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RESUMO

RELACAO DA EXPRESSAO DE TROP2 COM FATORES CLINICO- PATOLOGICOS,
SOBREVIDA E RESPOSTA A QUIMIOTERAPIA EM PACIENTESCOM CANCER DE
MAMA TRIPLO NEGATIVO

INTRODUCAO: O Cancer de Mama Triplo Negativo (CMTN) é um subtipo que ndoexpressa
receptores hormonais e nem o receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano
(HER-2). Essas caracteristicas tornam o CMTN mais agressivo e mais dificil de tratar. A
TROP2 (Antigeno 2 da Superficie Celular Trofoblastica) ¢ uma proteina transmembrana que
pode estar expressa no CMTN e tem se associado com fatores clinico-patoldgicos de maior
agressividade tumoral e piores desfechos de sobrevida. No entanto, os dados sobre o papel da
TROP2 no Cancer de Mama Triplo Negativo (CMTN) localizado e seu potencial como fator
prognostico e preditivo de resposta ao tratamento ainda sdo limitados. OBJETIVOS: Analisar
a expressdao de TROP2 no Cancer de Mama Triplo Negativo Localizado, correlacionando essa
expressdo com caracteristicas clinico-patologicas, resposta ao tratamento neoadjuvante e
resultados de sobrevivéncia. A amostra foi composta por 54 pacientes selecionados a partir de
técnica nado-probabilistica por conveniéncia, no periodo de 01 de janeiro de 2012 a 31 de
dezembro de2020. Para coleta dos dados, foram utilizados prontudrios eletronicos, material de
bidpsia do tumor primario e um formuldrio elaborado pelos autores. RESULTADOS: A
idade médiadas pacientes foi 51 anos com uma faixa variando de 28 a 86 anos. Dos tumores,
62,9% foram classificados como carcinoma ductal, correspondendo a 34 pacientes. A invasao
linfovascular (ILV) e a invasdo perineural (IPN) foram observadas em 46,2% (25/45) e 18,5%
(10/54) dos pacientes, respectivamente. Com relagdo ao estadiamento clinico ao diagndstico
observou-se que a maioria dos pacientes apresentou Estagio III correspondendo a 27 pacientes
(50%). Outros 22 pacientes (40,7%) estavam no Estadio II e apenas 5 pacientes (9,2%) Estadio
I. A avaliag@o por imunohistoquimica revelou que a coloragdo TROP2 mostrou positividade
membranosa. Na maioria dos casosessa imunomarca¢do variou de intensidade ao longo do
tumor, sendo a marcagdo exclusivamente em células tumorais. A avaliagdo da expressdo de
TROP2 por imunofluorescéncia nos 54 pacientes mostrou que 39 (72,2%) pacientes
apresentavam baixa expressao enquanto 15 (27,8%) pacientes tinham alta expressdo de TROP2.
A avaliagdo global da expressao de TROP2 mostrou que 90,7% (n=49/54) dos pacientes
apresentavam alguma expressao de TROP2. A alta expressdao de TROP2 foi significativamente

associada a presenca de invasdo vascular linfatica, ao tamanho do tumor e a um maior



estadiamento. Ao avaliar as amostras de 26 pacientes que realizaram quimioterapia
neoadjuvante, observou-se uma associacdo significativa entre a alta expressdo de TROP2
(>37,5%) e uma maior taxa de resposta patolégica completa. CONCLUSAO: A expressido de
TROP2 apresentou associagdo com fatores clinico- patoldgicos e contribuiu para uma maior

resposta a quimioterapia em pacientes com cancer demama triplo negativo.

Palavras-chave: neoplasias da mama; trop2; fatores clinico-patologicos; biomarcador tumoral.



ABSTRACT

RELATIONSHIP OF TROP2 EXPRESSION WITH CLINICAL-PATHOLOGICAL
FACTORS, SURVIVAL AND RESPONSE TO CHEMOTHERAPY IN PATIENTS WITH
TRIPLE NEGATIVE BREAST CANCER

INTRODUCTION: Triple Negative Breast Cancer (TNBC) is a subtype that does not express
hormone receptors and HER-2 protein, which makes it more aggressive. TROP2 is a
transmembrane protein that may be expressed in TNBC and has been associated with
clinicopathological factors of greater tumor aggressiveness and worse survival outcomes. There
are limited data on the role of TROP2 in the setting of Localized TNBC and its possiblevalue
as a prognostic factor and predictor of response to treatment. OBJECTIVES: To analyze the
expression of TROP2 in Triple Negative Breast Cancer at early and locally advanced stages
and explore possible relationships with clinicopathological characteristics, response to
neoadjuvant treatment and survival outcomes MATERIAL AND METHODS: The study
followed a cross-sectional, retrospective model, with the target population being patients
diagnosed with TNBC Stages I, II or III from January/2012 to December/2020. The sample
consisted of 54 patients selected using a non-probabilistic technique for convenience, from
January 1, 2012 to December 31, 2020. To collect the data, electronic medical records, biopsy
material from the primary tumor and a form prepared by the authors. RESULTS: The average
age of the patients was 51 years with a range from 28 to 86 years. The majority of tumors in
our study were classified as ductal carcinoma histological subtype, which corresponded to 34
patients (62.9%). The presence of lymphovascular invasion (ILV) and perineural invasion
(IPN) were present in 46.2% (n=25) and 18.5% (n=10) of patients.Regarding clinical staging
at diagnosis, it was observed that the majority presented Stage III corresponding to 27 patients
(50%) while 22 patients (40.7%) presented Stage Il and only 5 patients (9.2%) presented Stage
I. Immunohistochemical evaluation showed that TROP?2 staining showed membranous
positivity, and in most cases it was of variable intensity throughout the tumor, with staining
being exclusively in tumor cells. Evaluation of TROP2 expression by immunofluorescence in
the 54 patients showed that 39 (72.2%) patients hadlow TROP2 expression and 15 (27.8%)
patients had high expression. The global assessmentof TROP2 expression showed that 90.7%
(n=49/54) of patients had some TROP2 expression. High TROP2 expression was significantly
associated with the presence of lymphatic vascular invasion, tumor size and higher staging.

When samples from 26 patients who underwent neoadjuvant chemotherapy were evaluated, a
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significant association was observed between high TROP2 expression (>37.5%) and ah™ '
rate of complete pathological response. CONCLUSION: TROP2 expression was assoc
with clinicopathological factors andcontributed to a greater response to chemotherag
patients with triple-negative breastcancer.

Keywords: breast neoplasms; trop2; clinicopathological factors
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1 INTRODUCAO

O céancer de mama ¢ uma doenca complexa que apresenta um grande grau
de heterogeneidade inter e intratumoral. Por esse motivo, ¢ necessaria uma abordagem
personalizada para obter as melhores respostas nos pacientes ao administrar as modalidades
de tratamento (Marusyk et al, 2012). A estratificacdo histoldgica do cancer de mama com
base principalmente na expressao do receptor de estrogénio (RE), receptor de progesterona (RP)
e receptor ERBB2 (HER2) langou as bases para a classificagdo do cancer de mama em quatro
subtipos moleculares distintos (ou seja, Luminal A, Luminal B, enriquecido com Her2,triplo
negativo) e tem sido util para o direcionamento do melhor tratamento. (Lehmann et a/, 2011)

A prevaléncia do Cancer de Mama no Brasil assim como as caracteristicas clinico-
patoldgicas dos pacientes foi avaliada no estudo AMAZONA III que avaliou um total de
2.950 pacientes, indicando que a maioria dos pacientes (68,6%) apresenta cancer de mama em
estagio II-III e histologia carcinoma ductal https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36418703/
(80,9%). O subtipo de cancer de mama mais comum foi luminal A (48,0%), seguido por luminal
B-HER2 positivo (17,0%) e triplo negativo (15,6%). Além disso, também evidenciou que

apenas 34% dos pacientes foram diagnosticados por exames de triagem. (Rosa et al/,2020)

1.1 Cancer de mama triplo negativo

O cancer de mama triplo negativo (CMTN) foi responsavel por 12% dos canceres
demama diagnosticados nos Estados Unidos de 2012 a 2016, com uma sobrevida de 5 anos
8%a 16% menor do que a doenga com receptor hormonal positivo, 0 que mostra que ¢
um subtipo de cancer de pior prognostico. Apesar de considerado um subtipo de pior
progndstico,0 CMTN apresenta alta taxa de resposta a quimioterapia, justificada pela alta taxa
de renovagao celular. (Howard, et al, 2021)

