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RESUMO

Objetivo: Avaliar os niveis séricos de IL-10, sPD1 e sPDL1 nas pacientes com cancer
de mama localmente avancado antes e apOs quimioterapia neoadjuvante. Métodos:
Entre 2017 e 2018, foi realizada uma coorte prospectiva em pacientes com cancer de
mama atendidas no Hospital de Céncer de Pernambuco. Foram avaliadas 21 pacientes
(51,5 anos = 6,30) com diagnéstico de cancer de mama localmente avancado antes e
apos tratamento quimioterapico neoadjuvante (QT Neo). De acordo com o subtipo
tumoral, havia 10 pacientes Triplo Negativo (TN) e 11 HER2+. Como grupo controle,
20 voluntarias saudaveis (44,7 anos * 11,05) da comunidade e sem historia familiar de
cancer de mama. No programa Graphpad V 7.0, foi realizado o teste de Kruskal-Wallis
para analise dos valores de medianas entre os grupos e o teste de Wilcoxon para analise
pareada antes e apds tratamento. Foram considerados estatisticamente significativos
valores de p < 0,05. A concentracdo sérica de 1L-10, sPD1 e sPDL1 foi determinada por
ensaio imunoenzimatico. Resultados: Foram observados niveis séricos elevados de IL-
10 nas pacientes com cancer dos subtipos HER2+ e TN quando comparadas aos
controles (p=0,001 e p=0,01, respectivamente). N&o houve diferenca significativa dos
niveis dessa citocina entre 0s subtipos tumorais. Nas analises de sPD1, verificou-se
niveis reduzidos da molécula nas pacientes com cancer de mama subtipos HER2+ e TN
quando comparadas ao grupo controle (p=0,02 e p=0,01, respectivamente). Ndo foi
encontrada diferenca significativa entre os subtipos do céancer. Na andlise pareada dos
niveis de IL-10 antes e ap0s a quimioterapia neoadjuvante, verificou-se expressdo mais
elevada na fase pré-QT Neo (p=0,005). Entretanto, ao comparar os niveis de PD-1 e
PD-L1 solivel das pacientes com cancer de mama antes e apos QT-Neo, foi observado
que ndo houve diferenca significativa entre eles. Conclusdo: O estudo da expressdo de
IL-10 e sPD1 se mostra igualmente importante para avaliar seu papel no processo de
desenvolvimento tumoral, assim como o das possibilidades clinicas e terapéuticas

decorrentes dos achados.
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ABSTRACT

Aim: To evaluate the serum levels of IL-10, sPD1 and sPDL1 in patients with breast
cancer. Methods: A prospective cohort study was performed between 2017 and 2018 in
patients with breast cancer treated at the Cancer Hospital of Pernambuco Cancer
Hospital of Pernambuco. Twenty-one patients (51.5 years + 6.30) with diagnosis of
locally advanced breast cancer before and after neoadjuvant chemotherapy treatment
(QT Neo) were evaluated. The patients were divided according to the tumor subtype: 10
patients with triple negative (TN) and 11 with HER2 +. As a control group, 20 healthy
volunteers (44.7 years £ 11.05) from the community and no family history of breast
cancer. The Kruskal-Wallis test was used to analyze the median values between the
groups. For paired analysis comparing the samples before and after treatment, the
Wilcoxon test was used. Values of p <0.05 were considered statistically significant. The
analyzes were performed in the Graphpad V7.0 program. The serum concentration of
IL10, sPD1 and sPDL1 was determined by enzyme-linked immunosorbent assay.
Results: Elevated serum IL-10 levels were observed in patients with BC HER2 + and
Triple Negative subtypes compared to controls (p = 0.001 and p = 0.01, respectively).
There was no significant difference in the levels of this cytokine between breast cancer
subtypes. In the analyzes of sPD-1, there were reduced levels of these molecules in
patients with breast cancer HER2 + and TN when compared to control group (p = 0.02
and p = 0.01, respectively). No significant difference was found between HER2 + and
TN subtypes. In the paired analysis of IL-10 levels before and after neoadjuvant
chemotherapy, there was a significant difference (p = 0.005), the expression of IL-10
was higher in the pre-QT Neo phase when compared to post-QT Neo. However, when
comparing the soluble levels of PD-1 and PD-L1 in breast cancer patients before and
after QT Neo, no significant difference between them. Conclusion: The study of the
expression of 1L-10 and sPD1 is equally important to evaluate its role in the process of
tumor development, as well as the clinical and therapeutic possibilities resulting from
this finding.
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1 INTRODUCAO

