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Resumo

O cancro da mama é atualmente o cancro mais comum entre as mulheres, com
uma incidéncia anual de 14,9 milhdes de novos casos no mundo e estima-se que esse
valor continue a aumentar. Com o0 avango da tecnologia tém existido melhorias
significativas na taxa de sobrevivéncia dos doentes, provavelmente devido aos avancos
nos tratamentos e a detecdo precoce dos tumores com a melhoria dos programas de
rastreio. Os subtipos de cancro da mama e a presenca de tumour infiltrating lymphocytes
(TILs), tém sido fatores importantes para o progndéstico e tratamento dos doentes. O
ligando da proteina celular de morte programada 1 (PD-L1) tem sido também indicado
como biomarcador preditivo de resposta ao tratamento. O objetivo deste estudo foi avaliar
a expressdao de PD-L1 e das subpopulacGes linfocitarias CD3, CD4, CD8 e CD20 em
doentes diagnosticadas com carcinoma da mama e relacionar com os respetivos dados
clinico-patologicos. Foi utilizada a técnica de citometria de fluxo para a escolha das
doentes que possuiam TILs e recorremos a técnica de imunohistoquimica para uma
avaliacdo da marcacdo linfocitaria intratumoral e peritumoral das diferentes
subpopulacdes linfocitarias. Foi possivel concluir com este estudo que existem mais TILs
na zona adjacente ao tumor do que no seu interior e que o PD-L1 esta associado a tumores
com graus mais agressivos. Conseguimos comprovar ainda que existiu uma maior
marcacdo linfocitaria nos subtipos RE positivo, Her2 negativo, ou seja nos subtipos de
cancro da mama menos agressivos, e podemos assim concluir que uma maior marcagao

de TILs esta correlacionada com um melhor prognéstico para a doente.

Palavras-chave: Cancro da mama, Imunohistoquimica, PD-L1, TILs
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Abstract

Breast cancer is currently the most common cancer between women, with an
annual incidence of 14.9 million of new cases in the world and with the tendency to keep
increasing. With the advance of technology, significant improvements have been noticed
in the survival rate of patients, probably due to the advanced treatments and the
precocious detection of tumors with the improvement of screening programs. The
subtypes of breast cancer and the presence of tumor infiltrating lymphocytes (TILs), have
been important factors to the prognosis and patient treatment. Programmed cell death
ligand 1 (PD-L1) has been also indicated as predictive biomarker of treatment response.
This study objective was to evaluate the expression of PD-L1 and of the lymphocytes
subpopulations CD3, CD4, CD8, and CD20 in patients diagnosed with breast carcinoma
and relate it with the respective clinical-pathological data. The Flow Cytometry technique
was used in patients that had TILs and we recurred to the immunohistochemistry
technique to for an evaluation of the lymphocytic intratumoral and peritumoral marks of
different lymphocytic subpopulations. It was possible to conclude with this study that
exist more TILs in the adjacent area of the tumor than inside and that PD-L1 is associated
to tumors with more aggressive grades. We were also able to prove that existed a larger
lymphocytic mark in the subtypes RE positive, Her2 negative, which means in the less
aggressive breast cancer subtypes. So we can conclude that a larger TILs marks is

correlated with a better patient prognosis.

Keywords: Breast Cancer, Immunohistochemistry, PD-L1, TILs
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1- Fundamento Teorico

1.1- Hallmarks of cancer

Os mecanismos de reparacdo das células por vezes ficam comprometidos e ndo
existem mecanismos de protecdo contra as mutacgdes, sendo estas transmitidas para a
descendéncia (1) (2). As mutacdes que aparecem no organismo podem ocorrer a nivel
dos proto oncogenes e levam a um aumento da divisao celular, ou ao nivel dos genes
supressores de tumores e levam a uma diminui¢cdo dos mecanismos que impedem a
divisdo celular (3) (4).

Sendo o cancro uma doenga muito heterogénea e que envolve varias mudancas
a nivel do genoma, no ano de 2000, Douglas Hanahan e Robert A. Weinberg propuseram
que quando as células atingem um estado neoplasico adquirem um conjunto de
capacidades distintas. Criaram um conjunto de seis alteracdes moleculares, bioquimicas
e celulares caracteristicas das células neoplasicas, denominado Hallmarks of cancer
(Figura 1.1.1) (5).

1. Sustentabilidade da
sinalizacéo proliferativa

2. Evasdo aos supressores
de crescimento

5. Inducgdo da
angiogénese

3. Ativacdo da invasdo e
metéstase

4. Imortalidade

Figura 1.1.1: Hallmarks of cancer no ano de 2000. 1-Sustentabilidade da sinalizagdo proliferativa: as células
neoplésicas tém a capacidade de desregular os sinais que mantém a homeostase de uma célula normal levando a
ativagdo dos oncogenes; 2- Evasao aos supressores de crescimento: as células neoplasicas tém a capacidade de evadir
0s mecanismos que controlam a inibi¢do da proliferacdo, levando a inativacdo dos genes supressores de tumor; 3-
Ativacao da invasdo e metastase: ocorrem alteragdes a nivel das integrinas e ocorre a perda da Caderina-E, o que vai
potencializar os fendtipos de invasdo e metastase e permite a transicéo epitélio-mesenquima (EMT); 4- Imortalidade
replicativa: as células neoplasicas adquirem uma capacidade infinita de se dividirem devido a ativagdo da telomerase,
DNA polimerase responsavel por adicionar segmentos de repeticdo aos telomeros; 5- Indugdo da angiogénese: para
o0s tumores se desenvolverem estes requerem oxigénio e fatores angiogénicos, como por exemplo o VEGF, estdo ativos
nas células neoplasicas e induzem a proliferacdo celular e o crescimento de vasos sanguineos; 6- Resisténcia a morte
celular: as células neoplésicas desenvolvem estratégias para limitar ou contornar os mecanismos de apoptose, sendo a
principal a perda de funcdo do supressor de tumor TP53, contribuindo para a capacidade das células se dividirem de
uma forma descontrolada (2). (adaptado de https://antisensescienceblog.wordpress.com/2014/ 07/17/hallmarks-of-
cancer/).
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Mais tarde em 2011, com 0s avancos na ciéncia e na tecnologia, Douglas
Hanahan e Robert A. Weinberg atualizaram entdo os Hallmarks of cancer adicionando
quatro caracteristicas: instabilidade e mutacdo do genoma, inflamacdo promotora do
tumor, reprogramacdo do metabolismo e evasdo a destruicdo pelo sistema imunitério
(Figura 1.1.2) (6).

7. Reprogramagéo do 8. Evasdo a destruicéo
metabolismo pelo sistema imune

10. Instabilidade e
mutacdo do genoma

Figura 1.1.2: Novos Hallmarks of cancer, no ano de 2011. 7- Reprogramacéo do metabolismo; 8- Evasao
a destruicdo pelo sistema imune; 9- Inflamagdo promotora do tumor; 10- Instabilidade e mutagdo do
genoma. (adaptado de Hanahan D, Weinberg RA. Hallmarks of cancer: The next generation.).

As células tumorais conseguem reprogramar o seu metabolismo, uma vez que as
células normais apenas realizam glicélise quando sdo sujeitas a condi¢fes anaerdbias
enquanto que as células tumorais realizam sempre glicélise, mesmo na presencga de

oxigénio — Reprogamacdo do metabolismo (6).

Apesar do sistema imune ser responsavel por reconhecer e eliminar as células
tumorais, as células neoplasicas conseguem evitar a detecé@o pelo sistema imunoldgico e
evitar assim a morte celular — Evasdo a destrui¢do pelo sistema imune. A maioria das
células tumorais conseguem infiltrar-se com as células do sistema imune e libertam
especies reativas de oxigénio (ROS) que sé@o ativamente mutagénicas e vao acelerar o

processo tumoral — Inflamac&o promotora do tumor (6).

Esta progressédo tumoral leva assim a alteragdes no genoma como por exemplo,
ao aumento da sensibilidade a agentes mutagénicos e a erros nos mecanismos de

reparacao do DNA — Instabilidade e mutagcdo do genoma (6).
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1.2- O Cancro da Mama

1.2.1- Anatomia da Mama

A nivel interno, a mama feminina adulta normal € constituida por uma mistura
de elementos estromais e epiteliais. O estroma é composto principalmente por um
conjunto de células adiposas denominado tecido adiposo, estendendo-se da clavicula até
a axila e até a meio da caixa torécica, e

. .. . . Lobulos
por tecido conjuntivo fibroso, que vai
rodear os ductos, os l6bulos, 0s vasos @
sanguineos e o0s vasos linfaticos (7)(2). @
Os elementos  epiteliais  estdo
organizados em l6bulos (glandulas

produtoras de leite) e em ductos

Ductos
(pequenos tubos que transportam o
leite dos I6bulos para o mamilo)
(Figura 1.2.1.1) (7)(8). Figura 1.2.1.1: Constituicdo da mama: Constituigao

dos elementos epiteliais da mama. (retirado de
http://www.nationalbreastcancer.org/breast-anatomy)

Na zona da mama, a irrigacdo é bastante rica de forma a garantir os nutrientes
necessarios para manter o 6rgdo saudavel. Nesta zona, a rede linfatica é também muito

rica e complexa.

O sistema linfatico € umas das principais vias de metastizacdo do cancro da

mama e € constituido por uma rede

de vasos linfaticos e ganglios Vasos sanguineos "’

linfaticos que percorre todo o corpo \Vasos e nodulos

(Figura 1.2.1.2). Da mesma forma linfaticos

gue o sistema circulatorio do Nervos

sangue distribui elementos por todo Tecido

0 corpo, O sistema linfatico conjuntivo
fibroso

transporta  células e  fluidos

. Ligamentos

importantes para o0 combate de J

doencas e infecbes (8)(9). Os

TP . Figura 1.2.1.2: Sistema linfatico da mama. (adaptado de
ganglios linfaticos estdo fixados 80 ptp:/ww.nationalbreastcancer.org/breast-anatomy)
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longo do sistema linfatico e vao atuar como filtros, transportando células anormais para

longe do tecido saudavel.

As ceélulas do cancro da mama podem entrar nos vasos linfaticos e proliferar nos
ganglios linfaticos. Se as células neoplasicas invadiram os ganglios linfaticos, hd uma
maior probabilidade de estas células entrarem na corrente sanguinea e se dessiminarem,
através de metéstases, para outros locais do corpo (8). No entanto, nem todas as mulheres
com células neoplasicas nos ganglios linfaticos desenvolvem metastases e algumas
mulheres podem ndo ter nenhuma célula cancerigena nos ganglios linfaticos e

desenvolver mais tarde metastases (10) (11).

1.2.2- 0O que é?

O cancro da mama é uma doenca extremamente heterogénea e inicia-se quando
existe um crescimento descontrolado de células no tecido mamario e formam um noédulo.
Ocorre maioritariamente em mulheres devido a estrutura mamaria mais complexa, ao
maior volume e a alta sensibilidade as influéncias enddcrinas, porém, em casos raros,
também pode ocorrer nos homens (2) (4) (7) (8) (12) (13).

Grande parte dos tumores da mama
sdo tumores benignos, ficando contidos dentro
de uma area localizada, e apesar de n&o serem Fibroadenoma
agressivos, podem continuar a crescer
pressionando 0s outros 6rgdos e causar outros

problemas. Um exemplo de um tumor benigno

é 0 caso do fibroadenoma (Figura 1.2.2.1),

onde ocorre um crescimento excessivo de
. . Figura 1.2.2.1: Fibroadenoma da mama- tumor
tecido normal (estroma e epitélio ductal) cOm contido numa 4rea localizada Retirado de

~ . https://www.news-medical.net/health/Fibroaden
formagéo de um nodulo (2) (4) (7) (8) (12). omas-of-the-Breast)
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No entanto os tumores da mama também podem ser tumores malignos invadindo
e danificando o tecido circundante. Alguns destes tumores podem torna-se tumores
metastaticos quando as células neoplésicas se
espalham para outras partes do corpo, geralmente
através do sistema linfatico, e formam um tumor

secundario (Figura 1.2.2.2). Os principais locais

de metastizacdo do cancro da mama sao
inicialmente os ganglios linfaticos regionais e

posteriormente para 0 0sso, cérebro, figado e

oulméo (2) (4) (8) (12) (13).
©
\

Figura 1.2.2.2: Metastizacfo das células
neoplasicas e a formagdo de um tumor
secundario. Retirado de (https://www.n
ationalbreastcancer.org/breast-tumors

O tipo de cancro mais comum é denominado carcinoma e tem origem nas células

de revestimento de um 6rgao ou sistema, ou seja, nas células epiteliais. Este tipo de cancro
pode ser classificado em in situ ou invasivo. Os carcinomas podem ser divididos em
categorias consoante a sua estrutura de origem: quando o carcinoma tem origem nos
I6bulos denomina-se carcinoma lobular ou quando tem origem nos ductos mamarios
denomina-se carcinoma ductal (2) (4) (8) (12) (13) (14).

O carcinoma ductal in situ (CDIS) é considerado ndo invasivo ou pré invasivo,
onde células malignas véo substituir as células epiteliais que revestem os ductos, mas
ainda ndo desenvolveram a capacidade de metastizacdo e ndo invadem o tecido
circundante, permanecendo dentro das paredes dos ductos. O CDIS pode ou néo tornar-
se num carcinoma invasivo. Atualmente, o carcinoma ductal invasivo € o tipo mais
comum de cancro da mama, onde as células neoplésicas tém a capacidade de invadir
através da parede do ducto mamario e desenvolverem-se no estroma da mama, ficando
assim com capacidade para invadir vasos e metastizar através do sistema linfatico ou da
corrente sanguinea (2) (15) (4) (12) (13) (14).

O carcinoma lobular in situ (LCIS) corresponde ao crescimento de células
neoplasicas dentro dos I6bulos da mama. Em condi¢des normais, histologicamente , 0s

I6bulos parecem estruturas vazias e quando aparece um aglomerado de células confinado
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ao interior dos I6bulos, estamos perante um carcinoma lobular in situ (LCIS) (4) (12) (13)
(14).

Os cancros da mama sdo ainda classificados com base no seu grau de
diferenciacéo, de acordo com o aspeto microscopico e com o
quanto se assemelham as células normais da mama, ou seja,
0 seu grau histolégico A classificagdo do tumor é realizada
com base numa escala indicando o nivel de agressividade das

células neoplésicas (Figura 1.2.2.3):

- Grau 1 (baixo grau): as células neoplasicas
assemelham-se mais com as células normais do tecido

mamario classificando-se como bem diferenciadas e com um

crescimento mais lento.