O Cancer de Mama Triplo Negativo (CMTN) ¢ definido pela auséncia do receptor
de estrogénio, receptor de progesterona (RP) e receptor 2 do fator de crescimento epidérmico
humano (HER?2) e é responsavel por quase 15% dos tumores de mama. Os pacientes geralmente
sdo jovens (<50 anos), tém menos tempo para recidiva nos estagios iniciais € tém maior risco
de metastases viscerais, incluindo metéstases cerebrais. A maioria dos CMTN temalto grau
histologico patoldgico e altas taxas de proliferagdo, especialmente carcinoma ductal invasivo,

metaplasico, apocrino e carcinoma medular. (Foulkes ef a/, 2010)
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O CMTN apresenta caracteristicas que o diferenciam de outros subtipos de Cancer
de Mama (CM), como maior infiltragdo tumoral linfocitos (TILs) e maior porcentagem de
mutacdes germinativas como BRCA1/2. As curvas de sobrevida no CMTN, diferente de outros
subtiposde Cancer de Mama, sdo caracterizadas por um aumento da recidiva e uma diminui¢ao
da sobrevida durante os primeiros 3 a 5 anos apods o diagnoéstico. As recorréncias tardias sdo
mais frequentes em CM estrogénio positivo do que em CMTN. (Stanton et a/, 2016)

Uma classificagdo molecular do CMTN identificou 6 subtipos usando assinaturas
deexpressdo génica: basal-like 1, basal-like 2, imunomodulador (IM), mesenquimal (MES),
mesenquimal stem-like e receptor de androgeno luminal (LAR). Cada subtipo ¢ enriquecido em
distintas ontologias génicas e padrdes de expressdo génica. (Lehmann et al, 2011)

A correlagdo entre subtipo molecular, expressdo génica e via celular é essencial
para identificar agentes alvos. Em relacdo ao prognoéstico, o subtipo imunomodulador esta
associado a um melhor prognostico e o subtipo receptor de androgeno luminal (LAR) a um
prognostico ruim. Burstein e colaboradores, por outro lado, classificaram os CMTN emquatro
subtipos: LAR, MES, imunossuprimidos do tipo basal e imunoativados do tipo basal. (Burstein
et al, 2015)

Os atuais preditores de sobrevida global no Cancer de Mama sdo o tamanho do
tumor, a classificagdo, o indice de proliferacdo celular (Ki-67) e a invasdo vascular, ligando
inevitavelmente a determinacdo do progndstico do tumor aos indicadores tardios. Por outro
lado, marcadores moleculares como p53 e Receptor de Estrogeno (RE) mostram poucoimpacto
na sobrevida do paciente. Além disso, os receptores hormonais sdo preditores fracos do
resultado do paciente, apenas a auséncia combinada de RE, RP e HER-2 estd associada a
canceres de mama triplo-negativos, subtipo considerado mais agressivo. (Ambrogi et al, 2014)

Os marcadores prognoésticos tradicionais no Cancer de Mama sdo indicadores
insuficientes da agressividade do tumor e nao discriminam adequadamente entre os diferentes
resultados biologicos e clinicos, tornando imprescindivel a descoberta de novos indicadores
progndsticos no Cancer de Mama. As proteinas que desempenham papéis no crescimento,
diferenciagdo, invasdo e/ou metastase do cancer de mama podem influenciar o progresso
biologico dos tumores e, assim, fornecer informagdes progndsticas importantes (Carvalho,

2023).
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1.2 Glicoproteina TROP

A TROP2 (antigeno 2 da superficie celular trofoblastica) ¢ uma glicoproteina
transmembrana codificada pelo gene TACSTD?2 (tumor associated calcium signal transducer
2). E um transdutor de sinal de célcio intracelular que ¢ expresso diferencialmente em muitos
tipos de cancer. Ele sinaliza as células para autorrenovacdo, proliferacdo, invasido e
sobrevivéncia, possuindo caracteristicas semelhantes as das células-tronco. A TROP2 pode
estarexpressa em tecidos normais, embora, em contraste, apresente alta expressdo em muitos
tiposde cancer e a superexpressao de TROP2 tenha significado progndstico. (Shvartsur et al,
2015)

A TROP2 foi inicialmente identificada em uma linhagem celular de cancer
trofoblastico e ¢ superexpressa em muitos canceres epiteliais. Ela desempenha um papel
celular multifuncional, incluindo a transducdo de célcio citoplasmético que depende de um
sitio especifico de fosforilagdo da proteina quinase C especifica. Além disso, ndo ha
evidéncias de mutagdes TROP2 associadas a tumores, nem deindu¢do de transformagdo
oncogénica por TROP2 por si s6. A expressdo aumentada deTROP2 de tipo selvagem ¢
um fator-chave para o crescimento do cancer. (Trerotola et al, 2013)

Importante destacar que a TROP2 ativa diversas vias de sinalizagdo associadas
ao desenvolvimento tumoral, como as vias Wnt/B-catenina e MAPK/ERK, além da PI3K/Akt,
que estdo ligadas ao receptor de fator de crescimento epidérmico (EGFR). Adicionalmente, sua
influéncia se estende as metaloproteinases de matriz, que promovem a invasdo das células
cancerosas ¢ também desempenha um papel na manutencdo das células-tronco cancerosas
(CSCs), conhecidas por sua associacdo com a recorréncia do tumor e resisténcia aos
tratamentos. (Yao et al, 2023) (Lombardi et al, 2023) (Shvartsur et al, 2015).

Os receptores na superficie das células sdo moléculas essenciais para a transducao
de sinais, regulando vias oncogénicas que influenciam o crescimento, a proliferacdo e a
metastase de tumores. Na pratica clinica, diversos medicamentos antitumorais que tém como
alvo esses receptores, como a proteina 1 de morte celular programada (PD-1), o receptor 2 do
fator de crescimento epidérmico humano (HER2) e o CD33, sdo frequentemente utilizados.
Pesquisas atuais demonstraram que a TROP2 atua como um novo receptor de superficie celular,
integrando-se em muitas vias de sinaliza¢do fundamentais. O esquema a seguir demonstra a
participagdo multifacetada da TROP2 em vdrias vias de sinalizagdo relacionadas ao cancer.

(Xinlin et al, 2022)
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Figura 1 - Mecanismo de a¢do da TROP2 nas vias sinaliza¢do associadas ao cancer
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(A)Os residuos de serina no dominio intracelular da TROP2 podem ser fosforilados pela proteina
quinase C (PKC), resultando em um aumento na concentragao intracelular de calcio. Isso ativa a via
MAPK, acelerando o ciclo celular e promovendo a proliferacao de células cancerigenas. A mudan¢a na
concentracdo de calcio mediada pela TROP2 inibe a expressdo de p16 através da via da proteina quinase
ativada por AMP ciclico. O aumento da fosforilagdo de ERK1/2 eleva a atividade de AP-1 e reduz p27,
acelerando a progressao do ciclo celular. O Diacilglicerol (DAG) ativa mais PKC em um mecanismo de
feedback positivo, levando a fosforilagdo da TROP2 e ativagdo das vias RAF e NF-xB. (B) TROP2 ¢
hidrolisada em CDI pela a¢ao conjunta de TACE, y-secretase e PS-1/2. Acoplando-se com a -catenina
no nucleo, a TROP2 pode induzir a regulagao positiva da expressao de ciclina D1 e do proto-oncogene
c-myc, controlando a auto-renovagao, proliferagao e hiperplasia tecidual. (C) TROP2 pode promover o
acumulo de RACKI1 na membrana celular, interagindo com a integrina 1 e talina, promovendo a
localizag@o do complexo integrina a5p1/talina na borda da célula. Além disso, TROP2 pode aumentar
a fosforilacdo de FAK, Src e PAK4, mas regula negativamente os niveis de Racl-GTP. (D) TROP2
aumenta os niveis de marcadores de proliferacdo (Ki-67) e proteinas/genes chave (ciclina DI1/E,
CDKZ2/4, p42/44 fosforilado). TROP2 inibe a apoptose das células cancerigenas ao aumentar a expressao
de bcl-2 e reduzir a expressao de bax. Além disso, a TROP2 também regula varios fatores de transcrigao,
alguns dos quais (NF-xB e c-Jun) sdo regulados positivamente, enquanto outros (CREBI1, STATI e
STAT3) sdo regulados negativamente. (E) A TROP2 esta envolvida em varias vias de sinalizacdo a
jusante, incluindo MAPK (ERK1/2), JAK2/STAT3, PI3K/Akt e JNK. A TROP2 pode se ligar as
proteinas transmembrana claudina-1 e claudina-7, que se correlacionam com a expressao e localizacao
subcelular de proteinas associadas as jungdes estreitas. Ao interagir com NRG1 e IGF-1, a TROP2 inibe
as sinalizagdes de ErbB3 e IGF-1R, respectivamente. (F) A TROP2 pode transmitir sinais entre duas
c¢lulas adjacentes formando uma estrutura transdimérica.

