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RESUMO

Lopes AD. Determina¢ido de citocinas soliuveis no plasma de pacientes com CMTN
tratados com quimioterapia neoadjuvantes: associacio de perfis soluveis de citocinas com
respostas a terapia e progressio da doenca. [Dissertacdo]. Sdo Paulo; Fundagdo Antdnio
Prudente; 2020.

O cancer de mama triplo negativo (CMTN) ¢ uma doenga agressiva e ¢ definida pela auséncia
da expressdao dos receptores hormonais de estrogeno e progesterona (ER e PR), bem como a
ndo expressao do gene receptor 2 de fator de crescimento epitelial humano (HER2). A
administragdo de quimioterapia neoadjuvante tem mostrado eficicia no tratamento de CMTN
e o alcance da resposta patologica completa (pCR) € associado com uma maior sobrevivéncia.
A resposta imunologica desempenha um importante papel no tratamento neoadjuvante,
observado pela relagdo entre a porcentagem de linfocitos infiltrados na regido estromal (TILs)
em bidpsias de pacientes pré-tratados e a probabilidade de atingir pCR. Além disso, uma forma
importante de modulagdo do sistema imunoldgico se da através de proteinas denominadas
citocinas/quimiocinas, que podem ter papel de ativacdo ou de imunossupressao. Como objetivo,
avaliamos o perfil imunoldgico das pacientes com CMTN no momento do diagnostico através
da detecgdo de 27 citocinas/quimiocinas circulantes e determinacao dos niveis de TILs afim de
identificar possiveis biomarcadores de resposta. As pacientes que alcangaram a pCR possuiam
altos niveis de GM-CSF, FGF-basic, VEGF, IL-2 e IL-5 quando comparadas as pacientes nao
respondedoras. Além disso, o grupo de pacientes respondedoras possuia uma correlagao
positiva entre as citocinas IFN-y e IL-7 com a porcentagem de TILs, enquanto as pacientes nao
respondedoras mostravam uma correlacdo negativa, ou ndo possuiam correlacdo. Finalmente,
observamos que niveis de fatores imunoldgicos sistémicos como FGF-basic, IL-5 e
principalmente GM-CSF sao capazes de predizer pCR (valor de AUC 0,64 — 0,71), ¢ que a
combinagdo desses mediadores com niveis de TILs aumentam seus poderes de predigdo (valor
de AUC 0,71 — 0,82). A partir desses resultados, € possivel notar que pacientes que atingem a
pCR possuem maiores niveis de TILs e mediadores imunoldgicos circulantes quando
comparadas as pacientes nao respondedoras, além de um sistema imunoldgico com perfil mais
pro-inflamatério. Também ¢ possivel apontar possiveis biomarcadores para a resposta

patoldgica completa.

Descritores: Cancer de mama triplo-negativo; imunologia; tratamento neoadjuvante; citocinas



ABSTRACT

Lopes AD. [Determination of plasma soluble cytokines from patients with neoadjuvant
chemotherapy: association of soluble cytokine profiles with responses to therapy and

disease progression]. [Dissertacdo]. Sdo Paulo; Fundacdo Antonio Prudente; 2020.

Triple-negative breast cancer (TNBC) is an aggressive form of breast cancer defined by the

lack of expression of estrogen receptor, progesterone receptors and of the human epithelial
growth factor receptor 2. Neoadjuvant chemotherapy has proven efficacy in the treatment of
TNBC and a pathological complete response (pCR) is significantly associated with long-term
survival. The immune response exerts an important role in response to neoadjuvant
chemotherapy as indicated by the relation between the percentage of stromal tumor-infiltrating
lymphocytes (TILs) in pre-treated tumor tissue samples and the likelihood of achieving pCR.
Despite this, the relationship between systemic immune response and the tumor
microenvironment is unclear. In this prospective study we determined the systemic plasma
immune profile of TNBC patients before treatment using a panel of 27 immune mediators and
measured the percentage of TILs from the same patients. Patients that went on to demonstrate
pCR had significantly higher levels of the systemic factors, GM-CSF, FGF-basic, VEGF, IL-2,
and IL-5, than the non-responders. Moreover, responders displayed a strong positive correlation
between the cytokines IFN-y and IL-7 with the percentage of TILs, while non-responders had
a negative or no correlation. Finally, systemic immune mediator levels before treatment like
FGF-basic, IL-5 and GM-CSF predict pCR (AUC range 0.64 - 0.71), and the combination of
immune mediators and TILs improved pCR prediction (AUC 0.71 - 0.82). In conclusion,
increased systemic immune mediators reflect increased TILs percentage, and act as potential

predictive biomarkers of pCR for TNBC patients submitted to neoadjuvant chemotherapy.

Keywords: Triple negative breast neoplasm; immunology; neoadjuvant therapy; cytokines



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

LISTA DE FIGURAS

Fases da imunoediga0 dO CANCET.........cc.ecevuiiieiiieiiiieciee ettt 5
Linfocitos infiltrados na regido estromal e intratumoral do tumor...................... 8
Pacientes recrutadas e analisadas N0 €stUdO .........cocueevierienieiiiiinieeeeeeee 11
Delineamento experimental do eStudo.........cccveevvierieriieiieiecee e 12

Concentra¢do das citocinas FGF-basic, VEGF e GM-CSF no plasma de
pacientes COmM CIMTN ..ottt 17

Concentragdo das citocinas IL-2, IL-5, IL-13 e IL-15 no plasma de pacientes

COM CIMTN ettt e e ettt e e e e e e e et aaaeaeseeseessaanaaaneaeees 18

Porcentagem de TILs Total, Estromais e Intratumorais em pacientes

Respondedores € Nao-Respondedores.........cocueeueerienieniienienieeieeieeeeeeeeee 19

Correlagdo de citocinas com TILs totais, estromais e intratumorais em pacientes

CMTN e 20

Matriz de correlagdo TILs totais e estromais com citocinas € quimiocinas

INFlAMALOTIAS ..ottt 21
Matriz de correlagdo entre TILs € citocinas/quimiocCinas...........eceereverveerveerenene 22
CUrva ROC dos TILS ...uvieeiiieiieeiieeeiee ettt e ite e teeeveesseeessseesnaeesnseeenns 24
CUIva ROC ..ottt 25

Forest Plot representando a razdo da probabilidade de obter uma resposta

patologica completa de acordo com os niveis plasmaticos das citocinas............ 27



Figura 14

Estimado de Kaplan-Meier. Expressdo de citocinas relacionadas com sobrevida

livite de recorréncia (relapse free-survival) em  pacientes com



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

LISTA DE TABELAS

Caracterizagao clinica e demografica das pacientes com CMTN ...................... 16
Analise univariada dos niveis de TILs nas regides do tumor..............ceeeveeneenne 23
Analise univariada e multivariada das citocinas com TILS..........cccceevieriiieninne 24

Analise univariada e multivariada das citocinas com TILs ou Grau Histologico 26



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

APCs Células Apresentadoras de Antigeno

BLBC Cancer de mama “Basal-like”

CDIS Carcinoma ductal in situ
CEP Comité de Etica e Pesquisa
CI Intervalo de confianca

cm centimetros

CTL Linfécito T citotoxico

EDTA Acido etilenodiamino tetra-acético

EGFR Receptor do fator de crescimento epidérmico

ELISA Ensaio de imunoabsorc¢ao enzimatica

FDA Food and Drug Administration

FGF-basic Fator de crescimento de fibroblastos

G-CSF  Fator estimulador de colonia de granulécitos
GM-CSF Fator estimulador de colonia de mondcitos e granuldcitos
HE Hematoxilina e Eosina

HER2 Receptor do fator de crescimento epidermal humano 2
IFN-g Interferon Gama

IL Interleucina

INCA Instituo Nacional do Cancer

KS Kolmogorov-Smirnoff

MCP-1  Proteina quimoatraente de monocito 1

MDSC Células supressoras de origem mieloides

MHC-I  Molécula do Complexo Principal de Histocompatibilidade I
Min Minuto

MIP-1a  Proteina inflamatoria de macrofagos 1 alfa

MIP-1p  Proteina inflamatoria de macrofagos 1 beta

Nao-pCR Nao resposta patologica completa

NK Células “natural killer”

NKT Linfocitos T “natural killer”

NR Nao- Respondedoras



OR “Odds Ratio”

PARP Polimerase poli ADP-ribose

pCR Resposta patoldgica completa

PD-1 Proteina de morte celular programada 1

PDGF-f Fator de crescimento derivado de plaquetas beta
PD-L1 Ligante da proteina de morte celular programada 1

pg/mL Picograma por mililitro

R Respondedoras

RCB “Residual Cancer Burden”
RE Receptor de estrogeno
RFS Sobrevida livre de

RP Receptor de progesterona

SA-PE Streptavidina-fFicoeritina
TCLE Termo de consentimento livre e esclarecido

TGF-b  Fator de crescimento e transformagao beta

Th Linfécitos T auxiliaries “helper”
Thil Linfocitos T “helper” 1

Th17 Linfécitos T “helper” 17

Th2 Linfécitos T “helper” 2

TILs Linfocitos infiltrados no tumor
TLS Estrutura linfoide terciaria

CMTN  Cancer de mama triplo negativo

TNF-a Fator de necrose tumoral alfa

Treg Linfocitos T reguladores

Tyo Linfécitos T gama delta

VEGF Fator de crescimento vascular endotelial
WHO Organiza¢ao Mundial da Saude

pm micrémetros



1.1
1.2
1.2.1
1.2.2

2.1
2.2

3.1
3.2
33
3.4
3.5
3.6
3.7

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6

SUMARIO

INTRODUQGAO . ......cooreneeererersesesesesessssssesesesssssessssssssssssesssssssssssssssssssssssssesssssesass 1
Cancer de mama triplo NEZATIVO ....cuvvieiiieeiiie et e 2
Defesa anti-tumoral ............occuiiiiiieiiiieceecee e e e 4
Perfil Imunoldgico SOIIVEL........cccuiiiiiiiiiiieeee e 6
Microambiente TUMOTAL ..........cc.oooiiriiiiiiiiiiieeee e 7
OBUJETIVOS uiiiininnininsnissnnsessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 9
ODJEUIVO GOTAL ...oeiiiiiieiieeie ettt ettt et eesbeesebeenseeenbeenne 9
ODbJetivo ESPECITICO ...viiuviiiiieiiiiiiciiecte ettt e 9
MATERIAL E METODOS ...c.couiumeemneemnesnsessssesssssssssesssssssssssssessssssssssssssssssssess 10
Recrutamento de PACIENLES ........ccvieruieeiiieriieeieeriee ettt ettt seaeebee e 10
TTALAMENIEO ...ttt ettt st 11
Coleta de Plasma........ceeeiieeiiiieciie e s e e e e e eabeeesnraeea 11
Avaliaga0 dE CILOCINAS ....cuvviiiieeiiiie et ettt e et e e e ettt e e e eeate e e e eeaaaeeeeeaaaeas 12
Analise do infiltrado tumOTal...........cceeeiiiiiiiiicie e 13
Resposta a0 tratamento ...........eeeveeeiiiieiiiieeieesiee e 14
Avaliaga0 ESTALISTICA ...vviiieiiiiiieciiiee et 14
RESULTADOS ..uuiitiiiininnninsnissenssnsssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssss 15
Caracterizacao clinicopatologica das PaCIeNtes.........c.eereeeiieriieeiieenieeeieeiieeeeeeeans 15
Analise de c1tocinas CIrCUlANtES ..........oouieuiiriiiiiiiicceeee e 16
Avaliagao de linfocitos infiltrados no tumor .............cooooveiieeiiiiiiec e, 18
Correlacao das citocinas circulantes com TILS ......cc.eevevveiieiieiiiieiiieeeiee e, 19
Avaliacdo do poder de predicao de resposta das citocinas circulantes.................... 23
ANALISE 10 STHCO 1.ttt ettt 27
DISCUSSAQ ..ouueuinnrincnnsinciscsssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 30
CONCLUSAOQ . c..cutmininninsscnsscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 34



7

REFERENCIAS ..coveveeeeeeeveessesssssesssssssssssssssassssssssssnssssssssssssassssssssssnssssssesssssnssssess

ANEXO

Anexo 1 Carta de aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa-CEP

APENDICE

Apéndice 1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)



1 INTRODUCAO

O cancer ¢ uma doenga caracterizada pela proliferagao celular acelerada devido a falhas
no controle dessa proliferacdo '. E responsavel por aproximadamente 8 milhdes de dbitos por
ano em todo mundo, sendo a segunda maior causa de morte em toda a populacdo. De acordo
com o Instituto Nacional de Cancer (INCA), o cancer de mama ¢ o mais prevalente na
populacdo feminina brasileira com o surgimento de mais de 59 mil novos casos no ano de 2018,
enquanto mundialmente afeta cerca de 2 milhdes de mulheres por ano, sendo um dos
responsaveis por 15% das mortes relacionadas ao cancer segundo a Organizagao Mundial da
Saude (WHO).