- Grau 2 (grau intermedio): as celulas

neoplasicas sao moderadamente diferenciadas.

- Grau 3 (alto grau): as células neoplésicas -
rau

sofreram mais alteragdes e possuem um aspeto MUitd fFigyra  1.22.3: Graus

histolégicos do tumor: Grau 1- bem
diferenciado; Grau 2-
moderadamente diferenciado; Grau
3- pouco diferenciado. (retirado de
https://www.nationalbreastcancer.o

rapido (2) (12) (13). rg/bresst-tumors)

diferente das células normais da mama, classificando-se

como pouco diferenciadas e com um crescimento mais

Geralmente, tumores com menor grau tém uma maior taxa de remissao completa,
no entanto, ha tumores com graus elevados e mais agressivos que tém remissao completa

apos o tratamento com quimioterapia (2).

Sabe-se que o cancro se origina quando o DNA de uma celula sofre uma mutacéo
e fica danificado, no entanto, o porqué e o como esse DNA fica danificado sdo ainda
desconhecidos. Foram entéo estabelecidos alguns fatores de risco para o cancro da mama
que podem ser divididos em fatores genéticos, fatores ambientais ou fatores de estilo de

vida;

o Género: ser mulher é o maior fator de risco de cancro da mama visto que

0 cancro da mama ocorre 100 vezes mais em mulheres do que em homens (2) (16) (12).
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o ldade: o cancro da mama é frequentemente diagnosticado em mulheres em
torno da idade da menopausa (mais de 55 anos). A taxa de incidéncia é significativamente
menos frequente em mulheres com menos de 45 anos (2) (16) (17).

o Raga: o cancro da mama é diagnosticado com mais frequéncia em
mulheres caucasianas do que em mulheres de outras ragas (2) (16) (17).

o Histdria familiar: o risco de uma mulher ser diagnosticada com cancro da
mama no futuro é maior se houver cancro da mama na histéria familiar, ou seja, se a mae,
a tia ou irma tiverem cancro da mama, especialmente em idades antes dos 40 anos (2)
(16) (12).

o Antecedentes pessoais: se foi diagnosticado cancro da mama numa das
mamas, ha uma maior probabilidade de aparecer cancro da mama homolateral ou
contralateral no futuro (2).

o Historia menstrual e reprodutiva: (1) uma menarca precoce (antes dos 12
anos), (2) uma menopausa tardia (ap6s o0s 55 anos), (3) uma primeira gravidez com uma
idade mais avancada, (4) ter estado gravida poucas vezes ou nunca ter estado gravida, (5)
nunca ter amamentado e (6) ter tomado durante muitos anos anticontracepcionais orais,
pode aumentar o risco de sofrer cancro da mama (2) (16).

o Alteracdes genéticas hereditarias: cerca de 10% dos casos diagnosticados
de cancro da mama tém uma origem hereditaria, em genes mutados que foram
transmitidos a descendéncia. MutacGes em determinados genes, como BRCAL e BRCA2,
podem ter uma origem hereditaria e aumentam a probabilidade de se diagnosticar cancro
da mama no futuro (2) (16) (12) (17).

o Densidade do tecido mamario: o tecido mamario denso pode aumentar a
probabilidade de sofrer cancro da mama e aumenta a dificuldade da sua detecdo (2) (16).

o Terapia hormonal de substituicdo (THS): mulheres que fizeram THS para
a menopausa apresentam maior possibilidade de desenvolver cancro da mama (2) (16).

o Falta de atividade fisica: mulheres que tém uma vida mais sedentaria
possuem um risco maior para desenvolver cancro da mama. Ao estar fisicamente ativa
leva a diminuigdo desse risco através da prevencgdo do aumento de peso e obesidade (16).

o Dieta: uma alimentagdo pouco equilibrada e rica em gorduras saturadas

pode aumentar o risco de desenvolver cancro da mama (2).
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o Obesidade: mulheres que sofrem de obesidade apresentam um risco mais
elevado de desenvolver cancro da mama. Ap0s a menopausa, 0 risco de cancro da mama
também aumenta com o aumento de peso (2) (16) (17).

o Bebidas alcodlicas: o consumo frequente de bebidas alcodlicas pode
aumentar o risco de sofrer cancro da mama (2) (16) (17).

o Radioterapia: mulheres que foram sujeitas a radioterapia na regiao toracica

antes dos 30 anos apresentam um risco maior para cancro da mama (16) (17).

O cancro da mama pode ainda ser classificado consoante o seu estadio, ou seja,
0 seu tamanho e a sua extensdo (se ja atingiu os ganglios linfaticos e se ja se espalhou

para outros lugares do organismo):

o Estadio 1: corresponde ao cancro da mama numa fase inicial. Pode ser
dividido em duas subcategorias: Estadio 1A- o0 tumor tem cerca de 2cm ou menos e ndo
se espalhou nem para os ganglios linfaticos nem para outras partes do organismo (Figura
1.2.2.4-A); Estadio 1B- o tumor tem cerca de 2cm ou menos mas encontram-se pequenas
areas de células neoplasicas nos ganglios proximos da mama (Figura 1.2.2.4-B) (12) (18)
(19).

Cancro com
2cmou menos | Cancro  com
2cm ou menos

Pequenas
areas de
células
neoplésicas
b perto  dos
ganglios
A linfaticos.

Cancer Research UK Carcer Research UK

Figura 1.2.2.4: Estadio 1 do Cancro da Mama- A: Estadio 1A, tumor com menos de 2cm e ndo se espalhou
para os ganglios linfaticos; B: Estadio 1B, tumor com cerca de 2cm ou menos e encontram-se pequenas areas de
células neoplésicas nos ganglios proximos da mama. (adaptado de https://www.cancerresearchuk.org/about-
cancer/breast-cancer)
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o Estadio 2: o tumor possui entre 2-5cm e pode ou ndo ter atingido 0s
ganglios linfaticos. Pode ser também dividido em 2 subcategorias: Estadio 2A- o tumor é
maior que 2 cm mas menos do que 5 cm e ndo ha cancro nos ganglios linfaticos (Figura
1.2.2.5-A); Estadio 2B- o tumor é maior que 2cm mas menos do que 5 cm e existem
pequenas areas de células neoplasicas perto dos ganglios linfaticos ou invasédo entre 1-3
ganglios linfaticos (Figura 1.2.2.5-B) (12) (18) (19).

Cancro com

2.5¢m Cancro com

2-5cm

em1-3
ganglios ,
linfaticos 1

(o8]

Cancer Research UK Cancer Research UK

Figura 1.2.2.5: Estadio 2 do Cancro da Mama — A: Estadio 2A, tumor com 2 cm mas menos do que 5
cm e ndo ha invasdo dos ganglios linfaticos; B: Estadio 2B, tumor com 2cm mas menos do que 5 cm e
existem pequenas areas de células neoplasicas perto dos ganglios linfaticos ou invasdo de 1-3 ganglios
linfaticos. (adaptado de https://www.cancerresearchuk.org/about-cancer/breast-cancer/stages-types-
grades/number-stages/stage-2)

o Estadio 3: o tumor tem mais de 5 cm e pode ja ter atingido os ganglios
linfaticos, a parede toracica ou a pele que reveste a mama. E designado como cancro da
mama localmente avancado e pode ser dividido em subcategorias: Estadio 3A- o tumor
tem mais do que 5 cm e invadiu até 3 ganglios linfaticos; Estadio 3B- o tumor espalhou-
se para a pele ou para a parede toracica e pode invadir até 9 ganglios linfaticos (Figura
1.2.2.6- A); Estadio 3C- tumor espalhou-se para a pele ou para a parede toracica e ainda
para uma ou mais das seguintes estruturas: 10 ganglios linfaticos, ganglios acima ou

abaixo da clavicula, ganglios perto do esterno (Figura 1.2.2.6- B) (12) (18) (19).
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Parede toracica

O cancro
invadiu a
parede e =~
toracica. =, 4
ganglios acima
ou abaixo da
Costelas clavicula,
ganglios perto
- Musculo do esterno
A B
Cancer Research UK Cancer Research UK

Figura 1.2.2.6: Estadio 3 do Cancro da Mama — A: Estadio 3B, o tumor espalhou-se para a pele ou para
a parede torécica e pode invadir até 9 ganglios linfaticos; B- Estadio 3C, tumor espalhou-se para a pele ou
para a parede torécica e ainda para uma ou mais das seguintes estruturas: 10 ganglios linfaticos, ganglios
acima ou abaixo da clavicula, ganglios perto do esterno. (adaptado de https://www.cancerresearchuk
.org/about-cancer/breast-cancer/stages-types-grades/number-stages/stage-3)

o Estadio 4: refere-se a um cancro de qualquer tamanho e que pode ter
invadido varias partes do organismo. O tumor pode ter metastizado para outras partes do

corpo como cérebro, figado, ossos e pulmdes (12) (18) (19).

Para se obter a classificacdo completa de um tumor € utilizado o sistema TNM.
O T corresponde tamanho do tumor primério e se este disseminou para outras partes do
corpo, ou seja, o seu estadio. O N corresponde a disseminacdo das células neoplésicas
para os ganglios linfaticos. Por fim o M indica se existe presenca de metastases noutras

partes do corpo (20).

1.2.3- Biomarcadores utilizados para diagnoéstico

Atualmente, escolha dos tratamentos a aplicar a doentes que sofram de cancro
da mama sdo baseados nos biomarcadores. Biomarcadores sdo frequentemente
marcadores proteicos que podem ser pesquisados no tecido neoplasico por técnica de
imunohistoquimica; no diagndstico e terapéutica do cancro da mama sdo utilizados:
Recetor de estrogénio (RE), Recetor de progesterona (RP), Recetor de fator de
crescimento epidérmico humano 2 (Her2) e o indice de proliferacdo Ki-67 (21) (22) (23)
(24).
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No caso desta neoplasia, pode existir uma sobre expressao do recetor Her2
tornando o crescimento e divisdo das células mais intensa e descontrolada (Figura
1.2.3.1). Esta alteracdo corresponde a um subtipo especifico de cancro da mama,
denominado cancro da mama Her2+, associado a uma maior agressividade da doenga (22)
(23) (24) (25) (26).

~u J‘
o'y
Signal \{‘ >
Nucleus ’( \
Quantidade de recetores de Her2 Demasiados recetores de Her2
normal (células crescem e (células crescem e multiplicam-se
dividem-se normalmente). rapida e descontroladamente.

Figura 1.2.3.1: Recetores de Her2 — comparacdo da quantidade de recetores de Her2
numa célula normal e numa célula cancerigena. (adaptado de
http://www.Kadcyla.com)

A determinagdo imunohistoquimica do status do recetor Her2 é um dado
fundamental para o diagnostico, progndstico e orientacdo para o tratamento do carcinoma
da mama. O Her2 é um recetor que esta localizado na membrana da célula, sendo um dos
fatores que ddo vantagem proliferativa a célula para se dividir e multiplicar. Quando ha
um excesso desse recetor nas células do tecido mamario neoplésico o tumor é mais
agressivo e tem maior capacidade de metastizagdo, mas, responde a terapéuticas que
bloqueiam estes recetores — terapéuticas anti Her2. E por isso feita por rotina esta
avaliacdo e os resultados classificados como 0, 1+ (negativo), 3+(positivo) e 2+
(indeterminado). Nos casos 2+ é necessaria a confirmacao pelo teste de hibridizagéo in
situ por fluorescéncia (FISH). Foi provado em estudos anteriores que a avaliagcdo por
imunohistoquimica revelava alguns falsos positivos (27) (28), o que complica a decisao
terapéutica e pode comprometer o prognostico da doente. Foi assim decidido que todos
os resultados de imunohistoquimica com 2+ iriam sofrer uma segunda avaliacdo por
FISH. Um teste FISH verifica se as células do cancro possuem ou ndo um numero

anormal de genes Her2.
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Os recetores de estrogénio (RE) e os recetores de progesterona (RP) encontram-
se nas celulas de varios 6rgdos, como é o caso da mama, onde funcionam como
estimuladores de diversos processos biologicos quando ativados pelas referidas hormonas
(21) (22) (29) (30).

O RE é um recetor de hormonas esteroides que se encontra em cerca de 70% dos
cancros da mama primarios. O cancro da mama é considerado positivo para RE com uma
marcagdo > 1% dos nucleos das células tumorais por imunohistoquimica. A expressao de
RP esta fortemente correlacionada com a expressdo de RE visto que menos de 1% dos
cancros da mama sdo positivos para RP mas negativos para RE. A expressao de RE é um
fator critico para a sensibilidade as terapias hormonais: doentes com expressao de RE e
RP positiva sdo submetidas a hormonoterapia como tratamento adjuvante, a durante um
periodo de, pelo menos, 5 anos; este tipo de terapéutica ndo esta indicada para doentes
com tumores RE e RP negativos. Este tipo de tratamento vai diminuir a taxa de
mortalidade em cerca de 30%, no entanto, em tratamento neoadjuvante os tumores com
RE positivo tém menos possibilidade de alcancar uma resposta patolégica completa
(pCR) do gue tumores com RE negativos ou do que tumores Her2 positivos (21) (22) (29)
(30).

O ki-67 é uma proteina que existe no nucleo das células quando estas se
encontram em divisao, indicando assim o indice de proliferacdo do tumor. Este antigénio
torna-se assim num excelente indicador de células em fase ativa e proliferativa,

contribuindo para o estabelecimento do prognoéstico de diversas neoplasias (30) (31).

1.2.4- Tratamentos

O tratamento para o cancro da mama pode-se dividir em duas categorias:

- Tratamento local: engloba cirurgia e radioterapia e vao atuar sobre as

células neoplésicas de um determinado local.

- Tratamento sistémico: quimioterapia, terapéutica hormonal e
terapéuticas dirigidas sdo tratamentos que englobam a corrente sanguinea e vao atacar as
células neoplésicas de todo o corpo. Os tratamentos sistémicos podem ser utilizados apos

a cirurgia ou radioterapia para prevenir uma reincidéncia (16) (7) (12).
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Alguns tipos de tumor sdo sujeitos a quimioterapia neoadjuvante (NACT) de
forma a diminuir o tamanho do tumor antes da cirurgia ou da radioterapia. A NACT é
frequentemente usada em tumores com grandes dimensfes para que estes possam ser
removidos por cirurgia de uma forma menos extensa. Os medicamentos mais utilizados
para a realizacdo quer da NACT quer da quimioterapia adjuvante podem ser antraciclinas,

taxanos, 5-fluorouracilo e ciclofosfamida (19) (32) (33).

