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RESUMO

Viana DS. Avaliacdo da expressio de CD44, SOX2 e STAT3 e no cancer de mama
localmente avan¢ado e metastatico. [Doutorado] Sao Paulo; Programa de Pos-Graduagao em
Oncologia da Fundag¢do Antonio Prudente, em Parceria com o Hospital de Cancer de

Pernambuco; 2020.

Introducio: O cancer de mama (CM) estéd associado ao aumento continuo na incidéncia, com
altas taxas de mortalidade em varios paises. Existem quatro imunofenotipos de CM, luminal A,
Luminal B, triplo negativo e HER2+. Algumas proteinas que estdo presentes nas células
tumorais € no microambiente tumoral fazem parte do processo da tumorigénese e metastases.
A molécula de CD44 ¢ considerada um importante marcador de resposta inflamatoria e esta
presente em todos os leucocitos e na superficie de células tronco tumorais, estando envolvido
com invasdo tumoral e metastase. Alguns autores demonstraram que o signal transduce
randactivator of transcription 3 (STAT3) e sex determining region Y related group box 2
(SOX?2) estao relacionados com a regulacao da divisao celular de células somaticas e com a
tumorigénese ¢ a metastase no CM. Objetivo: Avaliar a expressao de CD44+, SOX2 e STAT3
no sangue de pacientes com cancer de mama localmente avangado e metastatico. Métodos: E
um estudo de coorte transversal realizado no Hospital de Cancer de Pernambuco (HCP) e no
Laboratorio de Pesquisa Translacional do Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando
Figueira (IMIP) no periodo de margo de 2017 a abril de 2018. Participaram deste estudo, 65
pacientes do sexo feminino com diagnostico de cancer de mama e idade entre 28 a 64 anos.
Destas, 51 mulheres tinham tumor de mama em estadio III (localmente avancado) ¢ 14 com
doenca metastatica (estdgio IV). Como grupo controle, foram 24 mulheres clinicamente
saudaveis com idade entre 18 anos a 65 anos. As analises da expressdo de CD44+, SOX2 e
STATS3 foi realizada por citometria de fluxo. Resultados: foram observados niveis elevados de
células CD44+, CD24"¢ e CD44+/CD24"¢ CD44+/CD24"¢SOX2+ no sangue das pacientes
com tumores de mama LB, HER2+ e Triplo negativos comparados aos controles (p<0,0001).
Niveis baixos CD44+/CD24"¢STAT3+ no sangue das pacientes comparado aos controles.
Foram observados niveis elevados de células CD44+/CD24"¢ ¢ CD44+/CD24"STAT3+ no

com CM localmente avangcado comparado a CM metastatico (p<0,05). As pacientes com CM



triplo negativo apresentaram niveis elevados de linfécitos TCD3+SOX2+ comparado aos
grupos com subtipos LB e HER2+ (p<0,05). O grupo de pacientes CM HER2+ apresentou
baixos niveis de TCD3+SOX2+ comparado aos controles e LA (p<0,05). Niveis elevados de
linfocitos TCD3 totais p=0,0007 e baixos de TCD3+SOX2+ p=0,02 no CM localmente
avancado comparado a doenca metastatica. Niveis elevados de linfocitos TCD3+SOX2+ em
pacientes linfonodos negativos quando comparado aos grupos N1 (p=0,004) e N2 (p<0,0001).
Foram observados niveis elevados de células CD24"¢ e CD44+/CD24"¢STAT3+ e de
linfécitos TCD3+, e baixos niveis de TCD3+STAT3+ no CMTM localmente avangado
comparado ao metastatico. Conclusao: Os niveis das moléculas CD44, CD24, SOX2+ e
STAT3+ no sangue mostraram ser alterados nas pacientes com CM em estagios mais avancados

independente do imunofenotipo.

Descritores: Fatores de transcri¢do. Cancer de mama. Citometria de Fluxo. Linfocitos T 5.

receptor CD44



SUMMARY

Viana DS. [Evaluation of the expression of CD44, SOX2 and STATS3 in locally advanced
and metastatic breast cancer]. [Doutorado] S3ao Paulo; Programa de Pés-Graduacdo em

Oncologia da Fundag¢do Antonio Prudente, em Parceria com o Hospital de Cancer de

Pernambuco; 2020.

Introduction: Breast cancer (BC) is associated with a continuous increase in incidence, with
high mortality rates in several countries. There are four immunophenotypes of BC, luminal A,
Luminal B, triple negative (TNBC), and HER2 +. Some proteins that are present in tumor cells,
and the tumor microenvironment are part of the process of tumorigenesis and metastases. The
CD44 molecule is considered an important marker of the inflammatory response. It is present
in all leukocytes and on the surface of tumor stem cells, being involved with tumor invasion
and metastasis. Some authors have demonstrated that the signal transducer and activator of
transcription 3 (STAT3) and sex determining region Y related group box 2 (SOX2) are related
to the regulation of somatic cell division and tumorigenesis and metastasis in
BC. Objective: To evaluate the expression of CD44 +, SOX2, and STAT3 in the blood of
patients with locally advanced and metastatic breast cancer. Methods: A cross-sectional study
was carried out at the Pernambuco Cancer Hospital (HCP) and at the Translational Research
Laboratory of the Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP) from March
2017 to April 2018. 65 female patients diagnosed with breast cancer participated in this study,
aged between 28 and 64 years. Of these, 51 women had stage III (locally advanced) breast
tumor, and 14 with metastatic disease (stage IV). As a control group, there were 24 clinically
healthy women aged 18 to 65 years. The analysis of CD44 +, SOX2, and STAT3 expression
was performed by flow cytometry. Results: elevated levels of CD44 +, CD24neg and
CD44+/CD24"¢, CD44+/CD24"¢ SOX2+ cells were observed in the blood of patients with LB,
HER2+ and TNBC compared to controls (p<0.0001). Low CD44+/CD24"¢STAT3+ levels in
patients' blood compared to controls. Elevated Ilevels of CD44+/CD24"™¢ and
CD44+/CD24"¢STAT3 + cells were observed in locally advanced compared to metastatic BC
(p <0.05). Patients with TNBC had elevated TCD3+SOX2+ lymphocytes compared to groups
with subtypes LB and HER2+ (p <0.05). HER2+ patient had low levels of TCD3+ SOX2+



compared to controls and LA (p <0.05). High levels of total TCD3 (p= 0.0007) and low levels
of TCD3 + SOX2 + (p =0.02) in locally advanced BC compared to metastatic disease. Elevated
levels of TCD3+SOX2+ in negative lymph node patients compared to groups N1 (p = 0.004)
and N2 (p <0.0001). High levels of CD44+/CD24"¢STAT3+ cells and TCD3+ were observed,
and low levels of TCD3+ STAT3+ in locally advanced TNBC compared to metastatic.
Conclusion: the levels of CD44, CD24, SOX2 +, and STAT3 + molecules in the blood were

altered in breast cancer more advanced independent immunophenotype.

Keywords: Transcription Factors. Breast cancer. Flow Cytometry. T Lymphocytes. CD44

receptor
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER DE MAMA

1.1.1 Epidemiologia

O Cancer de Mama (CM) ¢ uma doenca caracterizada por crescimento de células
anormais heterogéneas que se inicia no tecido glandular mamaério e apresenta capacidade
intrinseca de progressao para outros 6rgaos (Nathanson et al. 2001). O CM resulta da interacdo
de fatores genéticos com fatores ambientais que podem levar ao acimulo de mutagdes de novos
oncogenes ¢ genes supressores de tumor (Nathanson et al. 2001). Porém, alteracdes genéticas
hereditarias representam 5 a 10% dos casos de CM com historia familiar de tumores mama e/ou
ovario (Economopoulou et al. 2015). Nas sindromes hereditarias, as mutacdes de genes
supressores de tumor como BRCA1 e BRCA2 sdo as mais frequentes. Esses genes apresentam
a funcdo de reparo do DNA, participam do ciclo celular e na remodelacdo da cromatina e nos
processos de mitoses. O gene BRCA2 tem um importante papel na recombinacao de genes
homologos, e manter a estabilidade dos cromossomas (Bolton 2012).

Dentre os tumores em mulheres, o cAncer de mama € o que apresenta a maior incidéncia
no mundo (Figura 1). Foi estimado para 2018, cerca 2,1 milhdes de casos de cancer de mama,
sendo aproximadamente um caso de CM para cada 4 casos de cancer em mulheres no mundo
(Bray et al. 2018). Em 2018, a estimativa de mortalidade por CM foi de aproximadamente
626.000 casos, representando mais de 6,6% da mortalidade por cancer no mundo (Bray et al.
2018). Sugere-se que a elevada incidéncia de CM seja devido a associagdo de fatores
demograficos, socioeconOmicos € comportamentais, como ter menos filhos, postergar a

gestacdo, obesidade e o sedentarismo (Bray et al. 2018).
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Figura 1 - Mapa global da incidéncia de CM em mulheres.

Nos paises desenvolvidos, houve uma discreta redugdo da incidéncia de CM devido ao
declinio das terapias de reposi¢ao hormonal (TRH). Por outro lado, o CM apresenta uma
elevada taxa de mortalidade, e isso representa um grave problema de satide publica no mundo
(Ban e Godellas 2014).

No Brasil, o CM corresponde a 28% dos casos novos de cancer a cada ano e para o ano
de 2018, a estimativa foi de 59.700 casos novos. No estado de Pernambuco, a estimativa foi de
2.680 de casos novos para cada 100.000 mulheres, sendo estimado para Recife,

aproximadamente 770 casos (Santos 2018)

1.1.2 Diagnéstico

O diagnéstico do CM depende da historia clinica, exame fisico e exames radioldgicos
complementares e principalmente das biopsias para o diagndstico definitivo por anatomia
patoldgica (Senkus et al. 2015). O principal exame radiolégico de deteccio precoce de CM ¢ a
mamografia convencional bidimensional (2D). Esse exame apresenta alta especificidade para
deteccdo de cancer de mama em estagios iniciais, € associado ao exame de mamografia
tridimensional (3D), houve um aumento da taxa de deteccdo em mulheres assintomaticas,
diminuindo a necessidade de repeticdo do exame radiografico e de resultado falso-positivo
devido a elevada qualidade na defini¢do da imagem (Friedewald et al. 2014).

Os programas de rastreamento mamograficos podem detectar tumores impalpaveis,

assintomaticos e microcalcificagdes que quando tratadas precocemente diminuem a taxa de



mortalidade por CM. No Brasil, existem controvérsias quanto ao inicio ¢ fim do programa de
rastreamento, cujas diretrizes adotadas pelo Sistema Unico de Satde (SUS) determinam a
realizagao de mamografia em intervalos de dois anos para as mulheres com idade entre 50 ¢ 69
anos (Santos 2018). A Sociedade Brasileira de Mastologia (SBM) recomenda realizar a
mamografia anualmente para todas as mulheres com mais de 40 anos (Urban et al. 2017). Nos
casos de mulheres com alto risco de desenvolver CM e nas que apresentam mutagdes nos genes
BRCA1 e/ou BRCA2, geralmente com idade inferior a 40 anos, a mamografia tem reduzida
sensibilidade para deteccdo de CM e nesses casos, sugere-se a realizacao da ressonincia nuclear
magnética (RNM) por ser um exame mais sensivel para detec¢do de tumor em estagio inicial

(Lauby-Secretan et al. 2015; Arasu et al. 2019).

