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RESUMO

Obijetivo: avaliar os niveis de linfocitos B com expressdo de CD80 e CD86 no sangue de
mulheres com cancer de mama triplo negativo localmente avancado. Métodos: E um estudo
de coorte prospectivo e exploratério com 30 mulheres com cancer de mama triplo negativo, e
30 controles saudaveis, realizado no periodo de 2018-2019. A coleta de sangue periférico foi
realizada antes da quimioterapia. Foi realizada a imunofenotipagem de linfocitos B e das
moléculas CD80 e CD86 por citometria de fluxo. As mulheres foram avaliadas quanto ao grau
de resposta patoldgica a quimioterapia, sendo distribuidas em grupos com resposta patologica
completa (RC) ou parcial (RP). Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foram utilizados
para comparacdo entre dois grupos. Foram considerados significativos valores de p < 0,05. As
analises foram realizadas no programa Graphpad v7.0. Resultados: Foi realizada a anlise de
30 pacientes com cancer de mama triplo-negativo localmente avancado. A idade das pacientes
variou entre 27 e 59 anos, mediana de idade foi 44,5 anos (35,5-51,7), a maioria das pacientes
encontra-se na faixa etaria < 50 anos (43,3%). Em relacdo ao status menopausal, 62,1%
estavam na pré-menopausa e 37,9% pos-menopausa. Quanto ao grau nuclear, 63% dos
tumores eram de grau 3, seguido de 27% de grau 2. Em relacdo ao estagio clinico, 30%
estavam no estagio I11A, 63,4% estagio I11B e 6,6% estagio I11C. Na avaliacdo da resposta ao
tratamento neoadjuvante 56,7% das pacientes tiveram resposta patologica completa, e 43,3%
resposta parcial. As pacientes com CMTN apresentaram niveis elevados de linfocitos B
CD86+ quando comparadas aos controles (p < 0,0001). Com relagdo aos niveis de células B
totais e B CD80+ ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos. Na analise
dos niveis de células B totais e com expressdo de CD86 e CD80, nao foram observadas
diferencas significativas entre os grupos RC e RP. Conclusdo: Este estudo mostrou que o
sistema imunoldgico dos pacientes com cancer de mama triplo negativo é capaz de regular

moléculas co-estimuladores em células B circulantes, provavelmente em resposta a doenca
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ABSTRACT

Objective: To assess the levels of CD80 and CD86-expressing B lymphocytes in the blood
of women with locally advanced triple negative breast cancer. Methods: This is a prospective
and exploratory cohort study of 30 women with triple negative breast cancer and 30 healthy
controls, conducted in 2018-2019. Peripheral blood collection was performed prior to
chemotherapy. Immunophenotyping of B lymphocytes and CD80 and CD86 molecules was
performed by flow cytometry. Women were evaluated for the degree of pathological response
to chemotherapy, and were divided into groups with full (RC) or partial (RP) pathological
response. Nonparametric Mann-Whitney test were used for comparison between two groups.
Values of p <0.05 were considered significant. Analyzes were performed using Graphpad v7.0
software. Results: We analyzed 30 patients with locally advanced triple-negative breast
cancer. The age of the patients ranged from 27 to 59 years, median age was 44.5 years (35.5-
51.7), most patients were in the age group < 50 years (43.3%). Regarding menopausal status,
62.1% were premenopausal and 37.9% postmenopausal. Regarding the nuclear grade, 63% of
the tumors were grade 3, followed by 27% grade 2. In relation to the clinical stage, 30% were
in stage IlIA, 63.4% stage IIIB and 6.6% stage IIIC. In the evaluation of response to
neoadjuvant treatment 56.7% of patients had complete pathological response, and 43.3%
partial response. CMTN patients had high levels of CD86 + B lymphocytes when compared
to controls (p <0.0001). Regarding total B and CD80 + B levels - no significant differences
were observed between the groups. In the analysis of CD86 and CD80 expression and total B
cell levels, no significant differences were observed between the RC and RP groups.
Conclusion: This study showed that the immune system of patients with triple negative breast
cancer is able to regulate costimulatory molecules in circulating B cells, probably in response

to the disease.
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1 INTRODUCAO

