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RESUMO

O Cancer de Mama ¢ uma das neoplasias mais frequentes em todo o mundo,contribuindo para a
morbimortalidade feminina. O Cancer de mama Triplo Negativo (CMTN) é um subtipo altamente
agressivo de cancer que sao negativos para os receptoresde estrogeno e progesterona, assim como nao
apresenta superexpressao do fator tipo 2 de crescimento epidérmico humano (C-erbB2, HER2/neu).
O Grupo de alta mobilidade 1 (HMGBI1) ¢ considerado um DAMP (Padrao molecular associado ao
dano) que regula a tumorigénese, proliferagdo e metdstase maligna. A 1L-33, citocina relacionada ao
dano celular, tem mostrado desempenhar papel na tumorigenese e respostas inflamatorias associadas
ao tumor. O objetivo do presente trabalho foi analisar a expressdo de HMGBI1 e IL-33 como fatores
prognosticos para o CMTN. Foram avaliados dados clinicos-patolégicos de 122 pacientes com
diagnodstico de CMTN atendidos no Hospital Haroldo Juagaba. Adicionalmente, foi construido um
bloco de Tissue Microarray (TMA) contendo amostras de blocos de parafina de biopsias de 43
pacientes. Em seguida, foi realizada a imunofluorescéncia para HMGBI1 com o intuito de quantificar
a intensidade de expressdo e o percentual de células fluorescentes com marcagdo citoplasmatica
(cHMGBI). Foi realizada a imunohistoquimica para HMGB 1e IL-33 utilizando o método de detecgao
Kit Envision DAKO®. Na andlise estatistica considerou-se como significdncia o valor de p<0,05
utilizando o programa estatistico SPSS v.17 e GraphPad Prism v.8. A analise de dados clinico-
patologicos indicou que os pacientes tinham mais de 40 anos (79%) e foram diagnosticados com
carcinomas ductais de grau 2-3 (96,3%). Metastase tumoral foi observada em 1,9% dos casos. 66,7%
dos pacientes com CMTN que realizaram quimioterapia adjuvante apresentaram baixa expressao de
HMGBI (p<0,05). Além disso,verificou-se que os pacientes que recidivaram, 77,8% destes tiveram
baixa expressdo citoplasmatica de HMGBI1 em comparacdo com os de alta expressao (p<0,05). A
sobrevida global foi semelhante entre os pacientes com baixa versus alta expressio de HMGBI1
citoplasmatica (P=0,155). Para IL-33 ndo foram encontrados resultados significativos, no entanto
ressaltamos que o grafico comparativo entre expressao High e Low de IL-33 versus recidiva, mostrou
que 19% dos pacientes com expressao IL-33 High apresentaram recidiva da doenga (p>0,05). Assim,
a expressao de HMGBI1 citoplasmatica apresentou associagdo com a recidiva € a quimioterapia

adjuvante em pacientes CMTN.

Palavras-chave: HMGBI, IL-33, Cancer de mama triplo negativo, imunofluorescéncia



ABSTRACT

Breast Cancer is one of the most frequent neoplasms worldwide, contributing to female morbidity and
mortality. Triple Negative Breast Cancer (CMTN) is a highly aggressive subtype of cancer that is
negative for estrogen and progesterone receptors and lacks overexpression of human epidermal growth
factor type 2 (C-erbB2, HER2/neu). High Mobility Group 1 (HMGBI) is a DAMP (Damage
Associated Molecular Pattern) that regulates tumorigenesis, proliferation, and malignant metastasis.
IL-33, a cytokine related to cell damage, has been shown to play a role in tumorigenesis and tumor-
associated inflammatory responses. This study aimed to analyze the expression of HMGB1 and IL-33
as prognostic factors for CMTN. Clinical-pathological data of 122 patients diagnosed with CMTN
treated at Hospital Haroldo Juagaba were evaluated. Additionally, a Tissue Microarray (TMA) block
was constructed containing samples of paraffin blocks from the biopsies of 43 patients. Then,
immunofluorescence for HMGB1 was performed to quantify the intensity of expression and the
percentage of fluorescent cells with cytoplasmic (cHMGBI) staining. Immunohistochemistry for
HMGBI and IL-33 was performed using the Envision DAKO® Kit detection method. In the statistical
analysis, significance was considered at p<0.05 using the statistical program SPSS v.17 and GraphPad
Prism v.8. Analysis of clinicopathological data indicated that patients were over 40 years old (79%)
and were diagnosed with grade 2-3 ductal carcinomas (96.3%). Tumor metastasis was observed in
1.9% of cases. 66.7% of patients with CMTN who underwent adjuvant chemotherapy had low
expression of HMGBI1 (p<0.05). Furthermore, it was found that of patients who relapsed, 77.8% of
these had low cytoplasmic expression of HMGB1 compared to high expression (p<0.05). Overall
survival was similar between patients with low versus high cytoplasmic HMGBI expression
(P=0.155). For IL-33, no significant results were found. However, we emphasize that the comparative
graph between High and Low expression of IL-33 versus relapse showed that 19% of patients with
IL-33 High expression had a disease relapse (p>0, 05). Thus, cytoplasmic HMGB1 expression was

associated with relapse and adjuvant chemotherapy in CMTN patients.

Keywords: HMGBI, IL-33, Triple negative breast cancer, immunofluorescence
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1.INTRODUCAO

O cancer ¢ um grupo de doencas complexas caracterizado pelo crescimento celular
descontrolado e capacidade de invadir tecidos adjacentes ou 6rgaos a distancia. Do ponto de
vista epidemioldgico, o cancer ¢ considerado a segunda causa de morte no mundo, tornando-se
um problema de satide mundial. No Brasil, estima-se que havera 704 mil casos novos de cancer para o
triénio de 2023-2025. Entre as mulheres, o cancer de maior incidéncia, excluindo o de pele nao
melanoma, ¢ o cancer de mama (INCA, 2023). De acordo com a Globocan, em 2018 a
incidéncia de cancer de mama foi de mais de 2 milhdes de casos no mundo (BRAY et al., 2018).
Para o Brasil, é estimado para cada ano do tri€nio 2023-2025 a ocorréncia de 73.610 casos
novos de cancer de mama. Correspondendo a um risco estimado de 66,54 casos novos a cada
100 mil mulheres. No Ceard, estima-se 21,49 casos novos de cancer de mama femenina para

cada 100 mil mulheres (INCA, 2023).

1.1 Cancer de mama e subtipos moleculares

O céancer de mama ¢ uma patologia complexa de alta heterogeneidade, na qual os tumores,
ainda que possuam histologia e clinica semelhantes, podem apresentar diferentes prognésticos e
diferentes respostas terapéuticas (CIANFROCCA; GRADISHAR, 2009). A busca de
marcadores de expressao de receptores hormonais (estrogeno e progesterona) marcou o inicio
da classificacdo molecular hé cerca de 30 anos atras. A partir de microarranjos de DNA foi possivel
classificar o cancer de mama em quatro subtipos moleculares: luminal A, luminal B, HER2 positivo e
Triplo negativo (PEROU et al, 2000.) Os subtipos estdo descritos na Tabela 1 (BARRETO-NETO et

al., 2014).
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Tabela 1 . Classificagdo dos subtipos moleculares de cancer de mama de acordo com o perfl

imunohistoquimico.
Subtipo Padrao Molecular
Luminal A RE (+) e/ou RP (+); HER2 (-); ki 67 < 14%
Luminal B RE(+) e/ou RP (+); HER2 (+) e/ou ki67 > 14%
Triplo Negativo RE (-) RP (-); HER2 (-)
HER2+ RE (-) RP (-); HER2 (+)

RE: receptor de estrogénio; RP: receptor de progesterona; HER2: receptor 2 do fator de crescimento
epidermico humano (BARRETO-NETO et al., 2014)

Os tumores luminais A e B tem como origem o epitélio luminal do ducto mamario, e
recebem essa denominagdo por conta da semelhanca das células neoplasicas com as celulas

mamarias normais do lumen dos ductos mamarios (SOTIRIOU et al, 2003).

O subtipo molecular luminal A, em comparagdo aos demais, apresenta melhor prognostico.
Tem como caracteristica receptores positivos para estrogénio (RE) e/ou progesterona (RP) e
negativos para superexpressao de HER2 (PEROU et al, 2000; SORLIE et al 2001; SOTIRIOU
et al 2003). O subtipo luminal B, apresenta receptores para hormonios positivos, expressando
também genes associados ao HER2. Por apresentar um maior nimero de genes associados a
proliferagdo celular tais como MKI67, CCNB1 e MYBL2, seu prognostico torna-se pior que o

subtipo luminal A (SORLIE et al, 2001; SORLIE et al, 2003).