O cancer de mama ¢ conhecido como uma doenga heterogénea ¢ complexa devido a
existéncia de subtipos com caracteristicas distintas, inclusive em relagdo aos padrdes de
respostas as multiplas terapias existentes e nos desfechos clinicos 2.

A subclassificacdo molecular dos tumores de mama se baseou no perfil de expressdo
génica, sendo a partir dessa estabelecidos os subtipos intrinsecos. A subclassificacdo em
subtipos intrinsecos foi inicialmente proposta por Perou et al., em 2000 e 2011, que avaliaram
as caracteristicas moleculares dos tumores mamarios e subdividiram os tumores de mama em
05 subgrupos: luminal A, luminal B, superexpressores do gene ERBB2, basal e normal-like **.

Os tumores basais expressam genes caracteristicos de células basais ou mioepiteliais e
normalmente envolvidos com regulacdo de proliferacdo, invasdo, migragdo e inibicdo de
apoptose. 8-20% dos tumores de mama sdo basais. Sdo tumores que acometem mais
frequentemente individuos jovens, tém alto grau histologico, elevado pleomorfismo celular,
alta relacdo nucleo-citoplasmatica, alto indice mitético, células apoptoticas frequentes, auséncia
de formagdo de tibulos, estroma escasso, invasao do tipo “pushing border” e necrose do tipo
comedo ou geografica central >°

Entretanto, o uso de classificadores baseados em expressdo génica ndo ¢ de facil acesso,
dessa forma, como maneira de criar uma aproximagdo dessa classificagdo em subtipos
intrinsecos, usando tecnologias mais ampla e facilmente disponiveis, foi elaborada baseada na
expressao de marcadores de imuno-histoquimica (RE - receptor de estrégeno, RP — receptor de
progesterona, HER2 e Ki67), mais utilizada na pratica clinica, que ¢ periodicamente revisada

pelo Conselho Internacional de Especialistas de Saint Gallen . Empregando a classificagio



baseada em imuno-histoquimica sao definidos 4 grupos: luminal A, luminal B, hiperexpressores
de HER?2 e triplo-negativo (CMTN).

Os tumores luminais A sdo os mais comuns entre os canceres de mama, ¢ Sao
caracterizados pela expressdo de ambos receptores hormonais (RE e RP) e pela auséncia de
expressao do fator de crescimento epidérmico humano HER2, ou da auséncia de amplificagao
do gene ERRB2. Possuem baixa proliferacao celular refletido pela baixa expressdo de Ki-67.
Esse subtipo possui melhor prognostico e, devido, a expressao de receptores hormonais tém
boa resposta aos tratamentos hormonais ® .

Os tumores luminais B, por sua vez, expressam RE e RP, semelhantemente ao subtipo
anteriormente descrito, entretanto, as células apresentam maior taxa de proliferacdo celular,
refletida na expressdo mais elevada de Ki-67, ou apresentam superexpressao do HER2 ou
amplificagdo do gene ERBB2. Os tumores luminais B apresentam desfechos clinicos piores
quando comparado ao luminal A, com maior risco de disseminagdo a distincia °.

Os tumores HER2 positivos puros recebem essa denominagdo devido a superexpressao
desse proto-oncogene que resulta em um crescimento celular acelerado, por essa razao possuem
um comportamento mais agressivo '°. Além disso, esses tumores ndo apresentam expressio dos
receptores de estrogeno e progesterona. Esse ¢ um subgrupo associado com elevado risco de
disseminagdo metastatica, que apresentou uma melhora importante da evolucao clinica depois
da introducao das terapias anti-HER2, como o trastuzumabe (anticorpo monoclonal anti-HER2)
"

O subtipo triplo-negativo ndo expressa receptores de estrogeno e de progesterona, nem
expressam HER2 ou apresentam amplificagdo do gene ERRB2. Esses tumores possuem um
comportamento mais agressivo, com elevado potencial metastatico e associado com menor
tempo de sobrevida 2. O subtipo triplo-negativo, como baseado em imuno-histoquimica, é uma
aproximacao do subtipo intrinseco basal, baseado em expressdo génica, no entanto esses dois
grupos ndo sdo completamente superponiveis. 15-45% dos tumores basais expressam RE, RP

ou HER2 e apenas 85% dos tumores triplo-negativos sdo do subtipo intrinseco basal .

1.1 CANCER DE MAMA TRIPLO NEGATIVO

Descrito pela primeira vez em 2005 !>, 0 CMTN representa cerca de 15 a 25% dos
tumores de mama e sua prevaléncia ¢ maior em mulheres afro-americanas com idade inferior a

40 anos.



A maioria dos CMTN (80%) s3o considerados tumores “basal-like” (CMTN) devido a
expressdo génica das citoqueratinas 5, 14 e 17 e do receptor EGFR, além de se assemelharem
as células basais e mioepiteliais '*. Porém, ndo ¢ apropriado considerar o cancer de mama triplo
negativo como sindnimo de tumor basal pois as caracteristicas genéticas que divergem entre
eles mostram que aproximadamente 30% desse grupo ndo sdo tumores do tipo basal '°.

Dentre os fatores de risco relacionados a ocorréncia de CMTN podemos citar:

o Mutacao do gene BRCA: Sabe-se que a maioria dos pacientes com CMTN possuem
relagdo com a mutagdo germinativa do gene BRCA. O desenvolvimento de CMTN ¢
observado em aproximadamente 60% das mutacdes no gene BRCAI, porém essa
relacdo ndo ¢ vista em relagdo ao gene BRCA2 617,

o Status pré-menopausa: O desenvolvimento de tumores de mama triplo-negativos ¢ mais
incidente nas mulheres na pré-menopausa '%.

o Obesidade: Estudos mostram que mulheres com obesidade possuem um alto risco (40%
a 80%) de desenvolver cancer de mama triplo negativo quando se encontram na pré-
menopausa'>!’.

o Além desses, outros fatores influenciam na ocorréncia desse tumor e sua prevaléncia ¢
maior em mulheres afro-americanas e com alta paridade.

E considerado um tumor de alto grau com mau prognostico devido a sua rapida
progressdo e altas taxas de recorréncia precoce, além do fendtipo metastatico com predilecao
para 6rgdos viscerais como o cérebro e o pulméo '°.

O tratamento para do CMTN ¢ baseado em sua maioria, na administracdo de
quimioterapicos distintos no regime de neoadjuvancia e as classes de farmacos que compdem
o tratamento sdo: antraciclinas, ciclofosfamidas, taxanos e carboplatinas. Esses farmacos atuam
principalmente na ativa¢do da morte celular, mas também possuem mecanismos que ativam a
resposta imunolégica e inibem a imunossupressdo causada pelas células tumorais®®?!.

E visto que 40 a 60% das pacientes com CMTN que recebem a quimioterapia
neoadjuvante alcancam a resposta patologica completa (pCR), e assim possuem menor risco de

recorréncia e maior sobrevida global®?

. Contudo, a maioria das pacientes que ndo respondem
ao tratamento desenvolvem metastase, levando ao pior desfecho clinico %°.

Tratamentos com diferentes abordagens estdo sendo estudados, como por exemplo os
inibidores de PARP (polimerase poli ADP-ribose). PARP sdo enzimas nucleares envolvidas na
regulacdo de mecanismos de reparo de DNA, estabilidade gendémica e regulacdo da

sobrevivéncia das células >*. Os inibidores de PARP inibem a atividade catalitica desta proteina



em pacientes com mutacdes dos genes BRCA1/2, sensibilizando células que serdo afetadas
pelos quimioterapicos e por radioterapia 2°.

Atualmente, a imunoterapia vem sendo descrita como um tratamento alternativo ou de
primeira linha para diversos tipos de cancer, como pulmao e melanoma por exemplo. Em alguns
casos, essa terapia baseia-se no bloqueio dos “checkpoints imunoldgicos” através de anticorpos
monoclonais afim de reativarem o sistema imunolégico para uma defesa anti-tumoral 26,

Em pacientes com cancer de mama triplo negativo ha uma maior expressao da molécula
PD-L1 (receptor da molécula PD-1 expressa nos linfécitos e considerada um checkpoint
imunoldgico) nas células tumorais, além de uma maior quantidade de linfocitos TCDS8+
infiltrados?’. Contudo, estudos apontam que infiltrados de TILs com maior frequéncia de
linfécitos citotoxicos esteja associado a um melhor prognostico em tumores com fendtipos mais
agressivos %%, A partir desses fatos, a imunoterapia no CMTN metastatico foi aprovada no inicio
de 2019 pelo Food and Drugs Administration (FDA) apds o estudo IMpassion130 que
comprovou que as pacientes que receberam o imunoterapico anti-PD-L1 (Atezolizumab)
associado ao taxano (Nab-Paclitaxel) desenvolveram maior taxa de resposta patoldgica

completa (pCR = 7,1%) comparadas as pacientes que receberam apenas Nab-Paclitaxel (pCR

= 1,6%) 2.

1.2 DEFESA ANTI-TUMORAL

Nos ultimos anos, muito se tem discutido sobre a importancia do sistema imunolégico
na evolucao tumoral e na resposta efetiva dos pacientes aos tratamentos. Até pouco tempo, nao
se sabiam muitos detalhes sobre o mecanismo de ativagdo do sistema imunoldgico pelos
antigenos expressos pelas células tumorais bem como o momento em que esse reconhecimento
era feito e como isso influenciava no crescimento tumoral. A partir das descobertas nessa area,
denominaram esse processo de imunoedi¢do, que ¢ constituido pelas seguintes fases:

eliminacio, equilibrio e escape *° (Figura 1).
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Figura 1- Fases da imunoedi¢do do cancer.

A eliminacao foi provada a partir da anélise do desenvolvimento tumoral em dois grupos
de camundongos, sendo o primeiro grupo imunocomprometido e com deplegao de células imunes
inatas e adaptativas. Nesse primeiro grupo foi observado um maior crescimento tumoral com
tumores mais imunogénicos quando comparado ao segundo grupo de camundongos que eram os
controles ou imunocompetentes 2. Dessa maneira, pode-se comprovar que o sistema
imunologico ¢ capaz de eliminar células tumorais em sua fase inicial principalmente pela

ativacao de linfocitos T CD4+ e T CD8+ através de vias de ativagao celular por IFN-g, além de

outros tipos celulares *.

Contudo, o processo de eliminagdo descrito acima pode ser diminuido e um equilibrio
¢ mantido entre o crescimento do tumor e a resposta anti-tumoral. Estudos mostraram que em

camundongos com indu¢do de fibrosarcomas era possivel observar um periodo longo de



homeostase e que os linfocitos T CD4+ com perfil Thl possuiam um importante papel nesse
processo, além de citocinas produzidas por essas células como IL-12 e IFN-g 4%, Além disso,
sabe-se que em tumores que mantém esse periodo de dorméncia existe maior quantidades de
linfocitos T CD8+, células natural killer (NK), entre outras células citotoxicas, € menor nimero
de células com perfil regulador como células NKT, células supressoras mieloides (MDSC) e
linfocitos T reguladores (Treg), comprovando que existe um balanco entre uma defesa anti-
tumoral e um ambiente mais imunossupressor ¢.

