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RESUMO

OBJETIVO: Avaliar a resposta imune celular em pacientes com o diagnostico de cancer de
mama (CM). METODOS: Foi realizada a analise de pacientes com diagnéstico de CM,
subtipos HER-2, Luminal A, Luminal B, Triplo Negativo (TN). O estudo foi realizado no
Hospital do Céancer de Pernambuco (HCP) e no Laboratério de Pesquisa Translacional do IMIP
no periodo de agosto de 2015 a julho de 2016. Para andlise da resposta imune celular, foi
realizada a imunofenotipagem das células T (CD3"), TCD4*, TCD8", e de receptores de
ativacdo CD28" e de inibicdo CTLA-4" e FAS™ por citometria de fluxo, utilizando anticorpos
monoclonais anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CTLA4, anti-CD95, e anti-CD28. Testes ndo
paramétricos foram usados para comparar variaveis numéricas com distribuicdo nao
normal entre grupos: teste U de Mann-Whitney. Foi adotado o nivel de significancia
estatistica de p<0.05. Toda a anélise estatistica foi realizada através do GraphPad Prism
v6.0. RESULTADOS: Nas analises da expressdo de receptores CD28+, CTLA4 e FAS na
superficie de linfocitos T nos 4 subtipos de CM, verificou-se que ndo houve diferenca estatistica
significativa destes receptores entre os grupos. Nas andlises pré e pds tratamento quimioterapico
neoadjuvante nos niveis percentuais de células T total (CD3+), TCD4+, TCD8+, verificou-se
diminuidos percentuais de linfdcitos T totais pds quimioterapia (p < 0.0001). Na analise da
expressdo de FAS nas populaces TCD3" e TCD4", observou-se aumento dos valores relativos
da expressdo de FAS no periodo pos-tratamento (p < 0.0001). Contudo, ndo houve diferenca
significativa na analise das células TCD8'FAS" entre os grupos pré e pds-tratamento. Em
relacdo ao marcador CTLA-4, foi observado um aumento dos valores relativos de células
TCD4" ICTLA4+ e de TCD8'/CTLA-4+ (*p < 0.0410 e p < 0.0001, respectivamente) pds
tratamento quimioterapico. As pacientes com CM apresentam valores relativos diminuidos de
TCD4+/CD28+ e TCD8+/CD28+ pds tratamento (p < 0.0001 e p < 0. 0130, respectivamente).
CONCLUSAO: Conclui-se que no cancer de mama, o tratamento quimioterapico modula a
resposta imune celular com o aumento de receptores de inibicdo de linfocitos T e com isso,
aumento os niveis de apoptose celular.

Palavras-chaves: Cancer de Mama, Células T, Ativacéo, Inibi¢do e apoptose.



ABSTRACT

OBJECTIVE: Evaluate the cellular immune response in patients diagnosed with breast cancer
(BC). METHODS: Analysis was conducted in patients diagnosed with BC, molecular subtypes
HER2+, Luminal A, Luminal B and Triple Negative (TN). The study was conducted at the
Pernambuco Cancer Hospital (HCP) and at the IMIP’s Laboratory of Translational Research,
between August of 2015 and July 2016. Immunophenotyping of T cells (TCD3"), TCD4" and
TCD8", and T cell activation CD28", inhibition CTLA-4" and FAS" receptors was done by flow
cytometry, applying the monoclonal antibodies anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CTLA-4,
anti-CD95, and anti-CD28. The Mann-Wthitney’s U test was utilized to compare the groups,
which were non-normally distributed. A statistical significance of P < 0.05 was adopted. The
statistical analysis was conducted in the GraphPad Prism v6.0. RESULTS: CD28", CTLA-4"
and FAS" receptors expression analysis on T lymphocyte surface in the four BC subtypes did
not show a statistical significance of these receptors between groups. Pre and post neoadjuvant
chemotherapy treatment analysis showed lower total T lymphocyte relative values in the post
chemotherapy group (p < 0.0001). FAS™ expression analysis in the TCD3" and TCD4" showed
elevated relative values in the post chemotherapy group (p < 0.0001). However, the
TCDS8'FAS" cells of the pre and post chemotherapy groups were not statistically different.
Concerning the CTLA-4" biomarker, it was observed an enhancement in the relative values of
TCD4" /ICTLA-4" and TCD8'/CTLA-4" (*p < 0.0410 e p < 0.0001, respectively) in the post
chemotherapy group. The patients with BC showed diminished relative values of TCD4'/CD28"
and TCD8'/CD28" (p < 0.0001 e p < 0. 0130, respectively) in the post chemotherapy group.
CONCLUSION: In the breast cancer, the chemotherapeutic treatment modulates the
immunological cellular response, enhancing inhibitory T lymphocyte receptors, and, therefore,
amplifying the cellular apoptosis levels.