O subtipo superexpressao de HER2, possui elevada expressao da oncoproteina HER2 e
revela negatividade para receptores hormonais (CIANFROCCA; GOLDSTEIN, 2004).
Apresenta o segundo pior prognostico. O subtipo triplo negativo apresenta o pior prognostico
em relacdo aos outros subtipos, no que se refere a sobrevida em cinco anos. Nao apresenta

receptores homonais nem expressao de HER2 (BARRETO-NETO et al, 2014)
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1.2 Cancer de mama triplo negativo

Dentro os subtipos de cancer de mama destacamos o Cancer de Mama Triplo Negativo
(CMTN), conhecido por ndo expressar em suas células receptores de estrogénio (RE),
progesterona (RP) e receptor do fator de crescimento epidérmico humano do tipo 2 (HER2)

(RYU et al., 2011).

O CMTN foi relatado na literatura pela primeira vez em 2005, sendo responséavel por
16% de todos os casos de cancer de mama (SHAH et al, 2012). Responde por 15% a 20% dos
casos de cancer de mama invasivo, com graus mais elevados ou metastases nodais frequentes e
geralmente se desenvolvem em uma taxa mais elevada em pacientes jovens (FOULKES;

SMITH; REIS-FILHO, 2010).

Devido a auséncia de receptores hormonais e expressio de HER2, o CMTN ¢
normalmente caracterizado por mau prognostico (PRAT et al, 2014; LUO et al, 2020).
Comparando o CMTN com outros subtipos de cancer de mama, o tempo de sobrevivenvia dos
pacientes ¢ menor, apresentando uma taxa de mortalidade de 40% nos primeiros 5 anos poés

diagnostico (DENT et al., 2007).

Ao adotar o método de analises gendmica na avaliagdo de casos de CMTN, varios subtipos
foram identificado ao longo dos anos. Esses estudos mostraram que este tipo de cancer €
notavelmente heterogéneo a nivel transcricional. Revelaram ainda que o CMTN pode ser
classificado em varios subtipos, com vias biologicas exclusivas para cada subtipo (JEZEQUEL

etal., 2015).

O cancer de mama triplo negativo (CTNM) ¢ uma entidade que apresenta uma
heterogeneidade histopatologica, transcriptomica e gendmica bem evidenciada. Contudo, o
tratamento desse tumor ¢ realizado de forma padrao nos regimes de quimioterapia (MARRA et

al, 2020). Do ponto de vista gendmico, os CTNM apresentam mutacdes somaticas em genes
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supressores tumorais cruciais, como o PTEN (Phosphatase and tensin homolog) e 7P53. Além
disso, foram descritas que 10% dos pacientes com CTNM apresentam mutagdes em genes
condutoras ou drivers como o PIK3CA, da via de sinalizacdo PI3K/AKT (KOBOLDT et al.,
2012). Assim, a procura por biomarcadores preditivos de resposta ao tratamento do CTNM

pode trazer beneficios e caminhar para a medicina de precisao.

1.3 Papel das citocinas no cancer de mama

O processo pelo qual o cancer de mama ¢ iniciado ainda ¢ desconhecido, por este motivo
varias hipoteses foram levantadas. Neste contexto, a inflamagdo foi proposta para mediar a
iniciacdo, promog¢do, angiogénese ¢ metdstase de tumores. Em um microambiente tumoral, a
inflamacdo compreende celulas imunologicas e fibroblastos ativadsque secretam citocinas,

quimiocinas e fatores de crescimento (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010).

Essas citocinas sdo os mediadores criticos da comunicacao entre as células neoplasicas no
microambiente tumoral inflamatério (CANDIDO; HAGEMANN, 2013). Particularmente em
Cancer de Mama, duas quimiocinas, IL-8 ¢ CCL2 regulam a angiogénese tumoral (BIECHE et
al., 2007), a sobrevivéncia e a metastase de células cancerosas (FANG et al., 2012). Essas duas
quimiocinas permitem o recrutamento de outras células, incluindo mondcitos, neutrofilos,

linfocitos T e células NK.

Algumas pesquisas consideraram que a IL-33 desempenha um importante papel na
progressdo do cancer de mama, por meio da diminuicdo da imunidade antitumoral inata e
aumento da acimulo intratumoral de células imunossupressoras. Foi constatado no modelo de
cancer de mama 4T1 um aumento dependente do tempo de IL-33 endogeno em ambos os niveis

de mRNA e metastase pulmonar durante a progressao do cancer (JOVANOVIC et al, 2014)

Outra importante citocina ¢ o fator de necrose tumoral-a (TNF-a), que em condi¢des
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normais, medeia a via inflamatoria e controla as células inflamadas. Em um ambiente
cancerigeno agressivo, o TnF-a ¢ produzido de forma excessiva pelos macréfagosassociados
ao tumor (TAMs) (WANG; LIANG; ZEN, 2014) regulando positivamente muitos genes
envolvidos na proliferacdo, invasdo e metastase de células cancerosas (KIM et al., 2012).

A inflamacdo ¢ uma resposta da imunidade inata a patégenos ou moléculas liberadas na
lesdo tecidual. Esta primeira linha ndo especifica de defesa ¢ formada a partir da ligagdo de
padroes moleculares associados ao dano (DAMPs) a um conjunto de receptores de
reconhecimento de padriao (PRRs), que incluem receptores Toll-like (TLRs) e inflamassomas.
Estes receptores detectam os DAMPs e elaboram uma resposta imunoldgica (FELDMAN;

ROTTER-MASKOWITZ; OKUN, 2015).

A inflamagdo desencadeada por DAMPs ¢ uma protecdo do organismo contra estimulos
prejudiciais, com tudo, se desregulada ou ndo resolvida a tempo, pode contribuir para o
desenvolvimento de doengas autoimunes, cardiovasculares, neurodegenerativas e cancer

(MEDZHITOV, 2010).

1.3.1 HMGBI1

A proteina do Grupo de Alta Mobilidade 1 conhecida como HMGBI ou anfoterina esta
entre o0s DAMPs mais estudados e foi evidenciada pela primeira vez em 1973 como uma
proteina cromossomica nao histona e nomeada por sua alta mobilidade eletroforética (KLUNE
et al., 2008). Pode ser secretada ativamente apds estimulagdo ou de forma passiva por células
danificadas ou que estejam em processo de morte (JUBE et al., 2012). O HMGBI extracelular
contribui para vdrias patologias, incluindo sepse, isquemia-reperfusdo, aterosclerose, artrite,
neurodegenera¢do, meningite e cancer. Muitos grupos de pesquisa exploraram opgdes
terapéuticas para regular o HMGB1 em modelos pré-clinicos produzindo dados promissores

(XUE et al., 2020).
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Como uma proteina multifuncional, o HMGBI1 exerce diferentes efeitos bioldgicos
desempenhando um importante papel na regulagdo da resposta imune inata e adaptativa, como

exemplificado na Figura 1.
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Figura 1: As multifungdes do HMGBI1. No nucleo regula o reparo de danos ao DNA ¢ a estabilidade do genoma
como uma proteina associada a cromatina ndo-histona e um acompanhante de DNA. No citoplasma ou nas
mitocondrias, o HMGBI1 aumenta a autofagia, inibe a apoptose e regula as fungdes das mitocondrias. Na
membrana, HMGB1 promove brotamento axonal e crescimento de neuritos. O HMGB1 pode ser transferido para
0 meio extracelular por duas vias: secre¢do ativa de células imunocompetentes ou liberagdo passiva de células
apoptoticas ou necrdticas, participando de respostas imunes (WANG, ZHANG, 2020)

Agentes quimioterapicos como doxorrubicina, oxaliplatina, ciclofosfamida, bortezomibe e
paclitaxel exercem seus efeitos antitumorais induzindo a morte celular imunogénica (MCI). A
MCI induz imunidade antitumoral por meio da liberagdo de DAMPs, incluindo HMGBI,
calreticulina, trifosfato de adenosina (ATP) e proteinas de choque térmico (ZHAY et al., 2023).
O HMGBI pode combinar-se com o receptor Toll-like 4 (TLR4) transmitindo sinais para
estimular a maturagdo de células, mediando assim a estimula¢dao imunologica (APETOH et al.,

2007).

Entre os DAMPs, o HMGBI1 ¢ o mais associado ao cancer. Apresenta papel dual no

contexto do microambiente tumoral, ora pode desencadear uma atividade antitumoral ou ora
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uma capacidade de promover a imunotolerancia, aumentando as células T reguladoras da

producdo de IL-10 (TANG et al., 2010). (LIU; FALO; YOU, 2011).

