0,294). PAX5:
ponto de corte: 1 (p=0,612).



Tabela 1 - Resumo dos dados de SCE do subtipo LA. Todas as curvas foram
separadas em maior ou menor que o ponto de corte. Em negritos os valores de p
estatisticamente significativos.

Marcador Ponto de corte  Sobrevida em 120 meses (%) Valor de p
ops : Misor: 100% 0338
oo
oo
o
CD163 0 O 0,447
FOXP3 1 ,\'\::i’;‘::r:%%f{/‘(’) 0,294
PAX5 1 Menor: 89% 0,612

Maior: 93%

Tabela 2 - Associacdo dos imunomarcadores avaliados com SCE apods

avaliagao por regressao de Cox univariada do subtipo LA. Na Tabela podemos
observar os pontos de corte de cada marcador, o grupo de maior risco em relagdo ao ponto
de corte, o risco relativo, o intervalo de confianga e o valor de p.

Intervalo de confianca

Marcadores Grupo de risco Risco Relativo  Inferior Superior  Valor de p
CD3 Abaixo de 5 0,045 0,257 3,698 0,528
CD4 Iguala 0 0,632 0,190 2,103 0,455
CD8 Iguala 0 0,408 0,113 1,477 0,172

CD68 Acima de 1 1,701 0,221 6,089 0,610
CD163 Iguala 0 0,657 0,220 1,957 0,451
FOXP3 Abaixo de 1 0,440 0,056 3,667 0,492

PAX5 Abaixo de 1 0,678 0,150 3,064 0,614
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Figura 2 - Curvas de SLD do subtipo LA. CD3 ponto de corte de 1 (p=0,160). CD4:
ponto de corte de 13 (p=0,105). CD8: ponto de corte de 38 (p<0,001). CD68: ponto de corte
de 26 (p=0,126). CD163: ponto de corte de 4 (p=0,002). FOXP3: ponto de corte: 0 (p=0,365).
PAX5: ponto de corte: 11 (p=0,020).



Tabela 3 - Resumo dos dados de SLD para LA. Todas as curvas foram separadas
em maior ou menor que o ponto de corte. Em negritos os valores de p estatisticamente
significativos

Marcador Ponto de corte  Sobrevida em 120 meses (%) Valor de p
o
o
o
CD68 26 O 0,126
CD163 4 O 0,002
FOXP3 0 O 0,365
PAX5 11 Menor: B0 0,020

Tabela 4 - Modelo de regressao simples de Cox relacionado a SLD para cada
um dos imunomarcadores nos casos LA.

Intervalo de confianca

Marcadores  Grupo de risco Risco Relativo Inferior Superior Valor de p
CD3 Acima de 13 3,866 0,507 29,504 0,192
CD4 Acima de 32 4,657 0,600 36,136 0,141
CD8 Acima de 38 7,367 2,017 26,908 0,003
CD68 Acima de 26 2,384 0,756 7,514 0,138

CD163 Acima de 4 3,387 1,231 9,323 0,018
FOXP3 Iguala 0 1,624 0,563 4,688 0,370
PAX5 Acima de 11 4,888 1,111 21,507 0,036




Apéndice 5 - Curvas de SCE e SLD e modelo de regresséo de Cox univariado
para o subtipo Luminal A com os pontos de cortes especificos desse subtipo.

Quadro 1 - Relacéo dos pontos de corte calculados para as curvas de SCEs
do subtipo LA.

Marcador Ponto de corte para 6bito
CD3 0,333
CD4 8,667
CD8 3,333
CD68 3
CD163 1
FOXP3 1,333
PAX5 0

Como foi usada a média da contagem de 3 areas, a maioria dos pontos
de corte se encontram como valores fracionados. Para tornar toda a
metodologia viavel na rotina clinica arredondamos os valores para o numero

inteiro mais proximo, tendo os pontos de corte descritos no Quadro 2.

Quadro 2 - Relagao dos pontos de corte usados para fazer as curvas de SCEs
do subtipo LA.