Diferentes mecanismos levam as células tumorais a proliferarem e driblarem o sistema
imunolégico, levando a terceira fase da imunoedi¢do, o escape. Dentre esses mecanismos
podemos citar a redug¢do do reconhecimento do tumor pelas células imunes devido a auséncia
de antigenos tumorais, perca da expressio da molécula do complexo principal de
histocompatibilidade I (MHC-I) e também moléculas co-estimulatérias. Também ¢ observado
um aumento de moléculas antiapoptoticas como bcl2, e relacionadas com a resiténcia como
STAT3 conferindo um aumento da sobrevivéncia celular. Além disso, ocorre a criagdo de um
ambiente imunossupressor devido a alta expressao de moléculas imunoreguladoras como IDO,
PD-1, PD-L1, TIM3, LAG3 e de citocinas como TGF-B, VEGF, IL-6, M-CSF que
proporcionam a angiogénese. Células como MDSCs, macréfagos M2 e DCs também podem
expressar moléculas como arginase, INOS e IDO, e sercretar citocinas como IL-10 que inibem

a proliferacdo de linfocitos T citotoxicos e induzem linfocitos T reguladores 37,

1.2.1 Perfil imunolégico soluvel

O sistema imunologico ¢ modulado por proteinas sinalizadoras denominadas citocinas
€ quimiocinas, que sao produzidas por diversos tipos de células, principalmente as pertencentes
ao sistema imunolégico, como macrofagos, monocitos, linfocitos, entre outras. Essas proteinas
se encontram diretamente relacionadas com ativagao ou inibi¢ao do sistema imunoldgico, bem
como proliferagdo ou sinalizagdo de morte celular *3 .

Existem padrdes de producao de citocinas, sendo melhores descritos os perfis Thl e
Th2. O padrdao Thl de citocinas (IFN-y, TNF-a, IL-12, entre outras) possui agdo na resposta
anti-tumoral e assim ativa células que ajudam no combate ao tumor. Por outro lado, o padrao
Th2 de citocinas (IL-4, IL-5, IL-13, entre outras) esta relacionado com defesa contra helmintos
e resposta a alérgenos, além de poder promover a progressdao tumoral. Existem também
citocinas com padrdo Thl7, como a IL-17, que também sdo responsaveis por combater
infecgdes extracelulares. Em contrapartida, existem citocinas com carater anti-inflamatério

como IL-10 e TGF-b que s3o produzidas principalmente por linfécitos Treg *°.



O tumor ¢ capaz de guiar o sistema imunoldgico através da expressdo de citocinas com
carateres imunossupressores como IL-6 e IL-10, ou com perfil pré angiogénico, como o VEGF,
que ao induzirem o recrutamento celular ¢ mudanca fenotipica de células derivadas de
mondcitos criam um ambiente imunodeficiente prejudicando a defesas anti-tumoral °.

1.2.2 Microambiente tumoral

A composi¢ao do microambiente tumoral € de extrema importancia para guiar a resposta
anti-tumoral e levar ao desfecho clinico. Dessa forma, classificam-se os tumores de acordo com
a sua composi¢do. Aqueles que possuem um maior infiltrado tumoral de células imunes,
principalmente linfocitos T CD8+ (citotoxico — CTL), sdo considerados tumores quentes ¢
altamente imunogénicos. Enquanto os tumores que sdo deficientes desses componentes sao
chamadas de tumores frios e pouco imunogénicos *'.

O cancer de mama nao € considerado um tumor imunogénico como outros tumores que
contém esse perfil imunoldgico, como melanoma e cancer de pulmado. Contudo, entre os
subtipos de cancer de mama existe uma diferenca entre a frequéncia de células imune
observadas nos tumores, sendo os tumores HER2+ e CMTN considerados mais imunogénicos
quando comparados aos luminais .

Como ja mencionado, os linfocitos infiltrados nos tumores desempenham um papel
importante no microambiente tumoral criando um ambiente inflamatério. Estudos mostraram
que a taxa de pacientes com cancer de mama HER2+ e CMTN que possuem altos niveis de
TILs (linfocitos infiltrantes do tumor) e atingiram resposta patoldgica completa ao tratamento
era maior (50%) do que de pacientes com essas doengas que possuiam menores concentragdes
de TILs (31%) **. Também foi observado que o tempo de sobrevida livre de doenga e o tempo
de sobrevida global eram maiores em pacientes que possuiam um maior infiltrado de linfocitos
no tumor *,

Dessa forma, a quantidade de linfécitos infiltrados nos tumores das pacientes com
cancer de mama triplo negativo foi considerada fator preditivo de resposta a quimioterapia
neoadjuvante, além de fator progndstico *°.

O tecido tumoral pode ser dividido em diferentes regides. A regido onde as células se
encontram mais proximas entre si e os linfocitos fazem contato direto com as células do
carcinoma ¢ denominada de regido intratumoral, enquanto a area estromal ¢ aquela em que os
linfocitos estdo mais dispersos das células tumorais *°. A regido estromal é considerada mais

heterogénea entre os tumores, apesar da sua correlacdo com a regido intratumoral. Além disso



a quantidade de TILs nessa area vem sendo utilizada como fator prognoéstico para resposta ao

tratamento como ja mencionado anteriormente 4 (Figura 2).
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Fonte: Retirado de Savas et al. 48

Figura 2 - Linfocitos infiltrados na regido estromal e intratumoral do tumor.

No cancer de mama ainda ¢ pouco compreendido como as células do infiltrado
inflamatorio tumoral sdo capazes de criar um ambiente imunorregulador através da produgao
de citocinas. Recentemente, um estudo tentou estabelecer a correlagdo das citocinas com a
quantidade do infiltrado tumoral presente em pacientes com cincer de mama para entender
como essas proteinas podem influenciar na resposta anti-tumoral *.

Portanto, faz-se necessario entender como o infiltrado tumoral presente tanto no estroma
quando na regido intratumoral dos tumores de pacientes com cancer de mama triplo negativo
relacionam com uma melhor resposta a quimioterapia neoadjuvante. Também ¢ interessante
compreender como as citocinas encontradas na circulacdo dessas pacientes podem fornecer

informagdes sobre um perfil imunolégico. Somado a isso, € essencial identificar se existe uma

correlagdo dos niveis de TILs com as citocinas circulantes.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil imunolédgico das pacientes diagnosticadas com cancer de mama triplo
negativo no momento do diagnodstico afim de identificar possiveis biomarcadores para a

resposta ao tratamento quimioterapico.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Avaliar os niveis de citocinas e quimiocinas presentes no plasma destas pacientes antes
do tratamento.

2 Determinar o nivel do infiltrado tumoral linfocitario no estroma e no tumor destas
pacientes no momento do diagndstico.

3 Associar os perfis imunologicos intratumorais e sistémicos, relacionando os niveis de
citocinas e quimiocinas circulantes com o nivel do infiltrado inflamatério e com a

resposta ao tratamento.
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3 METODOLOGIA

3.1 RECRUTAMENTO DE PACIENTES

Este projeto estd afiliado ao projeto departamental intitulado “Aspectos moleculares
envolvidos no desenvolvimento e progressao do Carcinoma Ductal de mama: Investigacao da
progressao do Carcinoma Ductal in situ e do papel da mutagdo em BRCA1 no tumor triplo
negativo”, sob responsabilidade da Dra Dirce Maria Carraro.

Foram recrutadas pacientes diagnosticadas com tumor mamario triplo negativo e
submetidas a quimioterapia neoadjuvante baseada em antraciclinas e taxanos no A.C.Camargo
Cancer Center. Essas pacientes sdo acompanhadas pelo Dr. Vladmir Claudio Cordeiro de Lima,
do departamento de Oncologia Clinica e pela Dra Fabiana Baroni Makdissi, do departamento de
Mastologia.

Nesse estudo, tivemos o recrutamento de 73 pacientes, porém apenas 67 foram incluidas.
Dentre essas pacientes, nosso trabalho contou com a analise de 39 pacientes nas quais foram
medidas as concentracdes de citocinas circulantes, e dentro desse grupo, foram avaliados os niveis
de TILs de 37 pacientes. As 28 pacientes restantes possuem suas amostras armazenadas para
analises posteriores (Figura 3).

Como critérios de inclusao tivemos:

e Pacientes que tenham sido submetidas a cirurgia na instituicdo A.C.Camargo Cancer

Centet com amostra de tecidos e amostras de sangue periférico armazenados no
Biobanco da institui¢ao;

e Pacientes que nao tenham histérico de tratamento quimioterapico.

Foram excluidas do estudo:

e Pacientes que sO tenham submetido a biopsia;

e Amostras que ndo possuiam células epiteliais;

e Pacientes com doenca ou tratamento imunossupressor;

e Pacientes com tumor primario nao-triplo negativo

A inclusdo das pacientes neste trabalho foi condicionada a assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Apéndice 1). Este projeto foi aprovado pelo Comité

de Etica em Pesquisa (CEP) do A.C.Camargo Cancer Center, sob protocolo n° 1746/13H. (Anexo
1).
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Figura 3 - Pacientes recrutadas e analisadas no estudo.

3.2 TRATAMENTO

Em nosso trabalho, as pacientes avaliadas foram submetidas a quimioterapia apds o
diagnostico. Esse tratamento consistia, em sua maioria, na administracdo de blocos de farmacos
como a ciclofosfamida e antraciclina em 4 ciclos, seguidos pela administracao de até 12 ciclos de
carboplatina e taxol. Os ciclos poderiam ser interrompidos de acordo com a avaliacdo da
toxicidade gerada nas pacientes. A cirurgia para remocdo do tumor era realizada apos o

tratamento com os farmacos.

3.3 COLETA DO PLASMA

As amostras de sangue periférico foram coletadas no momento de diagnostico, antes do
inicio do tratamento (tempo “1”) com o auxilio da enfermeira de pesquisa Carla Curi e do Dr
Rafael Canfield Brianese (Figura 4). As amostras de sangue periférico foram coletadas em tubos
de EDTA 4 mL que foram centrifugadas no limite de duas horas apds a coleta. A centrifugagio
para separagao dos componentes do sangue foi realizada a 400 g por 5 min. Apoés a centrifugacao,

o plasma foi coletado e congelado a -80°C para analises posteriores.
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Quimioterapia neoadjuvante
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Legenda: Delineamento experimental para as amostras coletadas no tempo 1, equivalente a0 momento do
diagnostico das pacientes. O grupo de estudo foi composto por 39 pacientes que tiveram a avaliag@o a partir do
sangue periférico onde foi separado o plasma para identificacdo de citocinas, quimiocinas e fatores soluveis
através da técnica do BioPlex. Dentro deste grupo, bidpsias de 37 paciente pré-tratamento foram avaliadas para
a quantifiacdo dos infiltrados de linfocitos no tumor nas regides estromais e intratumorais através da coloracdo

por hematoxilina e eosina (HE).

Figura 4 - Delineamento experimental do estudo.

3.4 AVALIACAO DE CITOCINAS SOLUVEIS

A identificagdo e quantificacdo das citocinas soluveis presentes no plasma foram
realizadas utilizando o sistema de suspensdo Bio-Plex (BioRad), que permite a verificacdo de
multiplos analitos através de um conjunto de beads de cores distintas criadas por meio da
mistura de dois corantes fluorescentes.

Esta tecnologia baseia-se na ligagdo de anticorpos a um conjunto de esferas (beads) de
mesma cor, ¢ essas beads se associam a analitos especificos. Seu método, similar ao ELISA,
permite um ensaio em sanduiche, onde um segundo anticorpo ¢ utilizado para quantificar o
analito, funcionando como um anticorpo de detec¢do. Quando utilizadas beads de cores

distintas, ¢ possivel a detec¢ao simultanea de diversos analitos em uma unica amostra.
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De maneira mais especifica, as esferas que estdo acopladas ao anticorpo de captura
foram incubadas com a amostra de interesse. Apos lavagens para a remo¢ao do material que
nao foi capturado, as amostras foram incubadas com o anticorpo de detecc¢ao biotinado. Apds
nova lavagem, amostras foram incubadas com um conjugado de streptavidina-ficoeritina (SA-
PE). Apos retirar o excesso de SA-PE, a leitura foi realizada no equipamento.