HMGBI1 ¢ o membro mais estudado da familia HMGB e esta associado a patogénese de
diferentes tumores incluindo Cancer Colorretal, Cancinoma Hepatocelular e cancer de pulmao
(LIetal., 2017a) (WU; YANG, 2018)(CHENG et al., 2020). A secrecao ativa de HMGB1 pode
promover a expressao de receptores induzindo a angiogé€nese assim como sua ligagdo a fatores

especificos pode promover o desenvolvimento de metastases (NIU et al., 2020)

HMGBI parece atuar de forma paradoxal durante o desenvolvimento e terapia do cancer.
A producdo excessiva de HMGBI1 causada por resposta inflamatéria cronica parece estar
associada a  tumorigénese. Combinando com RAGE (Receptor for Ad-
vanced Glycation End products), HMGBI1 desempenha um papel importante na regulacio da
ativacdo de células ovais do figado e assim contribuir com a carcinogénese hepatica associada

a inflama¢do em camundongos (PUSTERLA et al., 2013).

Um estudo de Yang e colaboradores (2020) em seus resultados forneceu evidéncias em que
o HMGBI acetilado pode interagir com GPX4 (Gluationa Peroxidase 4), levando ao estresse
oxidativo e inflamacao via NF-Kb em células de cancer de colon. Esses achados podem
identificar um novo mecanismo para terapia deste tipo de cancer (YANG et al., 2020).

Wang et al (2020) em seu estudo demonstrou que os neutrofilos dimCD62L aceleraram a
metastase pulmonar e que as intervengdes direcionadas ao eixo "neutréfilos dim HMGBI-
CD62L -NETs" poderiam inibir este processo. Os resultados deste estudo sugerem ainda que a
combinagdo de neutrofilos CD62Ldim e HMGB1 como um potencial marcador para metastase
pulmonar de cancer de mama e um novo alvo para prevencao e terapia futuras (WANG et al.,

2020).
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1.3.2 1IL-33 (Interleucina-33)

A interleucina-33 ¢ um membro da familia de citocinas IL-1 que inclui diversas
citocinas (SCHMITZ et al., 2005). A familia da IL-1 ¢ composta de 11 membros, tais como a
IL-1a, IL-1PB, IL-1RA, IL-18, IL-33, IL-36RA, IL-36 a, IL-36 B, IL-36 vy, IL-37 e IL-38
participantes como mediadores inflamatorios, estimulam a expressdo de integrinas em
leucdcitos e células endoteliais, por exemplo (DINARELLO, 2011) (SHEN et al 2018). A
citocina IL-33 ¢ considerada uma alarmina liberada apos dano celular e esta relacionada a
imunidade inata do tipo 2, imunidade adptativa e inflamacao, modulando ILC2 (Linfocitos
semelhantes ao inato), Th2 e a resposta dos macréfagos M2 que sao responsavel pelo controle

de infecgdes e reparo tecidual, assim como respostas alérgicas (MANTOVANI et al., 2019).

O efeito de citocina da IL-33 ¢ exercido apos sua ligacdo com seu receptor, conhecido
como ST2, que forma um heterodimero com o co-receptor de proteina acessoria da IL-1
(IL-1RACcP). Assim, com a ligacao IL-33/ST2 ¢ possibilitada a ativa¢do da via intracelular de
sinalizagdo. Dessa maneira, o sinal ¢ transduzido a partir da ativagdo de mediadores
intracelulares, principalmente a proteina adaptadora MYDS88, IRAKI1, IRAK4 e TRAF®,
resultando na ativag@o a jusante de vias como a da MAPK e do fator de transcricio NFkB,
classicamente envolvidas com a carcinogénese e com a inflamacao indutora de tumor. (LIEW;

GIRARD; TURNQUIST, 2016)

A liberagdo da IL-33 pode estar associado com estresse oxidativo e necrose tecidual
(GARLANDA; DINARELLO; MANTOVANI, 2013). Considerando que a inflamacao ¢ um
componente importante nas malignidades, isto tem levado ao desenvolvimento de estudos sobre
como a IL-33 desempenha papéis na melhoria da vigilancia do cancer e da imunidade contra o
tumor. Atualmente, os estudos sobre o papel da IL-33 em canceres tem seu foco voltado para o
microambiente tumoral, tomurigenese e respostas inflamatorias associadas ao tumor (SHEN;

LIU; ZHANG, 2018).
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Ademais, a IL-33 participa de respostas imunologicas adaptativa, em particular de
linfocitos auxiliares Th2, a partir da modulacao de células Treg, T CD4 + , ILC2 ,entre outras.
Tendo potencial devido ao estimulo a resposta imune Th2 de polarizar macréfagos teciduais
para sua ativagado alternativa ou também conhecidas como macrofago do tipo 2 (M2) (CHAN
et al., 2019). Embora a IL-33 tenha sido inicialmente estudada no contexto da alergia, infec¢ao
e inflamagdo, na ultima década essa citocina ganhou muita aten¢do na imunologia do cancer

(AFFERNI et al., 2018).

A IL-33 desempenha papéis pro-tumorigénicos, ou mesmo anti-tumorigénicos, cujo
efeito dual ou pleiotrépico estd associado a modulagdo do microambiente tumoral (LARSEN
et al., 2018). Em pacientes portadoras de cancer de mama foi observada uma maior expressao
de IL-33 e sST2 séricos quando comparadas ao controle,além de estarem correlacionados a um

pior prognodstico (YANG et al., 2015).

No cancer de mama, o pulmao é um dos locais mais comuns no desenvolvimento de
metastase. Shani et al. (2020) demonstraram que a expressao de IL-33 foi significativamente
maior na metastase pulmonar em comparagdo com outros locais neste tipo de cancer. Onde a
IL-33 derivada de FAC (Fibroblastos associados ao cancer) modifica o microambiente imune

metastatico conduzindo a inflamacao do tipo 2 (SHANI et al., 2020).

Em outro estudo foi demonstrado que niveis de IL-33 estdo positivamente
correlacionados com a expressdo de LPINI (enzima que converte o acido fosfatidico em
diacilglicerol) em células de cancer de mama humano. A inibicdo de JNK1/2 diminuiu a
expressdo de LPIN1 induzida por IL-33 reduzindo a proliferagcdo celular e a formagao de
colonias em células, demonstrando claramente que IL-33 ¢ um potente indutor da expressao de
LPINTI através da via COT-JNK1/2 podendo desempenhar importante papel na tumorigénese

da mama (KIM et al., 2021).
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Figura 2. Os multiplos papeis da IL-33 em malignidades
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A 1L-33 foi relatada como envolvida em diferentes caracteristicas do cancer, como oncogénese, crescimento
tumoral, metastase, neoangiogénese e evasdo da morte celular programada. No entanto, como um fator imuno-
associado, a IL-33 também demonstrou afetar a imunidade e o microambiente associado do cancer por meio de
células imunes, como células supressoras derivadas de mieloides (MDSC), células dendriticas (DC) e células T
reguladoras (Treg) (SHEN; LIU; ZHANG, 2018)
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2. JUSTIFICATIVA

O Cancer de mama triplo negativo (CTNM) ¢ um tipo de cancer altamente agressivo e sua
complexidade e caracteristicas muito heterogéneas fazem com que suas possibilidades
terapéuticas sejam limitadas (YIN et al., 2020). O tratamento primario estabelecido para
pacientes com CMTN ¢ a quimioterapia, tanto nos estagios iniciais como avan¢ado da doenca.
O mau prognostico dos pacientes e a falta de terapias especificas desenvolveram interesse na

busca por alvos moleculares, que poderiam ser utilizados (BIANCHINI et al., 2016).

Adicionalmente, com o desenvolvimento atual de terapias antitumorais experimentais
almejando a modulagdo de componentes do microambiente tumoral e do sistema imunolédgico,
reforga-se a importancia de produzir um conhecimento mais aprofundado quanto a relagao dos
diversos componentes da inflamacdo/imunidade com a carcinogénese e progressao tumoral no
cancer de mama triplo negativo, um subtipo tumoral que apresenta mau prognostico (CRUSZ
et al., 2015).

A busca por biomarcadores que possam direccionar ou predizer o progndstico do paciente
com CMTN sdo relavantes. Assim, estudos sobre a proteina HMGB1 em diversos tumores
tem mostrado resultados interessantes, alguns com potencial de inovagao propondo terapias a
base de inibidores de HMGB1. Wang e colaboradores mostraram que o aumento da expressao
de HMGB1 em CMTN esta positivamente relacionado com desenvolvimento de metastase a
distancia neste tipo de cancer (WANG et al., 2020).

Assim como o HMGBI a IL-33 ¢ uma alarmina cuja atividade vai além do seu potencial de
induzir a resposta imune, mas tem demonstrado também sua poténcia na inflamacao cronica e
ativacao de malignidades (SHEN; LIU; ZHANG, 2018). Neste contexto, a proteina HMGB1 e
IL-33 surgem como potencais marcadores para metastases em CMTN, com possibilidade de se

tornarem novos alvos para prevengao e uso em terapias futuras.
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3.0BJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a expressao das proteinas HMGBI1 e IL-33 em pacientes com Cancer de Mama

Triplo Negativo (CMTN) correlacionando com o prognostico da doenga.