Marcador Ponto de corte para 6bito
CD3
CD4
CD8
CD68

CD163
FOXP3
PAX5

O=m | |WWw|w|Oo
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Figura 1 — Curvas de SCE do subtipo LA com pontos de corte especificos.
CD3 ponto de corte: 0 (p=0,165). CD4: ponto de corte: 9 (p=0,448). CD8: ponto de corte: 3
(p=0,155). CD68: ponto de corte: 3 (p=0,606). CD163: ponto de corte: 1 (p=0,093). FOXP3:
ponto de corte: 1 (p=0,292). PAX5: ponto de corte: 0 (p=0,184).



Tabela 1 - Resumo dos dados de SCE com ponte de corte especifico de LA.
Todas as curvas foram separadas em maior ou menor que o ponto de corte. Em negritos os
valores de p estatisticamente significativos.

Marcador Ponto de corte  Sobrevida em 120 meses (%) Valor de p
ops 0 Misor: 100% 0.165
con s
oo s
o 3
CD163 1 O 0,093
PAX5 0 Menor: 86% 0.184

Maior: 95%

Tabela 2 - Associacdo dos imunomarcadores avaliados com SCE apods
avaliagao por regressdo de Cox univariada para o ponto de corte especifico

de LA. Podemos observar os pontos de corte de cada marcador, o grupo de maior risco em
relagao ao ponto de corte, o risco relativo, o intervalo de confianga e o valor de p.

Intervalo de confianca

Marcadores Grupo de risco Risco Relativo  Inferior Superior  Valor de p
CD3 Abaixo de 0 0,261 0,034 2,008 0,197
CD4 Abaixo de 9 0,462 0,060 3,579 0,459
CD8 Abaixo de 3 0,441 0,138 1,407 0,167
CD68 Acima de 3 1,701 0,221 3,089 0,610

CD163 Abaixo de 1 0,348 0,096 1,266 0,109
FOXP3 Abaixo de 1 0,440 0,056 3,667 0,492

PAXS5 Iguala 0 0,374 0,083 1,691 0,202




Quadro 3 - Relacdo dos pontos de corte calculados para as curvas de SLD
do subtipo LA.

Marcador Ponto de corte para recidiva

CD3 1,333
CD4 13,333
CD8 29

CD68 48,667

CD163 3,667

FOXP3 1,333

PAXS5 1

Como foi usada a média da contagem de 3 areas, a maioria dos pontos
de corte se encontram como valores fracionados. Para tornar toda a
metodologia viavel na rotina clinica arredondamos os valores para o numero

inteiro mais préximo, tendo os pontos de corte descritos no Quadro 4.

Quadro 4 - Relacéo dos pontos de corte usados para fazer as curvas de SLD
do subtipo LA.

Marcador Ponto de corte para recidiva

CD3 1
CD4 13
CD8 29
CD68 49

CD163 4

FOXP3 1

PAXS5 1
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Figura 2 — Curvas de SLD do subtipo LA com pontos de corte especificos.
CD3 ponto de corte: 1 (p=0,413). CD4: ponto de corte: 13 (p=0,138). CD8 ponto de corte: 29
(p=0,001). CD68 ponto de corte: 49 (p=0,126). CD163: ponto de corte: 4 (p=0,002). FOXP3:
ponto de corte: 1 (p=0,021). PAX5: ponto de corte: 1 (p=0,047).



Tabela 3 - Resumo dos dados de SLD com pontos especificos de LA. Todas
as curvas foram separadas em maior ou menor que o ponto de corte. Em negritos os valores
de p estatisticamente significativos.

Marcador Ponto de corte  Sobrevida em 120 meses (%) Valor de p
o
CcD8 29 venor e 0,001
CD68 49 I 0,126
CD163 4 Venor: g’g://o" 0,002
os 1
PAX5 1 o 0,047

Tabela 4 - Associagdo dos imunomarcadores avaliados com SLD apéds

avaliagao por regressao de Cox univariada. Na Tabela podemos observar os pontos
de corte de cada marcador, o grupo de maior risco em relagdo ao ponto de corte, o risco
relativo, o intervalo de confianga e o valor de p.