Para a realizacdo da leitura na plataforma Bio-Plex, as beads foram alinhadas e excitadas
individualmente. O laser vermelho permite a identificacdo das beads (analitos especificos) e o
laser verde permite a quantificagdo de cada analito capturado. Os sinais fluorescentes gerados
foram identificados e analisados com o auxilio do software xponente. O ensaio foi realizado em
placas de 96 pocos, utilizando o kit “Bio-Plex Pro Human Cytokine 27-Plex Panel” da BioRad,
que permitiu quantificar as seguintes citocinas/ quimiocinas: FGF-basic, Eotaxina, G-CSF, GM-
CSF, IFN-y, IL-1B, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-
15, IL-17a, IP-10, MCP-1 (MCAF), MIP-1a, MIP-13, PDGF-B, Rantes, TNF-o ¢ VEGF.

3.5 ANALISE DO INFILTRADO TUMORAL

As analises do infiltrado linfocitario tumoral (do inglés, tumor-infiltrating lymphocytes -
TILs) foram realizadas por dois médicos Patologistas (MDBA e CABTO) do Departamento de
Anatomia Patologica do A.C.Camargo Cancer Center. As bidpsias foram avaliadas antes do
inicio do tratamento. Nestas amostras de tumor, a porcentagem dos TILs foi determinada nas
seguintes regides: a regido do estroma tumoral (regido onde os linfécitos encontram-se
distribuidos entre as células tumorais, sem contato direto com as mesmas) ¢ a regido
intratumoral (onde os linfocitos estdo em contato direto com células tumorais). As duas
categorias representam TILs verdadeiros, uma vez que ambas estdo localizadas na regido
tumoral. As avaliagdes das bidpsias foram realizadas através de cortes histologicos dos blocos
de parafina com espessura entre 4-5 um, corados com hematoxilina ¢ eosina (H&E). Foram
consideradas e contadas todas as células mononucleadas (linfocitos e plasmocitos) localizadas
até as margens tumorais das regides mencionadas, ndo sendo considerados os TILs de regides
necroéticas, ou aqueles em torno de carcinoma in situ, ou fora da borda do tumor invasivo. A
determina¢do do nivel dos TILs ¢ avaliada em parametro continuo e representada em

porcentagem, indicando o nivel de infiltrado na regifio avaliada *°.
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3.6 RESPOSTA AO TRATAMENTO

Para avaliar se as pacientes respondiam ou ndo a quimioterapia neoadjuvante, avaliamos
o score feito pelos patologistas no momento da cirurgia que apontava se havia doenca residual,
“residual cancer burden” (RCB). As pacientes que possuem RCB = 0 foram consideradas
pacientes com resposta patoldgica completa (pCR) e foram classificadas como respondedoras.
Por outro lado, as pacientes que possuem RCB > 0 foram classificadas como ndo-respondedoras

ao tratamento.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio dos softwares GraphPad Prism e
SPSS, com a colaboracao do estatistico Dr. Vinicius Calsavara.

As associagdes entre as varidveis qualitativas foram avaliadas através do teste Qui-
quadrado ou teste exato de Fisher. Para comparar os niveis de citocinas entre os grupos de
pacientes respondedores ¢ nao respondedores foram realizados primeiramente os testes de
normalidade Kolmogorov-smirnoff (KS) e Shapiro Wilk para verificar a distribui¢do dos
valores entre os grupos. Dessa maneira, para as analises que tiveram os valores de p < 0,05, os
dados foram classificados como de distribui¢ao normal. Posteriormente, foi utilizado o teste t
de Student para dados com distribuicdo normal e o teste Mann-Whitney para dados sem
distribuicao normal.

Para a correlagdo dos niveis de citocinas com a quantidade de linfocitos tumorais
infiltrados também foi realizado um teste de distribui¢do normal para posteriormente seguirmos
com os testes de correlacdes. Como todos os dados ndo apresentaram distribuicdo normal,
seguimos com a realizacdo do teste de correlagdo de Spearman.

Na intencao de avaliar a relagdo das citocinas com o desfecho de interesse (pCR), foi
realizada a regressdao logistica simples para determinar os valores de odds ratio (OR) no
intervalo de confianca de 95%. Também foi realizada a regressdo logistica multipla
considerando as citocinas, os niveis de TILs e grau histologicos como valores independentes.
O desempenho desse modelo em sua capacidade de discriminagdo dos eventos foi avaliado

através das curvas de operacdo do receptor (ROC) e da estatistica C, que representa a area sob

a curva ROC (AUC).
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4 RESULTADOS

41 CARACTERIZACAO CLINICOPATOLOGICA DAS PACIENTES

Como mencionado, esse trabalho contou com a avalia¢do do perfil imunologico de 39
pacientes diagnosticadas com cancer de mama triplo negativo nao metastatico. Além disso, o
recrutamento de 28 novas pacientes foi realizado e as amostras foram armazenadas para
avaliagdes posteriores.

Todas as pacientes foram submetidas a quimioterapia neoadjuvante seguida de
mastectomia. Apds a cirurgia, foi realizada a avaliacdo de resposta patoldgica separando as
pacientes em dois grupos: respondedoras (resposta patologica completa — pCR), composto por
18 pacientes, ¢ nao-respondedoras (ndo resposta patoldgica completa — nao-pCR), com 21
pacientes.

Foram realizadas as caracterizagdes demograficas e clinicas das pacientes. A idade
mediana do grupo analisado foi de 41 anos, sem diferenga entre os grupos de respondedores e
nao-respondedores. A populagdo avaliada era em sua maioria composta por pacientes de cor
branca (74%). A maioria das pacientes (72%) ndo se encontravam no estado da menopausa no
momento do diagnostico. Em relagdo as caracteristicas clinicas avaliadas, incluindo tamanho
do tumor, estagio do tamanho tumoral (T), estagio de comprometimento linfonodal (N) e grau
histoldégico, pode-se observar que as pacientes com resposta patologica completa possuiam um
estadiamento indicando tamanhos tumorais menores em relacdo as pacientes que nao
responderam ao tratamento. Avaliamos a presen¢a de mutagdo germinativa no gene BRCAI

em nossas pacientes do estudo, mas esse fator ndo foi relacionado com resposta (Tabela 1).
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Tabela 1 - Caracterizagdo clinica e demografica das pacientes com CMTN.

Caracteristicas
Idade, mediana (min;max)

Raca
Branca
Negra
Menopausa
Sim
Nao
Tamanho tumoral (cm),
mediana

Estadiamento T, n (%)
T1
T2
T3
T4
Estadiamento N, n (%)
NO
N1
N2
N3
Grau histolégico, n (%)
11
111
Nao avaliavel
Mutacio BRCA1
Sim
nao

Total (n=39)

41 (28;73)

30 (77%)
9 (23%)

11 (28%)
28 (72%)

2.6 (0.6;18)

5 (13%)

22 (56%)

10 (26%)
2 (5%)

16 (41%)

18 (46%)
4 (10%)
1 3%)

12 (31%)
25 (64%)
2 (9%)

5 (13%)
34 (87%)

PCR (n=18)
44 (33;65)

17 (94%)
1 (6%)

5 (28%)
13(72%)

2.25 (1.3;18)

4 (22%)
13 (72%)
1 (6%)
0 (0%)

7 (39%)
9 (50%)
2 (11%)
0 (0%)

4 (22%)
12 (67%)
2 (11%)

2 (11%)
16 (89%)

Nao-pCR (n=21) Valor p
0.345
39 (28;73)
0.023*
13 (62%)
8 (38%)
0.762
6 (29%)
15 (71%)
0.543
2.6 (0.6;5.7)
0.013*
1 (5%)
9 (43%)
9 (43%)
2 (9%)
0.795
9 (43%)
9 (43%)
2 (9%)
1 (5%)
0.260
8 (38%)
13 (62%)
0 (0%)
0.999
3 (14%)
18 (86%)

Legenda: PCR=resposta patologica completa; Nao-PCR=ndo resposta patologica completa. (*) indicando p<0,05

4.2 ANALISE DAS CITOCINAS CIRCULANTES

A identificac¢do das citocinas e quimocinas foi realizada através da tecnologia do Bio-

plex/Luminex, como descrito anteriormente, utilizando o plasma de 39 pacientes.

Ao comparar os niveis de citocinas e quimiocinas circulantes entre os grupos de

pacientes respondedoras (R) e ndo-respondedoras (NR), pudemos observar que fatores de

crescimento celular e pro-angiogénicos, como FGF-basic (p=0,023), VEGF (p=0,033) e GM-

CSF (p=0,042) estavam presentes em maiores concentragdes no momento do diagndstico em

pacientes respondedoras (Figura 5).
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Legenda: Concentracdo das citocinas circulantes em pg/mL nos grupos de pacientes que responderam (R)
(n=18) e pacientes que ndo responderam (NR) (n=21) ao tratamento através do ensaio Bioplex. As avaliagdes

estatisticas foram realizadas através do teste de Mann-Whitney (*) indica p <0,05.

Figura S - Concentragdo das citocinas FGF-basic, VEGF e GM-CSF no plasma de pacientes
com CMTN.

Também foi observado que a citocina pré-inflamatoria IL-2 (p=0,031) estava
significativamente mais elevada no grupo de pacientes respondedoras assim como a IL-5
(p=0,032). Juntamente com a IL-5, a citocina IL-13 estdo envolvidas na caracterizagdo do
fenotipo de linfocitos Th2. Essa molécula mostrou um aumento em seus niveis no grupo de
respondedoras em relagdo as ndo-respondedoras, mas essa analise ndo foi estatisticamente
significativa (p=0,061). Além disso, a citocina IL-15 envolvida na proliferacdo de células NK
também se encontra em maiores concentragdoes em pacientes respondedoras, apesar do seu valor
de p<0,05 (p=0,079) (Figura 6).

Através desses resultados, é possivel indicar que o perfil imunologico soluvel se

relaciona com a resposta terapéutica através de maiores niveis de citocinas inflamatoérias e

fatores de crescimento.
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Legenda: Concentracdo das citocinas circulantes em pg/mL nos grupos de pacientes que responderam (R)
(n=18) e pacientes que ndo responderam (NR) (n=21) ao tratamento através do ensaio Bioplex. As avaliagdes
estatisticas foram realizadas através do teste de Mann-Whitney (IL-2 e IL-13) ou teste T de Student (IL-5 e IL-
15) (*) indica p <0, 05.

Figura 6 — Concentracao das citocinas IL-2, IL-5, IL-13 e IL-15 no plasma de pacientes com

CMTN

43 AVALIACAO DE LINFOCITOS INFILTRADOS NO TUMOR

Os linfocitos infiltrados nos tumores foram avaliados pelas patologistas Dra Marina
de Brot e Dra Cynthia Aparecida Bueno de Toledo Osorio, por meio da analise morfométrica
de bidpsias coradas com hematoxilina e eosina. Foram avaliados os infiltrados de linfocitos
nas regides estromais e intratumorais, bem como na soma das duas regides (a soma da regiao
estromal e intratumoral) de 37 pacientes, sendo 17 respondedoras e 20 ndo-respondedoras.

A fim de entender o papel dos TILs na resposta ter o papel dos TILs na resposta
terap€utica das pacientes que se submeteram ao tratamento neoadjuvante, comparamos 0s
niveis de infiltrado na 4rea total avaliada, e também em cada area tumoral separadamente.
Observamos maiores niveis de TILs totais nas pacientes que responderam ao tratamento
quando comparadas as nao-respondedoras (Figura 7A) (p=0,023). O mesmo resultado foi
observado em relagdo as porcentagens de TILs estromais ao comparar esses grupos de
pacientes (p=0,040) (Figura 7B). Nenhuma diferenca foi encontrada em relacdo a quantidade

de TILs intratumorais (p=0,607) (Figura 7C).



19

A) TiILs Totals B) TiLs Estromals C) TILs Intratumorals
100 *p=0.023 100 — *p=0.040 254 p=0.607
80+ 80 204
w 60— w60 . w 154 sls
= = -
= = . =
= 40— t. = 40 Teew :I: = 10 -
20 . 20 . | 5 : -
— -(hd - -n - -
¥ i v ir
ol ol 4 ol T =
R R NR R NR

Legenda: Frequéncia de linfocitos infiltrados nos tumores (TILs) em toda a regido (Total) e também nas regides
estromal e intratumoral dos tumores de pacientes que responderam (R) (n=17) e ndo responderam (NR) (n=20) ao
tratamento. As avalia¢des foram realizadas através da analise morfométrica das bidspias em ldminas H&E obtidas

antes do tratamento. As andlises estatisticas foram realizadas através do teste Mann-Whitney. (*) indica p <0,05.