3.2 Especificos

e Descrever os dados clinicos-patologicos das pacientes incluidas no estudo;

e Avaliar de forma semi-quantitativa a intensidade de expressao, assim como o percentual
da expressao citoplasmatica e nuclear de HMGB1 e expressdo de IL-33 em amostras

de biopsias de pacientes com CMTN;

e Associar a expressio de HMGBI e IL-33 com pardmetros clinicos de agressividade

tumoral como tamanho do tumor, presenca de metastase e recidiva;

e Associar a expressao de HMGBI1 com a sobrevida global dos pacientes.
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4.MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho do estudo
Trata-se de um estudo retrospectivo, observacional, longitudinal.

4.2 Aspectos Eticos

O presente trabalho foi aprovado pelo CEP - Comité de Etica em Pesquisa - do Hospital
Haroldo Juagaba/ Instituto do Cancer do Ceara (Numero CAAE: 18946313.3.0000.5528,
versdo 4). Os pacientes incluidos foram mantidos e garantidos o sigilo das informagdes e
identidades. Este estudo realizou-se de acordo com os padrdes de aconselhamento de pesquisas

em seres humanos, seguindo as recomendacdes de Boas Praticas Clinicas (BPC).

4.3 Populac¢ao e amostra
A populacdo estudada foi de pacientes com diagndstico de Cancer de Mama Triplo
Negativo. Foram incluidos no estudo 122 pacientes com CMTN atendidos no Hospital
Haroldo Juagaba do Instituto do Cancer do Ceara durante os anos de 2011 a 2020.

Figura 3. Fluxograma da coleta de amostras e delineamento experimental
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4.4Elegibilidade

4.4.1 Critérios de inclusao
Pacientes com diagndstico de cancer de mama triplo negativo (CMTN):
¢ Com dados clinicos no prontuario com informagdes suficientes para o adequado

preenchimento da ficha de coleta de dados;

4.4.2 Critérios de exclusao

o Com amostras sem material suficiente, dimensdes inadequadas e fixadas
de modo inadequado;

¢ Sem estudo prévio imunohistoquimico de Receptores de Estrogeno (RE),
Receptores de Progesterona (RP) e Receptor do Fator de Crescimento Epidermal

Humano 2. C-erbB2 (HER2/neu).

4.5 Variaveis do estudo:
As varidveis estudadas foram: idade, estadiamento, tipo de tratamento realizado
(cirtrgico, radioterapico, quimioterapico), acometimento de metastase, recidiva e sobrevida

global.

4.6 Montagem do Tissue Microarray (TMA)

Os blocos de parafina contendo excisoes cirargicas de CMTN proveniente do setor de
patologia do Instituto do Cancer do Ceard, e suas respectivas laminas, foram analisadas para
marcagdo de duas areas contendo os maiores percentuais de células tumorais pelo patologista.
A agulha de 2 mm (Quick Ray, UNITMA®) foi inserida na area previamente selecionada do

bloco doador para retirada do tecido. Em seguida, realizou-se a transferéncia para o bloco
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receptor de 60 pocos organizados da seguinte sequéncia: 4 casos de controles positivos nos
vértices, compostos por figado, pulmao, placenta e pele; adicionados de 28 casos, em duplicata,
de cancer de mama triplo negativo. Os controles positivos foram utilizados como forma de
garantir a especificidade dos marcadores utilizados no ensaio. Em conclusdo, obtivemos a

confecgao de 2 blocos de TMA contendo as amostras incluidas na pesquisa.

4.7Avaliacio da expressao de HMGBI1 por imunofluorescéncia

Foi realizada a microtomia com cortes histologicos de 2 pm de espessura em laminas
silanizadas do bloco de TMA previamente construido. A imunofluorescéncia foi iniciada pela
desparafinizagdo, e posterior permeabilizagdo com Triton X-100 0,2% em solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS). As laminas foram marcadas com anticorpo monoclonal anti-
HMGB1 mouse (diluicao 1:200) durante 12 horas a 4°C. Em seguida, as laminas foram lavadas
em PBS e incubadas com um anticorpo secundario conjugado alexa rabbit 633 anti-mouse
durante 45 minutos a temperatura ambiente. Os nucleos foram corados com DAPI por 10
minutos. Por fim, as laminas foram visualizadas usando microscopio de imunofluorescéncia
(Cytation, Biotec da Central Multiusuarios do NPDM). Em seguida, foi realizada a
quantifica¢do citoplasmatica da expressao por imunofluorescéncia para HMGBI, utilizando o

software FIJI, versao 1.53.

4.8 Imunoistoquimica para HMGBI1 e IL-33

Foi realizada a microtomia com cortes histologicos de 2 um de espessura em laminas
silanizadas. A imunoistoquimica foi efetuada através da técnica de EnVision automatizado da
Dako (Livre de biotina) com recuperagdo antigénica pelo calor. Foram usados anticorpos
monoclonais primarios para as proteinas HMGB1 (Invitrogen/Thermo Fischer Scientific, Clone

(GT348, Massachusetts, Estados Unidos) e IL-33 (Invitrogen/Thermo Fischer Scientific, Massachusetts,
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Estados Unidos). Foi utilizada o sistema de detec¢ao universal de alta sensibilidade, incluindo
bloqueador pré-diluido, anticorpo secunddrio Dako Envision + Dual Link System — HRP
(Agilent Dako, California, Estados Unidos) além do tetracloreto de diaminobenzidina (DAB,
Agilent Dako, California, Estados Unidos) como cromogeno. Foram utilizados controles
positivos (pele) e negativos da reacdo. As laminas foram visualizadas usando o microscopio

optico (NIKON, Modelo Eclipse EI).

4.9 Analise por Escore

A coloragdo por imunohistoquimica foi avaliada por profissional patologista, que
categorizou por escore as amostras baseadas na intensidade de expressdo de HMGB1 e IL-33,
sendo classificadas em quatro categorias: 0 = ausencia de imunoreatividade ou raras células
marcadas (< 5%); 1 = coloracdo discreta (>5% de células coradas) ou células moderamente
coradas; 2 = coloracdo moderada (>50% de células coradas) ou menos de 50% das células
intensamente coradas e 3 = coloragdo intensa (>50%) das células coradas. A classificacio por

escores foi adaptada a partir da publicagdao de Buskens et al, 2003 (BUSKENS et al, 2003).

4.10 Analise estatistica

A andlise estatistica, realizada com o software SPSS versdao 23.0 e GraphPad Prism®,
versdo 8.01. As andlises de associacdo foram realizadas utilizando o teste de Qui-qadrado de
Pearson ou Teste Exato de Fisher. Para andlises de sobrevida foram realizados o teste de Log
Rank Mantel x nas curvas de sobrevida de Kaplan Meier. Os resultados foram expressos como
mediana (minimo-mdximo) para categorizar alta e baixa expressdo, sendo as diferencas

consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.
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S.RESULTADOS

5.1 Dados clinicos e patologicos de pacientes com cdncer de mama triplo negativo

Conforme ilustrado na Tabela 2, dos 122 pacientes que fizeram parte do estudo 96 (79%)
possuiam idade igual ou superior a 40 anos e 26 (21%) possuiam idade inferior a 40 anos. Em
relacdo aos dados patologicos, foram analisados a presenca ou auséncia de invasao
linfovascular, o tipo histologico do tumor e o seu grau histoldgico, sendo excluidos do universo
amostral dessa andlise em particular os pacientes cujos dados ndo foram encontrados. A invasao
linfatica estava presente em 35% (36) dos pacientes analisados. Em relag¢do ao grau histologico
do tumor, na amostra analisada, predominaram tumores grau III, presentes em cerca de 61 %
(67) dos pacientes. Foram mais prevalentes também na amostra estudadas as neoplasias
malignas ductais, representando 85% (104) dos pacientes. Dentre os participantes, 36 (36%)
apresentaram tumor primario de classificacdo T3, o que representa um tumor maior que Scm
de acordo com a classificacio TMN. 46 (45%) ndo apresentaram metastase em linfonodos

regionais; 99 (98%) ndo apresentaram metastase a distancia.

Em relagdo a modalidade terapéutica adotada, percebeu-se uma nitida presenca da
quimioterapia neoadjuvante. Dentre os pacientes 64 (53%)ndo realizaram quimioterapia
neoadjuvante e 68 (57%) realizaram tratamento quimioterdpico adjuvante, ou seja, apds a
cirurgia. No grupo de pacientes que realizaram quimioterapia neoadjuvante 46% (18)
apresentaram resposta completa e 36% (14) apresentaram resposta parcial. Dentre todos os

pacientes 74% (83) ndo apresentaram recidiva local do tumor (Tabela 2).