Keywords: Breast Cancer, T cells, activation, inhibition and apoptosis.



1. INTRODUCAO

Cancer de Mama (CM) permanece como a neoplasia maligna mais comum entre
mulheres no mundo, acometendo individuos em diferentes faixas etérias, sendo mais frequente
em mulheres acima dos 50 anos. Trata-se de uma doenga muito heterogénea na apresentacéo
clinica, histéria natural, progndéstico e resposta ao tratamento. Aproximadamente 1.38 milhGes

de mulheres foram diagnosticadas com cancer de mama em 2008 (1).

A taxa de incidéncia é maior em regiGes economicamente desenvolvidas como EUA,
Europa Ocidental e Austréalia, e baixa em regibes economicamente subdesenvolvidas como
Africa e algumas partes da Asia (2). As taxas de incidéncia de Cancer de mama em regides
desenvolvidas aumentaram entre 1980-90 devido a aumento no screening desta neoplasia e
mudancas em fatores reprodutivos. Desde 2000, a incidéncia de CM tem diminuido nestas

regides desenvolvidas, em virtude da diminuicéo da terapia de reposi¢do hormonal (2).

No Brasil estd € a neoplasia maligna mais frequente, excluindo cancer de pele nao
melanoma. Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2016) esperamos 300.870 novos
casos de neoplasia na populacdo feminina, sendo 57.960 deste por CM em 2016, assim
distribuidos: na regido sudeste (29.760), Sul (10.970) Centro-Oeste (4.230), Nordeste (11.190) e
Norte (1.810). Para Pernambuco foram estimados 2.550 novos casos (3).

O CM estd relacionado a fatores reprodutivos e hormonais, pode ser de causa
esporadica, na sua maioria, ou familiar com presenca de alteracfes genéticas. A incidéncia varia
com a idade, sendo mais freqliente em mulheres acima dos 50 anos. Alguns fatores de risco ja
estdo bem estabelecidos como menarca precoce e menopausa tardia, nuliparidade, idade da
primeira gestacdo acima dos 30 anos, terapia de reposicdo hormonal, entre outros (4). Tem
varios tipos patoldgicos, sendo o carcinoma ductal e o carcinoma lobular responsavel por 90%
dos casos (4).

O CM apresenta maior chance de cura quando diagnosticado precocemente, a

mortalidade estd diretamente relacionada a caracteristicas morfoldgicas (envolvimento



linfonodal, tamanho, tipo histopatolégico, grau histolégico e invasdo angiolinfatica), e
bioldgicas do tumor (receptor estrogeno, progesterona, HER-2). Além disso, tem-se relatado a

importancia da resposta imunoldgica no desenvolvimento e no prognostico dos canceres (5).

O sistema imunoldgico ao realizar a fungdo de vigilancia imunoldgica e a todo
momento, inimeras células sdo produzidas e outras se tornam ineficazes, quando isto ocorre,
estas células comegcam a expressar co-inibidores que levam ao processo de apoptose celular. Os
mecanismos de apoptose, geralmente, acontecem com a finalidade de manter a homeostase do
sistema imune. Contudo, durante o processo da resposta imune anti-tumoral, com a formacao de
microambientes tumorais pode ocorrer uma disfungdo dos mecanismos pro-apoptoéticos em prol
da proliferacdo de células tumorais e reducdo da ativacdo de células T, sendo este um dos

mecanismos de escape da resposta imune (6,7).

