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Resumo

O cancer possui uma importancia inegavel no cenario mundial, uma vez que é classificado
como a segunda maior causa de morte no mundo todo, ficando atras apenas das doencas
cardiovasculares. A incidéncia dos mais variados tipos de cancer tem aumentado em todo o
mundo, e isso ocorre devido ao aumento da expectativa de vida, bem como da crescente
exposicdo da populacdo a fatores de risco. Entre os diversos tipos de cancer, o de mama
apresenta-se como um grave problema de satde publica, sendo o segundo tipo mais frequente
no mundo e o primeiro na populagdo feminina. Tem sido demonstrado que o cancer de mama
pode ser classificado em subgrupos biologicamente e clinicamente distintos e um subgrupo que
tem recebido muita atencdo é o subtipo triplo negativo (TN). A interacdo entre 0s tumores e seu
microambiente imunoldgico é complexa e dificil de decifrar e nesse contexto, tem sido
demonstrada a significancia do fator de transcricdo FOXP3 na carcinogénese, uma vez que 0
namero de células tumorais expressando FOXP3 é um parametro significativo no prognéstico
da doenca em ambos os casos de tumores de mama, invasivo e ndo invasivo. Dessa forma, o
objetivo deste trabalho foi realizar uma anélise protéica do fator de transcricdo FOXP3 em 38
amostras de tecidos tumorais TN, através da técnica de imunohistoquimica com anticorpo
monoclonal especifico para FOXP3 humano. Observou- se que a maioria das pacientes
(84,21%) apresentou expressao elevada de FOXP3 predominantemente em nivel citoplasmatico,
mas que esta elevada expressdo ndo foi positivamente associada a nenhum pardmetro
prognostico. Assim sendo, devido ao fato do gene FOXP3 ter uma elevada expressdo nas
amostras TN, pode-se sugerir que ele é um candidato a futuras investigacbes em amostras
maiores e em outros subtipos de cAncer mamario.
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Abstract

The cancer has an undeniable importance on the world stage, since it is ranked as the second
leading cause of death worldwide, behind only cardiovascular diseases. The incidence of
various cancers has increased worldwide, and this is due to the increase in life expectancy, as
well as the increasing exposure of the population to risk factors. Among the different types of
breast cancer presents itself as a serious public health problem, being the second most common
type in the world and the first in the female population. It has been shown that breast cancer can
be classified into biologically and clinically distinct subgroups and a sub-group that has
received a lot of attention is the triple negative subtype (TN). The interaction between tumors
and its immune microenvironment is complex and difficult to decipher, and in this context, it
has been demonstrated the significance of the FOXP3 transcription factor in carcinogenesis,
since the number of tumor cells expressing FOXP3 is a significant parameter in prognosis of
disease in both cases of breast tumors, invasive and non-invasive. Thus, the aim of this study
was to analyze the protein of FOXP3 transcription factor in 38 tumor tissues of TN breast
cancer by immunohistochemistry, with specific monoclonal antibody for human FOXP3. It was
observed that most patients (84,21%) showed high expression of FOXP3 protein predominantly
at cytoplasmic level, but that this high expression was not positively associated with any
prognostic parameter. Therefore, due to the fact of the FOXP3 gene have a high expression in
TN samples it may suggest that this marker is a promising candidate for future investigations in
larger samples and in other breast cancer subtypes.

Keywords: breast cancer, triple negative subtype, immunohistochemistry.

INTRODUCAO

A importancia mundial do cancer € inquestionavel, uma vez que é a segunda
maior causa de mortes no mundo, seguida apenas de doencas cardiovasculares. A
interacdo entre os tumores e seu microambiente imunoldgico é complexa e sua
compreensdo é de fundamental importancia para o desenvolvimento de novos
marcadores prognésticos e estratégias terapéuticas'.

O INCA estimou cerca de 49.240 novos casos de cancer de mama para o0 ano de
2010 no Brasil, com um risco estimado de 49 casos para cada 100 mil mulheres®®.

Os tumores de mama sao classificados histologicamente de acordo com o sitio
de origem da neoplasia, dividindo-se em ductais e lobulares. Os ductais se desenvolvem
nos ductos mamarios e representam cerca de 80% dos tumores, e as pacientes que
apresentam este tipo de carcinoma mamario possuem maior envolvimento linfatico e
um pior progndstico que o verificado nas pacientes com tipos menos freqlientes de
carcinoma invasivo de mama®.