Figura 7 - Porcentagem de TILs Totais, Estromais e Intratumorais em pacientes Respondedores

e Nao-Respondedores.

Deste modo, ¢ possivel indicar que a presenca de linfécitos infiltrados nos tumores,
principalmente na regido estromal, esteja relacionado com uma melhor resposta a quimioterapia

neoadjuvante.

44 CORRELACAO DE CITOCINAS CIRCULANTES COM TILS

Para entender se as citocinas circulantes podem influenciar ou refletir os niveis de
linfocitos infiltrados nas regides estromais e intratumorais, correlacionamos as concentragdes
de cada citocina identificada previamente com as porcentagens de TILs presentes no tumor.

Esses parametros foram correlacionados em 36 pacientes e dessas, 16 foram
classificadas como respondedoras e 20 como nao-respondedoras. Os dados ndo seguiram uma
distribuicdo normal e, por essa razao, foi realizada a correlagdo de Spearman, onde o valor de r
préximo a 1 indica maior forga dessa correlagdo e os sinais de positivo ou negativo guiam para
uma correlagdo positiva ou negativa, respectivamente. Somado a essas referéncias, o valor de
p<0,05 indica que a forca da correlagdo € estatisticamente significativa.

Quando correlacionamos a porcentagem de TILs totais com a quantidade de cada uma
das 27 citocinas das pacientes com CMTN foi possivel identificar uma correlagdo positiva
moderada entre os niveis da citocina IFN-y com a porcentagem de TILs nas pacientes
respondedoras, enquanto nas pacientes nao-respondedoras essa correlagdo nio foi observada

(r=0,506 e p=0,048) (Figura 8A). Em relacao aos niveis de TILs presentes na regido estromal,
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ha uma correlacdo negativa moderada com a citocina TNF-a nas pacientes que nao responderam
ao tratamento (r=0.547 p=0.012) (figura 8B). Por fim, uma correlacio positiva moderava ¢ vista
entre os niveis de TILs intratumorais € a citocina IL-7 nas pacientes com resposta positiva a
quimioterapia neoadjuvante, mas ndo nas pacientes que ndo responderam ao tratamento
(r=0.563 p=0.025) (Figura 8C). A correlacao das 27 citocinas circulantes também foi realizada

com o tamanho tumoral (cm) das pacientes do estudo, contudo nenhuma correlagdo foi

observada.
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Legenda: Correlagdo entre a porcentagem de TILs totais, estromais e intratumorais com as citocinas IFN-y, TNF-
a e IL-7 respectivamente, nos grupos de pacientes respondedoras (n=16) e nao-respondedoras (n=20). As analises

estatisticas foram realizadas através do teste de correlacdo de Spearman. (*) indica p <0,05.

Figura 8 - Correlagdo de citocinas com TILs totais, estromais e intratumorais em pacientes

CMTN.
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Para melhor compreender como os TILs (totais e estromais) e as citocinas/quimiocinas
inflamatorias se relacionam realizamos uma matriz de correlagdo nos grupos de pacientes.
Nessa analise ¢ evidente que em pacientes classificadas como respondedoras (Figura 9A) a
correlacdo desses fatores se apresenta de maneira mais forte e positiva, enquanto no grupo de

ndo-respondedoras as correlagdes ndo apresentam o mesmo comportamento (Figura 9B).
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Legenda: (A) Matriz de correlacdo no grupo de pacientes respondedoras. (B) Matriz de correlagdo no grupo

pacientes ndo-respondedoras (*) indica p <0,05.

Figura 9 - Matriz de correlagdo TILs totais e estromais com citocinas € quimiocinas

inflamatorias.
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Também foi realizada uma matriz de correlagdo entre as 27 citocinas e os TILs (totais,
estromais e intratumorais) nos dois grupos de pacientes (Figura 10). Essa analise mostrou um

comportamento semelhante a analise anterior (Figura 9).

o
o
" ®
BE A) Respondedoras
E —
2°%® g
TEE o —
~WE F =) = =w
55553848, o = TEagml_
L5454 - = F =20
Frreud8ile i svonna20RRERd 0240
ERefresE Ja it ndSSSPREY

(]
o

% TILs Estromai 0 10.4 0 0.30.3-0.90.10.20.20.30.30.30.2 0 0 0.1-0.90.10.4-0.20.1 0 0.30.1
% TiLs Intratumorais .20.4 0 0.30.10.30.40.40.1 0 0.50.50.2 0 0.1-0.10.90.30.40.30.40.30.20.20.40.1 08
Eotaxin | .10.40.50.30.50080.1-0.3,70.40,60.30.10.2-0.90.50.50,50.30.40.30.40.30.3 :

Gz, 1T TR g
G-CSF 0 0.50,50.40,6 0 |
GM-CSF [fl0.405 0 0.30.30,80,70.40,50.0.50,50.280.50.10.10.50.10.3 0 0.50,0 06
IFN-g 'inmmnmnam 110.30.30.20.30. m
IL-1b [ 0 0,70,70.40.40,60,60,60.40.30.20,50,70.40.50,10,70.20 L
IL-ira [l0,50.40.3 0 0.50.50.20.20.30.3 0 0.50.10.10.40.40.2.20.40.3 0.4
IL-2 .30.30.40,0.20.30.60.40.20.2
L4 : : 02
IL-5 A 40.20.40. :

IL-6 ,30,6-0.10.30,60.3 0.40.10.4 0 0.0,
IL-T 0.30,80.20.50,50.40.5 nﬁ L o
IL-8 0701 0 0.50,70.30.40.10,70,7
IL-9 0.30.3 0 0,60.30.40.40,70.30.20.50.4

IL-10 Jifl0.30,50.40,50.2 0 0.20.10.5 0 0503 | |
IL-12(p70) [l050,60,50.20.10.40203 0 0.402 | | -2
IL-13 [80.30.20.40.20.20.40.40.20.10.4

IL-15 Jilo.40.20.90.40.10.1 0 0507 | | 04

IL-17 [ 0 0,50,70.40.50.1 0,707

1P-10 [0.20.20.40.360.10.1
MCP-1(MCAF) 30.50.20.20.4

MIP-1a 30405

MIP-1b [il0.20.40.20.3

PDGF-bb [i08.303 08

RANTES .1-0.1 :
TNF-a
VEGF 1

E

% TiLs Totais 1: 0.10.20.10,50.10,40.50.10.20.20.40.50.40.20.2 0 0 0.30.0.30.3 0 0-0.40.40.3 1
IS5 0.40.

-0.6

B) Ndo-Respondedoras

TILs Intratumorais

TILs Estromais
otaxin

TILs Totais
GF basic
-CSF
M-CSF

Yo
%
%
E
F
G
G
F
L-
L-
L
L-4
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
P
M

% TiLs Totais [l 0 0.10.30.30,10,30.40.10.2 0 -0.3.30.1-0..30.10.3-0.40.3-0.2D. 1mm1" 1

% TILs Estromais 0.6 0 0.10.40.40.10.20.30.10.30.1-0.9.3 0 0.0.3 0 0.30.0.3-0.0.20.30.20.2 0

% TiLs Intratumorais .g .10.4.0.20. mz 0-0.30.40.30.1 00.2 0 0.10.8.1-0.2 0 0.10.10.40.3.0.30.2 08
Eotaxin .zn,qo.z 0 0.30.20.60.20,60.205 0 0 0.50.3 :

FGF basu: i ,10.60.20.5 10504 0 0,2
wm 10805 0 pm‘-’ 10502002 || o o

GM CSF [il0.50.40.2.2.0.0,4 &wuomuw
IFN-g [illo.20. ,,w.uuo 110.40.20.60.20.20.60.30.10.30.9,3
IL-1b [flo.1 .20,50,30,10.60.30.50,30,60.20.40,30,30.20.40,30,4 04

IL-1ra 104020 0 0 0-0.40.90.1-0.10.10.10.60.30.50.40.40.1 0 .
IL-2 [] WW
L4 0 0.60.1 0.30.20.10,3 0.2

IL-5 ,2:0.2,30,50.40,70,50.10.40.10.2 0 o, 20,8
IL-6 |4 0 0,50.10.10,30.10,60.10.50.40.40.40.10.10,605

IL-7 l#,:.n.m.s o @8 0 0.30,40.20080.3 9 0,2
IL-8 [0.20.30,10.2 0 0,50.50.40,80.20.40.10,40,3 0
IL-9 %mm

IL-10 0,70.20.10.2 0 0.20.30.1 0
IL-12(p70) 0 -0.10.10.40.60.10.60.10,3 02
IL-13 [#40.20.50.20.30.3-0.10.1.0.30.10.2
IL-15 [ o 0.10.2.0. 04
1L-17 [illo.20,50,50.30.50.2 ¢ 0,3 -

1710 [lb.10.50.3.0.0,10.40.3

MCP-1(MCAF) 0.50.10.30.3 06
MIP-1a 0.40.20.10,2 -
MIP-1b

PDGF-bb b1 0 o 08
RANTES [l 0 56 -

= B
Legenda: (A) Matriz de correlagdo no grupo de pacientes respondedoras. (B) Matriz de correlagdo no grupo

pacientes nao-respondedoras (*) indica p <0,05.

Figura 10 - Matriz de correlagdo entre TILs e citocinas/quimiocinas.
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A partir desses resultados, percebemos que pacientes com sucesso terapéutico possuem
maiores correlagdes entre citocinas, quimiocinas e TILs, refletindo uma resposta imunologica
com perfil pro-inflamatorio nesse grupo de pacientes. Por outro lado, as pacientes que ndo
respondem ao tratamento possuem correlacdes mais fracas entre os fatores avaliados, indicando

uma resposta imune mais fraca ou desregulada.

45 AVALIACAO DO PODER DE PREDICAO DE RESPOSTA DAS
CITOCINAS DETECTADAS NO PLASMA

Ja ¢ estabelecido que a presenga de altos niveis de TILs em pacientes com CMTN se
relaciona com melhor sucesso terapéutico. Com o objetivo de aumentar o poder de predi¢ao de
resposta por esse fator e também permitir uma avaliagdo menos invasiva, n0sso proxXimo passo
foi avaliar como as citocinas detectadas no plasma poderiam funcionar como biomarcadores
preditores de desfecho clinico de maneira isolada, ou somada a presenca de TILs.

Primeiramente avaliamos por regressdo logistica univariada como os TILs total,
estromal e intratumoral poderiam indiciar a chance de um melhor desfecho clinico. Foi possivel
observar que os niveis de TILs na regiao estromal sdo capazes predizerem um desfecho clinico
nessas pacientes de maneira significativa (Tabela 2). Contudo, as curvas ROC referentes a essas
analises nos mostram que os nossos valores ndo possuem uma boa performance na capacidade

discriminativa da especificidade e sensibilidade desses fatores (Figura 11)

Tabela 2 - Andlise univariada dos niveis de TILs nas regides do tumor.

Analise univariada - niveis de TILs (%)

OR 95%CI p
TILs Total 1.03 0.99 até 1.07 NS
TILs Estromal 1.04 1.00 até 1.09 .035
TILs Intratumoral 1.01 0.91 até 1.12 NS

Legenda: OR= odds ratio; 95%CI = intervalo de confiang¢a; NS= nao significativo (p<0.05).
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Legenda: area sobre a curva (AUC) foi calculada através da regressdo logistica univariada dos valores de TILs

total, estromal e intratumroal (*p<0.05).

Figura 11- Curva ROC dos TILs

A partir desses resultados, avaliamos por regressao logistica multivariada como os TILs
poderiam aumentar o poder das citocinas em predizer um desfecho clinico. Foi possivel
observar que nao s6 na analise das citocinas somada aos TILs totais como também na analise
somada aos TILs estromais, hd um aumento do poder de predicdo de uma resposta terapéutica
quando comparados a avaliacdo de citocinas isoladas (Tabela 3). Na avaliacdo multivariada,
todas as andlises foram significativas (p < 0,05). Também foram avaliadas as citocinas em

combinagdo com TIL intratumorais, porém os resultados nao foram significativos.

Tabela 3 - Analise univariada e multivariada das citocinas com TILs.