A apoptose, também denominada de morte celular programada, pode ser induzida por
duas vias: a intrinseca e a extrinseca. A selecdo da via ird depender dos marcadores de
superficies (e.g.: receptores) expressos pela célula alvo. Um desses receptores € o FAS, uma
proteina da superficie celular pertencente a familia do Fator de Necrose Tumoral, que interage
com seu ligante (FAS-L), dando inicio a uma sequéncia de ativacBes que leva a apoptose

celular(8).

Além de sua funcdo apoptética, o FAS também atua no crescimento e regeneragao
celular, sendo essa funcdo bem relatada nos tecidos hepaticos, renais e neuronais. Nas células
tumorais, tem-se a expressao do FAS-L que na sua forma ativa promove a manutengdo e

propagacdo da oncogénese, por inibicdo da resposta imune celular(9).

No cancer de mama, ha um up-regulation da expressdo do FAS-L, levando a crer que
este tem um papel importante na génese tumoral. Estudos recentes demonstraram que o FAS-L
pode ser localizado no citoplasma e na membrana de células tumorais, além de também estar

presente nos tecidos glandulares “normais” ao redor. (8).



Células T naive expressam em suas membranas, constitutivamente, a molécula
coestimuladora CD28, que pds apresentacdo antigénica pelas células apresentadoras de antigeno
(APC - antigen presenting cell) junto ao receptor de células T (TCR - T cell receptor), iniciam a
resposta da célula T, tornando-a efetora. Uma vez que a célula efetora se torna ativa, a célula T
comeca a expressar niveis progressivos de CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte associated antigen
4) em sua membrana. A proteina CTLA-4 pertence a superfamilia das moléculas CD28, e, por
isso, liga-se a0 mesmo receptor (B7-1 ou B7-2) nas APCs, porém, com maior afinidade e
avidez. E também expressa na superficie de células T reguladoras (Tre, - Células T que inibem a
resposta imune), e possui papel essencial na inibi¢do de respostas das células T. (7,10).

Os mecanismos responsaveis pelo inicio do processo de competicdo com as moléculas
de CD28, mediada por acdo da CTLA4, ainda sdo pouco conhecidos. Contudo, existem
hip6teses, dentre as quais duas se destacam, sobre quais seriam tais mecanismos, sendo: (1) pos
a ligagdo da molécula CTLA4 com o receptor B7, além do bloqueio a ligagdo com CD28, ocorre
também a (2) endocitose dos receptores B7, resultando em diminuicdo da disponibilidade de
receptores B7 livres (7,10).

Deste modo, o presente estudo avaliou a expressdo de receptores de ativagdo (CD28) e
de inibicdo celular (FAS, CTLA-4) nos linfdcitos T totais (CD3"), TCD4"e TCD8" em pacientes
com cancer de mama de subtipos HER2+, Luminal A, Luminal B e TN pré e pds tratamento

quimioterapico neoadjuvante.



2. METODOS

2.1 Pacientes

Foram incluidas 60 mulheres com idade acima de 18 anos com diagnostico de cancer de
mama e atendidas no Hospital do Céancer de Pernambuco (HCP), pré e p6s o tratamento
guimioterapico neoadjuvante (QT-NEQO) com as drogas Adriamicina, Ciclofosfamida, seguidas
de Paclitaxel. Destas, 13 com diagndstico de cancer de mama subtipo luminal A, 9 luminal B,
20 HER2", 18 pacientes com cancer de mama triplo negativo (TN). Das 60 pacientes, 28
realizaram todos os ciclos do tratamento neoadjuvante. As amostras de sangue periférico
foram coletas no momento do diagndstico, e p6s tratamento quimioterapico. Os ensaios
laboratoriais foram realizados no Laboratorio de Pesquisa Translacional do IMIP. Os
protocolos clinicos e laboratoriais foram submetidos e aprovados pelo Comité de Etica
em pesquisa em Seres Humanos do IMIP (CAAE: 18418713.4.0000.5201) e do HCP
(CAAE: 18418713.4.3001.5205). O consentimento informado foi obtido de todas as
particippré pré do inicio do estudo. O diagndstico imuno-histoquimico do cancer de
mama foi realizado segundo padrdo internacional de acordo com American Joint
Comittee on Cancer (AJCC) (11).