Tabela 2 — Dados clinicos e patologicos de pacientes com cancer de mama
triplo negativo

Variaveis analisadas Numero de pacientes (%)
n: 122

Idade (anos)

<40 26 (21%)

> 40 96 (79%)

Historico familiar

Sim 62 (54%)

Nio 52 (46%)

Tipo histolégico

Ductal 104 (85%)

Outros 18 (15%)

Grau histolégico

I 4 (4%)

11 38 (35%)

I 67 (61%)

Tumor primario

TO 0 (0%)

T1 12 (12%)

T2 32 (32%)

T3 e T4 57 (56%)

Linfonodo

NO 46 (45%)

N1 28 (27%)

N2 26 (26%)

N3 2 (2%)

Metastase

MO 99 (98%)

M1 2 (2%)

Invasao Linfovascular

Ausente 67 (65%)

Presente 36 (35%)

Quimioterapia Neoadjuvante

Nao 64 (53%)

Sim 56 (47%)

Quimioterapia Adjuvante

Sim 68 (57%)

Nao 51(43%)

Resposta a Quimioterapia Neoadjuvante

Progressdo da doenga 7 (18%)

Resposta parcial 14 (36%)

Resposta completa 18 (46%)

Recidiva do Tumor

Nao 83 (74%)

Sim 30 (26%)

Classificacao TNM: T0, ndo ha evidéncia de tumor primario; T1, tumor < 2cm; T2 tumor >2cm e
<Scm; T3, tumor >5cm; T4, tumor de qualquer tamanho com extensdo direta a parede toraxica ou a
pele. NO, auséncia de metastase em linfonodos regionais; N1, metastase em linfonos axilares
homolaterais modveis; N2, metastase em linfonodos axilares homolaterais fixos ou metastase
clinicamente aparente; N3, metastase em linfonodos intraclaviculares homolaterias com ou sem
linfonos axilares. M0, auséncia de metastase a distancia; M1, metastase a distancia.
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5.2 Dados clinicos e patolégicos de pacientes com cdncer de mama triplo negativo segundo

a intensidade de expressdo do HMGBI.

Na figura 3 est4 representado a 4rea fluorescente em pm? indicando a positividade para
a expressdo de HMGBI (intervalo de 100 — 4000) realizado pela imunofluoréncia em 41
amostras contidas no TMA. O ponto de corte usado foi a mediana (309 um?) para classificar a

expressao de HMGBI1 como alta ou baixa foi escolhido.

De acordo com os dados da Tabela 3, ndo houve associagdo entre as variaveis clinico-
patoldgicas avaliadas (histérico familiar, faixa etéria, invasdo linfovascular, grau histoldgico,

estadiamento clinico e metastase) com a intensidade de expressao de HMGB1 (p>0,05).

A associagdo entre a expressdo de HMGBI1 e as varidveis de tratamento (Tabela 4)
evidenciaram que 67% dos pacientes que realizaram quimioterapia adjuvante tinham baixa
expressao de HMGBI1 de forma significativa (P=0,024) quando comparado com os de alta
expressao de HMGB1 (33% dos pacientes). As outras variaveis ndo apresentaram significancia

estatistica (P> 0,05).

A taxa de sobrevida global corresponde ao percentual de pacientes que ainda estao vivos
em um determinado periodo ap6s o diagnostico ou inicio de tratamento da doenga. A sobrevida
global em pacientes com alta expressao de HMGBI1 foi de 4,72 anos e para pacientes com
baixa expressdo de HMGBI este valor ndo foi determinado. A andlise estatistica evidenciou
que ndo houve significancia estatistica na sobrevida geral segundoa intensidade de expressao

do HMGBI1(p>0,05) (Figura 4).
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Figura 4. Determinagao do Cut off da quantificagdo pela intensidade de expressao de

HMGBI nuclear e citoplasmatica, em biopsias de cancer de mama triplo negativo.
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A intensidade de area fluorescente é representada para cada caso de cancer. A linha pontilhada indica a
fluorescéncia de HMGB1 detectada nas amostras analisadas. O ponto de corte usado foi a mediana (309 pm?).

HMGBI: High Mobility Group Box 1; Cut-off: Ponte de coorte.



32

Tabela 3: Associagdo entre a expressao de HMGBI1 e as variaveis clinico-patologicas em

pacientes com cancer de mama triplo negativo.

Baixa expressdo  Alta expressao p*
Historico Familiar
Sim 13 (60%) 6 (50%) 0,724
Nao 9 (40%) 6 (50%)
Faixa etaria
>4() 13(81%) 18 (78%) 0,999
<40 3 (19%) 5(22%)
Invasdo Linfovascular
Presente 7 (39%) 4 (36%) 0,999
Ausente 11 (61%) 7 (64%)
Grau histologico
Bem diferenciado 0 (0,0%) 2 (22%) 0,999
Moderadamente 4 (20%) 1 (11%)
Indiferenciado 16 (80%) 6 (67%)
Estadiamento clinico
I 3 (17%) 1 (13%) 0,641
IT- 11 15 (83%) 7 (87%)
T
T1-T2 10 (56%) 3 (38%) 0,672
T3-T4 8 (44%) 5(62%)
N
NO-N1 14 (78%) 5 (62%) 0,635
N2-N3 4 (22%) 3 (38%)
Metdstase
MO 16 (89%) 7 (87%) 0,999
M1 2 (11%) 1 (13%)

Para a analise comparativa das variaveis categoricas utilizou-se o teste Qui Quadrado de Pearson, exceto nos casos em que 0s
valores de frequéncia esperada foram < 5, nos quais o teste exato de Fisher foi adotado. O valor de p<0,05 foi considerado

significativo.
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Tabela 4: Associagdo entre a expressao de HMGBI e as varidveis de tratamento e recidiva em

pacientes com cancer de mama triplo negativo.

Varidvel HMGBI (area fluorescente) SignificAncia
Baixa expressao Alta expressao p*
OT neoadjuvante
Sim 7 (33%) 5 (42%) 0,716
Nao 14 (67%) 7 (58%)
Resposta a QT neo
DE/RC/RP 5 (83%) 4 (80%) 0,999
Progressao 1 (17%) 1 (20%)
OT adjuvante
Sim 16 (100%) 8 (67%) *0,024
Nao 0 (0,0%) 4 (33%)
Radioterapia
Sim 17 (81%) 10 (83%) 0,999
Nao 4 (19%) 2 (17%)
Tipo de cirurgia
Quadrantectomia 11 (50%) 3 (25%) 0,274
Mastectomia 11 (50%) 9 (75%)
Recidiva
Sim 4 (19%) 5 (45%) 0,213
Nao 17 (81%) 6 (55%)

Para a analise comparativa das variaveis categoricas utilizou-se o teste Qui Quadrado de Pearson, exceto nos casos em que 0s
valores de frequéncia esperada foram < 5, nos quais o teste exato de Fisher foi adotado. O valor de p<0,05 foi considerado

significativo. DE: Doenga estavel, RC: Resposta completa. RP: Resposta parcial. “p<0,05 - Teste Exato de Fisher
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Figura 5: Sobrevida mediana estratificada pela intensidade de expressaio de HMGB1 em

pacientes com cancer de mama Triplo Negativo.
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A analise de Kaplan-Meier mostra que ndo ha diferenca na sobrevida mediana de cinco anos nos subgrupos de
cancer de mama triplo-negativo de pacientes que apresentam expressdo de HMGBI alta ou baixa. O valor P foi

obtido pelo teste de log-rank das curvas de Kaplan-Meier. IC = intervalo de confianga; HR = razdo de risco.
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5.2 Dados clinicos e patolégicos de pacientes com cdncer de mama triplo negativo segundo

a localizacdo da expressio do HMGBI (citoplasmadtica).

Os resultados apresentados na Tabela S mostraram que nao houve associagao (P >
0,05) entre a expressao de HMGBI1 citoplasmatica e as variaveis clinico-patologicas
(historico familiar, invasdo linfovascular, grau histoldgico, estadiamento clinico e

metastase) nos pacientes com CMTN.

Por outro lado, a associacdo entre a expressdo de HMGBI citoplasmatica e as
variaveis de tratamento e recidiva (Tabela 6) indicaram que entre os pacinetes que
apresentam recidiva, 77,8% apresentam baixa expressio de HMGBI citoplasmadtica e

22,2% apresentam alta expressao de HMGBI citoplasmatica (P= 0,046).