A descrigdo da anatomia patoldgica, das alteracdes detectadas nos exames radiologicos,
associados ao estudo do comportamento bioldgico dos tumores de mama sao fundamentais para
o diagnostico e conduta terapéutica. A bidpsia pode ser cirdrgica ou guiada por ultrassonografia,
mamografia ou RNM e tem por finalidade definir as caracteristicas histologicas do tumor, como
tamanho, tipo histolégico, grau nuclear, a contagem mitdtica, invasdo vascular e peritumoral

(Devi et al. 2000; Sparano et al. 2015).

1.1.3 Classificacao molecular e estadiamento clinico

Para classificagdo do imunofenotipo de CM, utiliza-se a técnica de imunohistoquimica
para analise da expressdo de receptores hormonais estrogeno (RE) e de progesterona (RP),
Human Epidermal growth factor Receptor-type 2 (HER2). Também ¢ realizado o ensaio de
proliferacdo celular, utilizando o marcador K167 (de Azambuja et al. 2007; Parker et al. 2009).
Perou et al. (2000) realizaram a analise de expressao genica por microarrays, e foram descritos
5 fenotipos de tumores de mama: Luminal A (LA), Luminal B (LB), super expressao de HER2
(HER2+), subtipo basal e normal breast -like.

Os tumores de mama classificados como triplo negativos pela imunohistoquimica sao
aqueles que ndo apresentam expressdo de RE, RP e HER2. O triplo negativo ndo expressa
RE/RP ¢ HER2, sendo caracterizado pela expressdo de citoqueratina (CK)-5, CK6, CK14,
CK17, do receptor de fator de crescimento epidérmico (EGFR), E-caderina e p63, sendo
associado ao pior prognostico (Parker et al. 2009; Koboldt et al. 2012).

O tumor triplo-negativo tem vdrios perfis moleculares e apresenta imunofendtipos Basal

like (RE-, RP-, HER2-, CK5/6+ ¢/ou EGFR+) e Nao Basal (RE-, RP-, HER2-, CK 5/6- ¢ EGRF-



(Bhargava et al. 2009). Foram descritos e avaliados para classificar os tumores de mama triplo
negativos a expressao da citoqueratinas 5/6 e fatores de crescimento epidermal para identificar
com acuracia e elevada especificidade os tumores de fendtipo basal, porém ¢ razoavel definir
tumores do tipo basal como aqueles tumores que sdo negativos para ER, PR e HER2, e que o
perfil de expressdo génica ou de marcadores adicionais ndo sdo um requisito para identificar
esses tumores do tipo basal (Kreike et al. 2007).

O luminal A apresenta a expressao RE e RP, e ndo HER2, sendo considerado de melhor
progndstico. O luminal B expressa RE+ menos de 20% com ou sem expressao de HER2, sendo
associado ao pior prognostico e a recidiva tumoral (Perou et al. 2000; Goldhirsch et al. 2011;
Koboldt et al. 2012). Os tumores de subtipo HER2+ sdo positivos para HER2+ e podem ou nao
expressar receptores hormonais.

O triplo negativo ndo expressa RE/RP e HER2, sendo associado ao pior progndstico
(Parker et al. 2009; Koboldt et al. 2012). Em 2011, foi apresentada uma proposta de
classificagdo molecular na 12* Conferéncia de Gallen International Breast Cancer com as
defini¢des clinica-patologica a partir da expressao dos receptores RE e de RP e HER2 e assim
foram definidos os subtipos tumorais pelo perfil molecular encontrado no tumor de mama

(Tabela 1; (Gnant et al. 2011)).

Tabela 1 - Classificacdo molecular dos tumores de mama.

RE/RP HER2 Ki67
Luminal A Positivo Negativo <14%
Luminal B Positivo Negativo ou Positivo >14%
HER2+ Positivo ou negativo  Positivo <14% ou >14%
Triplo Negativo Negativo Negativo <14% ou >14%

Fonte: Gnant et al. (2011).
RE: receptor estrogeno; RP: receptor progesterona; HER2: receptor de fator de crescimento epidermal tipo 2;

Ki67: indice de proliferagdo. Fonte: Adaptado da St. Gallen International Expert Consensus in 2011.

O estadiamento TNM corresponde a terminologia padronizada para definir o tamanho
tumoral (T), o estdgio de disseminagdo para os ganglios linfaticos (N) e a presenga de metastase
(M) sistémicas para ossos, figado, pulmdo e demais 6rgdos, constituindo o sistema TNM o
estadiamento anatomico do cancer. Este sistema se aplica a praticamente todos os tipos de

tumores e visa determinar o volume de doenga ou carga tumoral de um individuo. Porém, ficou



evidente que para um mesmo estadiamento anatdmico, havia pacientes que evoluiam de forma
diferente e que a inclusdo das caracteristicas biologicas dos tumores poderia definir melhor os
grupos de pacientes semelhantes nos protocolos de tratamentos especificos em cada estagio da
doenga. Sendo assim, foram incorporadas ao sistema TMN (8" edi¢ao), o grau tumoral que varia
de 1 a 3, a expressao ou nao do marcador biolégico HER 2+, a expressdo ou ndo dos receptores
de estrégeno e progesterona, e o teste genético do OncotipeDx e desta forma, definindo o

estadiamento prognostico ( Amin 2018).

1.2 MECANISMOS CELULARES E MOLECULARES NO CANCER

1.2.1 Ativacao da resposta imune celular

Os efeitos potenciais do infiltrado inflamatério no cancer de mama sdo numerosos e
complexos. A maioria dos estudos de cancer de mama que usam hematoxilina-eosina e analises
multivariadas que mostra o infiltrado inflamatorio esta associado a melhor, pior, ou nenhuma
relacdo com o prognodstico. No entanto, hd evidéncias de que a funcdo destas células
inflamatorias ¢ frequentemente comprometida com resposta imune. De fato, a afirmag¢ao de que
0 sistema imune promove ou previne o cancer nao pode ser interpretada sem definir o fen6tipo
celular imune que participa em cada processo (Cho et al. 2003).

No céancer de mama, a presenca de metdstase de células epiteliais mamarias em
linfonodos sentinelas que drenam o tumor primario representa o indicador prognodstico mais
forte de progressdo da doenca. A presenga de elevado percentual de células TCD4+
(possivelmente Treg) em locais de tumores primarios correlaciona-se positivamente com a
progressao da doenca, incluindo metéstase para linfonodos sentinela e aumento no tamanho do
tumor primario (Lin e Scott 2013).

O percentual de células T reguladoras aumenta de acordo com o estagio da doenga, do
normal para o carcinoma ductal in situ e do carcinoma ductal in situ para um carcinoma invasivo
(Lin e Scott 2013). Em pacientes com carcinoma invasivo, elevado numero de células T
reguladoras indica pior progndstico e reducgao de sobrevida dos pacientes em geral (Lin e Scott
2013).

O cancer de mama se apresenta como tumores sélidos que sdo constituidos por uma
variedade de componentes celulares, como as células malignas, endoteliais, estruturais e células

do sistema imune (Al-Hajj et al. 2003; Burkholder et al. 2014). O ambiente tumoral ¢ composto



por células do sistema imune, como linfécitos TCD8+ citotoxico, Th1/Th17, células NK,
neutrofilos, macrofagos, células dendriticas (DCs) (Verma et al. 2013). O primeiro ¢ gerado
pelo receptor das células T (TCR) que se liga a antigenos apresentados no contexto de molécula
de histocompatibilidade principal de classe I ou II expresso na superficie de células
apresentadoras de antigenos (APCs). O segundo sinal ¢ proporcionado por interagdo de uma
molécula co-estimuladora CD28 expresso nas células T com as moléculas B7-1 (CD80) ou B7-

2 (CD86) presentes na superficie da APCs (Figura 2).
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Figura 2 - Mecanismos de ativagdo de células TCD4+ e TCD8+.

1.2.2 Marcadores de superficie celular CD44 ¢ CD24
Algumas moléculas expressas em células do sistema imune podem ser utilizadas como
biomarcadores por ser expressas em células tumorais, sendo envolvidos no processo da
tumorigénese e metastases. A molécula CD44 ¢ considerado um importante biomarcador de
resposta inflamatoria, e se apresenta na forma de receptores de membrana celular e livre no
plasma (soluvel). O CD44 esta presente em todos os leucocitos e também na superficie de
células tronco tumorais (Honeth et al. 2008).0s tumores de células tronco sao considerados

com fenotipos mais agressivos e apresentam uma subpopulagdo de células cancerigenas com



alto poder de regeneracdo e diferenciacdo estando envolvidos com resisténcia a tratamentos
convencionais , alta incidéncia de recorréncia e metastase (An et al. 2015).

Quanri et al. (2011) demonstraram elevados niveis séricos de CD44 em pacientes com
CM e desfecho clinico desfavoravel, sendo um indice de progndstico em pacientes com cancer
de mama do Her2+, pois participa da interagdo entre as células cancerigenas e o
microambiente do tumor, favorecendo o crescimento da neoplasia, invasdo e a metastase
(Quanri et al. 2011). Em tumores luminais, Tsunoda et al. (2011) sugeriu associacao da
expressdo genética de CD44+/CD24-com a superexpressdao de outros genes com ALDHI1 e
SOX2 que estdo relacionados com pacientes que apresentam linfonodos positivos axilares,
micrometastases e resisténcia aos tratamentos convencionais em tumores que apresentavam
tal expressao génica.

A molécula CD44 foi utilizada como biomarcador de tumor de cé¢lulas tronco, sendo o
tamanho do tumor e a presenca de metdstases a distdncia diretamente associado ao aumento
dos niveis séricos desta molécula (Quanri et al. 2011). Honeth et al. (2008) demonstraram a
associacao da elevada expressao de CD44 no tecido tumoral e em especial nos tipos basal,
sendo que 94% dos tumores hereditarios BRCA1 apresentam CD44 de superficie, e sugeriram
que o CD44 seja um bom marcador fenotipico de células tronco tumorais. Chung et al. (2013)
relataram que os fatores de transcri¢do presentes no citoplasma apos serem ativados por
mecanismo de fosforilagdo, direcionam-se para o nucleo e promovem a transcricdo de
proteinas capazes de aumentar a pluricelularidade e a capacidade tumoral de invasdo e
metastase (Chung et al. 2013).

A molécula CD24 ¢ expressa na superficie celular glicosilada, sendo a sua elevada
expressao descrita em cancer de ovario, mama, prostata, bexiga, rins, entre outros, estando
envolvido na adesdo celular e metastase (Kristiansen et al. 2003). E um ligante alternativo
para P-selectina, um receptor de adesdo presentes em plaquetas e células endoteliais (Aigner
et al. 1998). Através do qual sua interacgdo facilita a passagem de células tumorais do sangue
periférico para os tecidos. As associagdes metastaticas do CD24 aumentam sua importancia
como fator prognostico (Lee et al. 2009).

Nos tumores de células tronco, em 2015, Zhou (2015) e colaboradores constataram um

aumento de CD44+/CD24- em culturas de células com macrofagos que também participam na
ativacdo de células tumorais com proliferagao e metastases a distancia ao serem expostas ao

processo de apoptose. Em pacientes com CM e em tratamento quimioterapico, as medicagdes



também promovem a morte programada de células e aumento de citocinas inflamatdrias (Zhou
et al. 2015).