O Cancer de Mama é uma doenca decorrente da proliferacdo atipica de células do
tecido mamario e se constitui como a neoplasia mais incidente no sexo feminino, excluindo-
se 0 cancer de pele tipo ndo melanoma, e é o segundo tipo mais comum em todo o mundo®?.
A taxa de incidéncia dessa neoplasia se mostra levemente superior em regides
subdesenvolvidas quando comparadas a regides economicamente desenvolvidas e tende a
crescer progressivamente a partir dos 40 anos de idade®?. No Brasil, foram estimados 57.960
novos casos apenas no ano de 2016 2. Em relagdo a mortalidade, representa a quinta causa de
morte por cancer no mundo e a primeira causa de morte em regides menos desenvolvidas®. O
estado de Pernambuco, por exemplo, se situa em décimo lugar entre as unidades da federacdo
com maiores taxas de 6bito por cancer de mama. A idade se mostra como importante preditor
de mortalidade, onde na populacdo feminina abaixo de 40 anos, ocorrem menos de 10 ébitos
a cada 100 mil mulheres, enquanto na faixa etaria a partir de 60 anos o risco é 20 vezes maior
2.

O CM ¢é uma doenca com etiologia multifatorial, além da idade varios fatores de risco
foram identificados na génese dessa doenca, assim como: menarca precoce; menopausa tardia;
nuliparidade; primeira gestacao apds os 30 anos; uso de alguns anticoncepcionais e terapia de
reposi¢céo hormonal (TRH) na menopausa, especialmente se por tempo prolongado; exposi¢ao
a radiacdo ionizante; alcoolismo; dietas hipercaldricas; obesidade; sedentarismo; e
predisposicdo genética pelas mutacdes em determinados genes transmitidos na heranca
genética familiar — principalmente por BRCA1 e BRCA2) 3. O cincer de mama pode ser

classificado de acordo com o padrdo de imunohistoquimica e quanto a extensdo da doenca.

O CM pode ser classificado pelo estadiamento de acordo com a profundidade de
invasdo (estadio T), com envolvimento linfonodal (estadio N) e a presenca de metéstase
(estadio M). Esses estadios sdao combinados entre si, formando o estadiamento definitivo. Essa
classificacdo baseada no tumor, nodo e metéstase (TNM) é a base para a decisao terapéutica,
além de ter valor prognostico. A grande parte das mulheres diagnosticadas com cancer de
mama tem doenca localizada, sem metastases. Para essas pacientes a estratégia de tratamento
depende do estadiamento baseado no sistema TNM, sendo subcategorizadas como estadio
precoce (estagios I, I1A ou 11B, T2N1) e doenca localmente avangada (estagio 11B, T3NO, e
pacientes com estagios 1A a 111C)°. A maioria dos pacientes com cancer de mama localmente

avancado deve receber tratamento neoadjuvante com objetivo de induzir uma resposta



antitumoral antes da cirurgia e possibilitar a cirurgia conservadora, permitindo, também, uma
avaliagdo precoce da efetividade do tratamento sistémico °.

Os receptores hormonais do tumor sdo utilizados, na prética clinica, para classificar o
cancer de mama a partir da imuno-histoquimica. Essa classificacdo é baseada na expressao de
receptores hormonais de estrégeno (RE), de receptores hormonais de progesterona (RP), de
human epidermal growth fator receptor 2 (HER2) e do indice de proliferacdo celular Ki67,

como mostra a tabela 1.

Com o avango do conhecimento sobre a biologia dos tumores e a consciencia de que
sdo tecidos complexos, veio a tona a importancia de compreender as interagdes entre o tumor,
o microambiente tumoral e as células do sistema imune. Nesse contexto, dois mecanismos que
envolvem a resposta imune e 0 processo neoplasico sdo fundamentais. Um deles é a
capacidade do sistema imunoldgico promover a destruicao de células neoplésicas, o outro é a
formacdo de um processo inflamatorio crénico que pode ser capaz de estimular o crescimento
tumoral °. Quando um tecido tumoral comegca a ser formado, diversos fatores de recrutamento
celular séo liberados na corrente sanguinea. Alguns deles véo ser capazes de desencadear uma
acdo antitumoral, enquanto outros vao ser usados a favor das células neoplésicas para escapar
da vigilancia do sistema imune, favorecendo sua disseminagdo. Ao passo que células
neopléasicas se instalam em um tecido, uma resposta imune celular é iniciada a partir de células
dendriticas que se encontram naquele sitio, conhecidas como células apresentadoras de
antigenos (APCs). Elas capturam os antigenos, migram para os linfonodos que drenam aquela
regido e os apresentam para células T, com isso, ocorre a ativagdo dos linfocitosTCD4",
também chamadas de T auxiliares (T helper - Th), que podem se diferenciar em células
efetoras Thl, Th2, Th17 ou células T reguladoras & 7.