Fonte: Xinlin, et al. (2022)

A TROP2 pode desempenhar um papel na progressio tumoral, dado o
envolvimentoem diversas vias moleculares tradicionalmente associadas ao desenvolvimento do
cancer. A alta expressio de TROP2 tem se correlacionado com pior prognostico no

colangiocarcinoma, cancer de pancreas, cancer cervical, cancer gastrico, cancer de mama e
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outros. O aumento da expressao de TROP2 foi associado a menores taxas de sobrevida global
e livre de doenga em varios tumores s6lidos. Dado o padrdo de expressio de TROP2 e os
resultados progndsticos ruins associados, a TROP2 pode ser um valioso biomarcador preditivo
de progndstico e um potencial alvo terapéutico em tumores s6lidos humanos. (Zeng et al, 2016)

A superexpressao de TROP2 de tipo selvagem mostra-se necessaria e suficiente
paraimpulsionar o crescimento do cancer, levando a alteragdes a jusante na proliferacdo celular,
migracgdo, invasdo e sobrevivéncia de células cancerigenas. A superexpressdo de TROP2 se
correlaciona com um mau progndstico em varios tipos de cancer, incluindo cancer de mama.
(Shvartsur et al, 2015)

Os tumores de Mama Receptor Hormonais negativos e HER2-positivos apresentam
niveis mais elevados de TROP2 do que os casos Receptores Hormonais positivos ¢ HER2-
negativos, sugerindo que a superexpressao de TROP2 pode estar associada a um fenotipo de
cancer de mama menos favoravel. (Huang et al, 2005).

No entanto, traduzir o potencial do TROP2 em estratégias terapéuticas eficazes tem
sido um desafio. A heterogeneidade na expressao de TROP2 nos subtipos de cancer de mama
pode afetar a resposta ao tratamento e os resultados clinicos. (Guo et al, 2023). Estudos sobre a
associacdo entre a expressdo de TROP2 e caracteristicas clinico- patologicas no Cancer de
Mama Triplo Negativo (CMTN) apresentam resultados conflitantes.

Enquanto alguns estudos ndo encontraram correlagdo significativa entre os niveis
de TROP?2 efatores clinicos e patoldgicos no cancer de mama, como idade, subtipo histologico,
grau do tumor, estadgio, invasdo linfovascular ou niveis de linfécitos infiltrantes de tumor
(TILs), o valor da TROP2 como um fator prognostico no cancer de mama tem se mostrado
importante. (Jeon et al, 2022).

Em outros estudos que avaliaram a correlagdo da expressdo de TROP2 com
aspectos clinico-patoldgicos foi evidenciado que a maior expressio de TROP2 foi
correlacionada com apresenga de invasdo linfovascular e envolvimento linfonodal mas nao
foram observadas correlagdes significativas entre a expressdo de TROP2 e o tamanho e grau
do tumor. (Izci et al, 2022).

A expressdo de TROP2 na membrana celular como tem sido vinculada a uma
menorexpectativa de vida em pacientes com cancer, estando relacionada a um aumento na
frequéncia de recidivas e a uma piora na sobrevida. Essas descobertas sugerem que o nivel de
expressao de TROP2 desempenha um papel determinante na progressdo tumoral, sugerindo a
possibilidade de utilizar o estado de ativagdo do TROP2 como um novo indicador progndstico

para o cancer de mama. (Ambrogi et al, 2014)
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Com relag@o ao padrao de expressao de TROP2 na doenca localizada e na doenca
metastatica, tem se observado a expressdo membranosa moderada a forte de TROP2 em pelo
menos 10% das células tumorais, com um padrdo de expressdo semelhante de TROP2
independentemente do tratamento neoadjuvante ou tumor primario/metastase. (Jeon et al, 2022)

Embora o significado prognostico da expressdo de TROP2 no CMTN metastatico
tenha sido sugerido, ¢ necessaria uma avaliacdo adicional do valor preditivo da expressao de
TROP2 para terapia direcionada. Nesse sentido, abordagens alternativas diagndsticas do
marcador podem ser tuteis, sendo a imunofluorescéncia uma técnica que apresenta maior
sensibilidade que a imunohistoquimica, além de permitir o estudo de co-localizacdo de alvos

pesquisados. (Hussaini ef al, 2022)

1.3 Terapias anti-TROP2

Dado o padrdo de expressao de TROP2 nos tumores de mama, esta proteina foi
avaliada como alvo terapéutico no Cancer de Mama Triplo Negativo Metastatico. O
sacituzumabe govitecan ¢ um conjugado anticorpo-droga (ADC) composto por um anticorpo
direcionado ao antigeno 2 da superficie celular do trofoblasto humano (TROP2) acoplado ao
SN-38 (inibidor da topoisomerase I) por meio de um ligante hidrolisavel. Esse medicamento
foi avaliado em um estudo randomizado que avaliou pacientes com CMTN metastatico que
haviam progredido a uma primeira linha de tratamento paliativo, e mostrou ganho de sobrevida
livre de progressdo da ordem de 4 meses e ganho de sobrevida global de 6 mesesem favor
do sacituzuambe govitecan quando comparado a quimioterapia padrdo [taxano/carboplatina ou
dose densa de doxorrubicina/ciclofosfamida densa (ddAC)]. Esseganho importante de
sobrevida no CMTN metastatico estimulou a aprovagdo desse medicamento por agéncias
regulatorias para uso em varios paises, inclusive no Brasil. O esquema a seguir mostra o

mecanismo de agdo dos ADCs e outras terapias anti-TROP2 (Bardia et al, 2021)
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Figura 2 - Mecanismos de acdo de agentes direcionados ao Trop2

/ T cells

——

E Sacituzumap

co3 - >
clonal Govitecan
Mono dies Neighboring
B antibo tumor cells

The expression of
2 MAPK? 175 was reduced

Ty,
" i of bax
\\—mec\\a\‘ed ngeet\r;?/tated %ep0y,
T g w 2.0 o .%"'?af/o
\r\tema\‘\zatlon ® o,
@ o
@ (] P
®
G _—
—

DNADamageby <
Topoisomerase | inhibition

/ Nucleus %%A%% X

ool |

(A) Anticorpos biespecificos direcionados a TROP2 e CD3 ativam células T e aumentam ou restauram
potencialmente a atividade tumoricida de células T. (B) Os anticorpos monoclonais direcionados a
TROP2 podem regular negativamente a via de sinalizacdo da MAPK a jusante, mas o mecanismo de
acdo especifico nao foi totalmente compreendido. (C) Anticorpos Fab direcionados a TROP2 podem
reduzir a expressdo de bcl-2 e regular positivamente a expressdo de bax. (D) Mecanismo de acao dos
ADC:s anti-Trop2 na pratica clinica. De acordo com as cargas uteis, os ADCs atuais podem ser divididos
em dois tipos principais. A primeira categoria, representada por SG, utiliza inibidores da topoisomerase
I como cargas tteis, que promovem a apoptose através da indugdo de danos no DNA. A segunda
categoria, JS-108 e PF-06664178, utiliza inibidores de polimerizagdo de microtubulos para bloquear a
polimerizagdo de microtibulos. (E) SG mata células tumorais circundantes através de um efeito
espectador exclusivo, que ¢ atribuido ao seu ligante dependente de pH hidrolisado no ambiente acido
do cancer.

Fonte: Xinlin et al. (2022)

Um outro conjugado anticorpo-droga (ADC) anti-TROP2 também vem sendo
avaliado no cenario do Cancer de Mama Metastatico e de outros tumores sélidos. A seguranca
e eficacia desse novo ADC anti-TROP-2, datopotamab deruxtecan (Dato-Dxd), foiinvestigada
no estudo de fase | TROPION-PanTUMORO1 entre pacientes com tumores s6lidos avancados,
incluindo CMTN refratario ao tratamento padrdo. O Dato-Dxd ¢ uminibidor da topoisomerase
I (derivado de exatecano) ligado a um anticorpo monoclonal de imunoglobulina G humanizada
(IgG1) anti-TROP2 através de um ligante peptidico clivavel. Os pacientes com CMTN inscritos
no TROPION-PanTUMORO]1 receberam uma mediana de 3 terapias anteriores. Os dados
provisorios da coorte de 44 pacientes com CMTN avangado oumetastatico demonstraram uma

taxa de resposta global de 34% em um acompanhamento médio de 7,6 meses e uma taxa de
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controle da doenca de 77%. (Krop et al,2022)

As associagdes entre a expressdo da proteina TROP2, caracteristicas clinico-
patologicas e desfechos no cancer de mama triplo-negativo (CMTN) localizado sdo limitadas,
especialmente no contexto brasileiro, apesar do reconhecimento da importancia da TROP2
como um biomarcador e importante alvo terapéutico no cenario do CMTN metastatico. Ao
explorar o papel da TROP2 no cancer de mama triplo-negativo localizado, nosso estudo busca
preencher essa lacuna de conhecimento, potencialmente contribuindo para avangos
significativos na identificacdo de pacientes com CMTN localizado que podem se beneficiar de

terapias direcionadas e personalizadas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar a expressdo de TROP2 no Cancer de Mama Triplo Negativo Localizado e

explorar possiveis relacdes com caracteristicas clinico-patologicas, resposta ao tratamento

neoadjuvante e resultados de sobrevivéncia.