Atualmente existem muitas tentativas de incorporar terapéuticas neoadjuvantes

no tratamento das doentes.

1.2.5- Epidemiologia do Cancro da Mama

O cancro é uma das doengas mais importantes no mundo. Em 2012, foram
diagnosticados cerca de 14,9 milhdes de novos casos no mundo e estima-se que este

numero tenda a aumentar ao longo das décadas (Figura 1.2.5.1) (34).

Previsdo da evolugdo da incidéncia de Cancro para 2030
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Figura 1.2.5.1: Previsdo da evolucdo da incidéncia de cancro em Portugal (2010-2030). (retirado de
https://www.iarc.fr/index.php)
O cancro da mama € o tipo de neoplasia maligna mais comum nas mulheres a
nivel mundial com cerca de 1,67 milhGes de casos diagnosticados em 2012,
correspondendo a 25% do total de casos diagnosticados com cancro (34)(35).

No estudo realizado pela Globocan em 2012, o cancro da mama tem uma alta
taxa de incidéncia (Figura 1.2.5.2) e taxa de mortalidade (Figura 1.2.5.3) a nivel mundial
(35).
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Relativamente a taxa de incidéncia de cancro da mama, esta pode variar entre
24,1/100.000 habitantes na Africa Central e 64,8/100.000 na América do Norte (Figura
1.2.5.2). Existe ainda uma maior taxa de incidéncia do cancro da mama em paises mais

desenvolvidos do que menos desenvolvidos. Esta diferenca deve-se principalmente a

facilidade de realizacdo de rastreios para diagnéstico nos paises mais desenvolvidos
(34)(35).

> 64.8
458 - 64.8
33.9 - 458

241 - 339
= 241

Bl Mo data [ | Not applicable
Figura 1.2.5.2: Taxa de incidéncia do cancro da mama a nivel mundial em 2012. Estimativa de taxas
padronizadas por 100.000 habitantes. (retirado de http://globocan.iarc.fr/old/FactSheets/cancers/breast-
new.asp).

Em relagdo a taxa de mortalidade do cancro da mama a nivel mundial, possui 0s
valores mais elevados nas regides menos desenvolvidas e os valores menos elevados nas
regides mais desenvolvidas (Figura 1.2.5.3). Esta diferenca estd relacionada com a
detecdo precoce do cancro, e paises menos desenvolvidos estdo associados a uma
diminuicdo da taxa de sobrevivéncia dos doentes devido a tratamentos inexistentes ou
inadequados. Contudo mesmo nos paises desenvolvidos, tratamentos adequados possuem
um custo elevado associado o que pode levar a um mau prognostico para a sobrevivéncia
do doente (34)(35).

A taxa de mortalidade por cancro da mama tem vindo a diminuir ao longo dos
anos, em parte devido a facilidade de realizar rastreios o que leva a uma detecdo precoce,

ao aumento da consciencializacdo e a melhoria das op¢des de tratamento.
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Figura 1.2.5.3: Taxa de mortalidade por cancro da mama a nivel mundial. Estimativa de taxas
padronizadas por 100.000 habitantes. (retirado de http://globocan.iarc.fr/old/FactSheets/cancers/breast-
new.asp).
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1.3- Sistema Imunitario e o Cancro

O sistema imunitario é constituido por um grupo de 6rgéos, células e moléculas
especializados na defesa do organismo contra 0s agentes patogénicos, ou seja, qualquer
substancia que seja estranha ao organismo. Ao reconhecer este agente estranho ao corpo,
o qual se reconhece como antigénio, o sistema imunitario desencadeia uma resposta

imune para neutralizar ou destruir esse agente (36)(37).

Existem entdo dois tipos de respostas aos antigéenios invasores: resposta inata
(natural) ou resposta adaptativa (adquirida). A resposta inata corresponde a mecanismos
de defesa celular e bioquimicos que ja existiam antes de ocorrer a invasdo. Estes
mecanismos fazem parte da primeira linha de defesa do organismo contra infe¢fes, mas
sdo mecanismos inespecificos pois ndo conseguem reconhecer diferencas subtis entre os
diferentes invasores, e vao gerar as mesmas respostas para diferentes invasoes (37)(38).
Este tipo de respostas tém como componentes celulares as células fagocitarias e as células
natural killer (Figura 1.3.1-A) (39).

Por outro lado, a resposta adaptativa desenvolve-se apds a invasao ocorrer e vao
adaptar-se de forma a reconhecer, eliminar e memorizar o agente patogenico invasor, o
que torna este tipo de resposta muito especifica, Este tipo de resposta tem ainda uma

Microrganismo
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Figura 1.3.1: Constituintes celulares dos diferentes tipos de imunidade e os seus periodos de
atuacdo apos a infecdo: Imunidade natural engloba células fagocitarias e Células Natural Killer;
Imunidade adquirida constituida por Linfocitos B, Linfocitos T e Células efetoras. (adaptado de

(16)).

Pégina | 16



“Avaliagdo da expressdo de PD-L1 e de subpopulagdes linfocitarias em Cancro da Mama”

Mestrado em Oncobiologia

capacidade de memoria antigénica permitindo uma resposta rapida e efetiva ao mesmo
agente patogénico em invasdes posteriores (37)(38). Como componentes celulares
pertencentes a este tipo de resposta encontram-se os linfécitos B e T, as células
apresentadoras de antigénios e as células efetoras (Figura 1.3.1.B) (39).

A resposta imune adaptativa pode ainda ser dividida em dois tipos de respostas:

- Imunidade mediada por células: caracterizada pela acdo conjunta de

linfécitos e macrdéfagos para destruir ou neutralizar o agente externo;

- Imunidade humoral: caracterizada pela secre¢do de proteinas (anticorpos)
por um tipo de linfécito. Os anticorpos neutralizam os agentes estranhos ligando-se

especificamente ao antigénio. (36)(40)

Os linfacitos, as células apresentadoras de antigénios e as células efetoras sdo as

principais células do sistema imunitario.

Os linfécitos sdo um tipo de leucdcito presente no sangue e desempenham um
papel fundamental nos mecanismos de defesa do organismo. Como expressam recetores
de antigénio, eles reconhecem o0s agentes infeciosos e combatem-nos através de uma
resposta citotoxica mediada por células ou através de uma resposta humoral produzindo
anticorpos. Apesar de possuirem uma morfologia semelhante, os linfocitos podem ser
divididos em trés categorias: Linfdcitos B, Linfécitos T e Natural Killer (36)(37)(40).

Os linfécitos B desenvolvem-se na medula dssea e cada linfdcito B expressa um
sO recetor de antigénio (anticorpo) na sua membrana. Eles reconhecem os antigénios
extracelulares e diferenciam-se em células secretoras de anticorpos, funcionando assim
como mediadores da imunidade humoral. Os linfécitos B sdo reconhecidos por contribuir
para as respostas imunitarias antineoplasicas através da secrecdo de imunoglobulinas

(anticorpos) especificas dos antigénios (39)(40).

Os linfécitos T tém origem na medula éssea, mas vao-se diferenciar no timo.
Expressam um so recetor de antigénio da membrana e podem ser divididos em trés tipos:
Linfocitos T auxiliares (Ta), Citotoxicos (Tc) e Reguladores (Treg). Os Linfocitos Ta vao
secretar proteinas denominadas citocinas, cuja funcdo é estimular a proliferagdo e a
diferenciacéo das células T, assim como a ativacéo de outras células como macrofagos,

células B e outros leucdcitos. Os Linfocitos Tc desenvolvem a capacidade de eliminar
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células que exibam um antigénio especifico identificado como uma ameaca ao corpo. Os
Linfocitos Treg agem de forma a suprimir a ativagdo do sistema imune mantendo-o em
homeostase e tolerante a antigénios especificos (39)(40). As células T do sistema imune
conseguem reconhecer e eliminar agentes patogénicoss ou células neoplasicas, levando a

uma resposta imunolégica coordenada: incluindo respostas inatas e adaptativas (41)

Os linfécitos Natural Killer encontram-se envolvidos na imunidade natural do

organismo contra agentes extracelulares e virus (39)(40).

Os subtipos moleculares dos tumores da mama e a presenca de tumour
infiltrating lymphocytes (TILs) tem sido indicada como um fator preditivo do tratamento
a realizar e associada a um progndstico favoravel para o doente (42) (43). Os TILs sdo um
grupo de células imunes que adquirem fenOtipos imunosupressores ou

imunomoduladores e exercem um papel anti-tumoral ou pro-tumoral (44).

Neste estudo, fomos avaliar a expressdo de marcadores de linfécitos T o CD3,
CD4 e CD8 e do marcador de linfocitos B, o CD20. O Cluster of Differentiation 3 (CD3),
é um co-recetor de células T, encontrando-se na superficie celular e quando o antigénio
se liga ao recetor, o complexo CD3 leva a ativacdo das células T. As células CD4 sdo as
mais importantes no sistema imune pois ajudam a coordenar as respostas imunes
estimulando outras células imunes como macrofagos, linfocitos B e linfocitos CD8. O
Cluster of Differentiation 8 (CD8) é expresso maioritariamente na superficie de células T
citotoxicas. CD20 é um tipo de linfocito B que € expresso na superficie de todas as células
B (45) (46).

O immune editting € um processo dindmico no qual o sistema imune tenta
destruir o tumor. Este processo é composto por trés fases: eliminacéo, equilibrio e escape.
Na fase da eliminacdo, fatores imunes do hospedeiro véo atuar sobre o tumor e tentar
destrui-lo antes de ocorrerem alteragdes clinicas. Na fase de equilibrio, as células
neoplasicas conseguiram ultrapassar as respostas imunes e encontram-se num estado
quiescente. Na fase de escape imune, as células neoplésicas conseguem evitar 0s
mecanismos de defesa do hospedeiro e conseguem desenvolver-se no hospedeiro. Esta

fase evasdo imune foi reconhecida como um Hallmark of cancer.

De forma a manter a homeostase do organismo e de assegurar que o sistema

imune ndo atua contra células saudaveis durante a resposta imune, existem varios immune
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checkpoints que garantem que uma resposta imune apenas atua contra agentes
patogénicos e células neoplasicas. No entanto as células neoplasicas adaptam-se a estes

immune checkpoints e conseguem evitar que sejam detetadas e eliminadas (41).

Os immune checkpoints referem-se a um conjunto de vias inibitorias que estao
ligadas ao sistema imune e sdo responsaveis por mediar a resposta imune, nomeadamente
aduragdo e amplitude, de forma a minimizar os danos colaterais nos tecidos. As principais
moléculas que estdo envolvidas nestes processos sao o antigénio 4 associado ao linfécito
T citotoxico (CTLA-4), a proteina celular de morte programada (PD-1) e o seu ligando
(PD-L1) (41) (47).

As células neoplasicas podem escapar ao ataque imune expressando a proteina
PD-L1. O PD-L1 funciona como um sinal se stop para inativar as células T. O PD-L1

atua ligando-se aos recetores PD-1 das células T, levando a sua inativagao.

Com o blogueio dos immune checkpoints PD-1/PD-L1 e CTLA-4 com
anticorpos monoclonais, o sistema imune pode superar a tentativa das células neoplasicas

resistirem a resposta imune e acabar por defender o organismo contra o tumor (41).

O PD-L1 é das principais proteinas envolvidas nos immune checkpoints e atua
como um fator co-inibidor, que pode limitar o desenvolvimento da resposta das células
imunes (células T) (41) (47). Estudos anteriores em varios tipos de cancro mostram uma
expressam de PD-1 nas TILs e 0 PD-L1 é expresso em células tumorais. Isto tem sugerido

que via do PD-1/PD-L1 pode modular a resposta imune antitumoral (48).

Atualmente ja se encontram aprovados dois anticorpos monoclonais, o
Nivolumab e o Pembrolizumab, medicamentos anti-PD-1 para melanomas, carcinoma do
pulmédo de ndo pequenas células e carcinoma de células renais (41). Ensaios clinicos de
fase | com anticorpos monoclonais contra PD-L1 tem mostrado resuultados promissores

em diferentes tipos de tumores (48) (49).

Apesar deste mecanismo néo estar ainda muito estudado para tumores da mama,
um dos objetivos deste estudo foi avaliar a expressao de PD-L1, a nivel das células imunes
e das células tumorais, em amostras de tumores da mama. O estudo de expressdo de PD-
L1 em carcinomas da mama pode levar-nos a compreensdo da razdo por que 0s

carcinomas da mama respondem mal aos immune checkpoints inhibitors e, pode, por
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outro lado, ajudar a encontrar alguns tumores ou subtipos bioldgicos que sejam mais

sensiveis a este tipo de terapéuticas.
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2-Objetivos

2.1- Objetivo Geral
Avaliar a expressao de PD-L1 e das subpopulac¢6es linfocitarias CD3, CD4, CD8

e CD20 em doentes diagnosticadas com carcinoma da mama e correlacionar com 0s seus

dados clinico-patoldgicos.

2.2- Objetivos especificos

- Analisar as subpopulacdes linfocitarias CD3, CD4 e CD8 por citometria de

fluxo para selecdo das doentes para o estudo;
- Analisar os dados clinico-patolégicos das doentes selecionadas para o estudo;

- Avaliar a expressdo intratumoral e peritumoral das subpopulages linfocitarias
CD3, CD4, CD8 e CD20 por imunohistoquimica;

- Estabelecer uma relacdo entre os niveis de expressao de linfocitos e a resposta
a NACT,

- Avaliar a expressdo de PD-L1 nas células tumorais e nas células imunes por

imunohistoquimica;

- Correlacionar os dados obtidos por imunohistoquimica com os dados clinico-
patoldgicos recolhidos: Grau de diferenciacdo do tumor, subtipo de cancro da mama,
estado de invasdo dos ganglios linfaticos axilares (status ganglionar), indice de

proliferacéo celular (Ki67) e indice de massa corporal (IMC).
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3-Metodologia

3.1- Comissao de Etica

O consentimento informado e por escrito foi obtido de todos os doentes
selecionados para o estudo, e o projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica do HVFX e
pela Comissdo de Etica do HCD.