O estadiamento do tumor e o grau de diferenciacdo histoldgica sdo classificacdes
bastante utilizadas na clinica e sdo importantes na orientacdo do tratamento. O sistema
de estadiamento mais utilizado é o Sistema Tumor-Nodulo-Metastase (TNM) de
classificacdo dos Tumores Malignos, preconizado pela Unido Internacional de Controle
ao Cancer (UICC), o qual se baseia na extensdo anatdmica da doenca, considerando as
caracteristicas do tumor primario, nos linfonodos das cadeias de drenagem linfatica do
6rgdo em que o tumor se localiza, e na presenca ou auséncia de metastases. A avalia¢do
de%‘%es parametros permite a determinacdo do estadiamento que varia dos estagios | ao
(A\VAKS

Tem sido demonstrado que o céncer de mama pode ser classificado em
subgrupos biologicamente e clinicamente significativos. Um subgrupo que tem recebido
muita atencdo possui fenoOtipo de receptor de estrogeno negativo, receptor de
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progesterona negativo e fator de crescimento epidérmico humano 2-negativo, sendo
denominado de triplo negativo (TN)®.

Os tumores TN sé&o responsaveis por 10-20% de todos os canceres de mama, e
sd0 biologicamente mais agressivos do que outros subgrupos®. Possuem um
comportamento agressivo e predilecdo por metastase visceral, 0 que € responsavel por
seu mau prognéstico®. Normalmente demonstram também alto grau histolégico e séo o
subtipo de cancer de mama mais comuns em portadoras de mutacdo em BRCA-11".
Este subtipo de cancer de mama esta também associado a mutacdo em TP53, e estudos
epidemiol6gicos mostram uma alta prevaléncia de cancer de mama TN entre as
mulheres mais jovens e as de ascendéncia Africana ©.

Estudos envolvendo cancer TN séo de fundamental importancia clinica frente a
falta de opcdes terapéuticas. O significado prognostico destes tumores permanece
incerto ja que o grupo é heterogéneo e o pior prognostico parece estar confinado aqueles
que expressam citoqueratinas basais ou receptor do fator de crescimento epidérmico
(EGFR)™. Para se desenvolver novas estratégias contra este subtipo tumoral, é essencial
entender as vias especificas que o levam ao comportamento agressivo®.

Os mecanismos que inter-relacionam os processos inflamatorios, imunidade e
cancer tém sido muito discutidos. Importantes componentes nesta integracdo sdo as
citocinas produzidas pelas células ativadas do sistema imune inato ou adaptativo que
estimulam o crescimento tumoral e a progressdo do cancer. Além disso, mediadores
soltveis produzidos pelas células cancerosas recrutam e ativam células inflamatorias
que estimulam a progressdao tumoral. Entretanto, as células inflamatérias também
podem produzir citocinas que limitam o crescimento do tumor®. Estudos sobre os
aspectos imunoldgicos que envolvem o microambiente tumoral do subtipo triplo
negativo ainda séo escassos na literatura, o que ressalta a importancia de novos estudos.

O gene FOXP3 codifica uma proteina de ligacdo ao DNA chamado scurfin, que
possui acéo repressora de transcricdo!’? e é considerado importante no desenvolvimento
e funcdo das células Tregs™. Inicialmente foi postulado que a expressdo de FOXP3 era
restrita aos tecidos hematopoiéticos. Apesar dos dados ainda serem escassos, a
expressao de FOXP3 tem sido também observada em outros tecidos, incluindo em
células tumorais humanas®?. Segundo os mesmos autores, a expressdo de FOXP3 nio
esta restrita a determinados tipos especificos de tumor maligno, mas pode ser observada
em muitos tipos tumorais, incluindo aqueles de origem epitelial (pulmé&o, mama, c6lon)
e ndo epitelial (melanomas, leucemias). Entretanto, sua funcdo bioldgica bem como
significado prognostico nestas células, permanece incerto. Dentro deste contexto, o
presente trabalho teve como proposta investigar a expressdo da proteina FOXP3 no
microambiente tumoral de pacientes portadoras de céncer de mama subtipo triplo
negativo e correlacionar esta expressdo a parametros prognosticos das pacientes.

MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica institucional em Pesquisa
com Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, Parana, Brasil.

Foram utilizadas 38 amostras de tecido tumoral provenientes de blocos de
parafina de pacientes com cancer de mama triplo negativo, diagnosticadas em um
laboratdrio de Patologia particular e no Hospital do Cancer de Londrina (HCL), ambos
de Londrina, Parana.
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Andlise imunohistoquimica