A andlise da sobrevida global estratificada pela expressdao de HMGBI citoplasmatica
(Figura 5) mostrou que ndo ha diferenga na sobrevida global de pacientesque apresentaram alta
ou baixa expressao de HMGBI citoplasmatica (p=0,155). Asobrevida mediana de pacientes
com baixa expressdo de HMGBI citoplasmatica foi de 4,76 anos, o0 mesmo parametro nao foi

calculado para pacientes com alta expressao.
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Tabela 5: Associagdo entre a expressdo de HMGBI citoplasmatica e as variaveis clinico-

patologicas em pacientes com cancer de mama triplo negativo.

HMGBI (citoplasmatica) Significancia
Variavel
Baixa expressdo  Alta expressao p*
Historico Familiar
Sim 10 (67%) 10 (50%) 0,491
Nao 5(33%) 10 (50%)
Faixa etaria
>40) 15 (71%) 21 (91%) 0,125
<40 6 (29%) 2 (9%)
Invasao Linfovascular
Presente 3 (27%) 8 (42%) 0,466
Ausente 8 (73%) 11 (58%)
Grau histologico
Bem diferenciado 1 (7%) 1 (5%) 0,957
Moderadamente 3 (21%) 4 (20%)
Indeferenciado 10 (72%) 15 (75%)
Estadiamento clinico
I 3 (21%) 1 (7%) 0,595
IT- 11 11 (79%) 13 (93%)
T
T1-T2 6 (46%) 7 (54%) 0,999
T3-T4 7 (54%) 6 (46%)
N
NO-N1 8 (62%) 11 (85%) 0,378
N2-N3 5 (38%) 2 (15%)
Metdastase
MO 10 (77%) 13 (100%) 0,220
Ml 3 (23%) 0 (0,0%)

Para a analise comparativa das variaveis categoricas utilizou-se o teste Qui Quadrado de Pearson, exceto nos casos em que os
valores de frequéncia esperada foram < 5, nos quais o teste exato de Fisher foi adotado. O valor de p<0,05 foi considerado

significativo.
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Tabela 6: Associagdo entre a expressao de HMGBI citoplasmatica (cHMGBI1) e as variaveis

detratamento e recidiva em pacientes com cancer de mama triplo negativo.

Varidvel cHMGBI1 SignificAncia
Baixa expressdo  Alta expressao p*
OT neoadjuvante
Sim 7 (50%) 5 (25%) 0,163
Nao 7 (50%) 15 (75%)
Resposta a QT neo
DE/RC/RP 6 (100%) 3 (60%) 0,181
Progressao 0 (0,0%) 2 (40%)
OT adjuvante
Sim 11 (73%) 14 (70%) 0,999
Nao 4 (27%) 6 (30%)
Radioterapia
Sim 13 (87%) 15 (79%) 0,672
Nao 2 (13%) 4 (21%)
Tipo de cirurgia
Quadrantectomia 6 (40%) 8 (40%) 0,999
Mastectomia 9 (60%) 12 (60%)
Recidiva
Sim 7 (47%) 2 (11%) *0,046
Nao 8 (53%) 16 (89%)

DE: Doenga estavel, RC: Resposta completa. RP: Resposta parcial.

* p<0,05 - Teste Exato de Fisher.
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Figura 6: Sobrevida global estratificada pela expressao citoplasmatica de HMGB1 em

pacientes com cancer de mama Triplo Negativo.
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A analise de Kaplan-Meier mostra que ndo ha diferenga na sobrevida global em pacientes com cancer de mama
triplo-negativo que apresentam expressao citoplasmatica alta e baixa de HMGBI1. O valor P (p=0,155) foi obtido

pelo teste de log-rank das curvas de Kaplan-Meier.



39

Figura 7: Fotomicrografias da expressdo citoplasmatica de HMGB1 por imunofluorescéncia

nos pacientes com cancer de mama triplo negativo.
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Fotomicrografias representativas da expressdo de HMGB1 por imunofluorescéncia na escala de 100 pm capturadas no
microscopio de imunofluorescéncia CYTATION (Central multiusuarios do NPDM). HMGB1: High Mobility Group Box 1
DAPI: marcador de nucleo. MERGE: co-marcag¢dao do DAPI e HMGBI.
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5.4 Dados clinicos e patologicos de pacientes com cdncer de mama triplo negativo segundo

a expressdo do HM GBI pela imunohistoquimica.

De acordo com os resultados obtidos entre a associa¢ao das varidveis clinico-patoldgias
(historico familiar, faixa etéria, invasdo linfovascular, grau histoldgico, estadiamento clinico e
metastase) e a avaliacdo por escores de HMGBI1 dos pacinetes com CMTN, ndo foram

encontrados valores significativos (p>0,05) (Tabela 7).

Pelos valores encontrados na Tabela 8, que avalia a associacdo entre as variaveis de
tratamento e recidiva e os Escores de HMGBI, encontramos asssociacdo significativa
(p=0,037) entre a gimuioterapia neoadjuvante dos pacientes com CMTN e os valores de
HMGBI. Dos pacientes que realizaram QT neoadjuvante 5 (100%) apresentaram valores
escores de HMGBI entre 1 -2. E dos pacientes que ndo realizaram quimioterapia neoadjuvante

11 (61,1%) apresentaram valores de escore 0 (zero) de HMGBI.
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Tabela 7: Associagdo entre os escores de imunohistoquimica para HMGBI1 e as varidveis

clinico-patologicas em pacientes com cancer de mama triplo negativo.

HMGBI1 (escores IHQ) Significancia
Variavel
Escore 0 Escore 1 -2 p*
Historico Familiar
Sim 6 (55%) 6 (46%) 0,999
Nao 5 (45%) 7 (54%)
Faixa etaria
>40 12 (100%) 10 (83%) 0,478
<40 0 (0%) 2 (17%)
Invasao Linfovascular
Presente 6 (60%) 4 (33%) 0,33913
Ausente 4 (40%) 8 (67%) 0,391
Grau histologico
Bem diferenciado 0 (0%) 1 (8%)
Moderadamente 2 (17%) 2 (17%) 0,590
Indeferenciado 10 (83%) 9 (75%)
Estadiamento clinico
I 4 (40%) 0 (0%) 0,086
IT- 11 6 (60%) 10 (100%)
T
T1-T2 7 (88%) 4 (44%) 0,131
T3-T4 1 (12%) 5 (56%)
N
NO-N1 7 (100%) 7 (78%) 0,475
N2-N3 0 (0%) 2 (22%)
Metdastase
MO 8 (100%) 9 (100%) 0,999
Ml 0 (0%) 0 (0%)

Para a analise comparativa das variaveis categoricas utilizou-se o teste Qui Quadrado de Pearson, exceto nos casos em que os

valores de frequéncia esperada foram < 5, nos quais o teste exato de Fisher foi adotado. O valor de p<0,05 foi considerado

significativo.
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Tabela 8: Associagdo entre a expressdo de HMGBI1 e as variaveis de tratamento e recidiva

em pacientes com cancer de mama triplo negativo.

Varidvel HMGBI1 (escores IHQ) Significancia
Escore 0 Escore 1-2 p*
OT neoadjuvante
Sim 0 (0%) 5 (42%) 0,037*
Nao 11 (100%) 7 (58%)
OT adjuvante
Sim 11 (92%) 8 (67%) 0,316
Nao 1 (8%) 4 (33%)
Radioterapia
Sim 9 (82%) 11 (92%) 0,590
Nao 2 (18%) 1 (8%)
Tipo de cirurgia
Quadrantectomia 6 (50%) 5(42%) 0,999
Mastectomia 6 (50%) 7 (58%)
Recidiva
Sim 2 (17%) 5 (50%) 0,171
Nao 10 (83%) 5 (50%)

DE: Doenga estavel, RC: Resposta completa. RP: Resposta parcial.
*p<0,05 - Teste Exato de Fisher.

Para a andlise comparativa das variaveis categoricas utilizou-se o teste Qui Quadrado de Pearson, exceto nos casos em que 0s
valores de frequéncia esperada foram < 5, nos quais o teste exato de Fisher foi adotado. O valor de p<0,05 foi considerado

significativo.
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Figura 8: Fotomicrografias da expressdo de HMGBI por imunohistoquimica nos pacientes

através da analise de escores de intensidadede de marcagao.
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Fotomicrografias representativas da expressdio de HMGBI1 por imunohistoquimica na escala de 100 um capturadas no
microscopio optico.

HMGBI1: High Mobility Group Box 1.
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5.5 Dados clinicos e patolégicos de pacientes com cdncer de mama triplo negativo segundo

a expressdo do IL-33 por imunohistoquimica.