ANALISE MULTIVARIADA
ANALISE UNIVARIADA TILs Total TILs Estromal
CITOCINA OR 95% CI p OR 95% CI p OR 95% CI p

FGF-b 2.16 122at¢é4.63 .006 2.22 1.20 at¢ 5.00 .027 2.24 1.20 até 5.04 025
IL-5 1.11 1.01 at¢ 1.25  .024 1.15 1.02 at¢ 1.33  .037 1.14 1.02 até 1.33 .039
GM-CSF 4.02 1.10at¢20.00 .035 6.73 1.53 at¢ 47.66  .026  7.07 1.58 até 52.9 025
TNF-a 126 1.02at¢1.76  .027 1.38 1.02 at¢ 2.06  .021 1.41 1.03 até 2.12 .067
IL-2 238 1.17até¢747 .009 250 1.14at¢ 8.53  .059  2.57 1.13 até 8.76 .060
IL-7 144  1.03at¢220 .031 1.54 1.02 at¢ 2.65  .068 1.52 1.03 até 2.53 .060
VEGF 1.05 1.00at¢1.11  .035 1.06 1.0lat¢ 1.13  .078 1.06 1.00 até 1.13 .053
IFN-y 1.61 1.00 at¢ 2.86  .048 1.59 0.94 até 2.99 NS 1.55 0.91 at¢ 2.91 NS
IL-15 1.02  1.00at¢ 1.04 .068 1.02 1.00 at¢ 1.05  .057 1.02 1.00 até 1.05 .061
IL-13 250 1.00at¢ 11.13 NS 2.55 0.95 até 13.9 NS 2.43 0.95 até¢ 13.6 NS

Legenda: OR= odds ratio, 95% CI= Intervalo de confianca 95%, NS= ndo significativo (p<0.05).
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Ao realizarmos a regressao logistica univariada das citocinas, notamos que as moléculas
FGF-basic, IL-2, IL-5, IL-7, TNF-a, VEGF, IFN-g ¢ GM-CSF sao capazes de predizer uma
resposta terapéutica efetiva, uma vez que os valores de OR dessas moléculas indicam uma
maior chance de sucesso terapéutico em nosso grupo de estudo (p>0,05) (Tabela 3). Ao
avaliarmos o desempenho da curva ROC para as citocinas nas andlises univariadas e

multivariadas, notamos um impacto positivo dos TILs totais e estromais (Figura 12).
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Legenda: A area sobre a curva (AUC) foi calculada para cada citocina (linha preta) (andlise univariada), em
combinagdo com TILs na regido estromal (linha vermelha) e em combinagdo com TILs total (linha azul) (analises

multivariadas). (*) indica p<0,05.

Figura 12 - Curva ROC
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Também avaliamos como as citocinas em combinagdo com a classificacdo histologica
poderiam predizer a resposta patologica completa através da analise multivariada; as analises
de TILs em combinacdo com o grau histologico também foram realizadas. Em relagdo a
classificagdo histoldgica, os graus utilizados foram os graus II e III por serem os presentes em
nosso grupo de estudo. As avaliagdes de TILs correspondiam aquelas da regido estromal e total
do tumor. A partir dessa analise foi possivel notar que algumas citocinas perdiam o poder em
predizer o desfecho clinico na avaliagdo combinada com o grau histologico, enquanto outras
como o GM-CSF tinham o seu poder aumentado. O mesmo resultado foi observado quando os
TILs foram adicionados a andlise (Tabela 4). Essa mesma andlise foi realizada considerando o
estadiamento T para avaliar um aumento do poder de predi¢ao de resposta das citocinas ou

TILs, mas essa andlise ndo mostrou poder significativo.

Tabela 4 - Andlise univariada e multivariada das citocinas com TIL ou Grau Histologico

Analise Multivariada
Grau Histoldgico e TILs Grau Histoldgico e

Analise Univariada Grau Histolégico
Total TILs Estromal

CITOCINA OR 95%CI p OR 95%CI p OR 95%CI p OR 95%CI p

216 122at¢ .006 232 130at¢ .013 235 1.27 até 016 235 126at¢ .017

FGF-b

4.63 5.07 531 5.28
111 10lae 024 115 1.04aé 022 116 1.07aé .024 116 1.03a& .027

13 1.25 132 136 135
oapesp | Y02 Lo 035 623 ISla 02 851 180w 017 832 178a 017

20.00 37.44 12,51 65.73
105 1.00at .035 1.05 1.00até .064 106 1.0laté .036 106 1.0laté .043

VEGE 111 111 1.14 1.14
238 1.17até  .009 237 1.10at 059 248 1.08a¢ NS 250 1.08até .064

12 7.47 7.48 8.56 8.77
144 103at 031 144 1.02a 062 155 1.02até .065 151 1.02ate .065

17 220 224 2.65 2.57
126 1.02a¢ .027 124 1.00aé NS 138  1.00at¢ 082 140 10lae .069

TNFa 176 1.74 2.06 2.11
161 1.00at .048 153 095até NS 156 092ae NS 152 090até NS

N 2.86 2.71 2.92 2.85
102 1.00a% NS 1.02 1.00até .077 1.02 1.00até 055 102 1.00até .059

113 1.04 1.04 1.05 1.05
250 1.00at¢ NS 290 105a¢ NS 275 098aeé NS 2.59 097até NS

f-13 11.13 13.95 14.89 14.49

Legenda: OR= odds ratio, 95% CI= Intervalo de confianga 95%, NS= ndo significativo (p<0.05).
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Apo6s as analises apresentadas, podemos indicar que as citocinas quando avaliadas
individualmente possuem o poder de predizer um desfecho clinico favoravel, assim como os
niveis de TILs na regido estromal do tumor (Figura 13). Contudo, ¢ importante ressaltar que ao
analisar as citocinas em combinacdo com os TILs, o poder de predicdo para a resposta

patologica completa se tornou maior.

Analise Univariada

OR 95% CI Valor de p
GM-CSF- : . 402 110 até 20.00 035
IFN-y 1 e 1.61 100até 286 048
VEGF 0 1.05 1.00até 1.11 035
TNF- te 1.26 102até 176 027
IL-15+ 6 1.02 1.00até 1.04 NS
1L-13 i . [ 250 1.00até 11.13 NS
IL-7 4 H—! 1.44 103até 220 031
IL-5- l 1.1 101até 125 024
IL-2 e ! 238 117 até 747 009
FGF-basic ————— 2.16 122até 463 006
Total TILs- . 1.03  0.99até 1.07 NS
Stromal TILs o 1.04 1.00até 1.09 035
I A — |
0 5 10 20 25
Odds ratio

Legenda: A analise utilizou um modelo de regressao logistica para estimar a probabilidade de obter uma resposta
patologica completa de acordo com a concentrag@o plasmatica das citocinas GM-CSF, IFN-y, VEGF, TNF-q, IL-
15, IL-13, IL-7, IL-5, IL-2, FGF-basic e dos TILs total e estromal. Odds Ratio (ORs); Intervalos de confianga de
95% (IC 95%). (*p>0.05).

Figura 13 - Forest Plot representando a razao da probabilidade de obter uma resposta patoldgica

completa de acordo com os niveis plasmaticos das citocinas.

4.6 ANALISES IN SILICO

Com o objetivo de comprovagao dos nossos dados experimentais que apontam algumas
citocinas como preditoras de melhor progndstico, analisamos o banco de dados do TCGA que
nos forneceu informacgoes a partir de dados de transcriptoma do microambiente tumoral. Dessa
maneira, foram utilizadas as andlises de expressdo génica das moléculas de interesse em
pacientes com CMTN e pode-se observar que pacientes com altas expressdes de IL-7, IL-15,
TNF-a e IFN-y atingiram maior tempo de sobrevida livre de recorréncia (relapse free-survival
— RFS), comparadas ao grupo de pacientes que tinham baixas expressdes génicas dessas
citocinas (Figura 14A). Por outro lado, pacientes com maior expressdao de VEGF, IL-13, FGF-

basic e GM-CSF (CSF2) apresentaram menor RFS (Figura 14B).
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Legenda: Analises realizadas através do banco de dados do TCGA. A expressdo génica das citocinas foi

determinada através do transcriptoma do microambiente tumoral de pacientes com CMTN e foram classificadas

em baixas (low) e altas (high) no niimero de pacientes (n) distinto para citocina. (A) A expressdo génica das

citocinas IL-7, IL-15, TNF- a (TNFSF2) e IFN-y foram realizadas. (B) A expressdo génica das citocinas FGF-
basic (FGF-1), IL-13, VEGF (VEGFA) ¢ GM-CSF (CSF2) foram realizadas. p<0.05 foram considerados

estatisticamente significativos.

Figura 14 - Estimado de Kaplan-Meier. Expressao de citocinas relacionadas com sobrevida

livre de recorréncia (relapse free-survival) em pacientes com CMTN.
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Pudemos notar que as citocinas IL-7, IL-15, TNF-a e IFN-y seguem associadas a um
melhor prognoéstico em pacientes com CMTN nas analises in silico por estarem mais expressas
em pacientes com maior sobrevida livre de recorréncia. Por outro lado, as citocinas FGF-basic,
IL-13, VEGF e GM-CSF sdo encontradas com maior expressdo em pacientes com menor

sobrevida livre de recorréncia nas analises in silico.
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5 DISCUSSAO

Em nosso trabalho avaliamos citocinas e quimiocinas circulantes em pacientes com
CMTN no momento do diagnostico afim de identificar biomarcadores preditores de resposta ao
tratamento neoadjuvante. Também avaliamos os niveis de TILs e suas relacdes com as
citocinas. A partir de nossas analises, conseguimos apontar correlagdes entre as citocinas € o
aumento dos linfocitos infiltrados nos tumores no grupo de pacientes respondedoras, indicando
um perfil imunologico pré-inflamatdrio nessas pacientes.

E sabido que as citocinas e as quimiocinas sdo moléculas essenciais para a ativagio ou

139, As células tumorais

inibicao da resposta imunoldgica sistémica e no microambiente tumora
também sdo capazes de produzir essas moléculas modulando o sistema imunologico para um
ambiente imunossupressor favoravel ao crescimento tumoral *!'. Por essa razdo, as citocinas
presentes no plasma de pacientes com CMTN poderiam funcionar como marcadores do perfil
de ativacdo do sistema imune e preditoras de resposta ao tratamento e desfecho clinico.

Nossos resultados mostram que pacientes respondedores possuiam maiores
concentragdes plasmaticas de fatores de crescimento ¢ moléculas associadas com formagao
vascular como GM-CSF, FGF-basic ¢ VEGF. Utilizando regressdao logistica, também
conseguimos mostrar que o aumento dessas moléculas em pacientes com CMTN poderiam
indicar uma resposta patologica completa de maneira individual, ou quando analisadas em
conjunto com maiores niveis de TILs.

Por outro lado, nossas analises in silico mostraram um resultado contraditorio em
relagdo a expressdo génica de FGF-basic e VEGF que se encontravam maiores em pacientes
com menor sobrevida livre de recorréncia. E importante ressaltar que essas analises foram
realizadas através de dados do transcriptoma onde as expressoes génicas dessas citocinas foram
avaliadas no tecido tumoral e desfecho avaliado foi o tempo livre de recorréncia, enquanto
nosso ensaio avaliou os niveis de citocinas relacionados com resposta terapéutica. O aumento
da expressdao de FGF-basic por células tumorais foi observado em um estudo em pacientes com
cancer de mama, relacionando com a maior diferenciacdo de osteoclastos e contribui¢do para
formacdo de metastase Ossea 2.

O VEGF ¢ uma molécula responsavel pelo crescimento de vasos e por consequéncia, ¢
um fator pré angiogénico associado com a invasdo tumoral e formagio de metéastase >*>*. No

panorama do cancer de mama, Linderholm et al. (2009) notou que os niveis intratumorais dessa
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citocina eram maiores no subtipo CMTN ao analisarem a sua concentracdo em outros subtipos
de cancer mamario. Em outro trabalho, onde avaliaram as citocinas presentes nos fluidos
intersticiais de tumores mamarios comparados com amostras derivadas de doadores saudaveis,
notaram que o VEGF estava mais presente nas pacientes, assim como IL-7, IL-10, FGF-2, IL-
13, IFN-y, IP-10, IL-1RA, PDGF-B, RANTES e IL-12, além disso, uma maior expressdo de
VEGF se relacionou com TILs *°. E importante ressaltar que esses estudos avaliaram os niveis
de citocinas em cultura celular ou no microambiente tumoral e também associaram com 0s
subtipos de carcinoma mamario, enquanto nds analisamos os niveis soliiveis dessas moléculas
e suas correlagdes com a resposta terapéutica.