Intervalo de confianca

Marcadores Grupo de risco Risco Relativo  Inferior Superior  Valor de p
CD3 Abaixo de 1 0,439 0,058 3,329 0,426
CD4 Acima de 13 2,512 0,711 8,873 0,152
CD8 Acima de 29 6,732 1,838 24,654 0,004
CD68 Acima de 49 2,384 0,756 7,514 0,138

CD163 Acima de 4 3,387 1,231 9,323 0,018
FOXP3 Acima de 1 4,037 1,124 14,499 0,032
PAX5 Acima de 1 2,273 0,840 6,151 0,076




Apéndice 6 - Curvas de SCE e SLD e modelo de regresséo de Cox univariado
para o subtipo Luminal B
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Figura 1 — Curvas de SCE do subtipo LB. CD3: ponto de corte: 5 (p=0,515). CD4:
ponto de corte: 0 (p=0,237). CD8: ponto de corte: 0 (p=0,075). CD68: ponto de corte: 1
(p=0,196). CD163: ponto de corte: 0 (p=0,033). FOXP3: ponto de corte: 1 (p=0,956). PAX5:
ponto de corte: 1 (p=0,104).



Tabela 1 - Resumo dos dados de SCE do subtipo LB. Todas as curvas foram
separadas em maior ou menor que o ponto de corte. Em negritos os valores de p
estatisticamente significativos.

Marcador Ponto de corte Sobrevida em 120 meses (%) Valor de p
oo s
:
:
o1
CD163 0 O 0,033
FOXP3 1 O 0,956
s

Tabela 2 - Associacdo dos imunomarcadores avaliados com SCE apods

avaliagao por regressao de Cox univariada. Podemos observar os pontos de corte
de cada marcador, o grupo de maior risco em relagdo ao ponto de corte, o risco relativo, o
intervalo de confiancga e o valor de p.

Intervalo de confianca

Marcadores Grupo de risco Risco Relativo  Inferior Superior  Valor de p
CD3 Abaixo de 5 0,617 0,142 2,683 0,519
CD4 Iguala 0 0,509 0,194 1,337 0,171
CD8 Iguala 0 0,390 0,133 1,142 0,086
CD68 Acima de 1 3,767 1,029 22,078 0,460

CD163 Acima de 0 4,513 0,459 3,370 0,052
FOXP3 Abaixo de 1 0,944 0,231 4,717 0,956

PAX5 Abaixo de 1 0,217 0,028 1,650 0,140
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Figura 2 - Curvas de SLD do subtipo Luminal B. CD3 ponto de corte de 13
(p=0,682). CD4: ponto de corte de 32 (p=0,528). CD8: ponto de corte de 38 (p=0,260). CD68:
ponto de corte de 26 (p=0,990). CD163: ponto de corte de 4 (p=0,916). FOXP3: ponto de
corte: 0 (p=0,128). PAX5: ponto de corte: 11 (0,587).



Tabela 3 - Resumo dos dados de SLD. Todas as curvas foram separadas em maior
ou menor que o ponto de corte. Em negritos os valores de p estatisticamente significativos

Marcador Ponto de corte  Sobrevida em 120 meses (%) Valor de p
CcD3 13 N 0,682
N
con s
CD68 26 T T 0,990

CD163 4 Venor: 7718://0" 0,916
FOXP3 0 O ot 0,128
PAX5 11 O 0,587

Tabela 4 - Modelo de regressdo de Cox univariado relacionado a SLD para
cada um dos imunomarcadores.

Intervalo de confianca

Marcadores  Grupo de risco Risco Relativo Inferior Superior Valor de p
CcD3 Abaixo de 13 0,741 0,175 3,130 0,683
CD4 Abaixo de 32 0,531 0,072 3,930 0,535
CD8 Acima de 38 1,831 0,629 5,333 0,267
CD68 Acima de 26 1,424 0,562 3,609 0,456

CcD163 Acima de 4 1,146 0,337 2,657 0,916
FOXP3 Iguala 0 0,944 0,231 4,717 0,956
PAX5 Abaixo de 11 0,578 0,078 4,281 0,592




Apéndice 7 - Curvas de SCE e SLD e modelo de regresséo de Cox univariado
para o subtipo Luminal B com os pontos de cortes especificos desse subtipo.