3.2- Escolha das Amostras

Para este estudo foram utilizadas no total 33 amostras de carcinoma da mama
provenientes do servico de Anatomia Patoldgica do Hospital de Vila Franca de Xira
(HVFX) e do Servico de Anatomia Patoldgica do Hospital Cuf Descobertas (HCD).
Procedeu-se a colheita de amostras a fresco e colocaram-se em eppendorfs com liquido
TransFix® (Cytomark) (para analise por citometria de fluxo no Centro de Investigacao
de Doencas Cronicas (Cedoc). O restante tecido neoplasico foi fixado em formol
tamponado a 10%, processado e incluido em parafina. Para o estudo imunohistoquimico
usaram-se as amostras incluidas em parafina e avaliaram-se as seguintes caracteristicas
clinico-patologicas: idade, peso, altura, antecedentes familiares, antecedentes pessoais,
habitos, historico ginecoldgico, classificacdo do tumor (Organizacdo Mundial da Saude -
OMS), nivel de expressao dos marcadores RE, RP, Her2 e ki-67, dimensdo do tumor e
status ganglionar axilar (TNM), tratamentos e resposta a quimioterapia neoadjuvante

(NACT), quando aplicavel.
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3.3- Recolha das amostras- Laboratério de Macroscopia do Servico

de Anatomia Patologica

Para a recolha das amostras para o estudo linfocitario por citometria de fluxo, as
pecas de carcinoma da mama provenientes de tumorectomias ou mastectomias foram

recebidas a fresco no laboratério de Macroscopia do servigo de Anatomia Patoldgica.

Realizou-se uma analise macroscdpica pelos técnicos do servico, onde se tem
em conta alguns parametros: medidas da peca operatoria - comprimento, altura e
espessura; medidas do detalhe cutaneo - comprimento e altura; se inclui ou ndo mamilo;
medidas do tumor; distancia do tumor a margem mais profunda e a margem mais proxima.
As margens da peca foram pintadas com tinta da china de diferentes cores de forma a ser
possivel diferenciar as margens no diagnostico. Retirou-se uma amostra do tumor com
cerca de 1Imm e colocou-se num eppendorf com liquido Transfix® (Cytomark). Apos a
recolha da amostra a fresco, colocou-se a peca operatoria em formol tamponado a 10%
para fixar até ao dia seguinte. O formol tamponado tem como funcdo manter o pH estavel
e por estabelecer pontes de metileno entre os aminoécidos das varias proteinas,

contribuindo assim para a inativacao funcional das enzimas

Depois da peca ter sido fixada, realizaram-se cortes macroscopicos de uma
forma perpendicular, como exemplificado na Figura 3.3.1. Os cortes realizaram-se em
varias sec¢des do tecido mamério normal e do tecido tumoral de forma a ser abrangente
e representativo o suficiente para o médico patologista
realizar o diagndstico. Colheram-se os fragmentos e
colocaram-se em cassetes histologicas, colocadas por sua -

vez no equipamento onde vao ser processadas e sofrer

desidratagéo, clarificacdo e impregnagdo com o objetivo

conferir aos tecidos consistencia que permita efectuar Figura 3.3.1: Forma de corte
. o ] ] macroscopico das pecas
cortes histoldgicos a fim de ser realizado o estudo mamarias.

histoldgico e imunohistoquimico.
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3.4- Tratamento das amostras- Laboratério de Histologia do Servico

de Anatomia Patologica

Apds a colheita de amostras de tecido tumoral, estas foram processadas. Este

processamento tem como objetivo impregnar de parafina os tecidos e engloba trés etapas:

- 12- Desidratacdo (alcool): a solucdo aquosa dos tecidos € extraida, visto que as
substancias que serdo utilizadas para a inclusdo ndo se homogeneizam com agua. Este
processo € realizado com a utilizacdo de alcool etilico, desidratando de forma gradual:
70%, 96%, 100% para garantir que a solucdo aquosa é extraida.

- 28- Clarificagdo (xilol): tem o objetivo de remover completamento o &lcool do
interior dos tecidos. A remocao do alcool é de elevada importancia visto que a parafina
ndo se mistura de forma homogénea com o alcool e como é fundamental que a parafina
penetre dentro dos tecidos, a remocéo do alcool tem que ser total. Nesta etapa foi utilizado

o xilol para remover o alcool e preparar o tecido para a penetracdo da parafina.

- 32- Impregnacao (parafina): a impregnacédo dos elementos teciduais em parafina
¢ importante visto que a parafina constitui um meio de inclusdo tecidual. Para esta
impregnagdo acontecer, a parafina deve encontrar-se entre os 56°C e os 60°C, onde se
encontra no estado liquido.

Depois de processadas, as amostras seguiram para a inclusdo e colocaram-se a

aproximadamente 70°C para a parafina se tornar liquida.

Retiraram-se as amostras biologicas, posicionaram-se em moldes sobre uma
superficie gelada e encheram-se
com parafina de forma a solidificar
os fragmentos e criar entdo 0s
blocos de tecido. Por cima do
molde, colocou-se a parte inferior

da cassete para solidificar com o0s

fragmentos de forma a ndo se . — .
Figura 3.4.1: Etapas do processo de inclusdo (retirado de
perder a identificacdo do doente http://www.lamedpatologia.com.br).

(Figura 3.4.1).
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Depois de solidificados, os blocos sofreram um desbaste da parafina em excesso
num micrétomo rotativo semiautomatizado (Leica Biosystems) até se alcancar todas as
areas do tecido e de seguida realizaram-se cortes uniformes com uma espessura de 2pm.
Para colocar os cortes na lamina
utilizou-se uma tina com agua a
temperatura ambiente de forma
a orientar a posicdo dos cortes
na lamina e usou-se uma
segunda tina com agua a uma

temperatura aproximadamente

de 50°C para melhorar a adesdo Figura 3.4.2: Processo de corte e de colocagdo dos cortes nas
) ) laminas. (retirado de http://www.lamedpatologia.com.br).
do corte a lamina (Figura 3.4.2).

Para a visualiza¢do microscopica do tecido utilizou-se a coloracdo de rotina com
hematoxilina-eosina. A hematoxilina é responsavel pela coloracdo dos nucleos,
evidenciados a roxo, pois como sdo acidos vao ter afinidade com o corante basico. Por
outro lado, a eosina é particularmente sensivel ao alcool e é um corante &cido utilizado
como um corante de fundo, assumindo uma tonalidade desde rosa até vermelho, diferente
consoante o constituinte. Para se realizar esta coloracdo colocaram-se as laminas com 0s
cortes na maquina histolégica Leica ST5010 (Leica Biosystems), onde, de forma
automatizada, as laminas sofrem uma marcagdo com excesso de hematoxilina, depois séo
mergulhadas em solucdes com vérias concentracdes de alccol de forma a eliminar a cor
das substancias com pouca afinidade e por fim sdo mergulhadas em eosina. Nesta
maquina realizou-se também a montagem das laminas com as lamelas Surgipath®
Premier Cover Glass (Leica Biosystems) e com o meio de montagem Leica CV Mount

(Leica Biosystems).
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3.5- Tratamento das amostras- Laboratério de Imunohistoqguimica

do Servico de Anatomia Patologica

Nos casos de tecido mamario € sempre realizado um conjunto de biomarcadores:
RE, RP, Her2 e Ki-67. Para o processo de corte dos blocos e da colocagéo dos cortes nas
laminas procede-se de igual forma ao descrito na metodologia 3.4 mas utilizaram-se
laminas adesivadas Superfrost® Plus (ThermoFisher Scientific). Nas Idminas para
imunohistoquimica foi adicionado também um controlo positivo, ou seja, um corte de
tecido pré-selecionado onde se tem a certeza que vai sofrer marcagdo pelo anticorpo e
permite assim identificar falhas na aplicacdo do anticorpo na lamina em estudo e se a
técnica funciona de uma forma adequada. Para os anticorpos RE, RP e Her2 utilizou-se
como controlo tecido mamario normal e para o Ki-67 utilizou-se amigdala. Apos as

laminas possuirem os cortes colocaram-se durante 1h na estufa a 60°C.

Depois de secas, colocaram-se as laminas na maquina de imunohistoquimica
BenchMark GX (Roche) para sofrerem marcacdo com os respetivos anticorpos. Este
equipamento possui ainda reagentes que sao utilizados em todos os procedimentos de
marcacgdo: Condicionador celular 2 (CC2) e Condicionador celular 1 (CC1) - solugbes
pré-diluidas utilizadas para um pré-tratamento das amostras de tecido durante a
imunohistoquimica; Tampdao de lavagem - efetua uma lavagem as laminas fornecendo um
ambiente aquoso favoravel para a marcacdo de imunohistoquimica; Solucdo de cobertura
(LCS) - cria uma pelicula que mantem as laminas himidas durante a etapa de marcagéo
criando assim uma barreira entre 0s reagentes aquosos e o ar; Tampao salino de citrato de
sodio (SSC) - efetua uma lavagem as laminas entre as reacdes; Ez Prep - utilizado para a

remocao da parafina. (50)

Quando a méaquina termina a marcagdo, lavaram-se as laminas com detergente e
agua quente para remover a camada gordurosa que as mantém himidas e colocaram-se
na maquina histologica Leica ST5010 (Leica Biosystems) para realizarem a montagem

das lamelas.

Seguidamente as laminas foram presentes ao médico patologista para diagnostico.
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3.6- Determinacdo do numero de linfocitos nas amostras por

Citometria de Fluxo

Com as amostras de tecido fresco que foram recolhidas no servico de Anatomia
Patolégica do HVFX e do HCD realizou-se uma primeira analise com a técnica de
Citometria de fluxo de forma a selecionar tumores com maior infiltrado linfocitério para

uma posterior analise pela técnica de imunohistoquimica.

As amostras dos tumores frescos e bidpsias foram mecanicamente dissociadas
utilizando um Medicon (Bioscience), filtradas com uma malha de 30 um e lavadas com
solucdo tampado de fosfato salino 1x (PBS). As amostras foram coradas com BD Horizon
Stable Viability Stain 450 (BD Biosciences) (fluorescéncia de emissao maxima a 450nm)
e excepto uma das amostras que serviu para analise do componente unstained, nas
restantes amostras foi adicionado o cocktail de anticorpos CD3 (clone UCHTL,
fluorescéncia de excitacdo maxima a 401nm e fluorescéncia de emissdo méaxima a
452nm)(BD Biosciences), CD4 (clone RPA-T4, fluorescéncia de excitacdo maxima a
401nm e fluorescéncia de emissdo maxima a 452nm)(BD Biosciences) e CD8 (clone
RPA-T8, fluorescéncia de excitacdo maxima a 405nm e fluorescéncia de emissao maxima
a 510nm)(BD Biosciences). As amostras foram fixadas e permeabilizadas com o kit
Fix/Perm® (eBiosciences), seguido de coloracdo intracelular. Para a medicdo das
fluorescéncia utilizou-se um citometro de fluxo (BD FACSAria™) e os resultados foram

analisados utilizando o programa FlowJo® V10.
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3.7- Determinacado do nivel de expressao dos linfécitos CD3, CD4,

CD8 e CD20 e de PD-L1 nas amostras por Imunohistoguimica

Apos a selecdo por citometria de fluxo dos casos a utilizar, realizaram-se cinco
cortes num micrétomo rotativo semi-automatizado (Leica Biosystems) de cada caso, um
corte para cada anticorpo. Foram utilizadas laminas adesivadas Superfrost® Plus
(ThermoFisher Scientific) e como controlos positivos usou-se apéndice para o CD3 e
CD20, amigdala para 0 CD4 e CD8 e uma combinacéo de amigdala e placenta para o PD-
L1.

O estudo das subpopulacdes linfocitarias realizou-se no servico de anatomia
patoldgica do HVFX. Os blocos para a realizacdo dos cortes mantiveram-se numa placa
de refrigeragdo a ~ -20°C, de seguida os cortes realizaram-se a 2um e utilizou-se uma tina
com agua destilada a temperatura ambiente para orientacdo dos cortes da lamina e uma
segunda tina com agua destilada a uma temperatura de 56°C para melhorar a adesdo dos
cortes a ldamina. Posteriormente a colocagdo dos cortes, as ldminas foram durante 1h para
estufa a 60°C.

Colocaram-se as laminas na maquina de imunohistoquimica BenchMark GX
(Roche) apo6s a sua saida da estufa. Neste tipo de aparelho utilizou-se como cromogéneo
o OptiView Diaminobenzidine (DAB) Immunohistochemistry Detection Kit (Ventana®)
(Anexo 1), que utiliza um método indireto para visualizar anticorpos especificos ligados
aos antigénios depositando um precipitado de cor castanha. Utilizaram-se 0s anticorpos
anti-CD3 (2GV6- Anexo 1) (Ventana®), anti-CD4 (SP35- Anexo Il1) (Ventana®), anti-
CD20 (L26- Anexo IV) (Ventana®), e anti-CD8 (SP57- Anexo V) (Ventana®).

Depois de terminado o processo de marcagdo, lavaram-se as laminas com
detergente e colocaram-se na maquina histoldgica Leica ST5010 (Leica Biosystems) para
a montagem das laminas com as lamelas Surgipath® Premier Cover Glass (Leica

Biosystems) e com o meio de montagem Leica CV Mount (Leica Biosystems)

Avaliou-se entdo o estado de marcacdo dos controlos e a expresséo linfocitaria

intratumoral e peritumoral.
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Para a marcacgdo imunohistoquimica com PD-L1 (SP263) (Ventana®), o estudo
realizou-se no servico de anatomia patoldgica do HCD. Os procedimentos para este
anticorpo foram iguais aos mencionados acima, apenas a maquina para a marcagao
imunohistoquimica foi a BenchMark ULTRA (Roche), onde também se utilizou como

cromogéneo o OptiView DAB Immunohistochemistry Detection Kit (Ventana®).

Pégina | 29



“Avaliagéo dos niveis de expressdo de PD-L1 e de subpopulages linfocitarias em Cancro da Mama”

Mestrado em Oncobiologia

4-Resultados

4.1- Caracteristicas clinico-patologicas das doentes

Os dados clinico-patoldgicos correspondentes as doentes selecionadas para o estudo deste projeto, encontram-se registados na Tabela 1.

Como o tratamento neoadjuvante demora cerca de 6 meses, houve doentes que foram adicionadas recentemente ao estudo e para as quais néo foi

possivel obter a resposta da NACT, visto ainda estarem em tratamento.