2.2 Objetivos especificos

a)

b)

Avaliar a expressdo de TROP2 em amostras de Cancer de Mama Triplo
Negativos comparando grupos sem expressdo ou com baixa expressdo de
TROP2 com o grupoque apresenta alta expressao de TROP2;

Correlacionar a expressdo de TROP2 com parametros clinicos de agressividade
tumoral como tamanho tumoral, presenga de metastase linfonodal e
Estadiamento Clinico;

Correlacionar a expressio de TROP2 com parametros patoldgicos de
agressividade tumoral como o grau histologico, indice de proliferagdo celular,
invasao vascular linfatica;

Correlacionar a expressdo de TROP2 com taxas de resposta patoldgica completa
em pacientes que realizaram quimioterapia neoadjuvante

Correlacionar a expressdo de TROP2 com taxas de sobrevida livre de doenca e

sobrevida global.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Modelo do estudo, local e amostra

O estudo seguiu um modelo retrospectivo, transversal, observacional e analitico.
Foram considerados elegiveis os pacientes que apresentassem os critérios
abaixo:
a) Diagndstico de Cancer de Mama Triplo Negativo Estagios I, 11 e I11;
b) Idade acima de 18 anos;
¢) Ter material de core biopsy disponivel para realizagdo de imuno-histoquimica

eimunofluorescéncia

Foram excluidos os pacientes que apresentaram pelo menos um dos critérios:
a) Pacientes com doenga metastatica ao diagnostico;

b) Pacientes que perderam seguimento no servigo

A amostra foi composta por 54 pacientes selecionados a partir de técnica ndo

probabilistica por conveniéncia, no periodo de 01 de janeiro de 2012 a 31 de dezembro de 2020.

3.2 Procedimentos de coleta de dados

Foram analisados os prontuarios eletronicos e material da core-biopsy do
diagnostico de pacientes do Hospital Haroldo Juagcaba (HHJ), apos selecdo por técnica ndo
probabilistica daqueles com diagnostico de Cancer de Mama Triplo Negativo Estagios I, II e
III no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2020.

Foram coletadas variaveis sociodemograficas, clinicas e terapéuticas, incluindo:
idade,raga, historia familiar de cancer de mama, patologia do tumor (subtipo, grau histologico,
indice de proliferacdo celular (ki-67), presenga de invasdo linfovascular, presenga ou nao de
invasdo perineural), estadiamento Tumoral (T), Linfonodal (N) e estadiamento clinico ao

diagnéstico (Estagios I, II ou III). Seguem a seguir as variaveis investigadas:

Variaveis Investigadas

a) Variaveis Nominais

b) Sexo (masculino / feminino)
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¢) Raca (branca / parda / ndo especificada)

d) Historia familiar de cancer de mama (sim /ndo/ nao especificada)
e) Subtipo histolégico

f) Presenga de invasdo linfovascular (sim/ndo)

g) Resposta patologica completa (pCR) (sim/ndo)

Variaveis Ordinais
a) Expressdo de TROP2 (<37,5% /> ou igual 37,5%)
b) Grau Histologico (1/2/3)
¢) Indice de proliferagio celular ki-67 (< ou igual 20% / > 20%)
d) Estadiamento Tumoral (T1/T2/T3/T4)
e) Estadiamento Linfonodal (NO/N1/N2/N3)
f) Estadiamento Clinico TNM ao diagnéstico (I / 1/ III)

Os dados patolégicos dos pacientes foram obtidos através da andlise dos
resultados dos exames anatomopatologicos dos produtos de core-biopsy obtidos no
departamento de Patologia do HHIJ.

A avaliacdo dos dados clinicos de estadiamento, assim como do tipo de
cirurgiarealizados foram feitos através da andlise de evolugdes médicas e boletins cirtirgicos,
respectivamente.

Dentre as varidveis investigadas, foram consideradas como varidvel primaria a
expressao de TROP2, e varidveis secundarias os pardmetros clinico-patolégicos, resposta ao
tratamento neoadjuvante, sobrevida livre de doenca (SLD) e sobrevida global.

A Sobrevida Livre de Doenca (SLD) compreende o periodo desde o diagnostico de
Cancer de Mama até a data de deteccdo de uma recidiva de doenga local ou sistémica ap6s o
tratamento. A Sobrevida Global compreende o periodo desde o diagnéstico até a morte por
qualquer causa.

Para estimar as probabilidades de sobrevida a cada tempo foi utilizado o estimador
de Kaplan-Meier, sem e com estratificacao.

As amostras dos tumores foram obtidas através dos blocos de parafina de bidpsias
do diagndstico do tumor primario realizadas pelos pacientes presentes no servico de Patologia

do Hospital Haroldo Juagaba.
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3.2.1 Producgado de tissue microarray (TMA)

Os blocos de parafina contendo amostras representativas de biopsias por agulha
grossa/core biopsy de mama do diagnoéstico inicial dos casos selecionados devidamente
registradas foram analisadas por um Patologista para determinagdo e marcagdo de duas areas
contendo os maiores percentuais de células tumorais. Uma agulha de 2 mm (Quick Ray,
UNITMA®) foi utilizada para retirar um fragmento cilindrico do bloco doador e colocagao
num bloco receptor de 60 pocos. O bloco receptor foi organizado seguindo a sequéncia: 4 casos
de controles negativos nos vértices, compostos por tecido apropriados indicados na bula dos
anticorpos; adicionados de 54 casos. Isto gerou a confecc¢ao de 2 blocos de Tissue Microarray

(TMA) contendo os casos da pesquisa.

3.2.2 Anadlise da expressio de TROP2 por imunohistoquimica

Foi realizada a microtomia com cortes histoldégicos de 2 pm de espessura em
laminas silanizadas. A imunoistoquimica foi efetuada usando o kit EnVision automatizado da
Dako (Livre de biotina) (REF). Devido ao processo de fixagdo, foi aplicado um tratamento de
recuperacdo antigénica para expor os epitopos através do calor.

As etapas basicas do processo imuno-histoquimico foram as seguintes: 1. Fixacao
e inclusdo dos tecidos; 2. Corte e montagem das sec¢des de tecido; 3. Desparafinizacdo em
xileno e reidratacdo dos cortes em etanol graduado e lavagem em agua destilada; 4.
Recuperagdo antigénica com tampao citrato, 10 mM, pH 6,0 com vapor; 5. Coloragao
imunoistoquimica; 6. Contracoloracdo; 7. Desidratacdo e estabilizacdo com montagem; 8.
Observacao ao microscopio.

A imunocoloragdo foi feita de acordo com a recomendag¢do do fabricante. Os
tecidos foram incubados em temperatura de 2 — 4°C, overnight, com o anticorpo primarios
coelho anti-TROP2 (1:400, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EUA).

As diluicdes foram determinadas por métodos de titulagdo padrdo para uma
coloracdo final com menos manchas de fundo. O protocolo de imuno-histoquimica utilizou
sistema de detec¢do universal de alta sensibilidade (REF), incluindo bloqueador pré-diluido,

anticorposecundario além do tetracloreto de diaminobenzidina (DAB) como cromégeno.
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A analise imunohistoquimica (IHQ) foi realizada por Patologista especializado nas
amostras dos pacientes selecionados. Foi utilizado um anticorpo primario para TROP2, obtido

comercialmente.

3.2.1 Anadlise da expressdo de TROP?2 por imunofluorescéncia

Foram obtidos cortes a partir de tecidos fixados em parafina de material procedente
de core biopsy do diagnodstico. As laminas contendo os cortes foram mantidas em estufa por 1
hora a 60°C, seguido por dois banhos em Xilol por 10 minutos para desparafinacao dos tecidos.
A remogdo do excesso de Xilol e a rehidratacdo dos tecidos foram realizados por meio de
banhos sucessivos de etanol em concentra¢des decrescentes, a saber: 2 banhos de 10 min de
etanol absoluto; 1 banho de etanol a 90%, 70%, 50% por 5 minutos, nessa ordem. As laminas
foram, entdo, lavadas em agua corrente por 10 min, seguido por 3 banhos de PBS por 5 min,
cada. A recuperacdo antigénica foi feita em tampao citrato de sddio 0,1 M (pH 6,0), a
temperatura de 95 °C, por 30 minutos (microondas, steamer panela de pressdo???, seguida de
resfriamento, a temperatura ambiente, durante 20 minutos. Apos essa etapa, foram realizados 3
banhos de 5 min de PBS. Apermeabilizacdo das membranas foi feita em solug¢do contendo 200
pL de PBS, 4 mL de Albumina Sérica Bovina (BSA) 5% (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO,
EUA) e 200 pL de triton X-100 0,1% (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA) durante 10 min.
Em seguida, foram feitas 3 lavagens com PBS de 5 min cada. O bloqueio das ligacdes
inespecificas foi realizado com Glicina 0,3 M (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA) em
BSA 5% por 30min. Os tecidos foram incubados em temperatura de 2 — 4°C, overnight, com
o anticorpo primario feito em coelho anti-TROP2 (1:400, Cell Signaling Technology, Danvers,
MA, EUA). Completado o tempo de incubag¢do do anticorpo priméario, foram feitas 3 lavagens
de 5 min cada com PBS para posterior incubagdo com o anticorpo secunddrio donkey, anti-
rabbit, Alexa Fluor 568 (Invitrogen®, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EUA) durante 1 hora e 30 min na mesma concentracao estabelecida para o anticorpo
primério (1:400). A partir desse ponto, as etapas que sucedem foram feitas protegidos da
luz. Apds o término da incubacdo do anticorpo secunddrio, foram feitas 3 lavagens com PBS
durante 5 min cada. Os nucleos celulares foram marcados a partir de incubagdo com DAPI
(Invitrogen®, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) (4 uL em
200 mL de PBS) durante 30 min, seguido por lavagens sucessivas em agua destilada,
totalizando 3 lavagens de 5 min cada. Para montagem das ldminas, foi utilizado o meio Prolong

Gold Antifade Mountant (Invitrogen®, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific,
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Waltham, MA, EUA).