O Cancer de Mama (CM) permanece como a segunda neoplasia maligna mais
comum entre mulheres no mundo!. A mortalidade por CM tem diminuido nos EUA
desde 1970, em parte devido melhoras no rastreamento e tratamento adjuvante?. Em
contraste, mudangas no padréo reprodutivo, aumento da obesidade e diminuicdo da
atividade fisica tém contribuido para aumento da incidéncia de CM em paises em
desenvolvimento3.

O cancer de mama pode ser classificado de acordo com o padrdo de
imunohistoquimica baseado na expressdo dos receptores hormonais de estrégeno (RE) e
progesterona (RP), expressdo de Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER-2)
e indice de proliferagdo celular Ki67. Portanto, com base na imunohistoquimica, 0s
quatro subtipos de céncer de mama sdo: 1) Luminal A: considerado o subtipo mais
comum, possui baixo grau histologico, crescimento lento e um bom prognéstico®; 11)
Luminal B: compreende de 15% a 20% dos tumores de mama, possui fenotipo
agressivo e pior progndstico quando comparado ao Luminal A*; 11l e IV) HER2+ e
Triplo Negativo: considerados os de pior prognéstico, ambos correspondendo cerca de
20% do cancer de mama®. Detalhes na Tabela 1.

A maioria dos pacientes com tumor de mama localmente avangado pode receber
quimioterapia neoadjuvante. O objetivo é induzir uma resposta antitumoral antes da
cirurgia e possibilitar a cirurgia conservadora, permitindo uma avaliacdo precoce da
efetividade do tratamento sisttmico®. Alm desses objetivos clinicos, a quimioterapia
neoadjuvante traz oportunidades de pesquisas através da coleta de material sanguineo e
tumoral antes e ap0s o tratamento, possibilitando a identificacdo de biomarcadores de

resposta, especificos da paciente.



Nos Ultimos anos, o escape imunoldgico tem sido visto como fator de pior
progndstico para neoplasias. Quando a imunovigilancia ndo realiza por completo a
remocdo das células apoOs transformacdo maligna, ocorre uma “pressdo seletiva”
imposta pelas células imunes, ou seja, a formacdo de clones das células sobreviventes,
capazes de conter/neutralizar respostas anticancerigenas. A0 superar 0 controle
imunologico, ocorre a proliferacdo e expansdo’. Uma das estratégias utilizadas pelas
celulas neoplasicas consiste em aumentar a producdo de citocinas imunorreguladoras,
como a interleucina 10 (IL-10), gerando, entre outros efeitos, a inibicdo da resposta
imune. Para varios tipos de céancer, os niveis séricos elevados de IL-10 tém sido
associados a um pior progndstico®.

Durante a ativacdo da resposta imune celular frente aos antigenos tumorais, as
células dendriticas residentes no tecido migram para os linfonodos que drenam a regido
e apresentam os antigenos para células T, promovendo ativacdo dos linfocitos TCD4+.
No processo de reconhecimento antigénico, as celulas TCD8+, chamadas de linfocitos T
citotoxicos (CTL), sdo ativadas e capazes de promover a lise de células tumorais *°.

Nesse contexto, outro mecanismo de escape € a expressdo de ligantes que
regulam negativamente a proliferacdo e atividade funcional dos linfocitos T citotoxicos.
A molécula PD-1 expressa na superficie de células imunes efetoras (células T, B, NK,
monacitos e dendriticas) é um membro da familia dos receptores CD28 e, mediada pela
interacdo com os ligantes PD-L1 e PD-L2, atenua as respostas imunes. Especialmente a
interacdo PD-1/PD-L1 leva a diminuicdo da producdo de citocinas, indugdo a anergia
dos linfocitos T e apoptose celular'!. Em condicbes normais, a via desempenha um
papel importante na manutencdo da tolerancia periférica, entretanto, a expressdo de PD-
L1 por celulas tumorais parece ser um dos principais meios para O escape

imunologico™?.