Todas as pacientes com diagndstico clinico de cancer de mama foram avaliadas quanto
ao preenchimento dos critérios de inclusdo e exclusdo. Foram excluidos do estudo: Histologia
compativel com Sarcoma, Linfoma ou outros tipos de Carcinoma (Tubular , Mucinoso,
Medular, Metapléasico, Micropapilar, Tubulo lobular ou Adendide Cistico); metéastases &

distancia diagnosticados por método de imagem, gestacéo e lactagdo; co-morbidades graves que

contra-indique o uso de quimioterapia; neoplasia prévia, exceto cancer de pele ndo melanoma.

2.2 Imunofenotipagem de células T
Para realizar a imunofenotipagem de sangue periférico por citometria de fluxo,

utilizando o Citdbmetro de Fluxo (BD FACSVerse™). Os seguintes anticorpos monoclonais



foram utilizados: anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD28, anti-CD95, anti-CD95L e anti-
CTLA-4. A andlise das amostras foi realizada por meio BD FACSVerse™ (BD
Biosciences) e o resultado das populacdes celulares foi expresso em valores relativos
(%).

2.3 Analise de dados

Para andlises estatisticas, foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para a analise da
distribuicdo das varidveis numéricas. Foi o utilizado o teste de Mann Whitney (n&o paramétrico)
e Teste T student paramétrico para andlise entre grupos. Foi considerado significativo P< 0.05.

As anélises foram realizadas no programa GraphPad Prisma V. 6.0.

3. RESULTADOS

3.1 Analises da expressdo de FAS, CTLA-4 e CD28 nos subtipos tumorais

Foi realizada andlise de expressdo de FAS, CTLA-4 e CD28 na superficie de linfocitos
TCD4+ e TCD8+ nos subtipos HER2+, Luminal A e B, e TN, verificou-se que ndo houve

diferenca significativa entre os grupos de CM, mostra a figura 1.

3.2 Analises dos valores relativos de linfdcitos T totais, TCD4+ e TCD8+ pré e p6s

tratamento neoadjuvante

As pacientes com CM apresentaram valores relativos diminuidos de linfocitos T totais
(TCD3+) p6s QT-NEO (p < 0.0001), como mostra a Figura 1. Verificou-se que ndo houve

diferenca significativa dos valores relativos de linfocitos TCD4+ e TCD8+ pré e pos QT-NEO.

3.3 Andlises da expressao de FAS nos linfdcitos T pré e pos-tratamento QT-NEO

Foi realizada a andlise de 28 pacientes com CM pré e pés QT-NEO, e observado
aumento de expressao de FAS nos linfécitos TCD3+ e TCD4+ pos-tratamento QT-NEO (p <
0.0001) (Figura 3). Contudo, na analise dos linfocitos TCD8'/FAS" ndo foi evidenciada

diferenca estatistica entre as fases pré e pés QT-NEO.



3.4 Analises de receptores CTLA-4 e CD28 nos linfécitos T pré e pds tratamento QT-

NEO

Na analise da expressdo de CTLA-4 em linfécito T, foi observado um aumento dos
valores relativos TCD4'/CTLA4 e TCD8" /CTLA-4 (*p < 0.0410 e p < 0.0001,

respectivamente) entre 0s grupos pré e p6s QT-NEO (Figura 4).

Na anéalise de expressdo de CD28, verificou-se valores relativos diminuidos de TCD4"
/CD28+ e TCD8'/CD28+ (p < 0.0001 e p < 0.0130, respectivamente), como mostra a Figura

4A e 4C.

4. DISCUSSAO

Nas células T, a expressdo de moléculas de inibicdo e ativacdo, denominadas de
checkpoints imunoldgicos, vem recebendo maior atencdo no cancer, a exemplo da molécula
CD28, que apds a apresentacdo do antigeno as células T, na qual ocorre ativacdo da célula T e
um aumento da resposta inflamatdria. Além da maior afinidade, a capacidade proliferativa das
células T depende amplamente em sinais de co-estimulagdo, como os do CD28, que é expresso
nas membranas das células T, e de citocinas pré-inflamatérias, como a IL-2 e a IL-12 (12). No
contexto dos processos neopléasicos hd uma reducdo da expressdo do CD28, levando a uma
inibicdo da ativacdo das células T, e, consequentemente, uma maior proliferacdo de células
tumorais (7). Contudo, no presente trabalho, foi observado uma reducdo da expressdo das
moléculas CD28 pos-tratamento QT-NEO, que pode ser justificada pelo aumento da expressao
de moléculas CTLA-4, o que sugere um aumento dos mecanismos de anergia de células T.