Siveen et al. (2014) relataram aumento dos niveis de interleucina 6 (IL6) associados ao
aumento de apoptose celular e crescimento tumoral. A interagdo das IL6 através dos seus
receptores promovem a ativagdo através da fosforilagdo da tirosinaquinase e aumento do sinal
de transcricdo STAT3 para sintese de proteinas pro tumorais Nesse sentido, alguns autores
demonstraram que o STAT3 estéd relacionado com a regulacao da divisdo celular de células
somaticas, pois controla a expressdo de genes antiapoptotica e pro-proliferativo durante a
resposta imune (Marotta et al. 2011).

Além dos receptores de membrana como o CD44, existem proteinas intracelulares
denominadas fatores de transcricdo que participam da ativagdo, sinalizacdo e producao de
fatores de crescimento importantes para diferencia¢do e proliferacdo celular. Os fatores de
transcri¢ao estdo envolvidos nos mecanismos de carcinogéneses e metdstases tumorais, pois
sdo responsaveis pelos processos de divisdo celular desordenada e consequente formacao de

tumores malignos (Wu et al. 2015); Figura 3).
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Figura 3 - Representacdo esquemadtica das vias de ativacdo do CD44. O CD44 promove a

fosforilagcdo do STATS3, levando a translocacao nuclear de pSTAT3 e a ativagao do hHERT. A
regulagdo positiva da familia miR-106b pela CD44 reprime a inibi¢do Smad7, que inibe a sinalizagdo de TGF-f /
Smad?2/3, suprimindo o receptor TGF-B e depois promove a auto renovacgdo das células cancerigenas; O Snaill
regula positivamente a expressio da metaloproteinase da matriz I da membrana (MTI-MMP), que promove a

invasdo tumoral. CD44 desassocia a formagdo da E-caderina associada a membrana - - complexo de catenina, a

liberacdo de B-catenina se transloca para o nucleo e ativa genes relacionados a invasdo e migragéo celular.

1.2.3 Signal transducer and activator of transcription (STAT)

As proteinas da familia STAT sdo fatores de transcri¢do citoplasmatico e pertencem a
uma familia altamente conservada de proteinas, e compreendem sete membros, STAT1 a
STAT4, STAT5a, STATSb e STAT6. As moléculas de STATs estdo localizados no citoplasma
em seu estado inativo. A fosforilagdo de residuos especificos de tirosina ¢ um passo para a
ativacdo do STAT (Darnell et al. 1994; Darnell 1997).

Geralmente, a sinalizacdo de STAT3 ¢ baixa e ocorre apds a ativagao da JAK, seguindo
fosforilagdo, dimerizagdo, translocacdo nuclear e ligagdo ao DNA de STAT3 (Wang et al.
2018a). A Expressdo dos fatores de reprogramacgdo nas linhagens de células tumorais e a

ativacdo do STAT3 no cancer de mama e a ativagdo de STAT3 por fosforilagdo depende da
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resposta a citocinas e fatores de crescimento. A ativacdo de STAT3 na célula tumoral, eleva o
nivel de BCL-1 e BcL-XL, que sdo genes antiapoptoticos e proteinas do ciclo celular a cyclin
D1 e c-Myc, o que torna o tumor resistente a tratamentos quimioterapicos que atuam nos
mecanismos de morte celular programada (Sikka et al. 2014).

Suyang et al. (2015) relataram a elevada expressao proteica de STAT3 no tecido tumoral
de 51 casos de CM comparados com regides de tecido mamario normal. Niveis elevados de
STAT3 foram descritos nos tumores em estadio IV comparados aos com estadios I e II. Por sua
vez, quando relacionado a presenca de linfonodos, foram observados elevados niveis de
expressdo de STAT3 nas pacientes com linfonodos positivos (Suyang et al. 2015).

Sonnenblick et al. (2015) relataram que pacientes com CM apresentaram resisténcia ao
tratamento relacionada a baixos niveis de citocinas e quimiocinas, sendo necessarias para
ativacdo da resposta imune. As alteragdes na producdo de citocinas e quimiocinas podem
comprometer a resposta imune celular e estdo associados aos niveis elevados de STAT3. Esses
autores descreveram expressao elevada de STAT3 nas pacientes com CM HER2+ e resisténcia
a terapia com trastuzumabe.

Alguns autores mostraram a rela¢do da elevada expressdo de p-STAT3 com um desfecho
desfavoravel nos pacientes com cancer colorretal, cancer gastrico, carcinoma hepatocelular,
cancer de esdfago e cancer pancreatico (Chen et al. 2008; Bollrath et al. 2009; Stark e Darnell
2012; Dodd et al. 2015).

Além disso, Siveen et al. (2014) demonstraram que a presenca do STAT3 na célula
tumoral, quando ativado pelas vias de sinalizagdo autocrinas e paracrinas, eleva o nivel de genes
anti-apoptoticos e proteinas do ciclo celular, tornando o tumor resistente a tratamentos

quimioterapicos.
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Figura 4 — Representagdo esquematica da cascata de sinalizagdo de STAT3. A esquerda, as

proteinas STAT existem em um estado inativo dentro do citoplasma na auséncia de seu ligante. A direita, apos a
ligagdo do ligante (verde: fator de crescimento, azul: citocina) aos seus receptores cognatos, 0s receptores

dimerizam e recrutam as cinases de JAK/src. As moléculas fosforiladas translocam para o niicleo apos a

dimerizagdo, se ligam ao DNA e regulam a transcrigdo de varios genes oncogénicos.

1.2.4 Sex determining region Y-box 2 (SOX2)

O gene Sex determining region Y-box 2 (SOX2) codifica o fator de transcrigdo SOX2,
que contribui significativamente para a regulagdo da divisdo celular. O SOX2 participa do
desenvolvimento embriondrio inicial, diferenciacdo neural e outros processos biologicos. As
funcdes de SOX2 foram descritas na participacdo do ciclo celular e liberacao de fatores de
crescimentos responsaveis pela angiogénese (Feng and Lu 2017).

Jung et al. (2015b) relataram a associac¢do direta de SOX2 com a tumorigénese € a
metastase. Nas células troncos embrionarias, a reducao da expressao de SOX2 estd associada
com a perda do estado pluripotente e uma propensao para a diferenciagdo. Estudos envolvendo
populacdes de células tumorigénicas tém demonstrado a expressdo anOmala de fatores de

transcricdo relacionados a autorrenovagdo de células embrionarias, como Octamer-binding
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transcription factor 4 (OCT4), SOX2 e Nanog, e seu envolvimento na carcinogénese de varios

tumores (Zhang et al. 2012) (Figura 4).

Apoptosis and

chemoresistance

Fonte: Ren et al. (2016)

Figura 5 - Representagdo esquematica das fungdes do fator de transcrigdo SOX2 no cancer.

O SOX2 apresenta comportamento distinto nos diversos tipos de tumores malignos,
sendo elevada a sua expressdo nos tumores pulmdo de pequenas células e nos carcinomas
basocelulares de mama (células-like). Entretanto, ¢ pouco expresso no carcinoma gastrico e
coriocarcinoma (Bass et al. 2009). Rizzino et al. (2013) demonstraram que a interagdo de
SOX2, OCT4, KLF4 e c-Myc nas células somaticas humanas foram capazes de se tornarem
tumores indiferenciados e a expressdo da molécula de SOX2 também foi identificada e
associada diferentes subtipos de carcinoma mamario (Cox et al. 2013; Liang et al. 2013; Ye et
al. 2014).

A expressao elevada de SOX2 tem sido encontrada em 30% dos tumores analisados por
imunohistoquimica (Leis et al. 2011). Outros autores demonstraram in Vvitro que a expressao de
SOX2 em células tronco embrionarias estd associada com expressdo elevada de CD44+ e tem
a capacidade de formar tumores indiferenciados e metastaticos em linhagens tumorais com

caracteristicas clinicas desfavoraveis (Huang et al. 2014).
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1.3 MOLECULAS CD44, SOX2 e STAT3 E A CARCINOGENESE

A carcinogénese ¢ dependente de um pequeno subconjunto de células dentro do tumor,
chamadas de Cancer stem cells (CSCs), oriundas de mutagdes em genes associados ao controle
da proliferagdo celular e diferenciagdo das células-tronco com capacidade de iniciar e manter o
crescimento tumoral (Dalerba et al. 2007; Shackleton et al. 2009)

Chou et al. (2013) mostraram uma relagdo entre receptores de membrana como o CD44
ativando fatores de transcri¢do que sdo proteinas intracelulares que participam da sinalizacdo e
produgdo de fatores de crescimento fundamentais para diferenciagdo e proliferagdo celular,
estes fatores de transcri¢ao estao envolvidos nos mecanismos de carcinogénese e das metastase,
sdo eles os responsaveis pelos processos de divisdo celular desordenada nos tumores malignos,
apos sua ativagdo pelo mecanismo de fosforilagdo com o STATS3, direcionando-se para o nicleo
e promovem a transcri¢do de proteinas capazes de aumentar a capacidade tumoral de invasdo e
metastase como SOX2 (Chung et al. 2013).

Liu et al. (2014) observaram niveis elevados de SOX2+ e CD24+ em células tronco
tumorais no carcinoma hepatocelular. Foi demonstrado que baixa expressdo de CD24 esta
relacionada a redugdo dos niveis de SOX2 e STAT3. As moléculas CD24 ¢ STAT3 sao
importantes na regulacdo de células tronco tumorais no carcinoma hepatico.

A expressdao de SOX2 no carcinoma de células escamosas de esdfago e pulmao levou
ao aumento da proliferacdo e diferenciacdo de células basais e inducdo de células tronco
tumorais pluripotenciais. Por sua vez, Zhang et al. (2012) relataram a expressdao de SOX2 no
cancer de ovario ¢ observaram um aumento da proliferacéo, clonogenicidade e tumorigénese in
vivo e in vitro.

Alguns autores demonstraram que células tronco/ progenitoras basais sao de origem do
carcinoma de células escamosas, sendo necessaria a cooperacao entre SOX2 ¢ STAT3 no
microambiente tumoral para o inicio do processo de carcinogénese associada a SOX2 (Chen et
al. 2012). Segundo Radenkovic et al. (2013), estudos das vias de ativagdo que levam a
carcinogénese aumenta o conhecimento sobre comportamento tumoral, € dos mecanismos
bioldgicos de progressdo para metédstase, com possivel descoberta de novos medicamentos
especificos (Radenkovic et al. 2013).

As células tronco tumorais apresentam fendtipo CD44+/CD24- expressam maior

heterogeneidade tumoral e resisténcia aos tratamentos atuais. O STAT3 e SOX2 foram descritos
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como importantes fatores de transcricdo para progressdo tumoral. Os estudos in vitro
demonstraram o aumento de expressao de SOX2 em pacientes com CM. Dessa forma, decidiu-
se avaliar a expressao de CD44+/CD24-, STAT3 e SOX2 no sangue periférico de paciente com
CM localmente avangado e metastatico. Como justificativa para esse estudo, a imunologia
desperta interesse em encontrar biomarcadores especificos que explique o comportamento
agressivo das neoplasias; a tentativa de identificar a nivel molecular, a interferéncia dos
mediadores da resposta imune e correlacionar com os estagios da neoplasia; a busca de
mediadores da resposta imune capazes de promover tratamentos mais especificos e eficientes
para os tumores resistentes aos tratamentos preconizados; a importdncia de identificar
mediadores no sangue periférico por ser um método acessivel, rapido, de baixo custo e observar
como se comportam nas pacientes com cancer nos diversos estagios da doenca; por fim, este
estudo deseja explorar os conhecimentos de moléculas que possam estar relacionadas com o

processo de tumorigénese, angiogénese e metastase.



OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Auvaliar a expressdo de CD44", SOX2 e STAT3 no sangue de pacientes com cancer

de mama localmente avangado e metastatico

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar os niveis de células CD44" e CD44"/CD24"¢no sangue periférico dos
pacientes e controles;

. Determinar os niveis de células CD44"/CD24"¢ com expressio de STAT3 e SOX2
no sangue periférico dos pacientes e controles;

. Determinar os niveis de linfocitos T com expressao de STAT3 e SOX2 no sangue
periférico dos pacientes e controles;

. Comparar os niveis de CD44", CD44"/CD24"¢, ¢ linfocitos T com expressdo
STAT3 e SOX2 entre os subtipos tumorais e controles;

. Comparar os niveis de CD44", CD44"/CD24"¢, ¢ linfocitos T com expressao
STAT3 e SOX2 entre os pacientes com tumor localmente avangado e metastatico; e

de acordo com o comprometimento de linfonodos regionais axilares.



MATERIAIS E METODOS

g
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 DESCRICAO GERAL DO ESTUDO

E um estudo de coorte transversal realizado no Hospital de Cancer de Pernambuco
(HCP) no periodo de marco de 2017 a abril de 2018. O HCP ¢ um hospital que atende
exclusivamente os usuarios do Sistema Unico de Satide (SUS), é responsavel por
aproximadamente 55% dos atendimentos oncoldgicos do Estado de Pernambuco. A grande
maioria dos pacientes atendidos no HCP sdo de baixa renda, e chegam ao servigco oncologico
com tumores avancados. As analises dos marcadores estudados foram realizadas no Laboratorio
de Pesquisa Translacional do Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP).

Em relacio aos aspectos éticos, este estudo foi aprovado pela Comissio de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos do HCP, bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido do Protocolo de Pesquisa (TCLE; Apéndice 1). O parecer consubstanciado

encontra-se na plataforma Brasil sob no. CAAE 51422115.3.0000.5205 (Anexo 1).

3.2 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

Critérios de inclusao: mulheres com carcinoma de mama, idade acima de 18 anos e
apresentavam estadiamento clinico de tumores localmente avancado e de doenca metastatica.
Para as participantes do grupo controles, os critérios foram mulheres clinicamente saudaveis
com idade acima de 18 anos, e acompanhantes dos pacientes atendidos no HCP.

Critérios de exclusao (Pacientes e voluntarias saudaveis): tratamento cirurgico,
radioterapico e quimioterdpico prévio, gestagdo e lactacao; neoplasia prévia, exceto cancer de
pele ndo melanoma; usuarias de medicamentos imunossupressores por um periodo longo;
historia clinica de HIV e HTLV, hepatites, doengas autoimunes e auto-inflamatodrias; histéria

familiar de cancer de mama.



20

3.3 POPULACAODOESTUDO

Participaram deste estudo, 65 pacientes do sexo feminino com diagnéstico de cancer de
mama, ¢ idade entre 28 a 64 anos. Destas, 51 mulheres tinham tumor de mama em estadio 111
(localmente avangado) e axila positiva, e 14 com doenga metastatica (estadio I'V).

Como grupo controle, foram avaliadas 24 mulheres clinicamente saudaveis com idade
entre 18 anos a 65 anos que ndo apresentam no exame clinico suspeita de tumor e sem historia
familiar de cancer de mama.

No momento da inclusdo, foi aplicado um questiondrio contendo os critérios de
elegibilidade. Foram obtidos os dados como nome e numero de registro, idade ao diagndstico

inicial e historia familiar para cancer de mama.

34 DIAGNOSTICO E ESTADIAMENTO

. Diagnostico clinico: foi realizado o diagnoéstico clinico com historia clinica e exame
fisico, acrescido dos exames de imagens. As pacientes que apresentavam tumores
impalpédveis nas mamas eram encaminhadas para realizar core biopsia guiada por
ultrassonografia. As pacientes que tinham tumores palpaveis realizaram exames de
ultrassonografia e mamografia, e posteriormente a core biopsia;

o Diagnéstico patolégico: as pacientes realizaram o procedimento de bidpsia por agulha
grossa (core biopsy) e o material era processado e interpretado pelo patologista do
servico de anatomopatologia do HCP. Os cortes histologicos do material biolégico
foram dispostos em laminas e coradas pela hematoxilina e eosina (HE). Foram
classificados o tipo histolégico, o grau nuclear, a invasdo angiolinfatica seguindo o
preconizado por Page et al. (1999) e Goldhirsch et al. (2011).

O painel progndstico era realizado em seguida e corresponde ao imunofendtipo das
pacientes determinado através da técnica de imunohistoquimica. O grau histologico foi
classificado de acordo com o sistema de Nottinghan proposto por Elston e Ellis (1991), onde o
tumor ¢ classificado como bem diferenciado (baixo grau ou grau I), moderadamente
diferenciado (grau intermediario ou grau II), ou pouco diferenciado (alto grau ou grau III). Os

dados histopatoldgicos foram obtidos através dos laudos do servigo de anatomia patoldgica do
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HCP. Os principais dados obtidos foram: tamanho do tumor, tipo histolégico, grau nuclear,

grau histologico, status linfonodal e estadiamento clinico.

Os tumores mamarios foram classificados como triplo-negativos quando negativos para
os receptores de estrogeno, progesterona e HER2 (Diaz et al. 2007). Foram considerados Her-
2 positivos, os tumores com coloracdo intensa (3+) em toda membrana celular, e em mais de
30% das células avaliadas (Peppercorn e Partridge 2008). A interpretacao dos receptores
hormonais baseou-se no consenso da American Society of Clinical Oncology/College of
American Pathologists (ASCO/CAP) de 2013 (Wolff et al. 2014). Todas as laminas das
pacientes incluidas foram revisadas por um segundo patologista do servico de anatomia
patolégica do HCP.

. Estadiamento clinico: o estadiamento para tumor maligno de mama foi realizado apos
a confirmacdo para neoplasia de mama, e com os exames de tomografia de torax,
abdome e cintilografia 6ssea, determinando a auséncia ou presenca de tumores, € de
lesdes secundarias. As pacientes com tumor de mama que apresentaram lesdes
secundarias foram classificadas em estagio metastatico. O estadiamento clinico foi
realizado com base no sistema TNM do American Joint Committee on Cancer (AJCC;
7* edicdo; Anexo 2) de classificagdo de tumores malignos preconizado pela Unido

Internacional Contra o Cancer (UICC) (Edge e Compton 2010).

3.5 TECNICA DE CITOMETRIA DE FLUXO

A citometria de fluxo ¢ uma tecnologia avancgada e rapida que permite contar, examinar
e classificar células individuais e medir simultaneamente multiplos parametros, sendo de
analise quantitativa. No citometro de fluxo, o sistema de fluidos canaliza uma amostra de
células em um unico fluxo para que as células passem uma a uma através de um feixe focalizado
de um laser. A medida que cada célula passa através do feixe, as propriedades de dispersao da
luz e a fluorescéncia sdo coletadas pelo sistema oOptico e direcionadas para varios detectores.
Os sinais recebidos pelos detectores sao entao convertidos em valores numéricos pelo sistema
eletronico e analisados em software especifico. Conforme uma célula passa por um feixe de
laser, a luz ¢ espalhada em direcdes diferentes e dois parametros sdo definidos: tamanho de
célula, representado pela dispersao direta da luz do laser (Forward Scatter - FSC); e

complexidade celular (granularidade), representada por dispersao lateral da luz do laser (Side
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Scatter - SSC). Esta informacao ¢ exibida visualmente em um grafico de pontos (dot plot), no
qual cada ponto representa uma unica célula, diferenciadas pela forma como dispersam a luz e
pela fluorescéncia, que € proporcionalmente direta a quantidade de moléculas expressas na

célula. A Figura 5 apresenta uma visdo geral da imunofenotipagem por citometria de fluxo.

Sample
Sheath fluid

Size of healthy/dead cells

Fluorescent/granularity

Fonte: https://www.bio-rad.com/featured/en/flow-cytometer.html

Figura 6 - Visdo geral da imunofenotipagem por citometria de fluxo

3.6 ANALISES DE CD44, CD24,SOX2 E STAT3 POR CITOMETRIA DE FLUXO

O volume de 4 mL de amostra de sangue venoso das pacientes foi coletado em tubo com
acido etilenodiamino tetra-acético - EDTA (BD Vacutainer®) e mantidas a temperatura
ambiente (24 °C). O tempo entre a coleta e o processamento foi de até 60 minutos. Antes do
processamento, o tubo com amostra de sangue foi colocado no equipamento homogenizador

(BD Biosccience) e em seguida, foram analisadas por citometria de fluxo
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A primeira etapa foi a analise das proteinas expressas na superficie celular (CD44, CD24
e CD3). As células foram fixadas com 100 uL de BD Cytofix/Cytoperm™ pré-aquecido e
incubadas por 10 minutos a 37 °C. Em seguida, apos centrifugacao a 250 x g por 8 minutos,
foram adicionados 5 uL de anticorpos monoclonais anti-CD3, anti-CD44 e anti-CD24 (BD
Biosciences, USA). Os anticorpos monoclonais sdo conjugados a fluoréforos, como PE, FITC,
PerCP e PECY-7, que diferem um do outro pela cor que emitem. Os anticorpos monoclonais
tém especificidade para moléculas expressas na membrana e no interior das células, o que
possibilita caracterizar leucdcitos humanos e outras células humanas, bem como analisar suas
fungdes. Essas moléculas sao identificadas como clusters of differentiation (CD).

As proteinas STAT3 e SOX2 sdo expressas no interior das células (citoplasma e nucleo,
respectivamente). Para detec¢ao dessas proteinas foi realizada a permeabilizacao das células,
utilizando os reagentes BD™ Phosflow (BD Biosciences, USA). Apo6s incubacido de 20
minutos a temperatura ambiente e protegido da luz, as células foram permeabilizadas com 750
uL de Perm Buffer III (BD Biosciences, USA) a 4 °C e incubadas por 30 minutos submergidas
no gelo, protegidas da luz. Em seguida, as células foram lavadas com 3 mL de PBS,
centrifugadas a 250G por 8 minutos e o sobrenadante foi descartado.

Foram realizadas trés lavagens com phosphate buffered saline (PBS) 1x concentrado
(pH 7,4). Em seguida foi realizada a marcagao intracelular com os anticorpos monoclonais anti-
SOX2 e anti-STAT3, sendo incubado por 40 minutos protegido da luz. Em seguida, uma nova
etapa de lavagem foi realizada, o sobrenadante descartado e as células foram ressuspendidas
em 300 pL de Stain Buffer e realizada aquisi¢@o no citdometro de fluxo. Apos as lavagens, foi
realizada aquisicdo de 50.000 eventos celulares no equipamento FACSVERSE (Becton
Dickinson, Sunnyvale, CA) ¢ as anélises foram realizadas no programa FACSSUITE (Becton

Dickinson, Sunnyvale, CA) e expressas em valores percentuais.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

A estatistica descritiva das variaveis categoricas foi apresentada em tabelas com
distribui¢do das frequéncias absolutas e relativas. As varidveis quantitativas deste estudo foram

apresentadas em valores de mediana e intervalo interquartil (IQR; percentil 25 e 75).
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O teste Shapiro Wilk foi utilizado para avaliagdo da distribui¢do das amostras. Foi
utilizado testes ndo paramétricos de Mann-Whitney para analise entre dois grupos e Kruskall-
wallis para analise de multiplas comparagdes multipla de Dunn'’s.