Foram analisadas as ldminas de TMA oriundos de 40 dos 122 pacientes incluidos na
pesquisa, sendo processadas por imuno-histoquimica (IHQ) e quantificadas quanto a expressao
da IL-33 a partir da contagem de células coradas pelo método. Foi calculada a mediana dos
valores da quantificagdo e determinada como ponto de corte ou “cut-off”, sendo as amostras
com valor de quantificagdo acima desse ponto agrupadas como “high” (grupo com maior
expressao da IL-33) e as amostras com valor abaixo, agrupadas como “low” (grupo com menor

expressao da [L-33), como ilustrado na Figura 9

De acordo com dados expressos na Tabela 9, a relagdo entre a expressao alta ou baixa
de IL-33 e as varidveis de historico familiar, invasdo linfatica e vascular, grau de diferenciacao,

estadiamento e metastase ndo apresentaram significancia estatistica.

Quando analisados a presenca de invasdo vascular e linfatica a partir do exame
anatomopatologico da peca cirtirgica, percebeu-se uma leve tendéncia de maior presenca desses
fatores no grupo de menor expressdo da IL-33, sendo que cerca de 54 % dos pacientes que as
apresentaram faziam parte do grupo low. Em relagdo ao estadiamento no momento do
diagndstico, observou-se uma pequena tendéncia na categoria de menor expressao da 11-33 de
diagndsticos ja em estagios mais avangados da doenca, havendo uma exigua diferenca quanto
aos pacientes no estagio III nesse grupo. A avaliagdo comparativa entre a expressao de 1L-33
High e Low e os dados de recidiva do tumor, ndo apresentou significancia estatistica (p>0,05),

conforme a Figura 10.

Adicionalmente, o grafico da sobrevida global versus a expressao de HMGBI e 1L-33,
mostrou que ndo ha relagdo significativa entre e sobrevida global e a expressio HMGB1

High/IL-33 Higt e HMGBI1 Low/IL-33 Low (p=.0,83), como mostrado na Figura 11.
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Figura 9. Fotomicrografias da expressao de IL-33 na IHQ, demonstrando o grupo High e Low

CASO 1 CASO 2

IL-33 Low

IL-33 High

CASO 3 CASO 4
4000 =
©
@ 3000 7
: I\
-]
u; Alta
g 2000 = Expressédo
-
©
£
S e ———— Cutoff
3
E 10007 Baixa
Expressao
0

IL33 IHQ quantif

A expressdao da imunomarcagdo de IL-33 ¢é representada para cada caso de cancer. A linha pontilhada indica o

numero de células marcadas nas amostras analisadas. O ponto de corte usado foi a mediana (1.297 células).

IL-33: interleucina-33; Cut-off: Ponte de coorte.
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Tabela 9: Associagdo entre a expressao de IL-33 e as variaveis clinico-patoldgicas de
pacientes com cancer de mama triplo negativo por imunohistoquimica.

IL-33 (expressao IHQ) Significancia
Variavel Baixa expressao Alta expressao .
(0-1) (2-3) P
Historico Familiar
Nao 7 (33%) 7 (35%) 0,999
Sim 14 (67%) 13 (65%)
Invasdo Linfdtica
Ausente 13 (68%) 11 (65%) 0,999
Presente 6 (32%) 6 (35%)
Invasdo Vascular
Ausente 13 (65%) 11 (61%) 0,999
Presente 7 (35%) 7 (39%)
Grau diferenciacdo
Bem diferenciado 0 (0,0%) 1 (6%) 0,053
Moderadamente 6 (40%) 1 (6%)
Indiferenciado 9 (60%) 14 (88%)
Estadiamento clinico
I 3 (18%) 3 (18%) 0,930
II 7 (41%) 8 (47%)
11 7 (41%) 6 (35%)
T
pT1 6 (33%) 5(26%) 0,737
pT2 10 (56%) 10 (53%)
pT3 2 (11%) 3 (16%)
pT4 0 (0%) 1 (5%)
N
pNO 10 (50%) 15 (75%) 0,217
pN1 5(25%) 4 (20%)
pN2 3 (15%) 0 (0%)
pN3 2 (10%) 1 (5%)
Metastase
MO 15 (100%) 15 (94%) 0,999
MI 0 (0%) 1 (6%)

Para a analise comparativa das variaveis categoricas utilizou-se o teste Qui Quadrado de Pearson, exceto nos casos em que os valores

de frequéncia esperada foram < 5, nos quais o teste exato de Fisher foi adotado. O valor de p<0,05 foi considerado significativo.
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Figura 10. Grafico comparativo entre os pacientes que apresentaram recidiva da doenca

estratificados entre IL-33 High e IL-33 Low
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Para a analise comparativa da recidiva utilizou-se o teste Qui Quadrado de Pearson. O valor de p >0,05 foi considerado nao

significativo

Dos pacientes analisados, aqueles que ndo apresentaram recidiva 18 (44%) tiveram
expressdo Low IL-33 e 11 (27%) expressao High IL-33. Dentre os que apresentaram recidiva,

4 (10%) tiveram expressdao Low IL-33 e 8 (19%) expressdao High IL-33.



Figura 11. Sobrevida global estratificada pela expressao High e Low de HMGBI e 1 IL-33

em pacientes com Cancer De mama Triplo Negativo
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A analise de Kaplan-Meier mostra que ndo ha diferenga na sobrevida global estratificada em pacientes com
cancer de mama triplo-negativo que apresentaram expressao HMGBI1 e IL-33 high e HMGB1 e IL-33 low. O
valor P (p=0,83) foi obtido pelo teste de log-rank das curvas de Kaplan-Meier
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6. DISCUSSAO

Alarminas, ou padrdes moleculares associados a danos (DAMPs), sdo elementos
criticos da resposta imunologica ao sofrimento tecidual. Em muitas condi¢des inflamatorias, as
alarminas sdo liberadas no meio extracelular e se ligam a receptores especificos para estimular
a ativacdo de células imunoldgicas inatas, diferenciagao celular, morte celular e secrecao de
mediadores inflamatorios (BOTEANU et al., 2017). No presente trabalho, avaliamos duas
alarminas, o HMGB1 (High Mobility Group Box 1) e a IL-33 (Interleucina-33), conhecidas

como biomarcadores de progndstico em pacientes com CTNM.

Cerca de 6% das pacientes diagnosticadas com cancer de mama sdo mulheres jovens e
embora represente uma propor¢ao pequena, isso nao diminui seu impacto na saude publica. O
cancer de mama em mulheres jovens (<40 anos) ¢ diferente do cancer de mama em mulheres
com mais de 40 anos, tendo como caracteristicas receptor de estrogénio negativo, posi¢ao
multicéntrica, maior grau histoldgico, tumores triplo negativos e Ki-67 elevado (ERIC et al.,
2018). Dos pacientes incluidos no presente estudo, 21% foi de mulheres jovens. Esse perfil nos
permitiu avaliar com maior acurécia os dois perfis populacionais relativamente a expressao dos
marcadores em estudo. Contudo, ndo se observou diferenga destes marcadores em relagdo a

idade das pacientes.

Por outro lado, a expressio de HMGBI1 citoplasmatica baixa apresenta associagao
significativa com a recidiva dos pacientes com cancer de mama triplo negativo.
Adicionalmente, outra alarmina, como a I1-33, apresentou resultados importantes evidenciando

o papel de biomarcador como preditores do prognostico nesses pacientes.

O HMGBI ¢ altamente secretado por células de cancer de mama triplo negativo e sua
imunorreatividade citoplasmatica estd associada tanto a infiltragdio de células T (Treg)

reguladoras no estroma tumoral quanto ao mau progndstico (HUBERT et al., 2021). No
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presente estudo, foi evidenciada uma associacao significativa entre a expressao de HMGBI1 e
recidiva dos pacientes, onde a baixa expressao citoplasmatica desta alarmina se associou com
o aumento de recidiva da doenga. Contudo, o papel do HMGBI1 parece controverso (HUBERT
etal., 2021; SUN et. al; 2015). Um estudo avaliou pacientes com cancer de mama basal-simile,
0s quais, ao exibirem uma expressdo citoplasmatica de HMGB1 em 0%-10% ou >10% de
células tumorais, apresentaram uma pior sobrevida livre de doenca (HUBERT et al., 2021).
Esse mesmo estudo, demonstrou que a neutralizagdo de HMGB1 em modelos murinos gera um
aumento da eficacia da imunoterapia anti-PD1 (HUBERT et al., 2021). Outro estudo comparou
pacientes com cancer de mama versus lesdes benignas da mama versus tecidos adjacentes
tumorais quanto aos niveis séricos de HMBGI1. De forma interessante, o grupo cancer
apresentou HMGBI sérico significativamente elevado (SUN et al, 2015) . A presencga sérica do
marcados indica uma liberagdo a partir de fontes de lesdo celular, como em tumores, sugerindo
seu envolvimento no desenvolvimento e progressio do cancer de mama. E licito salientar que
nosso estudo avaliou exclusivamente amostras tumorais de pacientes com CTNM. Assim,
possivelmente, a contribuicio do HMGBI1 na patogénese do cancer de mama pode diferir
quando se observam tumores de tipos moleculares diferentes.