Para a aquisi¢do das fotomicrografias, foi utilizado um microscépio de
fluorescéncia com camera digital acoplado (ByoTekCytation Imaging, Agilent, Santa Clara,
CA, EUA), como descrito na literatura (Hussaini et al, 2022)

As imagens obtidas foram analisadas utilizando um “software” de imagem (Fiji
Image J, National Institutes of Health, Washington, DC, EUA). A quantificacdo da area
fluorescente foi feita por diferenciacdo dos pixels fluorescentes relacionados a fluorescéncia
vermelha (Alexa Fluor 568) e a coloragdo azul para a identificagdo dos nucleos celulares
marcados com o DAPI (em 100% das células). Limiares de detec¢do de cores foram
estabelecidos e padronizadosem todas as andlises. Os resultados foram expressos em

percentual da intensidadede fluorescéncia do marcador alvo.

3.3 Analise dos dados

A andlise estatistica foi realizada com um estudo descritivo da populacado, através
da andlise das medidas de tendéncia central, dispersdo e distribuicdo de frequéncia para
ascategorias de desfecho e demais variaveis independentes.

Os dados de imunofluorescéncia foram submetidos a curva ROC para estimativa
de ponto de corte tendo como cut-off a resposta patologica. O ponto de corte definido foi >37.5.
Neste caso, foram considerados com baixa expressdo de TROP2 os que tivessem valores < ou
iguais a 37,5% e com alta expressao de TROP-2 os que tivessem valores >37,5%.

Os dados foram expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual e
associados com a resposta patoldgica e com a imunofluorescéncia por meio do teste exato de
Fisher ou qui-quadrado de Pearson. A magnitude de cada associagdo foi estimada pela Razao
de Chances (Odds Ratio, OR). As associacdes foram consideradas estatisticamente
significativas quando a probabilidade da hipdtese nula (p) for menor do que 5% (P<0,05).

Adicionalmente curvas de Kaplan-Meier foram realizadas para comparagdo da
sobrevida livre de recorréncia comparadas por meio do teste de Log-Rank Mantel-Cox.

Todas as andlises foram realizadas no software SPSS versao 20.0 para Windows

adotandouma confianca de 95%.
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3.4 Aspectos éticos

O Projeto de Pesquisa deste estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa
do Instituto do Cancer do Cearé / Hospital Haroldo Juacaba tendo sido aprovado (Ntmero do
Parecer: 5.614.936 / CAAE: 61146122.8.0000.5528).

A utiliza¢do das amostras do arquivo foi feita apds a assinatura do Termo de Fiel
Depositario das Amostras. Os possiveis riscos relacionados diretamente ao manuseio deblocos
de parafina, tais como risco de perda do material e de se exaurirem as amostras foram
minimizados pela adocdo de técnicas seguras como manuseio somente no mesmo local de
processamento das amostras para o ensaio de imuno-histoquimica e imunofluorescéncia
(Laboratorio de Farmacologia da Inflamagao e do Cancer da Universidade Federal do Ceard).

Adicionalmente, os pesquisadores tiveram o cuidado para ndo exaurir o material
bioldgico do paciente (bloco de parafina). O risco a exposicao aos solventes para processamento
dos cortes histologicos foi minimizado pelo uso de equipamento de protecdo individual e
equipamentos de exaustdo de gases apropriados. Foram obtidas, ainda, informacdes dos
prontudrios para andlise de associagdo clinico-patologica com os marcadores em estudo.

De forma a minimizar todos esses riscos, apenas os pesquisadores envolvidos no
projeto manipularam o material bioldgico (blocos de parafina) e prontudrios dos pacientes.
Com o objetivo de minimizar os riscos de perda de dados dos prontudrios. Foram tomados os
devidos cuidados na preservagdo de condi¢des de biosseguranga, incluindo a prevengdo de
acidentes em laboratdrio, bem como o manejo e acondicionamento corretos dos materiais
usados. Durante todo o estudo, os procedimentos empregados resguardaram a

confidencialidade das informag¢des bem como o cuidado ético com os dados.
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4 RESULTADOS

Os resultados foram obtidos da andlise de uma amostra de 54 pacientes com Cancer
deMama Triplo Negativo Estagios I, II e III entre janeiro de 2012 e dezembro de 2020. A
totalidade das pacientes era do sexo feminino.

Conforme apresentado na Tabela 1, a idade média das pacientes foi 51 anos
comuma faixa variando de 28 a 86 anos. Quando agrupadas por faixa etaria, observou-se que
pacientes (42,5%) tinham menos de 50 anos, e 31 pacientes (57,5%) tinham 50 anos ou mais.

Com relagdo a raga 27 pacientes era pardas (50%), 16 pacientes eram brancas (29%)
e 11 pacientes (20%) ndo foi reportado no prontuario. J4 no tocante a historia familiar foi
observado historico familiar de cancer de mama em 17 pacientes (31,4%).

A maioria dos tumores em nosso estudo foi classificada com o subtipo histologico
carcinoma ductal, que correspondeu a 34 pacientes (62,9%), enquanto outros subtipos
histoloégicos foram menos comuns: carcinoma invasivo tipo ndo especial (TNE) em 19
pacientes (35%), e apenas 1 paciente (1,85%) com carcinoma papilar. A presenca de invasao
linfovascular (ILV) e invasdo perineural (IPN) estiveram presentes em 46,2% (n=25) e 18,5%
(n=10) dos pacientes, respectivamente.

Com relacdo ao estadiamento clinico ao diagnostico observou-se que a maioria
apresentou Estagio III correspondendo a 27 pacientes (50%) enquanto 22 pacientes (40,7%)
apresentaram Estagio II e apenas 5 pacientes (9,2%) apresentaram Estagio 1. Os tumores T1
representaram 12,9 % (n=7) dos casos, T2 representaram 38,8% (n=21), T3 representaram
29,6% (n=16) e T4 18,5% (n=10) dos casos.

O envolvimento clinico dos linfonodos foi observado em 59% (n=32) dos
pacientes. No tocante ao grau histologico, 32 pacientes (59,2%) eram grau 3, 21 pacientes
(38,8%) eram grau 2 e apenas 1 paciente (1,8%) era grau 1.

Referente a avaliacdo molecular por imuno-histoquimica dos pacientes, o indice de
proliferacdo celular ki-67 foi maior que 20% em 47 pacientes (87%), € menor ou igual a 20%

em apenas 7 pacientes (13%).
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Tabela 1- Caracteristicas clinico-patologicas dos pacientes com Cancer de Mama
Triplo Negativo

Parametro N=54 (100%)
Idade (Anos)
Mediana 51 (22-86)
Raca (%)
Parda 27 (50%)
Branca 16 (29%)
Nio reportada 11 (20%)
Tipo Histoloégico n (%)
Ductal 34 (62,9%)
TNE 19 (35%)

Invasao perineural n (%)
Sim 10 (18,5%)

Nio 44 (81,5%

Estadiamento T n (%)
T1 7 (12,9%)
T2 21 (38,8%)
T3 16 (29,6%)

T4 10 (18,5%)
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Estadiamento N n (%)

NO 22 (40,7%)
. N+ 32 (59%)
Indice de proliferacao ki67 n (%)

>20% 47 (87%)

< ou igual 20% 7 (13%)

Avaliag@o dos parametros clinicos e patologicos de 54 pacientes comCancer de Mama Triplo
Negativo estagios I-II1.
Fonte: elaboragao do autor.

AVALIACAO DE TROP2 POR IMUNO-HISTOQUIMICA

De forma a se determinar o compartimento celular de localizagdo da expressao de
TROP2, bem como se a expressao teria perfil restrito a células tumorais e/ou microambiente
tumoral, realizou-se a colorag@o por imuno-histoquimica. A avaliagdo por imuno- histoquimica
mostrou que a coloragdo TROP2 apresentou positividade membranosa, € na maioria dos casos
foi de intensidade varidvel em todo o tumor (Figura 2). A coloragioTROP2 foi
observada exclusivamente em células tumorais. A Figura 2A ilustra um caso de
baixa expressdo, enquanto a Figura 2B evidencia um caso de alta expressao. Destaques sao
apresentados em regides marcadas e amplificados (Figura 2C e 2D).