O CTLA-4 é um checkpoint engajado principalmente em direcionar a resposta imune
via a reducéo da atividade das células TCD4" efetoras, em particular das TCD4" auxiliares, e 0

aumento da atividade das células Tgreg. A diminuigdo da funcgéo das células TCD4", induz uma



comprometimento da ativacédo das células TCD8", as quais s&o imprescindiveis a resposta imune
celular anti-tumoral (7,13).

As células TCD4" possuem maior expressdo de CTLA-4, contudo, a expressdo de
CTLA-4 em células TCD8" vem sendo associado a resposta clinica favoravel em pacientes
tratados com imunoterapia (14). A elevacdo da expressdo de CTLA-4 no pds-QT-NEO, como
visto no presente trabalho nas células TCD4" e TCD8", pode ser sugestivo a um progndstico
clinico favoravel. Tal ponto foi observado em estudo recente, no qual a expressdo de moléculas
co-inibidoras, como o CTLA-4 nas células TCD8", ndo seria necessariamente uma molécula que
promova a reducdo da fungdo das células T, mas uma diferente subpopulacdo de células T
ativadas associadas a um prognastico clinico favoravel (14).

A reducdo da expressdo de células T CD3 foi acompanhada do aumento da expressao de
FAS no cancer de mama. Achado similar ja foi relatado em outros tipos tumorais, como cancer
de pancreas. Porém, ainda nédo esté elucidado o fato de alguns tipos tumorais ndo aumentarem
o0s niveis de FAS em células T no periodo pds-QT-NEO, sendo esse achado associado ao pior
prognastico, pois em estagios mais avangados ocorre a expressao reduzida de FAS. Essa relagdo
entre a reducdo de TCD3 e 0 aumento na expressdo de FAS pode ser explicada pela possivel

acdo moduladora antitumoral (15,16).

5. CONCLUSAO
Conclui-se que no cancer de mama, o tratamento quimioterapico modula a resposta imune
celular com o aumento de receptores de inibi¢do de linfécitos T e com isso, os niveis de

apoptose celular.
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Figura 1: Andlise dos valores relativos (%) de linfocitos TCD4+/CD28+ (A),
TCD8+/CD28+ (B), TCD4+/CTLA4+ (C), TCD8+/CTLA-4+ (D), TCD4+/FAS+ (E) e
TCD8+/FAS+ (F) nos subtipos de CM HER2+, Luminal A e B, e Triplo negativo (TN).
Graficos representados pela mediana e interquatil (25 — 75)
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Figura 2 — Analises dos valores relativos de linfocitos totais - TCD3" (A), TCD4"(B) e
TCDS8" (C) de 28 pacientes com CM ante e p6s QT-NEO. Foi realizada o teste de Mann
Whitney para analise entre os grupos. Foi considerado significado P < 0.05. Graficos
representados pela mediana e interquatil (25 — 75).
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Figura 3 — Analises dos valores relativos linfocitos TCD3"/FAS+ (A), TCD4" [FAS+
(B) e TCD8" /FAS+ (C) de 28 pacientes com CM ante e pds QT-NEO. Foi realizada o
teste de Mann Whitney para analise entre os grupos. Foi considerado significado P <
0.05. Graficos representados pela mediana e interquatil (25 — 75)
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Figura 4 — Andlises dos valores relativos linfocitos TCD4'/CD28+ (A), TCD4" /ICTLA-4+ (B),
TCD8" /CD28+ (C) e TCD8+/ CTLA-4 (D) de 28 pacientes com CM ante e p6s QT-NEO. Foi
realizada o teste T student (paramétrica) para analise entre os grupos. Foi considerado
significado P < 0.05. Graficos representados pela média e desvio padrao.