A taxa de expressdo de PD-L1 na superficie de celulas tumorais esta associada a
progressdo do tumor e pior prognéstico’®, como também a presenca de células T PD1+
no infiltrado tumoral*. Nos tumores sélidos da mama, o aumento da expressdo de PDL1
na superficie das células tumorais tem se mostrado associado a grande tamanho, alto
grau, alto indice de proliferacdo e aos subtipos TN e HER-2+ (inversamente
correlacionados a sobrevida no cancer de mama) 2.

As moléculas PD-1 e PDL1, assim como outros co-receptores de inibicdo,
podem ser encontrados em duas formas: como receptores expressos na superficie das
células e na forma de proteinas soliveis (sPD1 e sPDL1), produzidas através da
clivagem dessas moléculas na superficie celular. As formas sollveis tém um importante
papel na regulacdo dos sinais coinibidores. Estudos tém demonstrado que sPD1
promove a resposta de células T, atraves do blogueio da via PD-1/PD-L1, ndo
permitindo interacdo com o ligante da célula tumoral *°. O estudo em questdo avaliou os
niveis sericos de 1L-10, sPD1 e sPDL1 nas pacientes com cancer de mama localmente
avancado com subtipos HER2+ e triplo negativo antes e ap6s quimioterapia

neoadjuvante.



2 METODOS

Entre 2017 a 2018, foi realizado um estudo de coorte prospectivo em pacientes
com cancer de mama atendidas no Hospital de Cancer de Pernambuco. Foram avaliadas
21 pacientes (51,5 anos + 6,30) com diagnostico de cancer de mama localmente
avancado antes e apos tratamento quimioterdpico neoadjuvante (QT Neo). As pacientes
foram distribuidas em dois grupos, de acordo com o subtipo tumoral: 10 pacientes com
triplo negativo (TN) e 11 com HER2+. A maioria das pacientes apresentava tumor em
estadio 1IB e IIl. Foram critérios de exclusdo: diagndstico prévio de cancer, metastase a
distancia diagnosticada por método de imagem, gestantes e lactentes, portadoras de
comorbidades que contraindicassem 0 uso de quimioterapia, usuarias de medicamentos
imunossupressores, histéria clinica de HIV e HTLV, portadoras ou historia familiar de
doenca autoimune e sinais clinicos de infeccdo. Como grupo controle, foram incluidas
20 voluntarias saudaveis (44,7 anos = 11,05) da comunidade e sem historia familiar de
cancer de mama.

A coleta de dados clinicos foi realizada durante a anamnese por médico
oncologista e nas consultas realizadas durante o tratamento quimioterapico. Foram
realizadas duas coletas de amostra de sangue periférico antes do tratamento e apds
quimioterapia neoadjuvante, sendo antes do tratamento cirlrgico. A andlise do sangue
periférico, coletado no dia de admissdo, foi realizada no Laboratério de Pesquisa
Translacional do IMIP.

Este estudo faz parte do projeto ancora “Investigagdo dos efeitos da
quimioterapia neoadjuvante na resposta imune celular nos tumores de mama HER2+ e
triplo-negativo  localmente avangado”, cuja pesquisadora responsavel € a Profa.

Leuridan Cavalcante Torres. Foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres



Humanos do IMIP e Hospital de Céancer de Pernambuco sob os nimeros CAAE
39967014.3.3002.5201 e CAAE39967014.3.0000.5205, respectivamente.