Nao seria interessante deixar o D como um destaque no canto superior direito do
B?

Incluir as barras de escala.
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Figura 2 - Imagem representativa da expressao de TROP2 por imuno-histoquimica em
amostras de pacientes CMTN

- - - g 4 B 4 &
As amostras de tumor foram obtidas por core-biopsy dos tumores ao diagndstico eprocessadas para analise
por imuno-histoquimica para verificagao do padrao de expressdo e tipo celular envolvido. (A) Amostra tumoral
ilustrando auséncia de marca¢do para TROP2 (aumento 100 [1); (B) Amostra demonstrando padrdo de
expressdo de TROP2 em membrana de células tumorais (aumento 100 [J); (C) Magnificacdo da regido
destacada em B (aumento 200 [1); (D) Magnificagdo da regido destacada em C (Magnificagdo 400 [J).
Fonte: elaboragao do autor.

AVALIACAO DE TROP2 POR IMUNOFLUORESCENCIA

A avaliagdio de TROP2 por imunofluorescéncia mostrou um padrio de
expressaovaridvel entre as amostras tumorais, sendo observados casos de amostras com

expressaobaixa, expressdo mediana e expressao alta, conforme representado a seguir (Figura
03).
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Figura 3 - Fotomicrografias de amostras de core-biopsy analisadas por imunofluorescéncia

para TROP2 em pacientes com CMTN

TROP2 DAPI MERGE

EXPRESSAO
BAIXA

EXPRESSAO
MEDIANA

EXPRESSAO
ALTA

A marcagdo em vermelho evidencia a expressao de TROP2 em trés casos diversos representativos de expressao
baixa, mediana e alta. Os nticleos foram marcados em azul (DAPI). As imagens foram obtidas em uma
magnificacdo de 200 []. A barra representa 100 [Im.

Fonte: elaboragdo do autor.

ASSOCIACAO DA EXPRESSAO DE TROP2 E FATORES CLINICO-PATOLOGICOS

Ao avaliarmos a expressdo de TROP2 por imunofluorescéncia observamos que
houve expressao de TROP2 por imunofluorescéncia em cerca de 90,7% (n=49/54) dos casos
em nosso estudo, ao passo que apenas 9,3% (5/54) dos casos ndo expressavam TROP2.

Para avaliarmos a associa¢ao da expressdo de TROP2 por imunoflorescéncia como
preditor de resposta terapéutica e sua associacdo com fatores clinico-patologicos, submetemos
os dados de imunofluorescéncia a curva ROC. A estimativa do ponto de corte, cut-off, para
ser considerado alto expressor foi o valor de 37,5, com uma sensibilidade de 83,3% e
especificidade de 79,2%. Neste caso, consideraram-se os casos com valor < ou igual a 37,5%
com baixa expressdao de TROP2, enquanto os casos com valores > 37,5% foram tratados como

de alta expressdo de TROP2 (Figura 4).
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Grafico 1 - Curva ROC para estimativa de ponto de corte de expressao por imunofluorescéncia

como preditor de resposta terapéutica
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A area sob a curva foi 0,760+0,120 (IC95% = 0,524-0,997) p=0,039 com cut-off de 37,5.

Fonte: elaboragdo do autor.

A Tabela 2 resume a analise de associacdo entre dados clinico-patolégicos e o
padrdo de imunofluorescéncia de TROP2, além da relagdo com a resposta patologica completa.

A avalia¢do da expressao de TROP2 por imunofluorescéncia nos 54 pacientes
mostrou que 39 (72,2%) pacientes tinham baixa expressdo de TROP2 e 15 (27,8%) pacientes
tinham alta expressdo de TROP2. A avaliagdo de forma global da expressdo de TROP2 mostrou
que 90,7% (n=49/54) dos pacientes apresentavam alguma expressao de TROP2.

A alta expressdo de TROP2 demonstrou uma associagdo significativa com a
presenga de invasdo linfovascular (ILV) (p=0,001). Dos pacientes com invasdao vascular
linfatica, 73,3% (11/15) apresentaram alta expressdo de TROP2, enquanto apenas 35,9%
(14/39) dos pacientes com baixa expressao de TROP2 exibiram ILV.

Com relagdo ao tamanho do tumor (T) também foi observada uma associacio

significativa com a alta expressdao de TROP2 (p= 0,01). Observou-se que entre os tumores
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classificados como T3e T4, 60% (9/15) dos casos apresentaram alta imunoexpressdo de

TROP2, enquanto 43% (17/39) dos casos apresentaram baixa expressao de TROP2.

Tabela 2 — Estudo da associacdo entre dados clinico-patoldgicos, o padrao de

imunofluorescéncia de TROP2 e a resposta patologica completa

Resposta patolégica TROP2
completa p- Imunofluorescéncia p-

Total Nio Sim Valor <37.5 >37.5 Valor
Imunofluorescéncia
Abaixo de <37.5 39 (72.2%)  38(79.2%)  1(16.7%) 0,001 - - -
>37.5 15(27.8%) 10(20.8%) 5 (83.3%) - -
Raca
Branca 14 (35.0%) 12(34.3%)  2(40.0%) 0802  12(40.0%) 2(20.0%) 0,251
Parda 26 (65.0%) 23 (65.7%) 3 (60.0%) 18 (60.0%) 8 (80.0%)
Histérico_familiar
Nio 37(68.5%) 32(66.7%)  5(83.3%) 0407  26(66.7%) 11(73.3%) 0,637
Sim 17 (31.5%) 16 (33.3%)  1(16.7%) 13 (33.3%) 4 (26.7%)
Tipo_histologico
Ductal 34(63.0%) 29 (60.4%)  5(83.3%) 0.541  27(69.2%)  7(46.7%) 0,119
TNE 19(352%) 18(37.5%) 1 (16.7%) 12 (30.8%) 7 (46.7%)
Papilar 1 (1.9%) 1(2.1%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1 (6.7%)
Grau_histologico
I 1 (1.9%) 1(2.1%) 0(0.0%) 0886  1(2.6%) 0 (0.0%) 0,822
I 21 (38.9%) 19(39.6%)  2(33.3%) 15(38.5%) 6 (40.0%)
il 32(59.3%) 28(58.3%) 4 (66.7%) 23 (59.0%) 9 (60.0%)
ILV
Nio 29 (53.7%) 28(58.3%) 1(16.7%) 0.054  25(64.1%) 4(26.7%) 0,013
Sim 25(46.3%) 20 (41.7%)  5(83.3%) 14 (35.9%) 11 (73.3%)
IPN
Nio 44 (81.5%) 42(87.5%) 2(33.3%) 0,001  33(84.6%) 11(73.3%) 0.339
Sim 10 (18.5%)  6(12.5%)  4(66.7%) 6 (15.4%)  4(26.7%)
Estadiamento
1 5(9.3%) 4 (8.3%) 1(16.7%) 0420 4(10.3%) 1 (6.7%) 0,314
2 22 (40.7%)  21(43.8%) 1(16.7%) 18 (46.2%) 4 (26.7%)
3 27 (50.0%) 23 (47.9%) 4 (66.7%) 17 (43.6%) 10 (66.7%)
T
1 7(13.0%) 6 (12.5%) 1(16.7%) 0015  5(12.8%)  2(13.3%) 0,344
2 21 (38.9%) 21(43.8%)  0(0.0%) 17 (43.6%) 4 (26.7%)
3 16 (29.6%)  11(22.9%) 5 (83.3%) 12 (30.8%) 4 (26.7%)
4 10 (18.5%) 10(20.8%) 0 (0.0%) 5(12.8%)  5(33.3%)
N
0 22 (40.7%) 20(41.7%)  2(33.3%) 0596 16(41.0%) 6 (40.0%)  0.465
1 15(27.8%) 13(27.1%)  2(33.3%) 11 (282%) 4 (26.7%)
2 14 (25.9%) 13 (27.1%) 1 (16.7%) 11(282%) 3 (20.0%)
3 3 (5.6%) 2 (4.2%) 1 (16.7%) 1 (2.6%) 2 (13.3%)
pT
0 6 (12.0%) 0(0.0%)  6(100.0%) 0:000 1 (2.8%) 5(35.7%) 0015
1 12 (24.0%) 12(27.3%) 0 (0.0%) 10 (27.8%) 2 (14.3%)
2 21 (42.0%) 21 (47.7%)  0(0.0%) 17 (472%) 4 (28.6%)
3 7(14.0%)  7(15.9%) 0 (0.0%) 6 (16.7%) 1 (7.1%)
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1(6.7%)
7 (46.7%)
7 (46.7%)

4(26.7%)
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Nio 25(46.3%) 21(43.8%)  4(66.7%) 0289 18(46.2%)  7(46.7%) 0,973
Sim 29 (53.7%)  27(56.3%)  2(33.3%) 21 (53.8%)  8(53.3%)

*p<0,05, teste exato de Fisher ou exato de Pearson (n, %).
Fonte: elaboragdo do autor.