Peso (Kg)

—~
S
~
©
L
>
=
<

Antecedentes
familiares

Antecedentes
pessoais

Historia
Ginecoldgica

Diagnéstico

Ki-67 (%)

Dimenséo do
tumor

Ganglios

Tabela 1: Caracteristicas clinico-patoldgicas das doentes utilizadas para o estudo. As doentes do HVFX com fundo azul, e do HCD com fundo laranja.

Tratamentos

Resposta a
NACT

Menarca 12 anos; 12 Mama Por RMM
e ar?ti?e- gravgf;3i1§nos; g:g;tra]rc()i;;a eliaign ALl Com '\LAA%TeCf; Resposta
1 |47 | 80 | 1,63 familiar d o . : 100 | 5 75 | negativo (0) | com 40mm de ’ d P |
oncolégica enteg amamentacao invasivo, sem contornos metastases semanas de completa
pessoais 16+16+16 meses; tipo especiico, irreaulares paclitaxel
ACO 2 meses G2 g

Sem Carcinoma equivoco NACT com SI,T ez?f?zi
Irm& morreu antece- Sem filhos; invasivo de neaa q(2 - tumor com Sem 4ACe 12 ti\?a 065

2 | 64 | 52 | 159 |aos 74acomc dentes Menopausa 47a; sem | padrdo comum | 100 ti\?o 15 aquarda 30mm metastases semanas de N ACQI'

mama. - THS na mama 9 paclitaxel +
pessoais o SISH tumor com
direita; G2 RT
10mm
N&o ha cancro Sem Carcinoma Pela peca de
na familia. antece- LERE L ositivo tumorgcfomia Sem G 12 Ndo
3 | 45| 81 | 1,63 Irm& com G2P2; ACO 29 anos | mama direita, 50 5 60 P ' 2 paclitaxel + realizou
~ dentes N (3+) tumor com metastases
lesbes mama . de padréo RT + TAM NACT
e pessoais 40x50x30mm
quisticas comum, G2
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x - Carcinoma
Mao com Men’arca 15 anos; Na}o invasivo de Pela RMM o Fez NACT: Apds
tumor esta em menopausa, adrdo comum nega negativo tumor tem Sem 4AC - 12 NACT o
46 | 66 | 1,60 | cerebral,em | HTA | G3P3A0; ligravidez | P22rd. * | 100 | 9| g0 g 3
. carcinoma tivo 1+) 25,4x15,1mm, | metéstases semanas tumor tem
doenca 22 anos; ACO fez 25 d Linsi . | li | 15x12
estavel anos uctal in situ irregular paclitaxe 5x12mm
presente, grau 2
i . Menarca 12 anos; G2 Mama .
Pl Eai HTA’_ P2; amamentou pouco esquerda; _Me_lh_orlg
L9y 6l DL tempo; ACO poucos Carcinoma nega 0sitivo P07 LR Com NACT com ST
66 | 72 | 1,67 | osso, prima Hiperco- anr:)s" meno palusa invasivo de e ti\?o w0 P (3+) mamaria: metastases | AC e pacli el ULIT ey
direitacom | lestrolémi cirur i'ca orFrJnioma adrio comum 25x19mm P com 8mm
cancro SNC a gicap P ! de diametro
aos 38 anos Grau 2
Av6 materna: NACT com
neoplasia Bronquite CNIA . . 4ACe 12
utero; Tia asmatica, Men;;cniean: ,al:l;g- - in%gg?vgorr\% nega | nega 0sitivo Tumor com Com semanas de | P6s NACT,
39 | 72 | 1,67 materna Sindrome ) ap J €9 €9 50 P g paclitaxel, tumor com
faleceu ¢/68a | depres- G1P1AO0; 18 gravidez _ d_a mama tivo | tivo (3+) 5mm metastases com 35mm
: - 33a; ACO 21a direita; Grau 1;
de neoplasia sivo transtuzumab
do (tero ,sem TAM
Mae teve
cancro da HTA Carcinoma
mama aos 47 diabetés Menarca 11 anos/12 lobular NACT com
anos, prima . - | gravidez aos 28anos; invasivo da . Tumor com Com 4ACe 12 Sem
o8 | 68 | 1,68 da mae com ilnndS:"err]m?je G1P1; Menopausa 55 | mama direita, 100 | 50 15 | negativo (0) 45mm metastases | semanas de resposta
cancro da P anos bem paclitaxel
ntes . .
mama aos 63 diferenciado
anos
DM Mama
N ’ Menarca 10 anos; esquerda; NACT com Pouca
Sem historia HTA, - . .
- - . 1%gravidez 17 anos; Carcinoma nega | nega . Tumor com Com 4ACe 12 resposta,
60 | 78 | 1,56 familiar cirurgia . . . . . 50 negativo A
L P G1P1; Menopausa 55 invasivo sem tivo | tivo 30mm metastases | semanas de | tumor com
oncoldgica hérnia . . e .
S anos; THS 2 anos tipo especifico, paclitaxel 26X7mm
inguinal Gl
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Lesdo maligna, Pela peca: I-
i | | e
9 | 42 | 86 | 1,70 familiar ) pausa, 100 | 100 5 9 fi ’ , Apenas TAM realizou
oncolégica dentes_ G5P4A1; 1gravidez esqu_erda. (a+) tumor firme e | metastases NACT
pessoais 26a; ACO 16anos Carcinoma mal delimitado
invasivo, G1 com 11mm.
Carcinoma
Cancro da DM2, . invasivo da
mama numa HTA Menarca 14 anos; mama Né&o
) . ' G5P3 IVG2; L . Tumor com Sem .
10 | 67 | 60 | 1,51 | prima aos 30 Hlpercg- Menopausa 44anos carcinoma 100 | <5 5 | negativo (0) 23mm metastases RTe TAM realizou
anos, primo lestrolé- mucinoso, NACT
. . sem THS
com prostata. mia mama
esquerda, G1
Sem histéria Cirurgia Menarca 14a/ Carcinoma N0
11 | 59 60 | 1,60 familiar prolapsia 1°gravidez 20a/ invasivo da 100 | 5 5 Negativo Tumor com Com RT e TAM realizou
. vaginal, | G3P2A1/ Menopausa | mama direita, (2+) 18mm no QSE | metéstases
oncolégica NACT
CVL 55a G1
Méae faleceu Carcinoma x
. Osteopo- Menarca 18a/ o . . Né&o
12 | 74 56 | 1,58 ge nggplasm rose, Menopausa 40a/ inasivo da 100 | <5 <5 negativo Noédulo com §em RT e TAM realizou
epatica aos arritmia | G1P1/ 1°Gravidez 33a mama 1+ 10x7mm metastases NACT
86a esquerda,G1
Carcinoma
70 | 1,60 Mée com ar?ti?e- Meh:g;:gs:z é(Z)z;// 12 Invasivo de tipo negativo | Condensacdo Sem Néo
13 | 65 ’ neoplasia da dentes gravidez 19a/ G2 ndo espegla_l da | 100 | 100 | 10 (1+) com 10mm | metéstases RT e TAM realizou
mama aos 68a : mama direita, NACT
pessoais P2A0 Gl
Menarca 12 anos; 12 Carcinoma
Tia materna gravidez 23 anos; . - Pela peca de
Sem . invasivo de - i . x
faleceu de antece- G2P1A1; adrio comum tumorectomia, Com Quimioterpia Nao
14 | 35 | 52 | 1,62 cancro da dentes Amamentacdo 5 P G2 mama 100 | 75 15 | negativo (0) diametro Mmetastases adjuvante + realizou
mama aos 50 . meses; ACO 3 anos; ! maximo de RT + TAM NACT
pessoais ~ . esquerda,
anos N&o esta na tumor 29mm.

menopausa

multicéntrico
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Pela peca de
e
Sem histéria Hipotiroi- Menarca 14a/ invasivo da 25mm de Nzo
15| 74 | 70 | 1,56 |  familiar B, | [METEREES B TURIE mama 100 | 80 | 15 | POSIVO | sior eixo ol L e realizou
! oncoléaica nédulo aos 40a/ G3P3A0/ 18 esquerda, de (2+) tumor 11 e’ metastases | trastuzumab NACT
g tiroideu gravidez 17a padrdo comum, tumor 111 com
multifocal, G2
10mm de
maior eixo
Filha com HTA, Menarca 14a/ G4P2/ |cri 3;2':\1%”;1 Pela peca de NZo
. pacema- 13gravidez 22/ - tumorectomia, Sem :
16 | 72 | 58 | 1,56 | neoplasia da Ker, quisto | Menopausa 44a com mama 100 | 100 | 20 | negativo (0) tumor com Metastases RT e TAM realizou
mama aos 52a renal THS esquerda, 14x11x10mm NACT
unifocal, G2
. . Pela peca de
E:rzwfg:;\?lcc?(]) S i?]?/r:slir:/(())n:jz tumorectomia, Com Quimiotera- Nao
L antece- Menarca 13a/ G2P2/ . tumor com . < . :
17 | 37 | 52 | 1,66 | colon; irma dentes | nio esta na menopausa mama 100 | 100 | 80 | negativo (0) 15x10x20mm. | microme- | pia adjuvante | realizou
com neoplasia £550iS P esquerda, branco. limi teé tastases +RT NACT
da lingua P unifocal, G3 P
mal definidos.
Carcinoma
x - invasivo da Por TC NACT com
Mae e Tia Lo Menarca 13a/ 12 . .
.| Cirurgia - mama negativo torécico, Com 4ACe 12 | Tratamento
18 | 341 63 | 1,58 cor&wan;c;?rzgma uroldgica gra\ll\:gng;ZBaA/CGOZPZ/ esquerda, de 100 | 85 | 25 (1+) 15x23mm de | metastases | semanas de | a decorrer
padrdo comum, didmetro paclitaxel
Gl
morteu com Menarca 13an0s; |G NACT com | oo acT
19 | 66 | 61 | 1.50 cancro da Azia (teve | Menopausa 48 anos; adro comum | 100 | 30 60 negativo Por RMM: Sem 4ACe 12 tumor com,
! mama. Mie H. Pylori) | 1%ravidez 20 anos; P da mama (1+) 35x26mm metastases | semanas de 20mm
e G4P1; 3 IVG paclitaxel
com tirdide esquerda, G2
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Caucasia-

Ginecolodgica

Diagnostico

Ki-67 (%)

Dimensao do

Ganglios

Tratamentos

Resposta a
NACT

Sem histéria | na, Sem Menarca 11a/ 12 ii?/:;'{\‘/%"&i neqativo Por RMM Sem Nao
20 | 48 | 54 | 1,59 familiar antece- | gravidez 30a/ G2P2/ 100 | 80 1 g n6dulo com p RT e TAM realizou
L mama (1+) metastases
oncoldgica dentes ACO 7 anos 8mm NACT
; esquerda, G1
pessoais
Persiste 0
Hérnia Carcinoma foco
. inguinal, invasivo NST RS el externo e
UL tunel LY GETEE Lty da mama Por EO- lesdo Com GACEL2 inferior &
21 | 47 | 70 | 1,68 | com neoplasia Caroico 1%gravidez 27a / G2P2/ esquerda: G1 100 | 100 | 50 | negativo (0) com 11mm | metéstases | SEManas de direita e
da mama Ll Menopausa 47anos q T paclitaxel,
nodulo bem RT e TAM que
tirdide diferenciado atualmente
mede 7mm.
Pai com Acrtrite
neoplasia da | reumat6i- | Menarca 11a/ G1P1/ Carcinoma NACT com
prostata, de, Aco 5anos/ invasivo da . N6dulo com Com 4ACe 12 | Tratamento
22 | 60 | 62 | 1,55 irmdo faleceu | doenca Menopausa 52a/ sem | mama direita. 100 | 90 | 40 | negativo (0) 21x16mm metéstases | semanas de | adecorrer
com neoplasia | osteoarti- THS G2 paclitaxel
no pancreas cular
Carcinoma
invasivo da
S T ar?t:Te- Nao foi possivel es Ln:rr;: de negativo Tumor com Com NED
23 (52 |65 |162| familiar i L 100 | <5 | 50 9 , RTeTAM | realizou
oncolégica dente§ concluir tipo néo (1+) 19mm metéstases NACT
pessoais especial. G2,
calcificacdes
presentes
(I:;Tsrgong Ex Carcinoma Nio
fumadora Menaarca 12a/ 12 invasivo da negativo Tumor com Com .
2] e 60 1,58 | mama aos 36 gravidez 33a/ mama direita, & N a+) 23mm metastases R e
anos. ; NACT
multifocal, G2
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Sem histéria | Cirurgia a Menarca Carcinoma Néo
25|60 | 95 | 1,60 | familiar | miomas | ~22nos/Menopausa | invasivoda | .4y | 1 | qo | Negativo | Tumorcom Sem | RTeTAM | realizou
L 56anos/ 1° gravidez mama 1+) 7mm metastases
oncoldgica NACT
18anos esquerda, G2
Mae e tia com
cancro da
mama; Tio Carcinoma Quimiotera- Nzo
materno Tromboci Menarca 12anos / invasivo da Negativo Tumor com Com S .
26 | 39 | 87 | 1.60 - A il 95 50 | 23,5 a pia apos realizou
faleceu com | -topenia 13gravidez 27anos mama direita, a+) 65mm metastases P
cirurgia NACT
cancro da G2
mama (52
anos)
Avb paterno Dois .
Carcinoma
com abortos Néo foi possivel invasivoda | nega | nega Tumor com Sem Resposta
27 | 45 | 72 | 1,58 | carcinoma esponta- pos - ca | neg 55,9 | negativo , NACT PO
A . concluir mama direita, | tivo | tivo 15x20x23mm | metastases parcial
prostata aos neos; G3
84 anos Fumadora
Carcionoma
U2 GO HTA; Menarca Invrz;l]s;r\:]c;da nega | nega Positivo Tumor com Sem N
28 | 57 | 78 | 1,69 | cancro mama CIFUI:gIaa 12anos/Menopausa esquerda, v | 50,8 (3+) 30mm metastases RT e TAM realizou
aos 43 anos varizes 50anos x NACT
padréo ductal,
G3
Tia, irma do Menarca Carcionoma - x
29 | 55 | 74 | 164 pai, cancro da | Ganglios 12anos/Menopausa invasivo da 95 | N€9a | 55 4 Negativo Tumor com Com Quzr:;otgga— reg?zoou
' mama aos 45 | na tiride 47anos/ 1%gravidez mama tivo ' (1+) 10x9mm metastases P1a apc
. cirurgia NACT
anos; 23anos esquerda, G3
L Menarca Carcinoma . ~
Sem histéria . . Quimiotera- Né&o
- 12anos/Menopausa invasivo da . Tumor com Sem L :
30 | 69 | 67 | _ familiar HTA ; o 100 | 95 30 Negativo . pia apds realizou
oncoldgica 45ano;/6 ;;%r:wdez mamaé; c12|re|ta, 15mm metastases cirurgia NACT
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L Des||_p|.- Menarca Carcinoma
Sem historia demia; 14anos/Menopausa invasivo da nega Negativo Tumor com Sem Resposta
81| 771451154 orzig]llc’!lﬁz:a q[lrj(;sr:qo Qa 40anos/ 1%gravidez mama 5 tivo 7 1+) 36mm metastases NACT parcial
9 P 24anos esquerda, G3
aos 40
Rz Carcinoma
Sem histéria | alérgica; Na&o foi possivel invasivo da nega | nega Tumor com Sem Néo
32 | 48 | 72 | 1,57 familiar Sindrome F} . €9 €9 66,9 | negativo , RT e TAM realizou
oncolégica | depressiv concluir mama tivo | tivo 28mm metastases NACT
o esquerda, G3
Traumatis
mo da
Pai com mama Carcinoma
cancro do esquerda Menarca . . . Nio
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4.2- Resultados Obtidos por citometria de fluxo

Para o tratamento dos dados obtidos com a citometria de fluxo foi utilizado o
programa FlowJo® V10. Para cada doente foi analisado o componente unstained da
amostra (amostra sem marcacdo com o cocktail de anticorpos, 0 que permite analisar a

autofluorescéncia normal do tumor) e a amostra que sofreu marcagdo com 0s anticorpos.