2.1 Ensaio imunoenzimético (ELISA)

A concentracdo de sPD1 (PD1 soluvel) e sPDL1 (PDL1 solivel) foi determinada
em amostras de soro, sendo realizada a dosagem por ensaio imunoenzimatico (ELISA),
utilizando Human PD-1 DuoSet ELISA e Human PD-L1/B7-H1 DuoSet ELISA (R&D
Systems, Minneapolis, MN), respectivamente, de acordo com as instrucdes dos
fabricantes. A concentragdo da IL-10 foi determinada nas amostras de sobrenadante de
cultura celular, utilizando o kit de ELISA Human IL-10 Sets (BD Bioscience). As
concentragfes foram expressas em pg/mL.

2.2 Analises Estatisticas

O teste de Shapiro-Wilk foi realizado para avaliar a distribuicdo das amostras.
Para analise dos valores de medianas entre os grupos foi realizado o teste de Kruskal-
Wallis. Para andlise pareada comparando as amostras antes e ap0s tratamento, foi
utilizado o teste de Wilcoxon. Foram considerados estatisticamente significativos

valores de p < 0,05. As analises foram realizadas no programa Graphpad V 7.0.



3 RESULTADOS

3.1 Analises dos niveis de IL-10, sPD1 e sPDL1 dos pacientes e controles

Foram observados niveis séricos elevados de IL-10 nas pacientes com cancer
dos subtipos HER2+ e Triplo Negativo quando comparado aos controles (p=0,001 e
p=0,01, respectivamente). Ndo houve diferenca significativa dos niveis dessa citocina
entre os subtipos de cancer de mama (Figura 1A).

Nas andlises de sPD1, verificou-se reduzidos niveis dessas moléculas nas
pacientes com céancer de mama subtipos HER2+ e TN quando comparado ao grupo
controle (p=0,02 e p=0,01, respectivamente). Ndo foi encontrada diferenca significativa
entre os subtipos HER2+ e TN (Figura 1B). Ao realizar as analises dos niveis de PD-L1
solivel (sPDL1), ndo foram identificadas diferencas significativas entre 0s grupos
(Figura 1C).

3.2 Anélises pareadas dos niveis de IL-10, sPD1 e sPDL1 das pacientes com
cancer de mama antes e ap6s quimioterapia neoadjuvante (QT Neo)

Na andlise pareada dos niveis de IL-10 antes e apOs a quimioterapia
neoadjuvante, verificou-se uma diferenca significativa (p=0,005; Figura 2A). A
expressao de IL10 foi mais elevada no pré-QT Neo quando comparada ao pos-QT Neo.
Entretanto, ao comparar os niveis de PD-1 e PD-L1 solivel das pacientes com cancer de
mama antes e apds quimioterapia neoadjuvante, foi observado que ndo houve diferenca

significativa entre eles (Figura 2B e 2C).



4 DISCUSSAO

Nesse estudo, ao comparar 0s niveis basais de IL-10 entre as pacientes com
cancer dos subtipos HER 2+ e Triplo Negativo e controle, foi observado um aumento na
expressdo dessa citocina nas pacientes quando comparada aos controles. Esses
resultados sugerem que pacientes com cancer de mama localmente avancado
apresentem um aumento dos niveis séricos de IL-10 devido ao processo inflamatorio
cronico nessa fase da doencga, onde possivelmente ocorra a exaustdo da resposta imune
frente a continua exposicdo aos antigenos tumorais.

Na analise pareada da expressdao de IL-10 em pacientes com cancer de mama
antes e apds quimioterapia neoadjuvante, observou-se uma reducdo consideravel dos
niveis da citocina apds o tratamento. Ao contrdrio das células normais, as células
neoplasicas secretam grandes quantidades de IL-10, bem como proteinas angiogénicas,
promovendo o0 escape imunoldgico e mantendo um microambiente favoravel a
progressdo e proliferacdo do tumor®. 1sso sugere que a quimioterapia pode modular a
resposta imune, ativando-a, com aumento de linfocitos T efetores ativados, cujos
principais mecanismos de resposta inflamatoria sejam de linfocitos T do tipo Thl, causa
da reducdo dos niveis séricos de IL-10.