Esse perfil de expressao citoplasmatica de HMGBI1 ndo ¢é, contudo, especifico em
cancer de mama. A coloragdo imunohistoquimica em carcinoma ovariano, por exemplo,
apresenta-se como positiva para a proteina HMGBI identificada principalmente no citoplasma
(LL; WEIL 2018). As taxas de expressao positiva de HMGB1 em carcinoma ovariano e tecidos
normais paracarcinoma foram 61,67% (37/60) e 13,33% (8/60), respectivamente (LI; WEI,
2018). Portanto, a identificacdo do HMGBI1 apresenta-se com um potencial prognostico,
somente, e ndo diagndstico.

O tratamento do cancer engloba véarios pilares desde a cirurgia, passando pela

radioterapia, quimioterapia, terapia alvo dirigida e mais recentemente a imunoterapia. Vale
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destacar que o tratamento a base de antineopldsicos quimioterdpicos trouxe um ganho no
controle sistémico da doenga, aumentando a sobrevida livre de doenca e a sobrevida global dos
pacientes com cancer de mama (TESHOME; HUNT, 2014) Devido a auséncia de receptores
hormonais e expressdo de HER2, o CMTN ¢é normalmente caracterizado como de mau progndstico
(PRAT et al, 2014). Comparando o CMTN com outros subtipos de cancer de mama, tanto a sobrevida
global quanto a livre de doenga sdo substancialmente menores, apresentando uma taxa de mortalidade
de 40% nos primeiros 5 anos apos o diagnostico (DENT et al., 2007). Ao analisarmos os 122
pacientes com CMTN incluidos no nosso estudo, foi verificado que 46% e 36% dos pacientes
apresentaram resposta completa e parcial a quimioterapia neoadjuvante, respectivamente.
Adicionalmente, nossos achados evidenciaram que os escores de imunomarcacdo de HMGB1
por imuno-histoquimica foi maior no grupo que receberam a quimioterapia neoadjuvante.
Provavelmente, a quimioterapia atua, ao gerar um estresse sobre as células tumorais, como um
potencializador da expressao deste DAMP. Quando da andlise pormenorizada da localizagao
nos compartimentos celulares por imunofluorescéncia, percebeu-se que a este ensaio permite
uma melhor compreensdo de seu papel de alarmina. Desta forma, ¢ lucido sugerir a
implementa¢do de ambos os ensaios para se permitir uma melhor andlise do papel desse

marcador no cancer.

Um aspecto importante ¢ a heterogeneidade celular do microambiente tumoral dos
CMTN. Sabe-se que o microambiente tumoral (MAT) dos CMTN em tumores metastaticos
difere quando comparados aqueles em estagios precoces ou iniciais, tendendo a haver menor
infiltracao de linfocitos infiltrantes de tumor (TIL’s), Linfocitos CD8+ e células dendriticas e
menor expressdo de genes imunomoduladores, como aqueles relacionados ao interferon em

pacientes metastaticos. (BIANCHINI et al., 2022)

Li e colaboradores (2016) analisaram 237 pacientes com cancer de mama que receberam

a quimioterapia neoadjuvante. Destes, apenas 34% dos pacientes eram do subtipo triplo
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negativo. Os autores verificaram que o aumento do percentual de linfocitos infiltrantes de tumor
(TILs) apresentam uma melhor resposta a quimioterapia neoadjuvante e melhor sobrevida em
pacientes com CMTN (LI et al., 2016). Assim, a avaliagdo de linfocitos infiltrantes de tumor

(TILs) pode se tornar um marcador importante nos tumores de mama triplo negativo.

Lee e colaboradores (2016) demonstraram que a expressao nuclear de HMGBI nao se
associada ao grau histologico ou aos niveis de TIL. Adicionalmente, verificaram que nem a
expressao citoplasmatica nem nuclear de HMGB1 mostrou significado prognostico em CMTN.
Por outro lado, observaram que a expressao citoplasmatica de HMGBI esta associada aos niveis
de TIL no cancer de mama em geral (LEE et al.; 2016). Esses achados sdo alinhados aos nossos,
uma vez que verificamos que a baixa expressao de HMGBI citoplasmatica contribui para uma
maior recidiva. Contudo, ndo avaliamos essa varidvel em relagdo ao perfil de TILs no presente

estudo.

Cabe salientar que o CMTN apresenta pior sobrevida global quando comparado aos
pacientes nao-triplo negativo (LI et al., 2017b). Ao analisarmos a sobrevida global dos nossos
pacientes, observamos que ndo houve diferenga significativa na sobrevida global em fun¢ado de
expressdo alta e baixa de HMGBI1. Nossos achados vao ao encontro com os apresentados pelo
estudo de Hubert e colaboradores (2021). Os pesquisadores mostraram que nao houve diferenga
significativa na taxa de sobrevida de pacientes em 5 anos de acordo com a expressao da proteina
de HMGBI1 (HUBERT et al., 2021). Nossos resultados mostraram que ndao houve impacto na

sobrevida global do HMGBI1 nos pacientes incluidos no estudo.

Em nosso estudo avaliamos o papel de outra alarmina, a IL-33. Em estudo de Yang e
colaboradores (2015) foi observado que a concentragao sérica de IL-33 e ST2 € respectivamente
12x e 4x maior em pacientes com cancer de mama do que em voluntérios saudaveis, indicando
que as mudangas na expressdo de IL-33/ST2 podem estar associadas ao cancer de mama

(YANG et al., 2015). Outro estudo realizado também em pacientes acometidas por cancer de
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mama, foi verificada uma maior expressdo de IL-33 sérica em pacientes com cancer quando
comparadas aquelas com doengas mamarias benignas, assim como maior expressao de 1L-33
em tecidos estritamente neoplasicos em comparagdo aos tecidos adjacentes nao tumoral (LIU

etal., 2014).

No presente trabalho foram avaliadas 39 amostras de pacientes com CMTN onde,
embora ndo tenhamos encontrado resultados significativos estatisticamente relacionando a
expressdo alta ou baixa de IL-33 e as variaveis clinicas, podemos observar que existe um
aumento de pacientes que apresentaram alta expressdo de IL-33 no grupo daquelas que
recidivaram. Porém, tal achado ndo apresentou significancia estatistica. Assim, faz-se
necessario o aumento do nimero de amostras de pacientes incluidos no estudo e estratificados
entre os dois grupos e aliar a outros métodos investigativos, como a imunofluorescéncia ¢ o

histoescore.

Dentre os tumores de mama, existe um subtipo que expressdo receptores hormonais,
conhecidos como tumores Luminais. Os pacientes que apresentam esse subtipo molecular sdo
tratados, na sua grande maioria, com o Tamoxifeno apresentando boas taxas de resposta.
Contudo, existe um percentual de pacientes que sdo resistentes ao tratamento com o tamoxifeno.
Nesse sentido, Hu e colaboradores (2017) demonstra que o aumento da expressao de IL-33 em
células de cancer de mama resulta em resisténcia a inibi¢do do crescimento tumoral na vigéncia
do tratamento com tamoxifeno (HU et al., 2017). Curiosamente, nossos resultados nao
mostraram significancia estatistica quanto a expressdo da IL-33 versus as varidveis de

tratamento nos pacientes CMTN.

Em um outro estudo, os pesquisadores quantificaram pela técnica de imunoensaio de
ELISA os niveis das citocinas HMGB1, RAGE e IL-33 no soro de 50 pacientes com cancer de
mama. Os autores evidenciaram que os niveis de HMGBI foi 3,4x superior ao grupo de

individuos saudaveis. Esse aumento sérico de HMGBI1 teve associacdo com o tamanho tumoral
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T4 quando comparado com os T1-T2. Em adi¢do, os autores mostraram que os niveis de 1L-33
estdo aumentados no grupo de pacientes com cancer de mama versus o0 grupo niao cancer.
Quando verificado a associagdo com o estagio tumoral, houve aumento de IL-33 em tumores
T4 quando comparado aos estagios 1 e 2 (HANTOOSH; KADHIM, 2022). Esses dados
mostram o papel importante dessas alarminas no cancer de mama, sem especificar o subtipo
molecular. No presente trabalho, foi observado que o aumento na expressdo de HMGBI se
associou de forma limitrofe com o estadiamento (p=0,08). Novamente, o nimero de amostras

pode ter relagcdo com este resultado.
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7. CONCLUSAO

Em nosso estudo concluimos que a expressao de HMGBI citoplasmatica esta associada
com a recidiva e a quimioterapia adjuvante em pacientes com CMTN. Nao foi encontrada
relagdo significativa entre a expressao de HMGBI e a sobrevida global dos pacientes. A
alarmina IL-33 ndo apresentou valor progndstico no pacientes com cancer de mama triplo

negativo.
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