A analise dos dados foi realizada pelo software GraphPad Prism v8.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA). Para todas as analises foram considerados significativos valores de

p<0,05.



RESULTADOS
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4 RESULTADOS

41 DESCRICAO DAS CARACTERISTICAS CLINICAS

Foram avaliadas um total 65 mulheres com carcinoma invasivo tipo nao especial e 24
mulheres saudaveis. Nao houve diferenca significativa na mediana de idade entre as pacientes
(47 anos; IQR 40,0-56,0) e os controles (49 anos; IQR 44,5 — 53,5; p=0,675). A maioria
apresentava tumores localmente avangados (78,46%). O tipo histologico predominante foi o
carcinoma ductal invasivo sem outras especificacdes (98,46% SOE). Com relacdo ao tamanho
do tumor, a maioria das pacientes apresentou tumor > 5 cm (86,15%).

O fenotipo tumoral mais frequente foi triplo negativo (TN) (44,61%), seguido de luminal
B (29,23%) e de HER2 (26,15%). A maioria das pacientes apresentava estadio IIIB (50,8%),
seguido de estadios IITA (27,7%) e IV (21,5%). Quanto ao status linfonodal, verificou-se que

84,6% das pacientes apresentavam linfonodos positivos e grau nuclear III (53,8%). (Tabela 1).
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Tabela 2 — Descricdo das frequéncias absolutas e relativas das caracteristicas clinicas de 65
mulheres com carcinoma de mama atendidas no Hospital de Cancer de Pernambuco. (2017-

2018).

CARACTERISTICAS CLINICAS-PATOLOGICAS PAC;I_E‘I:STES
IDADE

Mediana (IQR) 47 (40,0 - 56,0)
TIPO HISTOLOGICO N (%)

Carcinoma invasivo tipo nao especial 64 (98,46)

Lobular invasivo 1(1,54)
TAMANHO

<2cm 2 (3,09)

>2e<5cm 7 (10,76)

>5cm 56 (86,15)
STATUS LINFONODAL

NO 10 (15,4)

NI 35(53.8)

N2 20 (30,8)
IMUNOFENOTIPO

Luminal B 19 (29,23)

HER2+ 17 (26,15)

Triplo Negativo 29 (44,61)
GRAU NUCLEAR

1 3(13,9)

2 21(32.,3)

3 35(53.8)
ESTADIAMENTO CLINICO

IIIA 18 (27,7)

I1IB 33 (50,8)

v 14 (21,5)
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42 ANALISE DOS NIVEIS DE CELULAS CD44+, CD24NEG,
CD44+/CD24NEG COM EXPRESSAO DE SOX2 E STAT3

. Comparacio entre os subtipos tumorais e controles

Foram observados niveis elevados de células CD44%, CD24"™¢ ¢ CD44"/CD24"¢ no
sangue das pacientes com tumores de mama LB, HER2+ e Triplo negativos comparados aos
controles (p<0,0001). Elevados niveis de células CD44"/CD24"™¢ nas pacientes com CM
HER2+ comparados as do subtipo triplo negativo (p=0,002). Também foram observados niveis
elevados de células CD447/CD24"¢ com expressdo de SOX2+ nas pacientes com CM (LB,
HER2+ e TN) comparados aos controles (p<0,0001). Com relagio as células
CD447/CD24"™¢STAT3+, as pacientes apresentaram niveis baixos dessas células no sangue
quando comparado aos controles. A descricao dos valores de mediana, percentil 25 e 75 consta

na Figura 7.
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Figura 7 - Anélise dos niveis de células CD44+, CD24"¢, e de CD44+/CD24"°¢ com expressao
de SOX2 (CD44+/CD24"¢ / SOX2+) e de STAT3 (CD44+/CD24"¢/ STAT3+) no sangue
periférico de mulheres com cancer de mama luminal B (LB; n=19), HER2+ (n=17) e triplo
negativo (TN; n=29) e mulheres saudaveis (controles — CTRL; n=24). Os gréficos estdo
representados em valores de mediana, percentil 25 (p25) e p75. Foi utilizado o teste Kruskal Wallis corrigido. Foi

considerado p<0,05.
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. Comparacio entre os grupos de pacientes com CM localmente avangado e
metastatico
Foram observados niveis elevados de células CD24™¢ e CD447/CD24™¢ ¢
CD447/CD24"¢STAT3+ no sangue de pacientes com CM localmente avangado comparado a

CM metastatico (p<0,05). A descri¢do dos valores de mediana, percentil 25 e p75 consta na

Figura 8.
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Figura 8 - Anélise dos niveis de células CD44+, CD24"¢, e de CD44+/CD24"°¢ com expressao
de SOX2 (CD44+/CD24"¢ / SOX2+) e de STAT3 (CD44+/CD24"¢/ STAT3+) no sangue
periférico de mulheres com cancer de mama localmente avancado (LA; estadio IIIA/B, n=51)
e com metastases (ME; estadio IV, n=14). Os graficos estdo representados valores de mediana, percentil
25 (p25) e p75 em formato de box violino. Foi utilizado o teste Mann Whitney. Foi considerado p<0,05.
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. Comparacio entre os grupos de acordo com comprometimento linfonodal (N0, N1
e N2)
Nao foram observadas diferengas significantes entre os valores de mediana dos
pacientes sem (NO) e com comprometimento linfonodal (N1 e N2) para os niveis de células
CD44+, CD24"¢e¢ CD44"/CD24™¢, ¢ de CD44"/CD24™¢ SOX2+ ¢ CD44"/CD24"¢STAT3+ A

descri¢ao detalhada esta na Figura 9.
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Figura 9 - Anélise dos niveis de células CD44+, CD24"¢, e de CD44+/CD24"°¢ com expressao
de SOX2 (CD44+/CD24"™¢/ SOX2+) e de STAT3 (CD44+/CD24"¢/ STAT3+) no sangue
periférico de mulheres com cancer de mama de acordo com o comprometimento linfonodal NO

(n=10), N1 (n=35) e N2 (n=0). Os graficos estdo representados valores de mediana, percentil 25 (p25) e p75

em formato de box violino. Foi utilizado o teste Kruskal Wallis. Foi considerado p<0,05.
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43 ANALISE DOS NIVEIS DE LINFOCITOS T (CD3+) TOTAIS E COM
EXPRESSAO DE SOX2 E STAT3

. Comparacio entre os subtipos tumorais e controles

Os pacientes com CM triplo negativo apresentaram niveis elevados de linfocitos
TCD3+S0OX2+ quando comparado aos grupos com subtipos LB e HER2+ (p<0,05). O grupo
de pacientes CM HER2+ apresentou baixos niveis de TCD3+SOX2+ comparado aos controles
e LB (p<0,05) (Figura 10).
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Figura 10 - Analise dos niveis de linfocitos T (CD3") totais, € com expressio de SOX2
(TCD3+SOX2+ e STAT3 (TCD3+ STAT3+) no sangue periférico de mulheres com cancer de
mama luminal B (LB, n=19), HER2+ (n=17) e triplo negativo (TN, n=29) e de mulheres

saudaveis (controles — CTRL, n=24). Os graficos estdo representados em valores de mediana, percentil 25

(p25) e p75. Foi utilizado o teste Kruskal Wallis corrigido. Foi considerado p<0,05.



33

o Comparacio entre os grupos de pacientes com CM localmente avan¢ado e
metastatico

As pacientes com CM localmente avangado apresentaram niveis elevados de linfocitos

TCD3 totais quando comparado ao grupo com doenca metastatica (p=0,0007). Com relagao

TCD3+SOX2+, foram observados baixos niveis no grupo com CM localmente avangado

comparado ao com doenca metastatica (p=0,02) (Figura 1).
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Figura 11 - Analise dos niveis de linfécitos T (CD3") totais, € com expressio de SOX2
(TCD3+SOX2+ e STAT3 (TCD3+ STAT3+) no sangue periférico de mulheres com cancer de
mama localmente avangado (LA; estadio IIIA/B, n=51) e com metastases (ME; estadio IV,
n=14). Os graficos estdo representados valores de mediana, percentil 25 (p25) e p75 em formato de box violino.

Foi utilizado o teste Mann Whitney. Foi considerado p<0,05.
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. Comparacio entre os grupos de pacientes com CM de acordo com o
comprometimento linfonodal
As pacientes sem comprometimento linfonodal (NO) apresentaram niveis elevados de
linfécitos TCD3+SOX2+ quando comparado aos grupos N1 (p=0,004) e N2 (p<0,0001). O
grupo de pacientes com N1 apresentou niveis mais elevados linfocitos TCD3+SOX2+

comparado ao grupo N2 (p=0,01). (Figura 12).
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Figura 12 - Analise dos niveis de linfocitos T (CD3") totais, € com expressio de SOX2
(TCD3+SOX2+ e STAT3 (TCD3+ STAT3+) no sangue periférico de mulheres com cancer de
mama de acordo com o comprometimento linfonodal NO (n=10), N1 (n=35) e N2 (n=20). Os
graficos estdo representados valores de mediana, percentil 25 (p25) e p75 em formato de box violino. Foi utilizado

o teste Kruskal Wallis. Foi considerado p<0,05.
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44 ANALISE NOS PACIENTES COM CANCER DE MAMA TRIPLO
(CMTN) NEGATIVO LOCALMENTE AVANCADO E METASTATICO

o Niveis de células CD44+, CD24NEG, CD44+/CD24neg com expressio de SOX2 e

STAT3

Como grupo de CMTN apresentava o maior numero de pacientes (n=29), foi possivel
realizar a analise comparando pacientes com CM localmente avangado e metastatico.

Foram observados niveis elevados de células CD24"¢ e CD44"/CD24"¢STAT3+ no
sangue de pacientes com CMTN localmente avangado comparado ao grupo com doenca

metastatica (p<0,05). A descricao dos valores de mediana, percentil 25 e p75 consta na Figura

13.

. Niveis de linfocitos TCD3+ totais e com expressao de SOX2 e STAT3
Foram observados niveis elevados de linfocitos TCD3+ e baixos niveis de
TCD3+STAT3+ no sangue de pacientes com CMTN localmente avangado comparado ao grupo

com doenga metastatica (p=0,01 e p=0,02, respectivamente; Figura 14).
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Figura 13 - Andlise dos niveis de células CD44+, CD24"¢, e de CD44+/CD24"¢ com
expressdo de SOX2 (CD44+/CD24"™¢/ SOX2+) e de STAT3 (CD44+/CD24"¢/ STAT3+) no
sangue periférico de mulheres com cancer de mama triplo negativo (CMTN) localmente
avangado (LA; estadio IIIA/B, n=20) e metastatico (ME; estddio IV, n=9). Os graficos estio
representados valores de mediana, percentil 25 (p25) e p75 em formato de box violino. Foi utilizado o teste Mann

Whitney. Foi considerado p<0,05.
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Figura 14 - Analise dos niveis de linfécitos T (CD3") totais, € com expressio de SOX2
(TCD3+SOX2+ e STAT3 (TCD3+ STAT3+) no sangue periférico de mulheres com cancer de
mama triplo negativo (CMTN) localmente avancado (LA; estadio IIIA/B, n=20) e metastatico

(ME; estadio IV, n=9). Os graficos estio representados valores de mediana, percentil 25 (p25) e p75 em

formato de box violino. Foi utilizado o teste Mann Whitney. Foi considerado p<0,05.
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5 DISCUSSAO

Apesar dos grandes avangos nas pesquisas nas ultimas décadas, ainda ha uma elevada
incidéncia da mortalidade das mulheres com CM nos paises em desenvolvimento como o
Brasil. Diante das conquistas em tecnologia de diagndsticos por imagem e medicamentos para
terapia alvo, ainda existem muitos tumores que apresentam resisténcia ao tratamento e grande
poder de disseminagdo e 6bito. Muitos pesquisadores tentam esclarecer quais os mecanismos
que promovem essa elevada capacidade de invasdo, disseminacao e metastase tumoral, além de
resisténcia as terapias existentes. Também hé tentativas de explicar a relacdo entre o
comportamento tumoral e a resposta imune do hospedeiro. Nesse caminho, os estudos tém
evoluido para a avaliagdao de moléculas em culturas de células nos modelos animais e in Vitro,
mas no que tange ao estudo in vivo e principalmente, no sangue, ainda h4 poucos artigos
publicados e nesta tese hd uma diregdo para percorrer.