Quadro 1 - Relacéo dos pontos de corte calculados para as curvas de SCEs
do subtipo LB.

Marcador Ponto de corte para 6bito

CD3 20
CD4 0,333
CD8 0,667

CD68 7

CD163 0,333

FOXP3 1,333

PAX5 0,667

Como foi usada a média da contagem de 3 areas, a maioria dos pontos
de corte se encontram como valores fracionados. Para tornar toda a
metodologia viavel na rotina clinica arredondamos os valores para o numero
inteiro mais proximo, tendo os pontos de corte descritos no Quadro 2.

Quadro 2 - Relagao dos pontos de corte usados para fazer as curvas de SCEs
do subtipo LB.

Marcador Ponto de corte para 6hito

CD3 20
CD4 0
CD8 1

CD68 7

CD163 0

FOXP3 1

PAX5 1
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Figura 1 — Curvas de SCE do subtipo LB. CD3: ponto de corte: 20 (p=0,428). CD4:
ponto de corte: 0 (p=0,237). CD8: ponto de corte: 1 (p=0,025). CD68: ponto de corte: 7
(p=0,027). CD163: ponto de corte: 0 (p=0,033). FOXP3: ponto de corte: 1 (p=0,956). PAX5:
ponto de corte: 1 (p=0,104).



Tabela 1 - Resumo dos dados de SCE do subtipo LB. Todas as curvas foram
separadas em maior ou menor que o ponto de corte. Em negritos os valores de p
estatisticamente significativos.

Marcador Ponto de corte Sobrevida em 120 meses (%) Valor de p
2
o
1
o7
CD163 0 o 0,033
FOXP3 1 O e 0,956

Tabela 2 - Associacdo dos imunomarcadores avaliados com SCE apds

avaliagao por regressdo de Cox univariada. Podemos observar os pontos de corte
de cada marcador, o grupo de maior risco em relagdo ao ponto de corte, o risco relativo, o
intervalo de confianga e o valor de p.

Intervalo de confianca

Marcadores Grupo de risco Risco Relativo  Inferior Superior  Valor de p
CD3 Acima de 20 1,797 0,413 7,819 0,435
CD4 Iguala 0 0,567 0,219 1,470 0,243
CD8 Abaixo de 1 0,331 0,120 0,916 0,033
CD68 Acima de 7 4,767 1,029 22,078 0,046

CD163 Acima de 0 4,513 0,557 35,271 0,051
FOXP3 Abaixo de 1 0,944 0,231 4,717 0,956

PAX5 Abaixo de 1 0,217 0,028 1,650 0,140
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Figura 2 - Curvas de SLD do subtipo Luminal B. CD3 ponto de corte de 9 (p=0,606).
CD4: ponto de corte de 12 (p=0,188). CD8: ponto de corte de 30 (p=0,194). CD68: ponto de
corte de 7 (p=0,454). CD163: ponto de corte de 2 (p=0,646). FOXP3: ponto de corte: 0
(p=0,128). PAX5: ponto de corte: 0 (0,127).



Tabela 3 - Resumo dos dados de SLD. Todas as curvas foram separadas em maior
ou menor que o ponto de corte. Em negritos os valores de p estatisticamente significativos

Marcador Ponto de corte Sobrevida em 120 meses (%) Valor de p
:
conw
s
cors 7
CD163 2 '\I/\'/Iear:g:;gt/oo/" 0,646
FOXP3 0 l\l/\lﬂear;g:::sﬁztz) 0,128
s o

Tabela 4 - Modelo de regressdo de Cox univariado relacionado a SLD para
cada um dos imunomarcadores.