Uma maior expressio de TROP2 também se correlacionou com um maior
estadiamento, representado no Grafico 2 e Tabela 2. Foi evidenciado que entre os tumores
Estagios I e II a propor¢ao de pacientes com baixa expressao de TROP2 foi de 56,5% (22/39)
enquanto a propor¢ao dos com alta expressao foi de 33,4% (5/15). J& entre os tumores Estagio
IIT os com alta expressao de TROP2 respondem pela maioria (66,4% [10/15]) enquanto os
com baixa expressdo de TROP2 correspondem a menos da metade (44,6% [17/39)),
observando-se uma maior proporcao de altos expressores entre os tumores com estdgios mais

avangados.

Gréfico 2 - Expressao de TROP2 de acordo com Estadiamento

Expressao TROP2 de acordo com Estadiamento

Estdgioslell

Estagio lll

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%

M Baixa expressao TROP2 m Alta expressdo TROP2

Nos Estagios I e II observou-se maior propor¢ao de baixa expressdo de TROP2. Ja no Estagio III observou-se
maior proporcao de alta expressao de TROP2.
Fonte: elaboragao do autor.

Nao foram encontradas associagdes significativas entre a expressao de TROP2 e

subtipo histologico, possivelmente devido ao fato de a maioria ser carcinoma ductal ou
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tipo ndo especial (TNE). Além disso, também ndo foi evidenciada associacdo significativa
da expressdo de TROP2 com o grau histologico € nem com o acometimento linfonodal.
Quando se avaliaram as amostras de 26 pacientes que realizaram quimioterapia
neoadjuvante, observou-se uma associacao significativa entre a alta expressao de TROP2
(>37,5%) e a uma maior taxa de resposta patologica completa (p=0,01, tabela 2). Foi
evidenciado que entre os com alta expressdo de TROP2 a taxa de resposta patologica
completa foi 44% (4/9) ao passo que os com baixa expressdo de TROP2 a taxa de resposta

patologica foi apenas 6,3% (1/16), conforme o Grifico 3.

Grafico 3 - Taxa de Resposta Patologica Completa de acordo com a expressao TROP2

Resposta Patoldogica Completa
50%
45%
40%
35%
30%
25%
20%
15%
10%
5%

Alta expressdao TROP2 Baixa expressao TROP2

0%

A taxa de RPC de 44% em amostras com alta expressdo de TROP2 enquanto a taxa de RCP foi de 6,3% em
amostras com baixa expressao de TROP2. (p=0,046)
Fonte: elaboragdo do autor.

A avaliacdo de sobrevida livre de doenga (SLD) de acordo com a expressdo de
TROP2mostrou que entre os altos expressores de TROP2 a sobrevida livre de doenga mediana
foi de 37,5 meses (IC95% = 0,00-96,3) ao passo que entre os pacientes com baixa expressao de

TROP2 a SLD foi de 79,3 meses (IC95% = 1,2-158,2), conforme representado no Grafico 4.



Grafico 4 - Curva de Kaplan-Meier de

imunoexpressao para TROP2

sobrevida livre de doenca com base
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As medianas de sobrevida foram 79,3 meses (IC95% = 1,2- 158,2) para baixa expressao ¢ 37,5 meses (IC95%

=0,00-96,3) (p=0,760).
Fonte: elaboragdo do autor.

39



40

5 DISCUSSAO

A TROP2 ¢ um marcador bioldgico promissor que tem despertado interesse como
alvoterapéutico para conjugados de droga-anticorpo (ADCs), como o Sacituzumabe Govitecan
(SG), que atualmente ¢ aprovado para o tratamento do cancer de mama triplo negativo(CMTN)
em estagio avangado e esta sendo investigado em uma variedade de outros tipos de cancer. Em
nosso estudo, analisamos a expressao de TROP2 em pacientes com CMTN em estagios iniciais
e tratados em um hospital de referéncia. Correlacionamos esses achados com caracteristicas
clinico-patologicas, como a presenga de invasdo linfovascular, grau histologico, indice de
proliferacdo celular, acometimento linfonodal, tamanho do tumor e desfechos a longo prazo.

Observou-se que a idade média das pacientes foi de cinquenta e um anos e a maioria
das pacientes tinha mais de cinquenta anos, o que diferencia de alguns estudos que mostram
prevaléncia de tumores de mama triplo negativos em populagdes mais jovens, além de
relacionar o diagndstico antes dos quarenta anos a um pior progndstico da doenga, com piores
taxas de sobrevida. (Liedtke et al, 2013)

Com relacdo ao estadiamento ao diagnoéstico foi observado que a maioria dos
pacientes eram Estagio III (50%) e alto grau ao diagnostico (59,2%), o que estd de acordo
com dados de literatura que mostram que o CMTN ¢ responsavel por 10-20% de todos os
canceres de mama invasivos e esta associado a idade mais jovem, grau e indice mitdtico mais
elevados e estagio mais avangado no momento do diagnoéstico. (Kumar et al, 2016)

O indice de proliferagao celular (Ki-67) foi maior que 20% em mais de 80% das
pacientes avaliadas em nosso estudo. Tal achado ¢ indicativo de que uma parcela importante de
pacientes apresentou tumores com alto potencial proliferativo. O indice de proliferacao celular
tem se mostrado um importante biomarcador que tem sido utilizado para identificagdo de
tumores de mais alto risco, sendo também um dos fatores observados na decisao de utilizagao
de determinadas terapias como o abemaciclibe no tratamento adjuvante do Cancer de Mama
Receptor Hormonal positivo (Najjar et al, 2022). De fato, cerca de 40-50% de todos os pacientes
com cancer de mama triplo negativo (CMTN) alcangam uma resposta patologica completa apos
tratamento com quimioterapia neoadjuvante e a expressao de Ki-67 tem sido implicada como
um dos biomarcadores mais frequentemente relatados associados a essepadrio de resposta
patologica (Van den Ende et al, 2023).

A avaliagdo da expressdo de TROP2 por imuno-histoquimica revelou que o padrdo
deexpressdo da TROP2 foi exclusivamente em células tumorais e predominantemente na

membrana celular. Esse achado estd em consonancia com estudos anteriores que demonstraram
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a expressdo restrita de TROP2 a membrana celular. Além disso, o0 mesmo estudo associa a
expressao de TROP2 a um fator prognostico desfavoravel para sobrevida global. (Ambrogi et
al, 2014)

Quanto a avaliacdo de TROP2 por imunofluorescéncia no presente estudo, foi
evidenciado que o padrdo de expressdo foi varidvel entre as pacientes, abrangendo desde baixa
e média expressdo até alta expressao. Em nosso estudo a imunofluorescéncia mostrou-se um
método mais sensivel na detec¢do de expressdao de TROP2 comparado a imuno-histoquimica,
sendo, portanto, um método bastante 1til na deteccdo de TROP2. Tal achado ¢ corroborado em
outros estudos que tém avaliado o papel da imunofluorescéncia como um método de detec¢ao
do nivel de expressao de TROP2 e HER-2 na doen¢a metastatica, no intuito de direcionar qual
o melhor conjugado droga-anticorpo (ADC) a ser utilizado, a depender do nivel expressao na
imunofluorescéncia. (Robbins et al, 2023)

Observamos que houve expressdo de TROP2 por imunofluorescéncia em cerca de
90,7% (n=49/54) dos casos em nosso estudo. Esta grande propor¢do de positividade para
TROP2 ¢ consistente com a literatura atualmente relatada. (Lenart et al, 2020). Quando avaliado
o ponto de corte de expressdo para separacdo entre alto expressores e baixo expressores,
observamos uma propor¢do menor (27,8%) de altos expressores. Pesquisas anteriores
indicaram uma maior expressdo génica e proteica de TROP2 em CMTN em comparagao
com outros tipos de cancer ou subtipos de cancer de mama. No entanto, em casos de CMTN
avangado, a proporcdo de pacientes com alta e média expressio de TROP2, conforme
analisado pelos biomarcadores do estudo ASCENT,que avaliou pacientes com CMTN
metastatico, foi consideravelmente maior do que em nossa amostra. A diferenca na propor¢ao
de pacientes com alta e média expressao de TROP2 entre os estudos pode ser atribuida as
diferencas na populacdo avaliada. Enquanto nosso estudo excluiu pacientes com metéstases no
momento do diagnostico, o estudo ASCENT focou especificamente em pacientes com cancer
de mama triplo negativo metastatico. Essa distingdo na populagdo estudada pode influenciar os
resultados, uma vez que a expressdo de TROP2 pode variar entre os estagios precoce e avangado
do cancer de mama triplo negativo. Além disso, diferencas na sensibilidade e especificidade
dos anticorpos utilizados em cada estudo também podem contribuir para as discrepancias nos
resultados observados (Bardia et al., 2021).