Em nossos resultados, notamos que em pacientes com resposta patologica completa ha
maior concentracdo da citocina IL-2 comparado as pacientes nao respondedoras. Além disso,
observamos que hd um aumento de correlagdes de citocinas pré-inflamatorias entre si em
pacientes respondedores bem como uma maior correlagdo de IL-7 e IFN-y com os niveis de
TILs no mesmo grupo de pacientes.

A IL-2 ¢ uma citocina produzida pelos linfocitos T CD4+ e T CD8+, e € a principal
citocina responsavel pela ativacdo, maturacao e proliferagdo de linfécitos, bem como ativagao
de células dendriticas e estimulagdo da apresentagdo de antigenos °**°. No trabalho de Egelston
et al. (2018) ao investigarem os linfocitos T CD8+ nos TILs de pacientes com cancer de mama,
identificaram que apesar da maioria dessas células possuirem um fenotipo de memoria efetora,
a capacidade de produgao das citocinas IL-2 e IFN-y se mantinha. Um estudo realizado no Japao
avaliou a expressdo de citocinas em pacientes com cancer de mama utilizando a mesma
metodologia do nosso estudo e observaram que o aumento das citocinas IL-2 e IL-1p estavam
associados ao aumento dos TILs, bem como a baixa concentracio de eotaxina 5.

A citocina IL-7 tem como principal fun¢do estimular a proliferagdo de linfocitos,
especialmente de memoria, além de atuar na defesa anti-tumoral sinergicamente ao IFN-y em
alguns tipos tumorais ¢ aumentar a produ¢do de citocinas inflamatérias como TNF-a por
mondcitos *°. Por outro lado, alguns estudos apontam uma possivel a¢do da IL-7 na proliferagio
de células tumorais de mama. Boesch et al. (2018) mostrou que fibroblastos presentes no
microambiente tumoral de modelos murinos de cancer de mama expressavam maiores niveis
de IL-7 capazes de induzir o crescimento de células tumorais. Similarmente, outro estudo
utilizando cultura de células mamarias triplo negativas indicou que a IL-7 era capaz de induzir
o crescimento dessas células em meio de cultura .

O IFN-y ¢é uma importante citocina na defesa anti-tumoral por atuar na estimulagdo da

resposta imunoldgica e promover o reconhecimento do tumor e sua eliminagdo. Essa citocina é
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produzida principalmente pelos linfocitos T CD4+, T CD8+, T v9, células NK e APCs, além de
sofrer influéncia de outras citocinas como IL-12 e IL-15 que auxiliam na inibi¢do do
crescimento tumoral &2,

Além dessas citocinas, notamos que o TNF-a se correlacionava negativamente com o0s
TILs estromais em pacientes nao-respondedores. Sabemos que o TNF-a possui atividade anti-
tumoral por varios mecanismos. Entre eles podemos citar a indugdo da apoptose celular através
da ligacdo ao seu receptor nas células tumorais, ativacdo de macrofagos e células NK,
recrutamento e estimulacdo de neutr6filos e monocitos para o microambiente tumoral, além do
bloqueio células T regs com fungio imunossupressora %. Entretanto, o0 TNF-o também pode
estimular a producdo de quimiocinas como CXCL12 e CCLS8 auxiliando na proliferagao
tumoral e aumento da invasio celular .

Também observamos que a citocinas IL-15 estava presente em maior quantidade em
pacientes que responderam ao tratamento, quando comparada ao grupo de ndo respondedoras.
Além disso, em nossa analise in silico observamos que a maior expressao génica da IL-15 estava
presente no grupo com maior sobrevida livre de recorréncia. A citocina IL-15 ¢ responsavel
pela ativagdo e proliferacao de células NK que possuem uma funcao citotoxica e anti-tumoral.
No desenvolvimento do tumor, ¢ observado que ocorre uma diminui¢do dessa molécula e
consequentemente uma redu¢io do ntimero de células NK . Em modelos murinos de cAncer
de mama, foi visto que o aumento de IL-15 esta relacionada com uma destrui¢ao tumoral e
reducio de metastases por mecanismo dependentes de células NK ¢°.

Citocinas relacionadas ao perfil de resposta Th2 como a IL-5 e IL-13 também foram
identificadas em maiores concentragdes nas pacientes que alcangaram a resposta terapéutica.
Existem trabalhos na literatura que indicam que altos niveis de moléculas do padrao Th2
estejam associadas com pior progndstico em pacientes com cancer de mama 7. Por outro
lado, acreditamos que em nosso estudo, a presenga aumentada de moléculas caracteristicas do
perfil Th2 nas pacientes respondedoras possam atuar como um contrabalango para uma resposta
inflamatoéria, uma vez que mediadores inflamatdrios sdo relacionados com progressao tumoral
e desenvolvimento de metéstase em alguns tumores solidos 36369,

Em relacdo aos TILs, ¢ sabido que a sua presenca ¢ de extrema importancia para a
criacdo de um ambiente anti-tumoral 7°. Nos pacientes com CMTN, altos niveis do infiltrado
vem sendo considerado um fator progndstico favoravel para resposta a quimioterapia
neoadjuvante +>71-72,

Em nosso estudo, observamos altos niveis de TILs total e estromal nas pacientes

respondedoras em comparagdo as nao-respondedoras. Também observamos a correlagao
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positiva desses fatores com citocinas inflamatdrias como IFN-y e IL-7, além do aumento do
poder de predizer resposta quando avaliadas em conjunto com os TILs (total ou estromal).

Acreditamos que se faz necessaria a inclusdo de mais pacientes afim de aumentar o
poder de discriminacao dos nossos resultados, bem como melhor compreender o mecanismo de
resposta anti-tumoral. Contudo, o perfil imunologico soltivel de pacientes com CMTN ainda ¢
pouco estabelecido na literatura e até o momento, estudos sobre o microambiente tumoral nos
apontam que pacientes com maiores niveis de TILs possuem melhor prognoéstico, € assim essa
caracteristica vem sendo considerado um biomarcador de resposta para esse subtipo de
carcinoma mamario. Portanto, faz-se necessdrio estudos que caracterizem a resposta
imunoldgica sistémica e sua relagdo com o sucesso terapéutico, além da identificagdo novos
biomarcadores menos invasivos.

Acreditamos que os resultados encontrados no nosso trabalho somado com os dados
apresentados da literatura sdo de extrema importancia para melhor compreensdo do perfil
imunoldgico e sua relagdo com a resposta a quimioterapia neoadjuvante no cancer de mama

triplo negativo.
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6 CONCLUSAO

Concluindo, nosso estudo demonstrou que as citocinas circulantes com carater pro-
inflamatoério, especialmente IL-2, GM-CSF, IL-5, IL-13, IL-15 estdo associadas com a pCR em
pacientes com CMTN tratados com quimioterapia neoadjuvante. Também observamos a
capacidade da predi¢ao de resposta dessas citocinas, além das moléculas IL-7, [FN-y e TNF-a
e um aumento desses valores quando avaliadas em conjunto com os TILs. Dessa forma,
acreditamos que a avaliacdo de citocinas circulantes pré-tratamento possa atuar como

biomarcadores para predizer um desfecho clinico positivo.
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Anexo 1 — Carta de aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa-CEP

Q A.C.Camargo Cancer Center comreoeernca
Centro Integrado de Diagndstico, Tratarnento Ensino e Pesquisa  EM PESQUISA - CEP

Séo Paulo, 28 de maio dé 2018.

A Dra. Dirce Maria Carraro
Aluna: Ananda Domingues Lopes (Mestrado)

_Ref.. Projeto de Pesqulsa n’. 1746/13H . &
"Determinacio de citocinas soliveis no plasma de pacnentes com TNBC tratados com

" quimioterapia neoadjuvantes: Associatio de perfis soliveis de citocinas com respostas a
terapia e progressao da doenga."

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagio
Antonio Prudente — A.C.Camargo Cancer Center, em sua ultima reunido de 22/05/2018

tomaram conhecimento e aprovaram os seguintes documentos:

> Solicitagdo de dispensa da submissfo da documentagad obrigatdria e andlise ética do
projeto acima mencionado por se tratar de um projeto afiliado ao tematico intitulado
"Aspectos moleculares envolvidos no desenvolvimento e progressdo do carcinoma
ductal de rama: investigagio da progressio do carcinoma in situ e do papel da
mutacdo em BRCA1 no tumor triplo negativo", registrado neste CEP sob n® 1746/13.
O projeto afiliado em referéncia serd Mestrado da aluna Ananda Domnu,ues Lopes,
sob orientagéo da Dra. Dirce Maria Carraro.

Atenciosamente,

\Dr.j rson Lu \;}ss

1° Vice-Coordenador-do Comité Etlca em Pesquisa.

11

Rua Professor Anténio Prudente, 211 » leerdade * Sao Paulo / SP « CEP 01 509 900
. (11) 2189-5000 * www.accamargo.org.br



Apéndice 1 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

RESOLUGAO 466/12 CNS/MS

I- DADOS DE IDENTIFICACAO DO PARTICIPANTE DA PESQUISA OU RESPONSAVEL
LEGAL

1.NOME DO

SEXO:MF

DATA NASCIMENTO: .......... [ i [ i

ENDEREGCO: ..ottt ettt NO APTO: .....

BAIRRO: ..ottt CIDADE: ...ttt
CEP:eiiieecee TELEFONE: DDD (0...) cueoteieirierienieieieieeeseseeeeet e
2 RESPONSAVEL LEGAL: ... es s
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrador €C.): c..oo.erierieriririinierienieeienie ettt
SEXO:MF

DATA NASCIMENTO:. ................. Lo Lo

ENDERECO: ...ttt N e APTO: .........
BAIRRO: ...ttt CIDADE: ....ciiiiiiiiiiiceceeeeeeeee e,
CEP:.ooiiiiiceecee TELEFONE: DDD (0...) coeeieieiiiiieieeeeeeeeeeeeee s

II-DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: MEDICINA PERSONALIZADA APLICADA
PARA O MONITORAMENTO TERAPEUTICO DO PACIENTE ONCOLOGICO
2. PESQUISADOR RESPONSAVEL: Dra. Dirce Maria Carraro

3. PESQUISADORES ENVOLVIDOS:

CIPE:

0 Dra. Giovana Tardin Torrezan

0 Dra. Ludmilla T. Domingos Chinen

0 Dra Vilma Martins

O Dr. Tiago Goss dos Santos

[0 Dr. Kenneth John Gollob



Departamento Oncologia Clinica do A.C.Camargo Cancer Center
[J Dr. Helano C. Freitas

[J Dr. Vladmir C. Cordeiro de Lima

[J Dra. Solange Sanches

[J Dra. Rachel Riechelmann

[J Dra. Maria Nirvana da Cruz Formiga

[J Dr. Celso Abdon Lopes de Mello

Departamento de Cirurgia Oncolédgica
[ Dra. Fabiana Baroni Alves Makdissi
0 Dr. Stenio Cassio Zequi

00 Dr. Walter Henriques da Costa

0 Dr. Samuel Aguiar Junior

0 Dr. Luiz Paulo Kowalski

00 Dr. Jefferson Gross

[0 Equipe de Enfermeiras de Pesquisa

4. DURACAO DA PESQUISA: 36 meses

I1I - INFORMACOES A (O) PARTICIPANTE

O (A) senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa (“Medicina Personalizada
Aplicada para o Monitoramento Terapéutico do Paciente Oncologico”), que sera realizada no
A.C.Camargo Cancer Center.