Foram utilizados cortes histolégicos de 5um de tecido tumoral de mama
embebidos em parafina. Em seguida, as amostras foram aquecidas a 56°C,
desparafinizadas em xilol e reidratadas em banhos seriados com concentracfes
crescentes de alcodis. A recuperacdo antigénica foi realizada utilizando tampao citrato
e depois foi adicionado anticorpo monoclonal anti FOXP3 humano numa diluicdo
especifica e apropriada (1/25). As laminas foram estabilizadas a temperatura ambiente
por 30 minutos e lavadas com PBS (tampédo salina fosfato) antes da adicdo do
anticorpo secundério IgG biotinilado anti coelho (Bio SB). Entdo, foi adicionado o
conjugado peroxidase-estreptoavidina e uma solugcdo (cromogeno DAB +/+ tampao
substrato DAB) (Sigma-Alrich, USA). A contra-coloracdo foi realizada utilizando
hematoxilina de Gill’s e as laminas foram montadas com balsamo do Canada. Foram
realizados controles para verificar a especificidade do anticorpo primario. As analises
foram feitas por pelo menos dois patologistas em analises independentes.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa SPSS Statistics 20.0
(SPSS inc., Chicago, Illinois, USA). O valor de p considerado significativo foi de 5%.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, a idade media das pacientes foi de 56 anos. Embora para
algumas pacientes as caracteristicas clinico-patoldgicas especificas ndo estavam
disponiveis, foi observado que 97% das pacientes tiveram grau nuclear em estagios Il
ou 11, 40,7% delas tinham envolvimento linfonodal e o tamanho médio dos tumores foi
de 2,7 cm.

Tabela 1. Paramétros clinicos das amostras de tumor de mama TN

<1,5 9
Tamanho do tumor 1,5-3,0 18
=30 9
Envolvimento do Negativo 16
linfonodo Positive 11
I 1
II 12
Grau nuclear
111 21
v 0
1+ 4]
FOXP3 [HC 2+ 14
3+ 18

<50 anos 10

. . 530 - 60
Faixa etaria

o

anos

>60 anos 13

Neste estudo, pela técnica de imunohistoquimica, foi observada uma forte
marcacdo protéica (duas ou trés cruzes) para o gene FOXP3 em 84,21% das pacientes
analisadas, sendo que esta marcacao foi predominantemente citoplasmatica. De acordo
com dados da literatura, a localizacdo citoplasmatica da proteina FOXP3 tem sido
observada em células tumorais humanas de varios tecidos***® incluindo cancer de
mama™® e linhagem de adenocarcinoma da mama (MCF7)*?. De acordo com Triulzi et
al."® em muitos tumores mamérios, a marcacdo de FOXP3 é predominantemente
observada no citoplasma, apesar de que tanto marcacdo citoplasmatica quanto nuclear
estédo presentes em algumas amostras, e poucas amostras ainda mostram uma marcagéo
exclusivamente nuclear. Na amostra de TN do presente estudo, tambem foi observado
que a maior parte das amostras tiveram marca¢do do FOXP3 no citoplasma (duas ou
trés cruzes), apesar de que algumas amostras apresentaram concomitantemente
expressdo nuclear e/ou perinuclear (Figura 1).
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Figura 1. Expressdo de FOXP3 em amostras de tecido de cancer de mama triplo
negativo (aumento 400x). A) Expresséao citoplasmatica e nuclear de FOXP3 em células
tumorais.

Ladoire et al.*® realizaram um estudo com células de cancer de mama HER2
positivas, as quais apresentaram expressdo de FOXP3 em 57% das pacientes, indicando
que diferentes subtipos de cancer de mama podem ter expressdo diferenciada, com
implicagbes prognosticas especificas. Outros estudos observaram células tumorais
FOXP3 positivas em 57% de amostras de cancer de mama HER2+"® e em 66%™ de
amostras de parafina mamarias, indicando que nossa amostra especificamente de
tumores TN demonstrou uma alta expressao desse fator de transcricdo, com possiveis
implicagOes a serem avaliadas em amostras maiores.

Adicionalmente, dados recentes sugerem que a expressdo de FOXP3 nas células
tumorais pode ser um fator prognostico independente para metastase a distancia no
cancer de mama?. Um fato relevante do presente estudo é que em pacientes que
apresentavam linfonodo livre de neoplasia, também foi observada expressdo protéica
forte de FOXP3, sendo a maioria com uma intensidade elevada de sinal (trés cruzes),
porém este resultado ndo apresentou significancia estatistica (p = 0,14). Ainda, 0s
parametros prognosticos tamanho de tumor e grau nuclear foram igualmente
distribuidos entre as pacientes de acordo com a marcagdo da proteina FOXP3 por
imuno-histoquimica (p = 0,42 e p = 0,12), respectivamente.

Evidéncias experimentais mostram que o FOXP3 atua regulando negativamente
a expressao do oncogene HER2 e outros genes dessa via de sinalizacdo. Neste contexto,
nossos resultados a respeito da expressao protéica de FOXP3 estdo de acordo, uma vez
que foi observada uma expressao aumentada deste fator de transcricdo em pacientes do
subtipo triplo negativo, que sdo exatamente negativas para expressdo elevada de HER2
por imunohistoquimica.

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, devido ao fato do gene
FOXP3 ter uma elevada expressao nas células tumorais, pode-se dizer que este fator de
transcricdo € um candidato a futuras investigagcbes em amostras maiores e em outros
subtipos de cancer mamario.
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