Nas pacientes estudadas nessa tese a maioria apresentava CM em estadios mais
avang¢ado com tumores maiores de 5 cm e axila comprometida no momento do diagndstico.
Tornando mais dificil o controle local do cancer e consequentemente favorecendo a evolugao
para doenca metastatica. Nos paises em desenvolvimento os diagnosticos tardios sdo o principal
desafio para controle do aumento da mortalidade. A maioria das pacientes estudadas
apresentava mediana de idade de 47 anos, e corresponde aos achados mundiais de aumento da
incidéncia e da mortalidade em mulheres com CM nessa faixa etaria (Bray et al. 2018).

Os tumores apresentavam o subtipo triplo negativo mais frequente e esses tumores sao
0s que apresentam caracteristicas mais agressivas, com crescimento mais rapido, progridem
facilmente para doenga metastatica e até o momento sem uma terapia alvo especifica para
tratamento desse subtipo tumoral. Acredita-se que alteracdes de moléculas especificas possam
justificar o comportamento agressivo desses tumores e neste estudo comprovamos que o
STAT3 ¢ uma molécula envolvida nesses tumores, a via STAT3 foi apresentada como
responsavel pela resisténcia aos tratamentos e também pela sobrevivéncia da célula tumoral,
pelos mecanismos de invasao e angiogénese através da fosforilagcao, dimerizagao e translocagao
nuclear do STAT3 quando interage com proteinas quinases e outras moléculas (Yang et al.

2012; Cho et al. 2019).
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Nesse estudo mostramos um aumento dos niveis de expressio de
CD44+/CD24"¢STAT3+ nos carcinomas localmente avangados quando comparados com
carcinoma metastatico. Acredita-se que na fase proliferativa do tumor exista um aumento dessa
molécula e ativagdo dessa via para manter a biologia tumoral. Wang et al. (2018b)
demonstraram um aumento de IL-22 nos tumores de mama TN, em consequéncia da ativacao
da via JAK-STAT3/MAPKS/AKT comparado a tecido normal de mama. A IL-22 esta
associada ao aumento da capacidade de migragao e da resisténcia ao paclitaxel, medicamento
utilizado nos tratamentos dos tumores TN.

A agressividade tumoral estd diretamente associada ao status linfonodal e nesse estudo
mais de 80% apresentavam axila clinicamente positivas no momento do diagndstico,
independente do subtipo tumoral. A associacdo com tumores de células tronco e status axilar
pode ser visto nos estudos de Nogi et al. (2011) em que mostraram a associacao de linfonodo
sentinela positivo com a expressdo da molécula CD44"e" CD24°"(Nogi et al. 2011). Esse
estudo mostrou que ndo houve diferenca estatistica nos niveis de CD44+, STAT3+ e SOX2+,
com o comprometimento da axila de até 3 linfonodos comparados aos com mais de 4 linfonodos
e com linfonodos livres de neoplasia atribuindo a esses achados ao maior percentual de doengas
localmente avangadas e metastaticas mesmo nas pacientes com axila clinicamente negativas.

No estudo com 448 tumores primarios de mama, McFarlane et al. (2015) apresentaram
a relacdo entre o aumento da expressao de CD44 circulante com o aumento da recorréncia a
distancia, diminui¢dao do tempo livre de doenga. Houve uma associagao de tumores grandes de
alto grau histolégico e linfonodos positivos, o aumento da expressao de CD44 esta relacionado
diretamente com da adesdo as células endoteliais e elevado poder metastatico (McFarlane et al.
2015).

Quando se avalia a expressdo do marcador de células tronco tumoral com os subtipos
tumorais constatamos uma relacdo direta com o aumento da expressio de CD44"e" CD24°"no
grupo das pacientes com CM se compararmos com o grupo controle, com p<0,005 e
justificando a relacdo entre o potencial elevado do comportamento biolégico tumoral e da
agressividade da doenca neoplasica no grupo com CM. Quando se compara com o0s subtipos
tumorais constatamos que os subtipos Luminal B e TN apresentaram diferengas
estatisticamente significativas quando comparadas ao controle e com os demais subtipos com
p<0,005. Esses achados sdo semelhantes aos mostrados por Chekhum et al. (2015), eles

avaliaram 132 pacientes com CM e a expressdo de CD44"&" CD24°“por imunohistoquimica
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nos diferentes subtipos tumorais e constatou que 44,8% das pacientes com TN apresentaram
expressio de CD44Meh CD24"“elevada, eles também relacionaram com a sobrevida e a
presenca de metastases. Ha uma relacao direta entre a agressividade tumoral, independente do
estagio em que se encontra a paciente, com o subtipo TN e o elevado potencial de metéstase.
Esse marcador pode ser preditivo de indicagdo de agressividade e justifica a relagdo entre os
achados das doengas metastaticas com a presenca de marcadores de células tronco (Chekhun et
al. 2015; Zhang et al. 2018).

O segundo subtipo mais frequente nessa tese foram os tumores luminais B que
correspondem a 29,23% das pacientes estudadas e nesse subgrupo tem-se uma heterogeneidade,
na qual, alguns pacientes apresentam melhor desfecho clinico e outras piores, mesmo
apresentando as mesmas caracteristicas clinico patologicas. Observamos predominio de doenga
localmente avancada, a presencga de subtipo Luminal B est4 relacionado ao pior prognostico nas
pacientes que tem baixos niveis de receptores de estrogeno e progesterona e nas pacientes que
apresentavam receptor HER2+ além da associa¢ao com elevado indice de proliferagao celular,
o KI-67. Mesmo neste grupo de pacientes que tem a possibilidade de tratamento com a
hormonioterapia e quimioterapia como terapias sistémicas (Ades et al. 2014).

Um marcador de superficie para células troncos, como o CD44+, que ja esta associado
a tumores mais agressivos pode ser um fator preditivo de pior progndstico, sendo possivel que
o surgimento de drogas que bloqueiam essa molécula, sirva como terapia alvo e possa mudar o
progndstico do CM. As células tronco tumorais apresentam fendtipo CD44+/CD24"¢
expressam maior heterogeneidade tumoral e resisténcia aos tratamentos atuais (Y ousefnia et al.
2020).

Alguns autores demonstraram que nos subtipos luminais podem ocorrer resisténcia aos
tratamentos hormonais e evoluir para apresentacdes clinicas mais agressivas, apresentando uma
associacdo entre a resisténcia ao tratamento desse subtipo com a expressdo elevada de
marcadores de células tronco tumorais, a expressio de CD44"e" foi relacionada a resisténcia ao
tratamento padrao e estadiamento avangado dos subtipos luminais (Uchiumi et al. 2019).

O subtipo HER2+ estava presente em 26,15% das pacientes avaliadas e esse subtipo
apresenta uma terapia alvo que promove o controle do crescimento tumoral e progressdo da
doenca, como anti-HER2, denominado trastuzumabe que ¢ um anticorpo monoclonal,
humanizado, derivado do DNA recombinante que se liga com alta afinidade ao Receptor do

Fator de Crescimento Epidermal Humano 2. Alguns medicamentos quimioterapicos foram
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modificados com ligacdo a moléculas que conferem mais agdo e impedem que os sinais para a
multiplicagdo de células tumorais se propagem para o nucleo da célula como a T-DM1 que ¢
um anticorpo monoclonal associado ao quimioterapico.

A molécula HER2 também participa do processo de ativacdo e fosforilacdo através de
sinais transmembrana. Quanri et al. (2011) apresentaram a relacdo entre os niveis séricos de
CD44 soluvel (sCD44) em pacientes com CM em estdgios clinicos inicial, avancado e
metastatico, sendo os niveis de sCD44 sérico foram mais elevados nos pacientes com
metastases a distancia. A taxa de sobrevida global ndo diferiu entre os pacientes com alta
concentragdo de sCD44 e mesmo quando as pacientes apresentavam baixa concentracdo de
sCD44 soluvel. No entanto, a concentragao de sCD44 foi um preditivo de sobrevida global no
cancer de Mama HER2+, enquanto nenhuma diferenca nas taxas de sobrevida global foi
observada em pacientes com cancer de mama HER2 negativo. Esse estudo apresenta uma
associacdo entre niveis sCD44 de circulacdo e sobrevivéncia em pacientes de CM HER2+.
Esses resultados sugerem um papel para o sCD44 como marcador progndstico.

Além disso, o nivel sCD44 pode oferecer um novo alvo terapéutico clinico no CM
HER2-positivo (Quanri et al. 2011). Quanto ao tratamento com terapia alvo ja existem em
comercializacdo varios medicamentos que estdo sendo indicados para tratamento de CM nesse
subtipo e em pacientes com doenca metastatica.

Para aprofundar a investigacao dos linfonodos, em estudos prospectivos com niimero
maior de casos pode-se determinar o real significado clinico dos achados CD44+ em sangue
periférico. Em 2007, alguns autores relataram a relagdo do CD44 com a indug¢do da metéstase
hepatica e a expressao solivel de CD44 em modelos animais (Ouhtit et al. 2007). Esses autores
descreveram as vias que ativam o CD44+ e promovem a invasao tumoral em CM (Oubhtit et al.
2018).

Para avaliar a molécula de STAT3 no CM, varios autores apresentaram a relagao entre
a ativacdo dessa molécula com a proliferagdo, sobrevivéncia e angiogénese, apds estimulagdo
por diversas quinases e fatores de crescimento que subsequentemente sao responsaveis pela
dimerizacdo e ativagdo. Através das tirosinas cinases, a molécula de STAT3 pode ser
translocadas do citoplasma para o nucleo e em alvos especificos regulam a transcri¢ao genica
(Zhi et al. 2016).

Na avaliagao de terapias alvos especificas, os tumores HER2 positivos sdo estudados e

avaliados quanto a ativagdo da molécula de STAT3 e foi apresentada, por alguns autores, como
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um mecanismo desenvolvido para resisténcia ao tratamento medicamentoso ja existente, essa
ativacdo de STAT3 parece funcionar como gatilho para ativar outras moléculas. Essa via,
talvez, no futuro também possa ser alvo de novos tratamentos que tente impedir a progressao e
dissemina¢do do CM (Wang et al. 2018a).