A presenca de células T PD-1+ no infitrado tumoral tem sido associada a
progressdo tumoral e mau prognéstico*. Entretanto, ao avaliar as moléculas PD1
soliveis, resultantes da clivagem dessas moléculas da membrana celular, foi observado
uma reducdo no plasma de sPD1 nas pacientes. Isso sugere que as moléculas de sPD1
levariam a um aumento da ativacdo de linfocitos por ser antagonista das interacdes
PD1-PDL1, ocupando a fenda do ligante e, com isso, bloqueando as interacdes celulares
entre os linfocitos através da expressdo de PD1 na superficie dos linfocitos T e de PDL1
nas células tumorais °.
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Quanto aos niveis de PD-L1 solivel, ndo foram observadas alteragBes nos niveis
dessas moléculas nas pacientes. A literatura ndo é clara sobre qual seria o envolvimento
do ligante na resposta antitumoral. Alguns trabalhos mostram um valor prognostico e
preditivo paradoxal do PD-L1'® ® Francois Bertucci at al (2016) relataram que niveis
séricos elevados de PD-L1 foram associados ao pior progndstico no cancer de mama.
Por outro lado, a expressdo elevada de PD-L1 na superficie celular entre os subtipos de
pior prognostico no cancer de mama esteve associada a melhor sobrevida livre de
progressao e resposta patologica completa.

Ao comparar os niveis de PD-1 e PD-L1 solivel das pacientes antes e apds
serem submetidas a terapia neoadjuvante, ndo houve diferenca significativa entre o0s
grupos. Portanto, sugere-se que quimioterapia neoadjuvante ndo parece exercer efeitos

na producdo de PD-1 e PDL-1 soliveis.
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5 CONCLUSAO

Tendo em vista 0s resultados encontrados, conclui-se que o estudo sobre a
expressdo de IL-10 como marcador preditivo no cancer de mama deve ser ampliado. O
estudo da expressdo de IL-10 e sPD1 se mostra igualmente importante para avaliar seu
papel no processo de desenvolvimento tumoral, assim como o das possibilidades
clinicas e terapéuticas decorrentes desse achado. E necessaria a visualizagdo de novos
alvos para tratamentos de tumores de mama, uma vez que O tratamento quimioterapico
ainda € desafiador, levando em consideragdo a prevaléncia de comorbidades, baixa

tolerancia a esquemas toxicos e, por vezes, de baixa eficacia e alto custo.
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TABELAS

Tabela l

Critérios de classificacdo dos subtipos moleculares de cancer de mama de acordo com
perfil de imunohistoquimica™*

Subtipo RE RP HER2 Ki 67
Luminal A + + - < 14%
Luminal B + + + /- >14%
HER2 - - + Variavel

Triplo negativo - - - Variavel
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Figura 1: Analises dos niveis séricos de IL10, sPD1 e sPDL1 no sangue periférico de pacientes
com cancer de mama subtipos HER2+ (n=11) e triplo negativo (TN; n=10) antes do tratamento.
Os graficos foram representados em mediana e interquartil 25-75. Foi realizado o teste de
Kruskall-Wallis para analise dos valores de mediana entre os trés grupos. Foi considerado
significativo P < 0.05. NS: ndo significativo.

16



A)

e 005

800 -
— B0
- )
E
{=5]
2 & 00
=
= 00
0
B)
Bl M
Bl .
o

ZmM
sPD1 (pg/mL]
2
1

Pré-GT Mea Pas-GT Men

B

o
E=1
1

M
sPDOLY {pa’mLi
e =
o =
1 1

=
I

Fré-oT Meo

Pos-OT Heo

Fré-GT Neo

Fés-0T Meo

Figura 2: Analise pareada dos niveis séricos de IL10, sPD1 e sPDL1 antes da
quimioterapia neoadjuvante (pré-QT Neo) e ap6s a QT Neo (P6s-QT Neo) das
pacientes com cancer de mama subtipos HER2+ (n=11) e triplo negativo (n=10). Foi
realizado o teste de Wilcoxon. Foi considerado significativo P < 0.05. NS: ndo

significativo. CM: cancer de mama.
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