Entretanto, apenas o reconhecimento antigénico ndo é suficiente para a ativacdo dos
linfocitos T, as APCs devem providenciar sinais adicionais na forma de moléculas co-
estimuladoras que regulam o grau de ativacdo dos linfocitos T. As glicoproteinas B7.1 (CD80)
e B7.2 (CD86) sio moléculas coestimuladoras bem conhecidas 8. A molécula CD86 &
expressa constitutivamente nas APCs e apresenta niveis aumentados quando as células séo
ativadas, enquanto a expressao aumentada de CD80 ocorre em periodos mais tardios;
indicando que CD86 pode ser mais importante para o inicio da resposta imune °. O receptor
para CD80/86 é o CD28 presente na superficie dos linfocitos T, sendo a ligacdo de CD28 a
CDB80 e/ou CD86 potencializa o sinal para a ativacdo do linfécito T, resultando na ativacéo,

producédo e secrecdo de citocinas (ex. I1L-12) e na proliferacdo destas células contra os



antigenos tumorais °.

Atualmente a quimioterapia neoadjuvante (QT NEO) é considerada o tratamento
preconizado para pacientes com cancer de mama triplo negativo (CMTN)*. Uma resposta
favoravel depois de realizada a QT NEO pode reduzir significativamente o tamanho do tumor,
possibilitando uma cirurgia conservadora em alguns casos®> Evidencias sugerem que uma
resposta patoldgica completa (RC) depois de realizada a QT NEO esta associada com uma
maior sobrevida livre de doenca e sobrevida geral das pacientes com CMTN®8. Por outro lado
uma resposta patoldgica parcial (RP) é frequentemente associada a células tumorais
resistentes a quimioterapia e levando ao progndstico esfavoravel®.

Em relacdo a imunobiologia do cancer de mama, estudos recentes associaram a presenca
de infiltrado tumoral de células B a um prognostico melhor'!2, N&o obstante, as células B do
sangue periférico foram mal exploradas em cancer de mama triplo negativo. Além disso, 0s
efeitos da terapia QT NEO nas moléculas co-estimuladoras expressas por células B em
pacientes com TNBC permanecem desconhecidos. Assim, este estudo objetivou avaliar 0s
niveis de linfécitos B com expressdao de CD80 e CD86 no sangue de mulheres com cancer de

mama triplo negativo localmente avangado.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Desenho do estudo e participantes

Trata-se de um estudo coorte prospectivo e exploratorio, foi desenvolvido no periodo
de agosto de 2018 a julho de 2019 nos servicos de Oncologia do Instituto de Medicina Integral
Professor Fernando Figueira (IMIP) e do Hospital de Cancer de Pernambuco. Os testes
laboratoriais foram realizados no Laboratério de Pesquisa Translacional do IMIP. O estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do IMIP e Hospital de
Cancer de Pernambuco sob o0s numeros CAAE 39967014.3.3002.5201 e CAAE
39967014.3.0000.5205, respectivamente. Todos os participantes foram incluidos no estudo
apos assinatura do Termo de Consentimento livre esclarecido (TCLE).

O estudo compreendeu 30 mulheres com cancer de mama triplo negativo localmente
avancado e 30 mulheres saudaveis, ambos os grupos com idade acima de 18 anos. Os critérios
de inclusdo foram mulheres com idade entre 18 e 60 anos; diagnostico histologico de

carcinoma invasivo de tipo ndo especial (TNE) ou carcinoma ductal invasivo sem outra



especificacdo (SOE) ou carcinoma lobular invasivo ou carcinoma misto; sem ter realizado
tratamento prévio para cancer. Os critérios de exclusdo foram idade inferior a 18 anos ou
superior a 60 anos, usuarias de medicamentos imunossupressores, pacientes com historia
clinica de HIV e HTLV, portadoras ou histéria familiar de doenca autoimune, sinais clinicos
de infeccdo, gestantes, diagnostico e tratamento prévio para outro tumor, exceto de pele nédo

melanoma, tratamento quimioterapico atual e prévio ao estudo.