A ativacdo exacerbada e persistente das moléculas STAT3 ¢ uma consequéncia de
alteracdes tumorais que ativam ou ndo essas moléculas. O processo de ativacdo depende da
interacao com outras moléculas como receptores de IL-6, JAK e da fosforilacdo de cinases que
podem tornar o STAT3 capaz de modular a resposta do hospedeiro no ntcleo da célula.

Em nosso estudo, observamos um aumento dos niveis de STAT3 nas pacientes com CM
localmente avangados comparado as com doenca metastatica. Acredita-se que niveis
aumentados de STAT3 podem estar presentes nos subtipos de CM devido processo continuo de
ativacdo dos mecanismos tumorais associados a produ¢do de fatores de crescimento e divisdo
celular (Gkouveris et al. 2015; Gyamfi et al. 2018).

O STAT3 parece participar como uma molécula responsavel pela resposta imune,
impedindo a imunossupressdao. A molécula STAT3 ela estd relacionada a expressao
antiapoptotica e pro-proliferativo dos oncogenes, mas ela também participa da modulagdo das
respostas imunes do hospedeiro e todas essas atividades regulam o processo de proliferacao,
invasdo, angiogénese e metastase. Essa molécula participa do processo de imunossupressao.
Essa imunossupressdo se dar pela potente regulagdo negativa dos linfocitos T helper que
também ¢ um importante ativador de genes cruciais para imunossupressao.

Yu et al. (2007) demonstraram que a ativagdo constitutiva de STAT3 leva a uma
inibi¢do da expressdo de mediadores necessarios para a ativacdo da resposta imune contra
células tumorais, além disso, a atividade de STAT3 promove a produgdo de fatores
imunossupressores que ativam mais moléculas de STAT3 em diversos subconjuntos de células
imunes, alterando programas da expressdo génica e, desse modo, inibindo respostas imunes
antitumorais.

Alteragdes na regulacdo de STAT3 podem resultar em uma resposta de fase aguda
anormal, levando a produc¢ao elevada de citocinas que pode causar supressao da resposta imune
no microambiente tumoral. Por sua vez, isso pode proporcionar um cendrio ideal para a evasao
tumoral e metastase (Resemann et al. 2014). Neste estudo, observou- niveis baixos de linfocitos
T STAT3+ nas pacientes com CM HER2+ e TN comparado aos controles e LB. Feng et al.

(2016) mostraram que STAT3 ¢ uma das principais vias de ativagdo para diferenciagdo em
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cé¢lulas TH17, estando envolvidas na progressdo tumoral e aumento de células T reguladores
associadas ao tumor.

Na analise isolada do grupo de pacientes CM triplo negativo localmente avangado,
observamos nivel elevado de células CD44+/CD24"¢ STAT3+ e reduzido de linfocitos TCD3+
STAT3+ comparado ao grupo TN metastatico. O STAT3 ¢ super expresso e ativado
constitutivamente no TN, o que estd altamente relacionado a iniciagdo, progressdo, metastase
do TN, resisténcia a quimioterapia e resultados de sobrevida desfavoravel. STAT3 ndo ¢ apenas
capaz de induzir a expressdo de genes relacionados ao cancer, mas também interage fisicamente
e coopera funcionalmente com outros fatores de transcrigdo oncogénicos, promovendo a
agressividade de TN (Sirkisoon et al. 2018).

A resisténcia ao tratamento do CM nos modelos com RE+ com uso de tamoxifeno, o
medicamento com acdo antagonista do RE, apresentou alteracdes quanto a sua agdo sendo
associado a elevada expressao de SOX2. Isso sugere que a expressdo elevada de SOX2 esta
diretamente relacionada a pior progndstico nas pacientes com CM (Huang et al. 2014).

O SOX2 esta intrinsecamente envolvido em muitos processos associados ao cancer,
como a proliferacdo celular, evasdo da apoptose celular e metdstase através de interacdes com
a sinalizacdo EGFR e vdrias outras vias e processos oncogénicos, essas interacdes também
foram relacionadas com culturas de células tumorais (Liang et al. 2013).

Nesse estudo, observamos niveis elevados de linfocitos T totais e com expressao de
SOX2+ no estadio localmente avangado. A molécula de SOX2 ativadas estdo presentes nos
linfocitos Treg no processo de tumorigénese e promove alteragdes nos mecanismos
antitumorais dos hospedeiros, além disso, esses niveis aumentados podem sinalizar uma
evolugdo desfavoravel para essas pacientes (Ormsbee Golden et al. 2013; Xu et al. 2017).

SOX2 funciona como fator de transcri¢do no nicleo para regular genes oncogénicos e
quando super expresso participa da tumorigénese, angiogénese e dos processos de invasdo e
metastase. Porém, existem mecanismos proprios de controles que explicam que auto renovagao
e a pluripoténcia das células-tronco embriondrias que sdo reguladas por uma rede altamente
integrada de fatores essenciais de transcri¢do, na qual inclui SOX2 como molécula chave para
todos os mecanismos de tumorigénese (Ormsbee Golden et al. 2013; Xu et al. 2017).

Os niveis percentuais de CD44+, CD24™¢, CD44"/CD24™¢ e CD44"/CD24"8/SOX2+
foram elevados nas pacientes com CM comparado aos controles neste estudo. Em varios

estudos, foram demostrados a relagio de CD44%/CD24"™¢ com as células tronco tumorais, €
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SOX2 ativa genes e interferem nos mecanismos ontogenéticos (Yu et al. 2007; Marotta et al.
2011; Chekhun et al. 2015).

Em nosso estudo ndo abordamos a sobrevida, mas constatamos que os niveis percentuais
de CD44+, e CD44+/CD24"¢/SOX2+ foram elevados no sangue nas pacientes com CM LB,
HER2+ e TN comparado ao grupo controle. No tecido tumoral, foram observados uma relagao
da expressdo de CD44 e SOX2 no processo de tumorigénese, invasdo e metastase por CM (Jung
et al. 2015a). Huang et al. 2014 compararam as caracteristicas clinicas de pacientes com CM e
metastases axilares que apresentavam elevada expressao de SOX2, sendo significativa a
expressdo de SOX2 e independente dos outros fatores comuns de prognoéstico incluindo o grau,
tamanho do tumor, RE, e status de HER2 (Huang et al. 2014).

Nos tumores subtipo TN, varios autores tentaram associar o tratamento com paclitaxel
ao silenciamento do gene SOX2 como uma forma de promover a diminui¢do da capacidade de
invasao, inibir o crescimento de células tronco tumorais e evitar a resisténcia medicamentosa
nas pacientes com CM com tumores TN (Mukherjee et al. 2017).

Na analise dos marcadores nos linfocitos T circulantes demonstraram que a expressao
da molécula de SOX2 foi elevada em todos os subtipos tumorais se comparado aos controles e
essa molécula nuclear tem relagdo direta com o processo de divisdo celular. Outros autores
demonstraram que em colonias de células a expressdo molécula SOX2 apresentavam relagao
com varios genes que participam do processo da tumorigénese nas cé€lulas tronco tumorais, essa
interacdo foi vista também por outros autores que relacionados a metastase do CM e a expressao
de SOX2 principalmente nos tumores do subtipo TN.

Foi demostrado o envolvimento de SOX2 no processo de regulagdo do ciclo celular,
diferenciagdo e participando da regulacdo da expressao de microRNAs. Todos os caminhos
levam a associagdo da molécula de SOX2 com o controle da proliferagdo e a migragdo de
células no CM (Jung et al. 2014; Liu et al. 2017; Oliphant et al. 2019). O SOX2 funciona como
fator de transcri¢do e apresenta interagdo com RNA de cadeia longa ndo codificado, que sdo
RNAs que apresentam mais de 200 nucleotideos e sem capacidade de codificar proteinas, como
um plasmacytoma variant transcription. Nesse caso, o fator de transcrigdo o SOX2 quando
super expresso estd associado a progressao do cancer de mama através da proliferacdo celular
e da tumorigénese, assim como as recorréncias e metastases (Li et al. 2017).

O CM triplo negativo que tem pior prognostico, apesar de apresentar uma maior

resposta patoldgica completa a quimioterapia neoadjuvante, representa um desafio para os
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estudiosos encontrar um tratamento especifico a partir de um marcador de superficie ou nuclear
que seja capaz de bloquear as vias de proliferagdo celular e impedir a evolugdo para metastase
e Obito, varios tratamentos sao empregados, porém nenhum como terapia alvo para este tipo de
neoplasia (Sirkisoon et al. 2018).

Existe uma busca por marcadores pouco invasivos que possam servir para o diagnostico
e prognostico no cancer. O STAT3 e SOX2 foram descritos como importantes fatores de
transcrigdo para progressao tumoral. Essas moléculas no CM podem estar relacionadas ao pior
prognostico e sdo potenciais biomarcadores nos tumores de mama, sendo a sua utilizacdao
indicar a resposta a quimioterapia.

Segundo estudo de Sodja et al. (2016) a expressdo de RNAm de SOX2 no sangue
periférico foi um marcador promissor para triagem molecular de cancer de cabeca e pescogo e
importante marcador progndstico nos pacientes com doenga avangada tratados com
quimioterapia neoadjuvante, indicando um papel importante na dissemina¢do de células
tumorais circulantes ¢ doenga metastatica.

Também ¢ importante ressaltar que estudos comparando niveis de marcadores no
sangue com metodologias quantitativas reduz os vieses das andlises do tecido tumoral por
técnica de imuno-histoquimica por ser um método semiquantativos. Além disso, a investigagao
desses marcadores no sangue periférico apresenta algumas vantagens como ser menos invasiva,
de facil acesso e possibilita andlises desde o diagndstico, tratamento e recidiva. Esse estudo
amplia o conhecimento sobre a participacdo do SOX2+, STAT3+, CD44 e CD24 no cancer de

mama e mostra o potencial dessas moléculas para novas abordagens terapéuticas.
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CONCLUSAO

Com os resultados deste estudo foi possivel concluir:

Foi possivel determinar os niveis de CD44", CD24°% CD44"CD24"°v,
CD44+CD24™¢STAT3" e CD44+CD24™¢SOX2+, e de TCD3+SOX2+ e
TCD3+STAT3+ no sangue de pacientes e controles;

Os niveis percentuais de CD44%, CD24°% CD44"CD24", CD44+CD24"¢STAT3" e
CD44+CD24"tS0OX2+, ¢ de TCD3+SOX2+ e¢ TCD3+STAT3+ no sangue sdo
diferentes entre os pacientes e controles;

Existem diferencas dos niveis de CD44+CD24"¢ ¢ CD44+CD24"¢STAT3+, e de
TCD3+ e TCD3+SOX2+ entre os pacientes com CM localmente avancado e
metastatico;

Nio houve diferencas nos niveis de CD44", CD24°%, CD44"CD24",
CD44+CD24™¢STAT3" e CD44+CD24"SOX2+ entre os pacientes sem e com
comprometimento linfonodal;

Os niveis de TCD3+SOX2+ foram diminuidos no grupo de pacientes com
comprometimento linfonodal (N1 e N2);

Os pacientes com CM HER2+ apresentaram niveis de linfocitos TCD3+SOX2+ e
TCD3+STAT3+ mais reduzidos que os subtipos TN e LB;

Na andlise do grupo de paciente com CMTN localmente avangado, os niveis de
CD44+CD24"¢STAT3" foram elevados e diminuidos de TCD3-+STAT3+;

Os niveis de moléculas CD44, CD24, SOX2+ e STAT3+ no sangue mostraram ser

alterados em pacientes com CM em estagios avangados.
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Apendice 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo da expressao de SOX2, STAT3 E CD44 em pacientes

com cancer de mama de estadiamento inicial e avangado

Pesquisadora Responsavel pela pesquisa: Dra. Denise Sobral Viana. (Mastologista do

hospital de Cancer de Pernambuco — HCP).