Intervalo de confianca

Marcadores  Grupo de risco Risco Relativo Inferior Superior Valor de p
CD3 Abaixo de 9 0,730 0,220 2,424 0,608
CD4 Abaixo de 12 0,455 0,137 1,517 0,200
CD8 Abaixo de 30 0,890 0,712 5,019 0,201
CD68 Acima de 7 1,424 0,562 3,609 0,456

CD163 Abaixo de 2 0,800 0,309 2,071 0,646
FOXP3 Iguala 0 0,475 0,178 1,267 0,137
PAX5 Iguala 0 0,477 0,180 1,261 0,135




Apéndice 8 - Curvas de SCE e SLD e modelo de regresséo de Cox univariado
para o subtipo Triplo Negativo.

Survival Functions

Survival Functions

1o 101
100+ ,ﬂ
CD3 oo ose] o
0,98+ 057
o] N Maior que 5 0ss Maior que 0
0se1 Lolt + son ] e T .
04| o]
_ os — oo
% om e
Z o0 H +
& 050 & 085
£ 059 E o83
3 ose S .
057 .
o] ~ Menorou o]
hystl iguala 5 o7
083 0,757
el o7 Iguala 0
o1 1
oe P=0,166 1 p=0,026
0.7e T T T T T T T T T T
000 50,00 100,00 150,00 200,00 0,00 50,00 100,00 150,00 200,00
SCE SCE
Survival Functions Survival Functions
102 101
10— o] ———
(& 01: Jed prod
LES [ 0,98
094 H 097"
o L Maior que O it
0,90 R . 0.95
oss-] 0s4
o6 _ oo .
F oo T oo Menor ouiguala 1
T 052 T om
& oso @ 080
£ 0.78 E 08w —
O 076 O 088
074 o8 .
072 oss Maior que 1
070+ by b .
byt | lguala 0 e
0.66 083
054 og2
052 pye
0| P=0,139 oso] P=0,728
038 07
0.00 50,00 100,00 150,00 200,00 0,00 5000 100,00 150,00 00.00
SCE SCE
Survival Functions Survival Functions
o
100] o 1001 ; —
CD163 o: oo Mai 1
ose] ol aior que
0se]
035 087
o= oser
02 oss]
~ o -
£ o T osi o
§ 058 I § 053]
0579 . . N
E 050 Maior que 0 E o -
3 oses - . 3 os
05
o] 00
0,82+ 0,85
0814
o] Iguala 0 ol
0771 T ose] Menor ou iguala 1
0,76+
0754 p=0,506 0051 p=0’330 e e e ame
074
a0 s0.00 100,00 150,00 20000 000 2000 4000  60s0 8000 10000 12000
SCE SCE
Survival Functions
100 +
PAX5 oo
ose]
057
os6]
= 0557
s
£ oar]
& osor] Maior que 1
E oo e
3
051
050
089
o0& Menor ouigualal
087 R ..
0| P=0,570
0,00 5000 100,00 150,00 200,00
SCE

CcD4

CD68

FOXP3

Figura 1 — Curvas de SCE do subtipo Triplo Negativo. CD3 ponto de corte: 5
(p=0,166). CD4: ponto de corte: 0 (p=0,026). CD8: ponto de corte: 0 (p=0,139). CD68: ponto
de corte: 1 (p=0,728). CD163: ponto de corte: 0 (p=0,506). FOXP3: ponto de corte: 1
(p=0,330). PAX5: ponto de corte: 1 (p=0,570).



Tabela 1 - Resumo dos dados de SCE. Todas as curvas foram separadas em maior
ou menor que o ponto de corte. Em negritos os valores de p estatisticamente significativos.

Marcador Ponto de corte Sobrevida em 120 meses (%) Valor de p
;
:
:
o

CD163 0 Menor: 7o 0,506

Menor: 85%
Maior: 100%
Menor: 86%
Maior: 92%

FOXP3 1 0,330

PAX5 1 0,570

Tabela 2 - Associacdo dos imunomarcadores avaliados com SCE apods

avaliagao por regressao de Cox univariada. Na Tabela podemos observar os pontos
de corte de cada marcador, o grupo de maior risco em relagdo ao ponto de corte, 0 risco
relativo, o intervalo de confianga e o valor de p.