Foi entdo criada uma gate strategy para a analise das amostras, tomando como

exemplo a doente 2:

1°) O primeiro passo da gate strategy é obter a percentagem de células que
realmente possuimos na amostra. Seleciona-se side scatter A (SSC-A), que mede a
granularidade, em funcéo do forward scatter A (FSC-A), que mede o tamanho das células
(Figura 4.2.1). De seguida é criada uma gate para as células com um tamanho superior a
50k (Figura 4.2.1), porque o que se encontra abaixo desse valor é considerado lixo, visto
que ndo possui o tamanho suficiente para ser considerado uma ceélula. Estas
contaminacgdes podem ocorrer durante a dissociacdo da amostra ao triturar ou mesmo na
leitura do citdbmetro se este ndo estiver limpo. Obtemos entdo o total de células da nossa
amostra, que no caso da doente 2 para a amostra do componente unstained é 61,7 %. Este

passo da gate strategy é realizado para todas as amostras

S3C-A

T T T T T
o S0K 100K 150K 200K 250K

FSC-&

Figura 4.2.1: FlowJo - sele¢do da gate para as células com tamanho
superior a 50k para a amostra do componente unstained da doente 2.
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2°) Por vezes, quando o fluxo de andlise estd muito rapido, podem passar
varias células ao mesmo tempo no feixe de luz. Entdo para diferenciar o grupo de single
cells do grupo de agregados, dentro da gate P1 anteriormente calculada, seleciona-se
FSC-A (mede a area) em funcdo de FSC-H (mede a altura) (Figura 4.2.2). Assim é
possivel ter controlo de que apenas se mede uma célula de cada vez. Para selecionar a
gate das single cell os pontos mais elevados ndo séo incluidos visto que possuem valores
de altura muito alto comparando com a &rea. (Figura 4.2.2). No caso da doente 2 para a
amostra do componente unstained obtemos 43,7% de single cells. Este passo também é

realizado para todas as amostras.

260K =

200K =

150K S . s o ;

FSC-H

100K =

s0K =

o

T T T T T
[ 50K 100K 150K 200K 250K

FSC-A

Figura 4.2.2: FlowJo - selecdo da gate das Single Cells,
excluindo os pontos mais elevados por possuirem uma altura
desporpocional & area, para a amostrado componente
unstained da doente 2.

3°) Para obtermos a percentagem do anticorpo CD3 na nossa amostra, utiliza-
se 0 resultado obtido com o0s passos anteriores, para a amostra para 0 componente
unstained e para a amostra com a marcacéo linfocitaria, e colocam-se ambos na mesma
frequéncia do anticorpo CD3 para obtermos a sua percentagem, ou seja, coloca-se na
frequéncia “Comp-PerCP-A” que corresponde a fluorescéncia do CD3 na nossa amostra.
Ao fazermos uma comparacgao entre 0 componente unstained e a amostra conseguimos
criar uma gate, com as células que nédo se encontram no componente unstained, o que
corresponde aos linfécitos CD3 presentes na amostra, que no caso da doente 2 tem 81,6%
(Figura 4.2.3).
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i

#" °D3, SSC-A subset’

SSC-A
SSC-A

s

AR T
AT
SRR

Comp-PercP-4  CD3
Comp-PerCP-4,:: CD45

Figura 4Erro! Use a guia Pagina Inicial para aplicar 0 ao texto que devera aparecer aqui..2.3: Flow Jo-
Comparacao das fluorescéncias da amostra do componente unstained e da amostra com o anticorpo para o
CD3, com a frequéncia “Comp-PerCP-A” e criar a gate dos linfécitos CD3 para a doente 2.

4°) Dentro entdo da gate dos linfocitos CD3 avalia-se a percentagem de CD4
e de CD8 dentro dos CD3. Comparando sempre a fluorescéncia da amostra do
componente unstained com a mesma fluorescéncia da amostra, para o caso do CD4
“Comp-FITC-A”, cria-se a gate correspondente aos linfocitos CD4, que no caso da doente
2 sdo um total de 77,2% (Figura 4.2.4).

“CD4, SSC-A subset:
: -

SSC-A
SSC-A

772

Comp-FITC-A - CD161 Comp-FITC-A: CD4

Figura 4.2.4: Flow Jo- Comparacéo das fluorescéncias da amostra do componente unstained e da amostra
com o anticorpo para 0 CD4, com a frequéncia “Comp-FITC-A” e criar a gate dos linfécitos CD-4 dentro
dos CD3 para a doente 2.
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Comparando por fim fluorescéncia da amostra do componente unstained com a
mesma fluorescéncia da amostra, para o caso do CD8 “Comp-PE-A”, cria-se a gate
correspondente aos linfécitos CD8 dentro dos CD3, que no caso da doente 2 corresponde
a um total de 23% (Figura 4.2.5).

D&, SSC-A subset
230

SSC-A
SSC-A

T T T T
Comp-PE-A :: CD19 10 0 10 10 10
Comp-PE-A :: CD

Figura 4.2.5: Flow Jo- Comparagdo das fluorescéncias da amostra do componente unstained e da amostra
com o anticorpo para o0 CD8, com a frequéncia “Comp-PE-A” e criar a gate dos linfocitos CD-8 dentro dos
CD3 para a doente 2.

Apds a analise por citometria de fluxo foram escolhidos casos com grandes
quantidades de linfocitos, casos com poucos linfocitos para compararmos se os resultados
obtidos por imunohistoquimica coincidem com os resultados da citometria, e foram
escolhidos casos de doentes com uma boa resposta a NACT e sem resposta a NACT de
forma a tentar criar uma relacao entre os niveis de expressao de linfocitos e a resposta a
NACT. Os resultados obtidos por citometria para as doentes selecionadas encontram-se

registados na Tabela 2.

Tabela 2: Percentagens dos linfécitos CD3, CD4 e CD8 apartir da citometria de fluxo das doentes utilizadas
para o estudo.

e YD
CD4 (%) 71,6
1 61.4
CD8 (%) 22,5
CD4 (%) 772
2 81,6
CD8 (%) 23,0
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D3 0

CD4 (%) 80,8
3 50,1

CD8 (%) 351

CD4 (%) 72,9
4 63,5

CD8 (%) 29,6

CD4 (%) 85,0
5 77,3

CD8 (%) 14,6

CD4 (%) 74,9
6 16,3

CD8 (%) 27,6

CD4 (%) 64,3
7 25,0

CD8 (%) 34,3

CD4 (%) 53,5
8 45,1

CD8 (%) 36,8

CD4 (%) 81,8
9 77,3

CD8 (%) 29,8

CD4 (%) 58,7
10 61,5

CD8 (%) 47,3

CD4 (%) 60,6
11 75,7

CD8 (%) 35,7

CD4 (%) 30,5
12 43,6

CD8 (%) 11,1
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D3 0

CD4 (%) 58,4
13 86,3

CD8 (%) 33,8

CD4 (%) 85,4
14 86,0

CD8 (%) 15,5

CD4 (%) 84,4
15 95,6

CD8 (%) 27,4

CD4 (%) 75,6
16 95,8

CD8 (%) 43,0

CD4 (%) 32,8
17 91,3

CD8 (%) 64,2

CD4 (%) 30,8
18 76,9

CD8 (%) 15,8

CD4 (%) 44,7
19 22,6

CD8 (%) 33,9

CD4 (%) 52,4
20 93,4

CD8 (%) 31,0

CD4 (%) 84,8
21 16,3

CD8 (%) 16,6

CD4 (%) 74,7
22 81,0

CD8 (%) 43,9
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5308

CD4 (%) 48,3
23 63,2

CD8 (%) 14,8

CD4 (%) 81,2
24 15,5

CD8 (%) 23,0

CD4 (%) 60,8
25 47,2

CD8 (%) 39,8

CD4 (%) 76,8
26 14,4

CD8 (%) 34,0

CD4 (%) 84,1
27 8,72

CD8 (%) 26,5

CD4 (%) 22,7
28 14,5

CD8 (%) 80,6

CD4 (%) 73,4
29 4,36

CD8 (%) 27,6

CD4 (%) 88,4
30 0,65

CD8 (%) 14,8

CD4 (%) 7,72
31 29,2

CD8 (%) 2,14
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5308
CD4 (%) 32,7
32 9,3
CD8 (%) 65,6
CD4 (%) 7,9
33 33
CD8 (%) 5,73
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4.3- Resultados Obtidos pela técnica de imunohistoquimica para a
marcacao dos linfocitos CD3, CD4, CD8 e CD20

A analise imunohistoquimica linfocitaria apenas foi possivel realizar em 29

doentes do nosso estudo devido a perda de tecido entre os cortes histologicos das
restantes. N&o se obteve marcacéo linfocitéaria das doentes 30,31,32,33.

Ap06s a marcagdo imunohistoquimica das amostras com os anticorpos anti-CD3,
anti-CD4, anti-CD8 e anti-CD20 foi realizada uma analise onde se tem em conta se a
marcacdo de células linfocitarias é intra ou peritumoral e a quantidade de linfdcitos
marcados (0,1+,2+,3+). Os resultados obtidos para a marcacéo linfocitaria encontram-se

registados na Tabela 3.

Tabela 3: Marcacdo linfocitaria obtida com a técnica de imunohistoquimica em 29 das doentes
selecionadas para o estudo.

Positivo

Negativo

CD3
CD4
CD8 X
CD20 X
CD3
CD4
CD8
CD20 X
CD3
CD4
CD8
CD20
CD3
CD4
CD8
CD20 X

CD3

CD4
CD8

CD20 X

X X [ X X [ X |X [X

X |IX [ X X [X

x
x
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Negativo

Positivo

CD3

intra ‘ peri
X

CD4

CD8

CD20

CD3

CD4

CD8

CD20

CD3

CD4

CD8

CD20

CD3

CD4

CD8

CD20

10

CD3

CD4

CD8

CD20

11

CD3

CD4

CD8

CD20

12

CD3

CD4

CD8

CD20

13

CD3

CD4

CD8

CD20

14

CD3

CD4

CD8

CD20
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Negativo

Positivo

15

CD3

intra ‘ peri
X

CD4

CD8

CD20

16

CD3

CD4

CD8

CD20

17

CD3

CD4

CD8

CD20

18

CD3

CD4

CD8

CD20

19

CD3

CD4

CD8

CD20

20

CD3

CD4

CD8

CD20

21

CD3

CD4

CD8

X X [ X X [X | X |X

CD20

22

CD3

CD4

CD8

CD20

23

CD3

CD4

CD8

CD20

X X [X X

X X [X X
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Positivo

Negativo intra ‘ peri

CD3 X
CD4
CD8
CD20
CD3
CD4
CD8
CD20
CD3
CD4
CD8
CD20 X
CD3
CD4
CD8
CD20 X
CD3 X X
CD4 X X
CD8 X X
CD20
CD3
CD4
CD8
CD20 X

24

X IX |X [ X |X

25

26

X | X | X X [X |X

27

28

29

X | X [ X X

Analisando os resultados obtidos, por exemplo, para a doente 17 com um
carcinoma da mama invasivo, observamos para o anticorpo anti-CD3 uma marcagéo
linfocitaria intratumoral e peritumoral com um score de 3+. A marcacdo do anticorpo
anti-CD3 (2GV6) localiza-se principalmente na membrana de células T maduras (Figura
4.3.1-A) e podemos observar na Figura 4.3.1-B a marcacéo linfocitaria intratumoral 3+
do anticorpo anti-CD3, onde a marcacao acastanhada se encontra no centro do tumor. Por
outro lado, na Figura 4.3.2, obtivemos uma marcacéo linfocitaria peritumoral 3+, onde

existe marcacao acastanhada na periferia do tumor.
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Figura 4.3.1: Marcagdo imunohistoquimica de anti-CD3; A- marcacdo da membrana das células T com
uma ampliacao total de 200x; B- marcacdo linfocitaria intratumoral com um score 3+ e com uma ampliacéo
total de 50x.

marcacao acastanhada na periferia do tumor com uma ampliacao total de 50x.

Utilizando os resultados obtidos com a marcacdo imunohistoquimica do
anticorpo anti-CD3 para a doente 27, observamos uma marcacao linfocitaria intratumoral
de 1+ (Figura 4.3.3- A) e uma marcagcdo linfocitaria peritumoral de 2+ (Figura 4.3.3- B).
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intratumoral de 1+, com uma ampliagdo total de 100x; B- marcacdo linfocitaria peritumoral de 2+, com
uma ampliacéo total de 100x

Analisando entdo a marcacdo com o anticorpo anti-CD4 (SP35) da doente 17, 0
padrédo de coloracdo é membranoso e marca as células T helper-inducer. Obtivemos uma
marcacgdo linfocitaria intratumoral de 2+ (Figura 4.3.4) e uma marcacdo linfocitaria

peritumor
W

%
ASE RN Za -
Figura 4.3.4: Padrdo membranoso com o anticorpo anti-CD4 com uma

classificacdo de marcacéo linfocitaria intratumoral 2+, com uma ampliagdo total de 50x.
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igu ra4.3.