2.2 Avaliacéo da resposta patolégica

A inspecdo histopatoldgica de espécimes cirdrgicos determina a resposta patologica
apo6s a QT NEO. Nisto, a resposta patolégica completa (RC) foi definida como a auséncia total
de células tumorais na mama e nos ganglios linfaticos axilares. Em contrapartida, a presenca
de doenca residual na mama ou linfonodos axilares no momento da cirurgia foi caracterizada

como resposta patoldgica parcial (RP).

2.3 Citometria de fluxo

Em aliquota de 100 puL de amostra de sangue periférico foi adicionado 5 pL dos
seguintes anticorpos monoclonais conjugados a fluordforos: anti-CD20, anti-CD80 (B7-1) e
anti-CD86 (B7-2) (Becton Dickinson-BD, Pharmigen, San Diego, CA). Em seguida, foi
adicionado 2 mL de tampéo de lise de hemécias (FACS Lysing Solution, Becton Dickinson,
Mountain View, CA) e a amostra foi incubada por 20 minutos a temperatura ambiente,
protegida da luz. Para lavagem das células, foi utilizado 2 mL de PBS 1X concentrado (pH
7,4), e centrifugado a 300 x g por 5 minutos a temperatura ambiente. Apds as lavagens, foi
realizada a aquisi¢do no citometro de fluxo (FACSVerse® - Becton Dickinson, Sunnyvale,
CA). Foram adquiridos 30.000 eventos celulares e as analises dos resultados foram realizadas
com o programa FACSuite® (Becton Dickinson, Sunnyvale, CA) e expressas em valores

percentuais.
2.4 Analise estatisticas
A estatistica descritiva das variaveis categoricas foi representada em frequéncias absolutas

e relativas, enquanto as variaveis continuas foram apresentadas como medidas de tendéncia

central (média/Desvio Padrdo ou mediana e interquartil (25-75%). Para as variaveis



quantitativas, foi inicialmente aplicado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk. As variaveis
quantitativas deste estudo foram apresentadas em valores de mediana e intervalo interquartil
(IQR: 25%-75%). Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foram utilizados para comparacdo
entre dois grupos. Foram considerados significativos valores de p < 0,05. As analises foram

realizadas no programa Graphpad v7.0.

3 RESULTADOS

3.1 Descrigdo das caracteristicas clinicas

Foi realizada a analise de 30 pacientes com cancer de mama triplo-negativo localmente
avancado. A idade das pacientes variou entre 27 e 59 anos, mediana de idade foi 44,5 anos
(35,5-51,7), a maioria das pacientes encontra-se na faixa etaria < 50 anos (43,3%). Em relacao
ao status menopausal, 62,1% estavam na pré-menopausa e 37,9% pos-menopausa. Quanto ao
grau nuclear, 63% dos tumores eram de grau 3, seguido de 27% de grau 2. Em relagéo ao
estagio clinico, 30% estavam no estagio 1A, 63,4% estagio I1IB e 6,6% estagio I1IC. Na
avaliacdo da resposta ao tratamento neoadjuvante 56,7% das pacientes tiveram resposta

patolégica completa, e 43,3% resposta parcial. (Tabela 1).

3.2 Analise dos niveis de células B com expressdo de CD86/CD80

As pacientes com CMTN apresentaram niveis elevados de linfécitos B CD86+ quando
comparadas aos controles (p <0,0001). Com relagéo aos niveis de células B totaise B CD80+-
ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos. (Figura 1). Na analise dos
niveis de células B totais e com expressdo de CD86 e CD80, ndo foram observadas diferencas

significativas entre os grupos RC e RP (Figura 2).