Intervalo de confianca

Marcadores  Grupo de risco Risco Relativo Inferior Superior  Valor de p
CD3 Abaixo que 5 0,251 0,030 2,085 0,200
CD4 Iguala 0 0,213 0,048 0,951 0,043
CD8 Iguala 0 0,355 0,085 1,489 0,157
CD68 Maior que 1 1,448 0,178 11,778 0,729

CD163 Iguala 0 0,626 0,155 2,519 0,509
FOXP3 Abaixo de 1 0,041 0,085 5,066 0,531

PAX5 Abaixo de 1 0,546 0,066 4,541 0,576
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Figura 2 - Curvas de SLD do subtipo Triplo Negativo. CD3 ponto de corte de 13
(p=0,897). CD4: ponto de corte de 32 (p=0,759). CD8: ponto de corte de 38 (p=0,157). CD68:
ponto de corte de 26 (p=0,428). CD163: ponto de corte de 4 (p=0,972). FOXP3: ponto de
corte: 0 (p=0,082). PAX5: ponto de corte: 11 (0,515).



Tabela 3 - Resumo dos dados de SLD. Todas as curvas foram separadas em maior
ou menor que o ponto de corte. Em negritos os valores de p estatisticamente significativos

Marcador Ponto de corte Sobrevida em 120 meses (%) Valor de p
o
o w
s
cors 26
CD163 4 Menor: 00 0,927
. 5Q0
PAX5 11 Menor: 55% 0515

Maior: 80%

Tabela 4 - Valores da regressao simples de Cox relacionado a SLD para cada
um dos imunomarcadores.

Intervalo de confianca

Marcadores  Grupo de risco Risco Relativo Inferior Superior  Valor de p
CD3 Acima de 13 1,065 0,409 2,778 0,897
CD4 Acima de 32 1,186 0,396 3,550 0,760
CD8 Acima de 38 2,156 0,724 6,417 0,167
CD68 Acima de 26 1,412 0,599 3,329 0,431

CD163 Abaixo de 4 0,984 0,388 2,496 0,972
FOXP3 Iguala 0 0,038 0,032 12,438 0,269
PAX5 Abaixo de 11 0,617 0,142 2,679 0,520




Apéndice 9 - Curvas de SCE e SLD e modelo de regresséo de Cox univariado
para o subtipo Triplo Negativo com os pontos de corte especificos desse

subtipo.

Quadro 1 - Relagdo dos pontos de corte calculados para as curvas de SCEs

do subtipo TN.

Marcador Ponto de corte para 6bito

CD3 0
CD4 1,333
CD8 6,333

CD68 7

CD163 83

FOXP3 0

PAX5 3,33

Como foi usada a média da contagem de 3 areas, a maioria dos pontos
de corte se encontram como valores fracionados. Para tornar toda a
metodologia viavel na rotina clinica arredondamos os valores para o numero

inteiro mais proximo, tendo os pontos de corte descritos no Quadro 2.

Quadro 2 - Relagao dos pontos de corte usados para fazer as curvas de SCEs
do subtipo TN.

Marcador Ponto de corte para 6hito

CD3 0
CD4 1
CD8 6
CD68 7

CD163 83

FOXP3 0

PAX5 3
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Figura 1 — Curvas de SCE do subtipo Triplo Negativo. CD3 ponto de corte: 0
(p=0,002). CD4: ponto de corte: 1 (p=0,008). CD8: ponto de corte: 6 (p=0,037). CD68: ponto
de corte: 7 (p=0,115). CD163: ponto de corte: 0 (p=0,291). FOXP3: ponto de corte: 12
(p=0,330). PAX5: ponto de corte: 1 (p=0,668).



Tabela 1 - Resumo dos dados de SCE. Todas as curvas foram separadas em maior
ou menor que o ponto de corte. Em negritos os valores de p estatisticamente significativos.