Nossa pesquisa identificou uma associagdo entre a elevada expressdo de TROP2 e
a presenca de invasdo linfovascular (ILV). Esta descoberta ¢ respaldada pela literatura, que
sugere um possivel papel da TROP2 na angiogénese, o que pode fornecer uma explicacdo para

a associacdo observada entre ILV e a alta expressdo de TROP2. (Goldenberg et al, 2018). De
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fato, o papel central da angiogénese no crescimento e metdstase do cancer de mama tem sido
amplamente reconhecido. Estudos apontam que a invasdo microvascular ¢ um fator prognostico
no cancer de mama invasivo. Além disso, ha evidéncias sugerindo que pacientes com CMTN
podem se beneficiar da terapia baseada em antiangiogénicos, como o bevacizumabe (Ribatti et
al, 2016). Diante disto, pode-se supor que a modulagdo farmacoldégica de TROP2 se constitua
como fator adicional na inibi¢do de mecanismos patogénicos associados ao cancer, como a
angiogénese.

A associacdo entre a alta expressdo de TROP2 e o tamanho do tumor também foi
observada em nosso estudo. Além disso, observamos que a alta expressdo de TROP2 foi mais
prevalentenos pacientes em estagio III, sugerindo uma possivel relagdo entre essa maior
expressdao e uma maior proliferacdo celular, o que pode resultar em estdgios mais avangados da
doenga. Essaassociacdo entre alta expressdo de TROP2 e estdgios mais avangados também
foi demonstradaem um estudo abrangente que avaliou tumores de célon, mama, urotelial e
prostata. Este estudo revelou que a alta expressao de TROP2 esta relaciona com estagios mais
avancados da doenca e a presenca de metastases linfonodais. (Dum et al, 2022).

Em nosso estudo ndo evidenciamos correlagdes significativas entre a expressao de
TROP2 e o grau histologico, indice de proliferacao celular (ki-67) e acometimento linfonodal.

Esses dados diferem da literatura vigente que tem mostrado que a expressdo de
TROP2 pode ser usada como um biomarcador progndstico tnico de metastase linfonodal, grau
de diferenciag¢@o e tamanho do tumor. A superexpressao de TROP2 também estd aumentada
nos tumores de Cabeca e Pescogo e estd relacionada ao grau de diferenciacdo tecidual e
metastase linfonodal (Redlich et al,2018). Além disso, alta expressdo da proteina TROP2
também tem sido relacionada a alta agressividade no cancer de ovario e mama e com desfechos
piores para os pacientes € um curso clinico mais agressivo no cancer de préstata (Hsu et al,
2020). Essa aparente divergéncia entre nossos achados e a literatura pode estar associada ao
baixo nimerode amostras em analise ou mesmo ao perfil de idade mais alto dos pacientes
incluido na presente investigacao.

Em nosso estudo observou-se que entre os pacientes que realizaram quimioterapia
neoadjuvante houve uma associacdo significativa entre a alta expressdo de TROP2 e a uma
maior taxa de resposta patologica completa (pCR), sendo considerada um possivel preditor de
maior resposta a terapia neoadjuvante. Um estudo anterior que avaliou 50 pacientes com CMTN
submetidos a tratamento neoadjuvante sacituzumabe govitecan (SG) mostrou dados divergentes
dos encontrados em nossa pesquisa, uma vez que sugeriu que a expressdo de TROP2 nao ¢

preditiva de pCR (Spring et al, 2023). Essa falta de associa¢do e concordancia entre os estudos
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pode ser devida a fatores analiticos (tipo de ensaio, método de pontuagdo) ou fatores estatisticos
(pequeno tamanho da amostra) ou realmente ndo bioldgicos. Notavelmente, no estudo
ASCENT que analisou o papel do SG para CMTN metastatico, ndo houve associacio linear
entre expressdao de TROP2 e desfechos de sobrevida, e o SG foi aprovado no cendrio de cancer
de mama triplo negativo metastatico, independentemente da expressao de TROP2 (Bardia et al,
2021).

Observamos em nosso estudo que a alta expressdo de TROP2 esteve relacionada a
uma tendéncia a piores medianas de sobrevida quando comparada aos baixo expressores de
TROP2, mas sem significancia estatistica. Esses dados estdo de acordo com estudos que
mostram que, em geral, a superexpressdo de TROP2 frequentemente se correlaciona com um
prognostico desfavoravel e aumento do risco de metastase nos tumores de mama (Zhao et al,
2018). Além disso, outros estudos t€ém mostrado que alta expressdo de TROP2 se relaciona a
um pior progndstico em tumores de pancreas (Fong et al., 2008) e tumores gastricos (Miithlmann
et al, 2009).

Um estudo prévio conduzido em casos iniciais de cancer de mama destacou um
prognostico desfavoravel em situacdes com alta expressdo membranar de TROP2 (Ambrogi,
et al, 2014). Nossa pesquisa, por outro lado, apesar te ter mostrado uma diferenga numérica de
sobrevida livre de doenca de 41,8 meses, mostrando que os altos expressores recorrem bem
mais precocemente que os baixo expressores, nao encontrou associacodes significativas entre a
expressao de TROP2 e os desfechos relacionados ao tempo até o evento, ndo podendo, assim,
confirmar o impacto negativo prognoéstico da expressao de TROP2 nos estagios 1 a3 do CMTN.
Além disso, o numero limitado de eventos em nosso estudo € o tamanho amostral ressalta a
necessidade de cautela ao interpretar o valor progndstico da expressao de TROP2.

Outro estudo importante que avaliou a correlagdo da expressdo de TROP2 com
desfechos de sobrevida ndo mostrou diferenca significativa na sobrevida livre de doenca entre
os altos expressores e baixo expressores de TROP2. Essa auséncia de diferenga na sobrevida
livre de doenca foi explicada pelo fato de o anticorpo empregado no estudo corava tanto o
TROP2 de membrana quanto o citoplasmatico, o que poderia justificar essa auséncia de valor
prognostico para a expressao de TROP2. (Izci et al, 2022)

Nossa pesquisa possui pontos fortes, como o uso de uma amostra homogénea de
pacientes com cancer de mama triplo negativo nos estagios I a III, o que nos permitiu analisar
suas caracteristicas iniciais e prognéstico ao longo do tempo. Além disso, conseguimos
acompanhar a maioria dos pacientes por um periodo prolongado.

Entretanto, nosso estudo tem limitagcdes, como seu desenho retrospectivo e o
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tamanho relativamente pequeno da amostra, o que nos obriga a ser cautelosos na interpretagao
dos resultados prognoésticos. Nao ha, até o momento, diretrizes internacionais padronizadas para
o uso do teste de imuno-histoquimica ou de imunofluorescéncia de TROP2.

Em nossa amostra de pacientes com cancer de mama triplo negativo em estagios
iniciais e localmente avangados, observamos que uma maior expressdo de TROP2 estava
relacionada a certas caracteristicas tumorais, como tamanho tumoral, presenca de invasao
vascular linfatica, assim como a uma maior taxa de resposta patologica completa. No entanto,
sd0 necessarias mais pesquisas para confirmar essas associagdes entre caracteristicas iniciais e
expressao de TROP2. Nao encontramos correlacdo entre a expressao de TROP2 e a presenca
de metéstase linfonodal, indice de proliferagdo celular (ki-67) ou desfechos clinicos, mas devido
ao numero limitado de casos, devemos interpretar esses resultados com cautela. O valor
progndstico da expressdo de TROP2 em cancer de mama triplo-negativo em estagio inicial
podera ser avaliado com estudos futuros com maior amostra de pacientes e acompanhamento
mais prolongado.

Com o desenvolvimento de terapias direcionadas ao TROP2, como os
anticorposconjugados, e sua possivel aplicagdo em estdgios mais precoces da doenca, futuros
estudos devem explorar o potencial preditivo da expressdo de TROP2 para essas terapias em

cancerde mama triplo negativo em estagios iniciais e avancados.
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6 CONCLUSAO

Os resultados indicam que a expressao elevada de TROP2 esta correlacionada com
fatores clinico-patoldgicos relevantes, como invasdo vascular linfatica e tamanho do tumor.
Esses achados, juntamente com o fato de que pacientes com alta expressdo de TROP2
apresentaram uma maior taxa de resposta patoldgica completa a quimioterapia neoadjuvante,
sugerem um papel significativo da TROP2 no cancer de mama triplo negativo localizado e na
resposta ao tratamento. Isso destaca a relevancia potencial da TROP2 como biomarcador
progndstico e terapéutico nesse contexto clinico. Apesar de ter sido evidenciado um perfil de
menor sobrevida livre de doenga em pacientes com alta expressdo de TROP2, ndo houve

associacdo estatistica na amostra estudada.
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