IV - OBJETIVOS DA PESQUISA

O projeto pretende caracterizar as alteracdes exclusivas do material genético do tumor utilizando painéis
de genes para analise desse material (por método de sequenciamento) e monitorar, usando como modelo
as alteragdes exclusivas encontradas no tumor, a eficacia do tratamento pela avaliagdo em plasma e em
determinados casos, em urina. Além disso, pretendemos investigar outros componentes de seu sangue
como célula tumoral circulante (CTC), vesiculas extracelulares (VE), células do sistema imune e
marcadores imunolégicos para estudar os mecanismos envolvidos na eficidcia e resisténcia ao
tratamento.

V- JUSTIFICATIVA PARA A PROPOSTA DA PESQUISA

Varias evidéncias cientificas tém demonstrado que tumores solidos liberam material genético e outros
componentes, como células tumorais circulantes e vesiculas extracelulares, na circulagdo sanguinea do
paciente. Ha atualmente varios grupos de pesquisa padronizando os procedimentos para detecgdo destes
marcadores na corrente sanguinea do paciente. No entanto, apesar de ter tido grandes avangos, esses

procedimentos ainda apresentam limitagdes para sua utilizacdo na rotina clinica.



Assim, esse projeto tem o objetivo de investigar, por técnicas de sequenciamento, o material genético
de parte de seu tumor, que sera armazenado no nosso Biobanco, com sua devida autorizagdo, para
determinar as alteragdes especificas no DNA. Com esse procedimento, nos pretendemos desenvolver
uma ferramenta para identificar no seu plasma e/ou urina a presen¢a de DNA da célula tumoral. Além
disso, para um subgrupo de pacientes, também iremos analisar outros componentes da bidpsia liquida
presentes no plasma, bem com investigar, em amostras de sangue periférico, as células do sistema imune
e moléculas relacionadas. Como se trata de um projeto cientifico, sua aplicacdo na rotina ndo sera
imediata, uma vez que ¢ um processo experimental.

Uma vez superado todos os desafios decorrentes desse projeto e estabelecido com seguranca este
procedimento, sua aplicagdo podera ser bastante ampla na area da oncologia, tanto na detec¢ao precoce
de recidiva do tumor como para monitorar resposta a quimioterapia.

VI - DESENHO DA PESQUISA

O estudo a ser realizado sera experimental, exploratoério, longitudinal, prospectivo e envolvera também
aspectos de pesquisa basica. Os tumores a serem avaliados incluem: carcinoma de pulmao ndopequenas
células (CPNPC), adenocarcinoma de reto e colon, cancer de mama triplo negativo (CMTN), carcinomas
renais (CR), melanoma e carcinomas de cabega e pescogo (cavidade oral).

VII - DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS

Se concordar em participar deste estudo, vocé sera submetido a coletas de sangue (aproximadamente 8
mL), antes do inicio do tratamento (cirurgia ou quimioterapia/radioterapia), e em diferentes momentos,
sendo que serdo feitas em média 6 coletas ao longo da pesquisa. Caso haja necessidade, dependendo do
tratamento e de seu consentimento, mais coletas de sangue serdo realizadas.

Vocé ndo precisara vir ao hospital apenas para a coleta desta pesquisa. Contataremos vocé nas datas que
vocé tiver exames e na maioria das vezes, aproveitaremos as pungdes venosas (coleta de sangue) dos
exames no laboratdrio de rotina. Caso ndo tenha exames a ser realizados, contataremos vocé nos dias
que tiver consulta ou outros procedimentos no hospital. Toda identificacdo do seu material sera feita por
codigos para preservar sua confidencialidade.

As amostras coletadas serdo processadas e armazenadas pelo Banco de Macromoléculas do Biobanco
do A.C. Camargo Cancer Center, e o excedente ndo utilizado por este projeto de pesquisa podera ser
utilizado em outros projetos no futuro, mediante seu consentimento e apds a aprovacdo dos mesmos
pelo Comité de Etica em Pesquisa desta Instituigao.

VIII - DESCONFORTOS E RISCOS ESPERADOS DECORRENTES DO PROCEDIMENTO
Nenhum dano imediato ou tardio, que comprometa a sua satide, podera ser decorrente deste estudo, uma
vez que vocé ndo sera submetido a nenhum procedimento adicional aqueles realizados durante o seu
tratamento neste hospital.

No momento das coletas de sangue podera haver alguma dor em decorréncia da pungdo. Complicagdes
de coleta de sangue sdo raras e geralmente sdo de pequeno porte. Se houver extravasamento de sangue

da veia no local da puncdo geralmente ha uma mancha roxa (hematoma) e um pequeno desconforto que



desaparece em poucos dias. As coletas de sangue serdo realizadas por profissionais especialmente
treinados, o que diminui as chances de complicagdes.

IX - BENEFICIOS QUE PODERAO SER OBTIDOS

Nao havera beneficios de qualquer espécie para os voluntarios, apenas a importancia de contribuir para
uma pesquisa cientifica cujos dados obtidos poderdo trazer beneficios para pessoas com cancer no
futuro. A recusa em participar, ndo acarretara prejuizo em seu tratamento.

X - CONFIDENCIALIDADE

A confidencialidade de suas informagdes sera mantida e sua identidade sera preservada, sendo que
somente os membros da equipe médica/pesquisa ¢ do Comité de Etica em Pesquisa terdo acesso aos
registros. A sua participag@o neste estudo é voluntaria, tendo o direito de retirar-se a qualquer momento.
A recusa ou desisténcia da participacdo nesse estudo ndo ira prejudicar seu acompanhamento médico e
tratamento.

Para se fazer pesquisas mais relevantes, ¢ importante que os pesquisadores compartilhem informagdes
obtidas de estudos com amostras humanas. Eles fazem isso depositando os resultados em um ou mais
bancos de dados cientificos, onde sdo armazenados junto com informagdes de outros estudos. Os
pesquisadores podem entdo estudar as informagdes combinadas para aprender ainda mais

sobre saude e doengas. A deposi¢ao dos dados sempre ¢ feita de forma anonimizada e seu nome e outras
informagdes que poderiam identifica-lo diretamente nunca serdo colocados em um banco de dados
cientificos. Se vocé concordar em participar do estudo, algumas de suas informacdes genéticas e de
satude podem ser colocadas em um ou mais bancos de dados cientificos e publicadas em revistas
cientificas. Existem muitos tipos diferentes de bancos de dados cientificos, que podem ser mantidos por
institui¢des nacionais ou internacionais. Apesar de ser extremamente pequeno, ha um risco de vocé
poder ser identificado, uma vez que a sua composi¢do genética ¢ unica. Por isso, o acesso de
pesquisadores para estudarem as informagodes presentes nos bancos de dados ¢ realizado de forma
altamente controlada, através de uma autorizagao de acesso pelos responsaveis do banco de dados e da
concordancia com os termos de uso de cada banco, garantindo o compromisso de proteger sua
privacidade e manter suas informagdes confidenciais.

Os pesquisadores comprometem-se a manter a confidencialidade dos dados do estudo e do paciente,
porém ha um risco minimo de perda desta confidencialidade.

XI - ACHADOS INCIDENTAIS

A pesquisa da qual vocé ird participar pode identificar informagdes genéticas que nao estavam sendo
procuradas, mas que podem ter implicagdes na sua saude e/ou na satide de membros da sua familia.
Vocé pode escolher ser ou ndo ser informado sobre estes resultados por seu médico ou outro médico
especialista no assunto. Para isso, assinale apenas uma das alternativas abaixo:

() Quero ser informado

() Nao quero ser informado.

XII - DANOS RELACIONADOS A PESQUISA



Qualquer dano resultante da sua participagdo no estudo sera avaliado e tratado de acordo com os
beneficios e cuidados a que vocé tem direito. Ao assinar este formulario de consentimento vocé ndo esta
abrindo mao de qualquer um dos seus direitos legais.

XIII - ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS

Os pesquisadores e médicos se comprometem a dar informagao atualizada ao longo do estudo, caso este
seja o seu desejo. TELEFONES PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS,
REACOES ADVERSAS OU QUALQUER DUVIDA SOBRE O ESTUDO: Dra. Dirce Maria Carraro
—pesquisadora (011 2189-5023), Vilma Regina Martins — pesquisadora (011 2189 5000 — ramal 2979),
Ludmilla Thomé Domingos Chinen (011 2189 500 — ramal 2936).

XIV. OBSERVACOES COMPLEMENTARES:

As amostras coletadas serdo processadas pelo Biobanco do A.C. Camargo Cancer Center. O excedente,
nao utilizado por este projeto de pesquisa, podera ser descartado ou, se autorizado pelo participante, ser
armazenado e utilizado em outros projetos, apos a aprovagdo dos mesmos pelo Comité de Etica em
Pesquisa desta Institui¢do, e quando necessario, da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa.
Dependendo da escolha do participante, podera ser ou ndo necessaria a assinatura de novo TCLE. Para
isso, pedimos que o (a) senhor (a) escolha uma das seguintes op¢des quanto ao armazenamento de sua
amostra bioldgica:

1.() Autorizo o armazenamento da minha amostra bioldgica excedente ao final deste estudo para que a
mesma possa ser utilizada em outros protocolos de pesquisa.

2.( ) Nao autorizo o armazenamento da minha amostra biologica excedente ao final deste estudo para
que a mesma possa ser utilizada em outros protocolos de pesquisa. Desta forma, compreendo que o
excedente sera inutilizado pelo Biobanco da instituigao.

Se vocé escolheu a resposta do item 1, favor assinalar uma das seguintes opcdes:

() Quero receber um novo TCLE a cada nova pesquisa realizada no A.C. Camargo Cancer Center.

() Nao quero receber um novo TCLE a cada nova pesquisa no A.C. Camargo Cancer Center. Portanto,
concordo que este TCLE, uma vez assinado, valera também para os demais protocolos de pesquisa.
Em casos de 6bito ou condigdes incapacitantes, o (a) senhor (a) tem a possibilidade de ceder os direitos
sobre sua amostra bioldgica armazenada aos seus sucessores ou outras pessoas de sua confianca. Para
isso, pedimos que expresse a sua vontade com base nas opgdes abaixo:

() Cedo os direitos sobre minha amostra bioldgica armazenada nas situa¢des acima referidas.

Favor indicar ao menos 1 (um) nome de pessoa autorizada:

Nome:

Grau de Parentesco:

Telefone: ()

Nome:

Grau de Parentesco:

Telefone: ()




() Néo cedo os direitos sobre minha amostra bioldgica armazenada nas situagdes acima referidas.

Em qualquer ocasido e a qualquer tempo, vocé tera o direito de acesso as informagdes e resultados
obtidos com a utilizagdo de seu material bioldgico armazenado, recebendo orientagdes quanto as suas
implicagdes, incluindo aconselhamento genético quando necessario.

Esta pesquisa podera ser interrompida durante a sua realizacdo ¢ ap6s o aval do CEP da instituigdo, em
casos onde: a) O pesquisador responsavel decida que algum motivo ou situagdo possa por em risco a
seguranca do participante ou; b) O CEP julgue que o estudo esteja sendo conduzido de maneira
eticamente inaceitavel.

XV. QUEM DEVO CONTATAR EM CASO DE DUVIDAS:

Pesquisador Responsavel: Dra. Dirce Maria Carraro

Laboratorio de Genomica e Biologia Molecular do A.C. Camargo Cancer Center - Sao Paulo.
Telefones para contato: (11) 2189-5000 ramais 5023

Endereco: Rua Professor Antonio Prudente, 211 — Liberdade — Sao Paulo.

Se o pesquisador responsavel nao fornecer as informagoes/ esclarecimentos suficientes, por favor, entre
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagio Antonio Prudente —
A.C. Camargo Cancer Center pelo telefone (11) 2189-5000, ramal 5020 de segunda-feira a quinta-feira
das 8 horas as 18 horas e sexta-feira das 8 horas as 17 horas.

Este documento sera elaborado em 2 (duas) vias. O (a) senhor (a) recebera uma das vias originais ¢ a
outra sera arquivada pelo pesquisador em seu arquivo de pesquisa.

Eu,

declaro ter lido, compreendido e discutido o contetido do presente Termo de Consentimento ¢ concordo
em participar desse estudo de forma livre e esclarecida autorizando os procedimentos acima
relacionados:
Assinatura do participante ou responsavel legal

/ /
Data

Assinatura do pesquisador responsavel/ responsavel pela aplicagdo do termo de consentimento
/ /