Marcador Ponto de corte Sobrevida em 120 meses (%) Valor de p
:
1
6
o7
CD163 83 penor: 81% 0,291
oes 12 e
PAX5 3 Menor: 87% 0,668

Maior: 91%

Tabela 2 - Associacdo dos imunomarcadores avaliados com SCE apods

avaliagao por regressao de Cox univariada. Na Tabela podemos observar os pontos
de corte de cada marcador, o grupo de maior risco em relagdo ao ponto de corte, 0 risco
relativo, o intervalo de confianga e o valor de p.

Intervalo de confianca

Marcadores  Grupo de risco Risco Relativo Inferior Superior  Valor de p
CD3 Iguala 0 0,119 0,023 0,616 0,011
CD4 Abaixo de 1 0,146 0,028 0,752 0,021
CD8 Abaixo de 6 0,146 0,018 1,186 0,072
CD68 Abaixo de 7 0,333 0,079 1,399 0,133

CD163 Abaixo de 83 0,442 0,211 9,539 0,496
FOXP3 Abaixo de12 0,455 0,365 8,066 0,531

PAX5 Abaixo de 3 0,632 0,076 5,250 0,671
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Figura 2 - Curvas de SLD do subtipo Triplo Negativo. CD3 ponto de corte de 1
(p=0,068). CD4: ponto de corte de 2 (p=0,096). CD8: ponto de corte de 38 (p=0,157). CD68:
ponto de corte de 84 (p=0,181). CD163: ponto de corte de 12 (p=0,471). FOXP3: ponto de
corte: 0 (p=0,082). PAX5: ponto de corte: 3 (0,240).



Tabela 3 - Resumo dos dados de SLD. Todas as curvas foram separadas em maior
ou menor que o ponto de corte. Em negritos os valores de p estatisticamente significativos

Marcador Ponto de corte Sobrevida em 120 meses (%) Valor de p
1
oo
s
CD163 12 o T 0,471
. 5Q0
PAX5 3 Menor: 53% 0,240

Maior: 77%

Tabela 4 - Modelo de regressdo de Cox univariado relacionado a SLD para
cada um dos imunomarcadores.

Intervalo de confianca

Marcadores  Grupo de risco Risco Relativo Inferior Superior  Valor de p
CD3 Abaixo de 1 0,444 0,181 1,088 0,076
CD4 Abaixo de 2 0,482 0,200 1,162 0,104
CD8 Acima de 38 2,156 0,724 6,417 0,167
CD68 Abaixo de 84 0,460 0,589 9,855 0,383

CD163 Acima de 12 1,403 0,557 3,538 0,473
FOXP3 Iguala 0 0,038 0,032 12,438 0,269
PAX5 Abaixo de 3 0,640 0,188 2,178 0,475




Apéndice 10 - Curvas de SCE e SLD e modelo de regressdo de Cox
univariado para o subtipo HER2
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Figura 12 - Curvas de SCE do subtipo HERZ2. CD3. CD3 ponto de corte: 0 (p=0,240).
CD4: ponto de corte: 0 (p=0,430). CD8: ponto de corte: 0 (p=0,492). FOXP3: ponto de corte:
1 (p=0,583). PAX5: ponto de corte: 1 (p=0,296). Nao foi possivel gerar estatistica de CD68 e
CD163 pois todos os dados s&do censurados.




Tabela 1 - Resumo dos dados de SCE. Todas as curvas foram separadas em maior
ou menor que o ponto de corte. Em negritos os valores de p estatisticamente significativos.

Marcador Ponto de corte Sobrevida em 120 meses (%) Valor de p
cos3 5 Viator: 100% 0240
oo
oo
oes

. 819
PAX5 ! Maton: 100% 0,296

N&o foi possivel realizar o modelo de regressédo de Cox univariado

pois ha poucas amostras nos grupos.
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Figura 2 - Curvas de SLD do subtipo HER2. CD3 ponto de corte de 13 (p=0,244).
CD4: ponto de corte de 32 (p=0,812). CD8: ponto de corte de 38 (p=0,330). CD68: ponto de
corte de 26 (p=0,349). CD163: ponto de corte de 4 (p=0,796). FOXP3: ponto de corte: 0
(p=0,835). PAX5: ponto de corte: 11 (0,590).