4. DISCUSSAO

O presente estudo propdes estudar os niveis de células B e dos co-estimuladores CD80
e CD86 no sangue de mulheres com CMTN. Esses co-estimuladores sdo fundamentais para
ativacado dos linfocitos T pelas células apresentadoras de antigenos (APC). As principais APC

sdo os linfocitos B, macrofagos e células dendriticas. Varios artigos relataram que os tumores



mamarios frequentemente impedem a maturacdo das APCs, a fim de evitar seu
reconhecimento pelo sistema imunoldgico 1"

Nesse sentido, Satthaporn et al. demonstrou que as células dendriticas circulantes de
pacientes com cancer de mama apresentam diminuicdo da expressdo de HLA-DR, CD40 e
CD86, levando a uma diminuicdo na capacidade dos APCs de apresentarem o antigeno®®.
Assim, a primeira questdo abordada pelo presente estudo foi se o proprio cancer € capaz de
modular a expressdo de CD86/CD80 em celulas B circulantes. Nossos resultados
demonstraram que os pacientes com CMTN apresentam maiores porcentagens de células de
CD86 + em relagdo as mulheres saudaveis, sugerindo que o tumor de mama triplo negativo
pode modular a ativagdo de células B. Em outros tipos tumorais ndo observados aumento dos
niveis de células B CD86 + entre pacientes com cancer e controles saudaveis 12,

Foi verificado também se as moléculas de CD80 e CD86 sdo diferencialmente
expressas em pacientes com resposta patolégica completa e parcial. Os nossos resultados
mostraram que nao ha diferencas significativas entre os grupos de RC e RP. Estudos prévios
forneceram evidéncias de que o status imunolégico antes de iniciar a quimioterapia € decisivo
para o desfecho clinico. Pesquisadores tém mostrado que os respondedores a QT neo tém
maior nimero de linfocitos circulantes em comparagdo com ndo respondedores, indicando
que a presenca de linfécitos periféricos do sangue antes do tratamento neoadjuvante é benéfica
e prevé um desfecho favoravel??*, No entanto, este estudo ndo exclui outras possiveis
moléculas co-estimuladores a serem associadas a respostas patoldgicas em pacientes com
cancer de mama, como Verma et al. Descobriram que baixos niveis de T reguladoras no
sangue periférico esta associado com pior prognostico de cancer de mama.?>?

Nossos dados sugerem que as células B CD86+ nas respostas patoldgicas do CMTN
precisa ser mais explorado, no entanto, o presente estudo apresenta novas percepcdes sobre
os receptores co-estimuladores CD80 e CD86 expressos nas células B circulantes, o que pode
ser util para o avanco do conhecimento sobre os mecanismos da resposta imune celular e
humoral no CMTN.

5 CONCLUSAO

Em concluséo, esse estudo mostrou que o sistema imune dos pacientes com cancer de
mama triplo negativo é capaz de regular moléculas co-estimuladores em células B circulantes,

provavelmente em resposta a doenga.
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TABELA E FIGURAS

Tabela 1 - Distribuicdo das frequéncias absolutas e relativas das caracteristicas clinicas de 30

mulheres com cancer de ama triplo-negativo localmente avancado.

CARACTERISTICAS N=30 (%)
Idade (anos)

mediana (IQR) 445 (35,5-51,7)

Idade (anos)

<50 anos 20 66,6
>50 < 60 anos 10 33,3
Status menopausa

Pré Menopausa 21 62,1
Pbds Menopausa 9 37,9
Grau nuclear

2 8 27,0
3 22 63,0
Estadiamento

A 9 30,0
11]5] 19 63,4
I"nic 2 6,6

Resposta patoldgica completa

Sim 17 56,7
Né&o 13 43,3

IQR: Interquartil 25-75.
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Figura 1: Anélise dos niveis de linfocitos B totais e com expressdo de CD80 e CD86 na
membrana entre 0s grupos de mulheres com cancer de mama triplo-negativo e controles. Os
graficos estdo representados em mediana e interquartil (IQR). Foi realizado o teste de Mann-

Whitney. Foi considerado significativo p < 0,05. NS: néo significativo
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Figura 2: Andlise dos niveis de linfécitos B totais e com expressdo de CD80 e CD86 na
membrana entre os grupos de mulheres com cancer de mama triplo-negativo que obtiveram
resposta patologica completa (RC, n=17) e parcial (RP, n= 13). Os gréficos estdo
representados em mediana e interquartil (IQR). Foi realizado o teste de Mann-Whitney. Foi

considerado significativo p < 0,05. NS: ndo significativo