ERN S & L

noso com o anticorpo anti-CD4 com uma

classificacdo de marcacao linfocitéaria peritumoral 2+, com uma ampliacao total de

50x.

Por outro lado, o
anticorpo anti-CD8 (SP57) realiza
uma marcacdo membranar nas
células T citotdxicas e para a
doente 17 obteve-se uma
marcacéo linfocitaria intratumoral
2+ (Figura 4.3.6-A) e uma
marcacao linfocitéria peritumoral
2+ (Figura 4.3.6-B). Observa-se
uma maior marcagao e no centro
do tumor na Figura 4.3.6 A, e uma
marcagdo mais suave e na
periferia do tumor na Figura 4.3.6

B.

Figura 4.3.6: Marcacéo
imunohistoquimica com o anticorpo
anti-CD8; A- marcagdo linfocitaria
intratumoral 2+ com uma ampliacéo
total de 50x; B- marcacgdo linfocitéaria
peritumoral 2+, com uma ampliacdo
total de 50x.

Pégina | 51



“Avaliagdo da expressdo de PD-L1 e de subpopulagdes linfocitarias em Cancro da Mama”

Mestrado em Oncobiologia

Analisando por fim a marcacdo com o anticorpo anti-CD20 (L26), também
realiza uma marcacdo membranar mas neste caso de células B. Na Figura 4.3.7-A
verificamos a marcacéo linfocitaria peritumoral 2+ para a doente 3 e na Figura 4.3.7-B

observamos uma marcacao linfocitaria negativa tanto no centro do tumor como na sua

periferia para a doente 26.

Figura 43.7: Marcaééo imuhohistédu?rﬁif:é com o éhti‘éokpd‘ anti-CDZO, A- ;mya‘rcagao linfocitaria
peritumoral 2+ da doente 3, com uma ampliac&o total de 100x; B- marcacdo linfocitéria negativa da doente
26, com uma ampliacéo total de 25x.
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4.4- Resultados Obtidos pela técnica de imunohistoquimica para a

marcacao de PD-L1

A analise imunohistoquimica com o anticorpo PD-L1 apenas foi possivel realizar
em 27 doentes do nosso estudo devido a perda de tecido entre os cortes histoldgicos das

restantes. N&o se obteve marcacéo linfocitéaria das doentes 5, 6,9,19,21 e 22.

Apobs a marcacdo das amostras com o anticorpo anti-PD-L1 foi realizada uma
analise a estruturas celulares morfologicamente distintas: ao tumour infiltrating
lymphocytes (TILS) e as celulas tumorais. A expressdo de PD-L1 é considerada positiva
quando ocorre em mais do 5% das células tumorais. Os resultados obtidos para a

marcacdo de PD-L1 encontram-se registados na Tabela 4.

Tabela 4: Marcagdo com o anticorpo anti-PD-L1 obtida com a técnica de imunochistoquimica em 27 das
doentes selecionadas para o estudo. As doentes 5, 6,9,19,21 e 22 foram excluidas da marcacdo com PD-

L1.

Células Tumorais (%) TILS
0 1 2 3
1 0 «
2 0 «
3 0 y
4 5 y
7 0 )
8 0 )
10 0 )
11 0 )
12 0 )
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13 0

14 0 X

15 0

16 0

17 10 X
18 0 X

20 0

23 0

24 50%

25 0

26 0

27 0 X

28 1-9% X

29 0

30 0

31 1-10%

32 30% X
33 0
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(@) anti-PD-L1

realiza uma marcacdo membranar

anticorpo

nas células tumorais. Para o estudo
imunohistoquimico do anticorpo
anti-PD-L1 foram usados como
controlo amigdala e placenta (Figura
4.4.1), onde € possivel observar uma

marcagdo membranar acastanhada.

iy
e
\N WA
- N i
/, i\’i

As células tumorais
apresentavam uma cromatina
condensada, nucleos
aumentados e citoplasmas
também aumentados e mal
definidos. A Figura 4.4.2-A
corresponde &  marcacgdo
positiva pelo anticorpo anti-
PD-L1 das células tumorais da
doente 17, com uma marcagéo

acastanhada de cerca de 10%.

Por outro lado as

células linfocitarias
apresentavam cromatina pouco
densa, nicleos mais pequenos
e condensados e citoplasmas
prolongados. Na Figura 4.4.2-
B observamos uma marcagédo
3+ com anticorpo anti-PD-L1
células

acastanhada  nas

imunes.

7 _ I
Figura 4.4.1: Marcagdo imunohistoquimica do anticorpo anti-
PD-L1 no teste de controlo positivo de placenta, com uma
ampliacao total de x40.
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Figura 4.4.2: Marcacdo imunohistoquimica com anticorpo anti-
PD-L1, A- marcacdo de 10% das células tumorais, com uma
ampliacdo total de 63x; B- marcacdo linfocitaria 3+, com uma
ampliacéo total de 20x.
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4.5- Corelacdo entre os resultados obtidos por imunohistoquimica e

citometria de fluxo

Um dos objetivos do nosso estudo era comparar se 0s resultados obtidos com a
marcagdo imunohistoquimica corroboram os resultados obtidos através da citometria de
fluxo. Para o tratamento dos dados obtidos utilizou-se o programa GraphPad (software
Prism 7).

Na Figura 4.5.1 observamos a percentagem de CD3 obtida pela técnica de
citometria de fluxo, calculada através do FlowJo, em funcdo da marcacao
imunohistoquimica do anticorpo anti-CD3, classificada em scores de 0, 1+, 2+ e 3+. A
marcacdo imunohistoquimica foi divida em intratumoral e peritumoral, no entanto, em
citometria de fluxo esta divisdo ndo acontece, entdo fomos comparar o total da
percentagem de CD3 na amostra obtida por citometria tanto com a marcagao
imunohistoquimica intratumoral como a marcacdo imunohistoquimica peritumoral. O
esperado seria que a uma marcacgdo imunohistoquimica baixa correspondesse um menor
valor de percentagem de CD3 obtido por citometria, no entanto, a0 observamos 0s
graficos la e 1lb, vemos que tal ndo acontece quer na marcacdo intratumoral ou
peritumoral, porém os dados apresentados ndo foram estatisticamente significativos para
a correlacdo. Ou seja, ndo se observa correlacdo entre os dados de citometria de fluxo e

de imunohistoquimica.

Q A o B
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o o

(=X N (=X

2 . 4 2 Y

U n T .I T L t—: 0 T L] T T

2 0 1+ 2+ 3+ = 0 1+ 2+ 3+
Marcagéo intratumoral de CD3 por IHQ Marcacgédo peritumoral de CD3 por IHQ

Figura 4.5.1: Comparagdo entre a percentagem de células CD3 obtida por citometria de fluxo com a
marcagao imunohistoquimica com o anticorpo anti-CD3, A- marcacdo imunohistoquimica intratumoral do
anticorpo anti-CD3; B- marcacdo imunohistoquimica peritumoral do anticorpo anti-CD3.
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Para a comparacdo entre as percentagens de CD4 e CD8 foi calculada, com a
utilizacdo do programa Flow Jo, a frequéncia destas células em funcdo ao nimero das
single cell. Na Figura 4.5.2-A e 4.5.2-B observamos a percentagem de células CD4 obtida
por citometria de fluxo em fungdo da marcacéo imunohistoquimica do antiorpo anti-CD4.
Os resultados obtidos também nédo apresentaram valores estatisticamente significativos
para a correlacdo. Ou seja, de novo nédo se observa correlagéo entre os dados obtidos por

citometria e os dados obtidos por imunohistoquimica.
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Figura 4.5.2: Comparagdo entre a percentagem de células CD4 obtida por citometria de flucxo com a
marcacao imunohistoquimica com o anticorpo anti-CD4, A- marcagdo imunohistoquimica intratumoral
com o anticorpo anti-CD4; B- marcagdo imunohistoquimica peritumoral com o anticorpo anti-CD4.

Na Figura 4.5.3-A e na Figura 4.5.3-B observamos a percentagem de células CD8
obtida por citometria de fluxo em funcdo da marcac¢do imunohistoquimica com o
anticorpo anti-CD8 mas os resultados ndo terem sido estatisticamente significativos para
a existéncia de correlacdo, ou seja, também ndo se observar a existéncia de correlacdo

entre os dados obtidos por citometria e os dados obtidos por imunohistoquimica.
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Figura 4.5.3: Comparagdo entre a percentagem de células CD8 obtida por citometria de flucxo com a
marcacgdo imunohistoquimica com o anticorpo anti-CD8, A- marcagdo imunohistoquimica intratumoral
com o anticorpo anti-CD8; B- marca¢do imunohistoquimica peritumoral com o anticorpo anti-CD8.
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4.6- Corelacdo entre os resultados obtidos por imunohistoquimica e

dados clinico-patologicos

4.6.1- Linfocitos/PD-L1 e o Grau histolégico

O primeiro dado clinico que se relacionou com os dados imunohistoquimicos foi

o0 grau histoldgico (Grau 1, Grau 2, Grau 3). Comparou-se a avaliacdo imunohistoquimica
obtida para a marcacgdo linfocitaria com o anticorpo anti-CD3 intratumoral e para a
marcacdo linfocitdria com o anticorpo anti-CD3 peritumoral em funcdo do grau
histologico (Figura 1.6.1.1). Observa-se uma maior incidéncia de casos com grau
histoldgico 2 e para a marcacao linfocitaria com o anticorpo anti-CD3 intratumoral ha
uma maior incidéncia na marcacdo 1+ (Figura 4.6.1.1-A). Por outro lado, na marcacao
linfocitaria com o anticorpo anti-CD3 peritumoral ha uma maior incidéncia de casos com
uma marcacao linfocitaria 2+ de CD3 (Figura 4.6.1.1-B). Ao realizar uma comparacao
entre os diferentes graus histolégicos do tumor e os scores da marcagdo com o anticorpo
anti-CD3, verica-se que a tumores de grau histoldgico mais elevado corresponde mais
marcacdo linfocitaria com o anticorpo anti-CD3. No entanto ndo foram obtidos resultados
estatisticamente significativos para a correlacdo. O facto de existir um nimero reduzido
de amostras para tumores de grau 3 pode ndo ajudar no poder estatistico. Sugere entdo
que existe menor marcacdo com o anticorpo anti-CD3 nos linfécitos intratumorais e mais

marcagao nos linfocitos peritumorais.
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Figura 4.6.1.1: Marcagdo imunohistoquimica com o anticorpo anti-CD3 em fungéo do grau histolégico
do tumor- A: marcacdo linfocitéria intratumoral; B- marcacdo linfocitaria peritumoral.
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Realizou-se a mesma analise para a marcacao linfocitaria com o anticorpo anti-
CD4 (Figura 4.6.1.2) e observa-se que para a marcacao de linfocitos intratumorais, tal
como para a marcagdo de linfocitos intratumorais com o anticorpo anti-CD3, ha uma
maior incidéncia da marcacdo linfocitaria 1+ com o anticorpo anti-CD4 nos tumores de
grau histologico 2 (Figura 4.6.1.2-A). Para a marcacao linfocitaria peritumoral observa-
se incidéncia de marcacédo linfocitaria 1+ e 2+ com o anticorpo anti-CD4 para tumores de
grau histologico 2, mas também uma incidéncia de marcagdo linfocitaria nula com o
anticorpo anti-CD4 para tumores de grau histologico 1 (Figura 4.6.1.2-B), no entanto, 0s
resultados obtidos ndo foram estatisticamente significativos para se estabelecer uma
correlagcdo. Sugere entdo que para a marcacdo linfocitaria com o anticorpo anti-CD4
existe uma maior incidéncia de marcacdo de linfécitos intratumorais do que peritumorais,
possuindo a marcacdo linfocitaria peritumoral um maior nimero de casos com marcagao

linfocitaria nula com o anticorpo anti-CD4.
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Figura 4.6.1.2: Marcagdo imunohistoquimica do anticorpo anti-CD4 em funcdo do grau histologico do
tumor- A: marcacdo linfocitéria intratumoral; B- marcacdo linfocitéaria peritumoral.

Por outro lado, na analise com o anticorpo anti-CD8 na marcagéao linfocitaria
intratumoral obteve-se um valor de p estatisticamente significativo de 0.0297 entre
tumores de grau histolégico elevado (Grau2-Grau3) (Figura 4.6.1.3.A) e pode-se observar
que h& uma maioria de marcagéo linfocitaria 1+ com o anticorpo anti-CD8 para tumores
com grau histologico 2. Na marcacdo linfocitaria peritumoral também se obteve um valor
de p estatisticamente significativo de 0.0278 entre tumores de Graul/Grau2 (Figura

4.6.1.3-B) e pode-se observar que também para a marcacdo linfocitaria peritumoral a
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marcacdo 1+ com o anticorpo anti-CD8 ocorre com mais frequéncia. Conclui-se que
tumores com um grau histologico elevado apresentam uma maior marcacédo linfocitaria
quer intratumoral quer peritumoral com o anticorpo anti-CD8 e que existe uma maior
marcacdo com o anticorpo anti-CD8 nos linfocitos peritumorais quando comparado com

a marcacdo com o anticorpo anti-CD8 nos linfocitos intratumorais.
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Figura 4.6.1.3: Marcagdo imunohistoquimica com o anticorpo anti-CD8 em fungéo do grau histolégico
do tumor- A: marcacgdo linfocitaria intratumoral, *p value estatisticamente significativo, p=0.0297 B-
marcacdo linfocitaria peritumoral, *p value estatisticamente significativo, p=0.0278.

No caso da marcacdo com o anticorpo anti-CD20, a marcacdo linfocitaria
intratumoral é maioritariamente nula para tumores de grau histolégico 2 (Figura 4.6.1.4-
A), no entanto na marcacdo linfocitaria peritumoral (Figura 4.6.1.4-B) a maioria da
marcacdo encontra-se dividida em marcacao linfocitaria nula e marcacéo linfocitaria 1+
para tumores de grau menos elevados (graul/grau2), porém os resultados nao foram
estatisticamente significativos para estabelecer a correlagdo. Isto sugere que a marcagéo
linfocitaria com o anticorpo anti-CD20 é maioritariamente nula e intratumoral em
tumores de grau histologico 2. Estes resultados mostram que a marcagéo linfocitaria de

CD20 e maioritariamente em linfécitos peritumorais.
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Figura 4.6.1.4: Marcacdo imunohistoquimica do anticorpo anti-CD20 em funcéo do grau histolégico do
tumor- A: marcacdo linfocitaria intratumoral; B- marcagdo linfocitéria peritumoral.