Tabela 2 - Resumo dos dados de SLD. Todas as curvas foram separadas em maior
ou menor que o ponto de corte. Em negritos os valores de p estatisticamente significativos

Marcador Ponto de corte Sobrevida em 120 meses (%) Valor de p

CD3 13 Menor: 62% 0,244
Maior: 100%

CD4 32 Menor: 66% 0,812
Maior: 75%

CD8 38 Menor: 61% 0,330
Maior: 100%

CD68 26 Menor: 100% 0,349
Maior: 57%

CD163 4 Menor: 81% 0,796
Maior: 67%

FOXP3 0 Menor: 62% 0,835
Maior: 78%

PAX5 11 Menor: 68% 0,590

Maior: 100%

N&o foi possivel realizar o modelo de regressédo de Cox univariado

pois ha poucas amostras nos grupos.



Apéndice 11 - Curvas de SCE e SLD e modelo de regressdo de Cox
univariado para o subtipo HER2
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Figura 1 - Curvas de SCE do subtipo HER2. CD3. CD3 ponto de corte: 0
(p=0,296). CD4: ponto de corte: 3 (p=0,437). CD8: ponto de corte: 9 (p=0,565). FOXP3:
ponto de corte: 1 (p=0,583). PAX5: ponto de corte: 0 (p=0,238). Nao foi possivel gerar
estatistica de CD68 e CD163 pois todos os dados sdo censurados.



Tabela 1 - Resumo dos dados de SCE. Todas as curvas foram separadas em maior
ou menor que o ponto de corte. Em negritos os valores de p estatisticamente significativos.

Marcador Ponto de corte Sobrevida em 120 meses (%) Valor de p
:
;
cos 9 Maior: 76% 0,565
oes
PAX5 0 Menor: 79% 0.238

Maior: 100%

N&o foi possivel realizar o modelo de regressédo de Cox univariado

pois ha poucas amostras nos grupos.
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Figura 2 - Curvas de SLD do subtipo HER2. CD3 ponto de corte de 0 (p=0,916).
CD4: ponto de corte de 3 (p=0,710). CD8: ponto de corte de 9 (p=0,094). CD68: ponto de
corte de 26 (p=0,349). CD163: ponto de corte de 1 (p=0,184). FOXP3: ponto de corte: 1
(p=0,595). PAX5: ponto de corte: 0 (0,324).




Tabela 2 - Resumo dos dados de SLD. Todas as curvas foram separadas em maior
ou menor que o ponto de corte. Em negritos os valores de p estatisticamente significativos

Marcador Ponto de corte Sobrevida em 120 meses (%) Valor de p
CD3 0 Menor: 62% 0,916
Maior: 100%
CD4 3 Menor: 66% 0,710
Maior: 75%
CD8 9 Menor: 61% 0,094
Maior: 100%
CD68 26 Menor: 100% 0,349
Maior: 57%
CD163 1 Menor: 81% 0,184
Maior: 67%
FOXP3 1 Menor: 62% 0,595
Maior: 78%
PAX5 0 Menor: 68% 0,324
Maior: 100%

N&o foi possivel realizar o modelo de regressédo de Cox univariado

pois ha poucas amostras nos grupos.



Apéndice 12 - Curvas de sobrevida cancer especifica e SLD para o modelo
de associagao CD8/FOXP3
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Figura 1 - Curvas de sobrevida cancer especifica e SLD da correlagao

CD8/FOXP3. SCE com todos os subtipos (p=0,591). SLD com todos os subtipos (p=0,591).

Nao foi possivel realizar a mesma analise com cada subtipo individualmente pois o nimero

de eventos era muito pequeno e impossibilitava a estatistica.