Pesquisadores envolvidos: Dr. Victor Piana de Andrade (Anatomia Patoldgica,
A.C.Camargo Cancer Center, Sao Paulo) e Dra. Leuridan Cavalcante Torres (Diretora de

pesquisa do IMIP, Recife).

A Sra esta sendo convidada a participar do estudo " Avaliagdo da expressao de SOX2,
STAT3 E CD44 em pacientes com cancer de mama de estadiamento inicial e avangado” porque
foi recentemente diagnosticada com cancer de mama. O estudo tem como finalidade a
analise de amostras de sangue coletadas antes do inicio do tratamento de pacientes com
diagnéstico de cancer de mama. O estudo estudara o sangue por citometria de fluxo, um
método comum e bem estabelecido nos laboratérios de diagndstico mas pouco usado
para estudar o cancer de mama. 10 estudo pretende encontrar novos marcadores
tumorais que nos ajudem a fazer um diagnostico melhor do cancer e que nos ajude a
saber com antecedéncia quais pacientes irdo responder bem ou mal ao tratamento
indicado. Se confirmados, os marcadores poderiam auxiliar na determinagédo do melhor
tratamento para pacientes diagnosticados com céncer de mama no futuro. Nao ha
beneficios imediatos para vocé. Os possiveis beneficios sdo para as pacientes
diagnosticados com cancer de mama no futuro.

Sua participacdo € inteiramente voluntaria e a recusa ndo acarretara nenhum
prejuizo no seu tratamento. Se aceitar participar neste momento, podera, a qualquer
momento, desistir de participar, devendo para isto apenas comunicar um dos
pesquisadores, e esta decisdo ndo acarretara nenhum prejuizo ao seu tratamento nesta

instituicao.



Se aceitar participar, a Sra sera submetida a coleta de 20 ml de sangue (na veia
do brago, com seringas e agulhas descartaveis; os mesmos da coleta de sangue comum
que serao realizadas periodicamente como forma de acompanhamento de sua doenca).
Os riscos envolvidos incluem, além de algum tempo de espera adicional, dor de pequena
intensidade e curta duragdo no local de pungdo da veia, vermelhiddo na pele e
sangramento de pequeno volume no caso de uso de outros medicamentos ou por
alteragbes sanguineas decorrentes da quimioterapia.

A participagao nesta pesquisa nao gerara nenhuma despesa para vocé e, por isso,
nao havera nenhuma forma de reembolso pela doagao de sangue.

As amostras serdao armazenadas em freezers no laboratério até o momento do
processamento e extracao das moléculas, ficando sempre identificadas apenas sob um
numero de pesquisa (sem nome, registro hospitalar ou data), garantindo total sigilo.
Ninguém além dos pesquisadores principais saberdo que estas amostras sao suas. As
informacdes sobre o endereco e telefone para contato dos participantes da pesquisa
serdo armazenadas em computador, protegido com senha, com acesso limitado aos
responsaveis pela pesquisa.

Caso concorde em participar, uma cépia assinada deste termo de consentimento
Ihe sera entregue antes do inicio de qualquer procedimento relacionado a pesquisa.
Gostariamos de reforgar que sua participagdo neste estudo é voluntaria. Vocé pode
desistir de continuar no estudo ou retirar seu consentimento a qualquer momento, sem
que isso acarrete prejuizo algum para seu tratamento ou acompanhamento médico. No
caso de duvidas ou necessidade de qualquer esclarecimento adicional, vocé podera
entrar em contato com os pesquisadores responsaveis nos seguintes telefones ou e-
mails:

Dra. Denise Sobral Viana
(81) 3217 8000

denisemasto@gmail.com

Dr. Victor Piana de Andrade
Anatomia Patolégica — AC Camargo Cancer Center
(11) 2189-5185 / 2189-5103

victor.andrade@accamargo.org.br




Se o pesquisador responsavel ndo fornecer as informacdes/ esclarecimentos
suficientes, por favor entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Hospital de Cancer de Pernambuco— HCP pelo telefone (81) 3217-8000. De
segunda-feira a sexta feira das 8 horas as 16 horas.

Caso haja qualquer nova pesquisa com o material biolégico doado, esta sera
previamente submetida & aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de
Cancer de Pernambuco e a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa. Precisamos
também saber se o(a) Sr.(a) autoriza este armazenamento e se gostaria de ser contatado
para autorizagcdo do uso das amostras ja coletadas a cada novo projeto que venha a
utilizar suas amostras e para isso, caso concorde com uma ou ambas as solicitagdes
adicionais anteriores, assinale nos quadrados abaixo com quais delas vocé concorda:

[l Estou de acordo com o armazenamento do material biolégico por mim doado, para
estudos futuros (outros projetos relacionados) no laboratério dos Pesquisadores
Responsaveis.

1 Desejo ser contatado em caso de novos projetos de pesquisa.

Nome:
Idade: Sexo:
RG: Telefone:
Endereco:
1
Assinatura do sujeito de pesquisa Data
1
Assinatura do pesquisador Data
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
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A C Camargo Cancer Center. Esta pesquisa tem como finalidade a andlise de amostras de sangue
coletadas antes do inicio do tratamento de pacientes com diagndstico de cncer de mama. Serd realizado
um estudo do sangue por citometria de fluxo, um método comum e bem estabelecido nos laboratdrios de
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marcadores tumorais que favorecam em um melhor diagnéstico do cincer @ contribuam na descoberta com
antecedéncia quais pacientes irdo responder bem ou mal ao tratamento indicado. Se confirmados, os
marcadores poderiam auxiliar na determinacio do melhor tratamento para pacientes diagnosticados com
cancer de mama no futuro.
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Pigira 01 da 04



SOCIEDADE PERNAMBUCANA

DE COMBATE AO CANCER-
SPCC
Contruacao oo Parecer 1.419 968
Recomendagdes:
Recomendagdes atendidas

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sem pendéncias

Consideragdes Finais a critério do CEP:
as solicitagdes do parecerista foi atendida e portanto o projeto esta aprovado.

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

QRraa ™

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagoes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 09/01/2016 Aceilo
doProjeto |ROJETO 622358 pof 173144 |
Outros Cartaresposta.pdf 07/01/2016 |DENISE SOBRAL Aceito
12:16:14 | VIANA
Outros anuenciaimip.JPG 07/01/2016 |DENISE SOBRAL Aceilo
12:15:42 | VIANA
Projeto Detalhado / | ProjetoDoutoradocorrigido.pdf 07/01/2016 |DENISE SOBRAL Aceilo
Brochura 12:15:09 |VIANA
Outros ficha.pdf 07/01/2016 |DENISE SOBRAL Aceilo
_ 12:14:48 | VIANA
Folha de Rosto folhaderostomama_pdf 26/11/2015 |DENISE SOBRAL Aceito
11:20:03 | VIANA
Outros anuenciamama.pdf 26/11/2015 |DENISE SOBRAL Aceito
11:18: VIANA
Declaragio de DECLARACAO3.jpg 19/11/2015 |DENISE SOBRAL Aceito
Pesquisadores 11:30:15 | VIANA
Declaragao de DECLARACAOZ2.jpg 19/11/2015 |DENISE SOBRAL Aceito
Pesguisadores 11:30:02 | VIANA
Declaragao de DECLARACAO1.jpg 19/11/2015 |DENISE SOBRAL Aceito
Pesquisadores 11:29:51 VIANA
TCLE / Termos de | TCLEMAMA pdf 19/11/2015 |DENISE SOBRAL Aceilo
Assentimento / 11:27:03 |VIANA
Justificativa de
(Auséncia ST i
Projeto Detalhado / | projeto.pdf 19/11/2015 |DENISE SOBRAL Aceito
Brochura 11:26:42 VIANA
Investigador
Situacdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
Endereco: Av. Cruz Cabugs, 1587
Bairro: Santo Amaro CEP: 50.040-000
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)3217-8005 Fax: (81)3217-8005 E-mail: cep@hcp.org be

Pagina 03 ou 04




Anexo 2 — Sistema TNM de classificacdo de tumores malignos (7* edigdo) ASCC/UICC

T -~ TUMOR PRIMARIO
TX — Tumor primario ndo avalidvel
TO — Sem evidéncia de tumor primario
Tis — Carcinoma in situ:
¢ Tis (CDIS) Carcinoma ductal in situ;
* Tis (CLIS) Carcinoma lobular in situ;
* Tis (Paget’s) Doenga de Paget sem carcinoma invasivo.
T1 — Tumor < 2 cm na sua maior dimensao:
* T1 mic — microinvasao 0,1 cm;
* Tla — Tumor com mais de 0,1 cm e menos que 0,5 cm na sua maior dimensao;
* T1b — Tumor com mais de 0,5 cm e menos que 1,0 cm na sua maior dimensao;
* Tlc — Tumor com mais de 1,0 cm e menos que 2,0 cm na sua maior dimensao.
T2 — Tumor > 2,0 cm e < 5¢cm na sua maior dimensao
T3 — Tumor > 5,0 cm
T4 — Tumor de qualquer dimensao com extensdo a parede toracica ou a pele:
» T4a — Extensdo a parede toracica sem atingir o musculo peitoral;
* T4b — Edema ou ulceragao da pele ou nddulos satélites confinados a mama (inclui
pele de laranja);
* T4c — T4a + T4b;
* T4 d — Carcinoma inflamatorio.
N - ENVOLVIMENTO GANGLIONAR REGIONAL
Nx — Ganglios regionais nao avalidveis
NO — Sem metéstase ganglionar regional
N1 — Metéastases nos ganglios axilares ipsilaterais
N2 — Metastases nos ganglios axilares ipsilaterais fixos ou nos ganglios da cadeia mamaria
interna clinicamente invadidos na auséncia de ganglios axilares:
* N2a — Ganglios axilares ipsilaterias fixos ou fixos a outras estruturas;
* N2b — Metastases clinicamente aparentes na cadeia mamaria interna na auséncia de

ganglios linfaticos axilares.



N3 — Metastases nos ganglios infraclaviculares ipsilaterais com ou sem ganglios linfaticos
axilares, ou metastases clinicamente aparentes na cadeia mamadria interna com nédulos
axilares; ou metastases supraclaviculares com ou sem ganglios linfaticos axilares ou na
mamaria interna invadidos:
* N3a — Metastases nos ganglios infraclaviculares ipsilaterais;
* N3b — Metastases nos ganglios da mamaria interna ipsilateral e nos ganglios axilares;
* N3¢ — Metastases nos ganglios supraclaviculares ipsilaterais.
M — METASTASE A DISTANCIA
MX — Metastase a distancia ndo avaliada
MO — Sem metastase a distancia

M1 — Com metastase a distancia

ESTADIAMENTO TUMORAL UICC

ESTADIO 0 Tis NO MO
ESTADIO I T1 NO MO
ESTADIO IIA TO NI MO
T1 NI MO
T2 NO MO
ESTADIO IIB T2 N1 MO
T3 NO MO
ESTADIO IITA TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1, N2 MO
ESTADIO IIIB T4 NO, N1, N2 MO
ESTADIO IIIC QUALQUERT N3 MO

ESTADIO IV QUALQUER T QUALQUER N Ml