Ao analisar os resultados da marcacdo com o anticorpo anti-PD-L1, observa-se
que para a marcacdo imunohistoquimica das células imunes (Figura 4.6.1.5-A) ha uma
maior prevaléncia de marcacdo linfocitaria nula em tumores de grau 2 e que apenas existe
marcacdo linfocitaria 3+ de PD-L1 em tumores de grau histologico 3. Para a marcacdo de
células tumorais (Figura 4.6.1.5-B), existe uma grande incidéncia de marcacao tumoral
nula com o anticorpo anti-PD-L1 para tumores de grau 2. Os dados foram estatisticamente
significativos entre tumores de graul/grau3 com p=0.0150 e entre tumores de grau
elevado (grau2/grau3) com p= 0.0259, 0 que da poder estatistico a esta correlagdo. Isto
sugere que o PD-L1 tem maior marcacdo de células tumorais em tumores com grau

histol6gico mais elevado. Este é um dos resultados mais importantes deste trabalho.
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Figura 4.6.1.5: Marcagdo imunohistoquimica do anticorpo PD-L1 em fungdo do grau histologico do
tumor- A: marcagdo das células imunes; B- marcagdo das células tumorais, *p value estatisticamente
significativo, Grau2-Grau3: p=0.0259, Graul-Grau3: p=0.0150.
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4.6.2- Linfocitos/PD-L1 e o subtipo de cancro da mama

O segundo parametro clinico que se foi comparar com os resultados obtidos por
IHQ foram os subtipos de cancro da mama, ou seja, se sdo RE positivos ou RE negativos,
Her2 positivos ou Her2 negativos, ou se sdo Triplo Negativos (TN) — quando sdo

negativos para RE, RP e Her2.

Na Figura 4.6.2.1 encontra-se a marcacdo linfocitaria intratumoral (Figura
4.6.2.1-A), onde se pode observar uma maior incidéncia da marcacao linfocitaria 1+ com
0 anticorpo anti-CD3 para tumores RE positivos e maior incidéncia de marcagao
linfocitaria negativa para tumores Her2 positivos. No caso da marcacdo linfocitaria

peritumoral (Figura 4.6.2.1-B) os resultados dividem-se entre marcacéo linfocitaria nula

ou 2+ com o anticorpo anti- A
=
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Figura 4.6.2.1: Marcacdo com o anticorpo anti-CD3 por IHQ em funcéo
dos subtipos de cancro da mama: RE+, Her2+ e triplo negativo (TN), A-
marcacdo linfocitaria intratumoral com o anticorpo anti-CD3; B-
marcacao linfocitaria peritumoral com o anticorpo anti-CD3.
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Para a marcacdo linfocitaria intratumoral com o anticorpo anti-CD4 (Figura
4.6.2.2-A) observa-se que existe uma grande incidéncia de marcacao linfocitéaria 1+ e 2+
para tumores RE positivos. A divisdo entre a marcacgdo linfocitaria nula ou marcagéo
linfocitéaria 2+ para tumores RE positivos que ocorre na marcacéo linfocitaria peritumoral
com o anticorpo anti-CD3, podemos observar que também ocorre na marcagdo
linfocitaria peritumoral com o anticorpo anti-CD4 (Figura 4.6.2.2-B). Ou seja, também
se observa que existe mais marcacdo linfocitaria com o anticorpo anti-CD4 nos tumores

de subtipos RE positivos e uma menor marcagdo em tumores Her2 positivos e TN.
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Figura 4.6.2.2: Marcacdo com o anticorpo anti-CD4 por IHQ em funcéo
dos subtipos de cancro da mama: RE+, Her2+ e triplo negativo (TN), A-
marcacdo linfocitaria intratumoral com o anticorpo anti-CD4; B-
marcacao linfocitaria peritumoral com o anticorpo anti-CD4.
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No caso da marcacdo com o anticorpo anti-CD8, observa-se que na marcagao
linfocitaria intratumoral uma grande incidéncia de marcacdo linfocitaria 1+ com o
anticorpo anti-CD8 para tumores dos subtipos RE positivos (Figura 4.6.2.3-A). Porém,
para a marcagdo linfocitaria peritumoral (Figura 4.6.2.3-B) a incidéncia dos casos
encontra-se dividida entre a marcacdo linfocitaria nula, 1+ e 2+ com o anticorpo anti-CD8
para tumores dos subtipos RE positivos. Isto sugere que apesar de também existir uma
maior marcacdo linfocitaria com o anticorpo anti-CD8 nos tumores dos subtipos RE
positivos, como com o anticorpo anti-Cd3 e o anticorpo anti-CD4, a marcacdo linfocitéria

com o anticorpo anti-CD8 é inferior.
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Figura 4.6.2.3: Marcacdo com o anticorpo anti-CD8 por IHQ em funcéo
dos subtipos de cancro da mama: RE+, Her2+ e triplo negativo (TN), A-
marcacao linfocitaria intratumoral com o anticorpo anti-CD8; B-
marcacdo linfocitaria peritumoral com o anticorpo anti-CD8.
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Na marcacao linfocitaria com o anticorpo anti-CD20 quer na marcacao linfocitaria
intratumoral (Figura 4.6.2.4-A) quer na marcacao linfocitaria peritumoral (Figura 4.6.2.4-
B) a maioria dos casos encontram-se divididos entre a marcacao linfocitéaria nula e 1+
com o anticorpo anti-CD20 para tumores do subtipos RE positivos e Her2 positivos. Ou
seja, a0 comparar com os resultados obtidos para os linfocitos anteriores, existe uma
menor marcacdo linfocitaria com o anticorpo anti-CD20 nos tumores do subtipo RE

positivo.
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Figura 4.6.2.4: Marcacdo com o anticorpo anti-CD20 por IHQ em funcéo dos
subtipos de cancro da mama: RE+, Her2+ e triplo negativo (TN), A- marca¢éo
linfocitaria intratumoral com o anticorpo anti-CD20; B- marcacéo linfocitéaria
peritumoral com o anticorpo anti-CD20.
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Para a marcacdo com o anticorpo anti-PD-L1, analisou-se a marcacao de células

imunes em funcgéo dos subtipos de carcinoma (Figura 4.6.2.5-A), observa-se que ha uma

prevaléncia de uma marcacdo imunohistoquimica nula das células imunes quando o

tumor é RE positvo. Para tumores de subtipo Her2 positivo também existe uma maior

incidéncia de casos com marcacdo imunohistoquimica nula das células imunes, no

entanto o nimero de amostras de tumores Her2 positivos é baixo e os resultados ndo

foram estatisticamente significativos. Para os tumores TN, apesar da baixa amostragem,

ha prevaléncia da marcacdo 1+. Para as células tumorais os resultados ndo foram

estatisticamente significativos (Figura 4.6.2.5-B) observamos a mesma tendéncia da

marcacdo das células
imunes com o anticorpo
anti-PD-L1. Sugere entdo
que tanto na marcagao
imunohistoquimica de
celulas imunes como na
marcagao

imunohistoquimica de
células  tumorais, a
marcagao

imunohistoquimica com o
anticorpo anti-PD-L1 é
maioritariamente nula
para tumores RE positivos
e que a marcagdo com 0
anticorpo anti-PD-L1
ocorre em tumores de
subtipos mais agressivos.
Este é o0 segundo resultado
mais importante neste
trabalho.

Marcagao de Células imunes

Marcacdo de Células tumorais
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Figura 4.6.2.5: Marcacdo com o anticorpo anti-PD-L1 por IHQ
em funcdo dos subtipos de cancro da mama: ER+, Her2+ e triplo
negativo, A- marcacdo de células imunes, B- marcacdo de células
tumorais com o anticorpo anti-PD-L1.

Pégina | 66



“Avaliagdo da expressdo de PD-L1 e de subpopulaces linfocitarias em Cancro da Mama”

Mestrado em Oncobiologia

4.6.3- Linfocitos/PD-L1 e os ganglios linfaticos

Foi-se entdo avaliar a marcagdo das subpopulacdes linfocitarias e a marcagao
imunohistoquimica de PD-L1 em relacdo aos ganglios linfaticos axilares excisados, ou

seja, com o facto de estes possuirem ou ndo metastases.

Para a marcacdo linfocitéaria intratumoral com o anticorpo anti-CD3 (Figura
4.6.3.1-A) podemos observar uma maior incidéncia de marcacdo linfocitaria 1+ com o
anticorpo anti-CD3 para ganglios invadidos, enquanto que na marcacdo linfocitaria
peritumoral com o anticorpo anti-CD3 (Figura 4.6.3.1-B) ha uma maior incidéncia de
marcacdo linfocitaria 2+ com o anticorpo anti-CD3 para casos com ganglios invadidos.
Isto sugere que ha maior marcacdo linfocitaria com o anticorpo anti-CD3 em ganglios
axilares invadidos.
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Figura 4.6.3.1: Marcacéo imunohistoquimica com o anticorpo anti-CD3 em fun¢do da invasdo ou nédo
invasdo dos ganglios linfaticos; A- marcacdo intratumoral; B- marcacédo peritumoral.

No caso da marcagdo com o anticorpo anti-CD4, na marcacdo linfocitaria
intratumoral (Figura 4.6.3.2-A) observamos também uma maior incidéncia de marcacao
linfocitaria 1+ com o anticorpo anti-CD4 nos ganglios invadidos, enquanto que na
marcacédo linfocitaria peritumoral com o anticorpo anti-CD4 (Figura 4.6.3.2-B) ha uma
maior incidéncia de marcacdo linfocitaria 2+ com o anticorpo anti-CD4 para casos com
ganglios com metastases. Isto sugere que ha maior marcacéo linfocitaria com o anticorpo
anti-CD4 em ganglios axilares invadidos.
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Figura 4.6.3.2: Marcagdo imunohistoquimica com o anticorpo anti-CD4 em func&o da invasdo ou nao
invasdo dos ganglios linfaticos; A- marcacdo linfocitaria intratumoral; B- marcacdo linfocitaria
peritumoral.

Na marcacdo linfocitaria intratumoral (Figura 4.6.3.3-A) e peritumoral (Figura
4.6.3.3-B) com o anticorpo anti-CD8 observa-se a mesma andlise realizada com o
anticorpo anti-CD3 e o anticorpo anti-CD4, que ha maior marcacdo linfocitaria nos
ganglios axilares invadidos.
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Figura 4.6.3.3: Marcacdo imunohistoquimica com o anticorpo anti-CD8 em fun¢do da invasdo ou ndo

invasdo dos ganglios linfaticos; A- marcagdo linfocitéria intratumoral; B- marcacdo linfocitéaria
peritumoral.

Para a marcacdo com o anticorpo anti-CD20, na marcacdo linfocitaria
intratumoral (Figura 4.6.3.4-A) para os ganglios sem metastases existe uma maior
prevaléncia de marcacgdo linfocitaria nula para o anticorpo anti-CD20 e para ganglios
invadidos existe uma maior prevaléncia de marcacdo linfocitaria 1+. No casos da

marcacdo linfocitaria peritumoral com o anticorpo anti-CD20 (Figura 4.6.3.4-B) a
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marcacdo linfocitaria nula é maioritaria para ambos os tipos de ganglios, invadidos e nao

invadidos.
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Figura 4.6.3.4: Marcacdo imunohistoquimica com o anticorpo anti-CD20 em fung¢éo da invasdo ou nao
invasdo dos ganglios linfaticos; A- marcacdo linfocitaria intratumoral; B- marcacdo linfocitaria
peritumoral.

Para a marcacdo com o anticorpo anti-PD-L1, observa-se que tanto a marcacgao
imunohistoquimica das células imunes (Figura 4.6.3.5-A), como a marcacdo
imunohistoquimica de células tumorais (Figura 4.6.3.5-B) ha uma grande prevaléncia de
marcacdo imunohistoquimica nula em ambos os tipos de ganglios. Sugere que o PD-L1
ndo esta presente na maior parte das células imunes nem nas células tumorais para
ganglios com metastases, enquanto que nos ganglios sem invasao ha maior marcacao

imunohistoquimica com o anticorpo anti-PD-L1 nas células imunes.
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Figura 4.6.3.5: Marcac¢do imunohistoquimica do anticorpo anti-PD-L1 em funcédo da invasdo ou ndo
invasdo dos ganglios linfaticos - A: marcacao das células imunes; B- marcacao das células tumorais.
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4.6.4- Linfocitos/PD-L1e o nivel de expressao de Ki67

De seguida, relacionou-se os dados obtidos com o indice de proliferacdo celular,

0 ki67. Para a marcacdo com o anticorpo anti-CD3, tanto na marcagdo linfocitaria
intratumoral (Figura 4.6.4.1-A) quer na marcacao linfocitaria peritumoral (Figura 4.6.4.1-
B), a uma marcacéo linfocitaria 3+ com o anticorpo anti-CD3 correspondem niveis de

expresséo de ki67 mais elevados.
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Figura 4.6.4.1: Expressdo de ki-67em fun¢do da marcacéo linfocitaria com o anticorpo anti-CD3- A:
marcacdo linfocitaria intratumoral, *p value estatisticamente significativo, 0/3+: p=0.0179, 1+/3+:
p=0.0446; B- marcacdo linfocitéria peritumoral, *p value estatisticamente significativo, p=0.0071.

No caso da marcacao com o anticorpo anti-CD4, observamos que para a marcagao
linfocitaria intratumoral (Figura 4.6.4.2-A) ha uma maior incidéncia de casos com
marcacdo linfocitaria de 1+ com o anticorpo anti-CD4 e uma marcacgdo linfocitaria
peritumoral (Figura 4.6.4.2-B) ha uma maior incidéncia da marcacéo linfocitaria 2+, as

quais corresponde a maior parte dos valores de ki67 mais elevados.
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Figura 4.6.4.2: Expressdo de ki-67 em funcdo da marcacdo linfocitaria com o anticorpo anti-CD4 -

A: marcacéo linfocitaria intratumoral; B- marcacéo linfocitaria peritumoral.
Péagina| 70



“Avaliagdo da expressdo de PD-L1 e de subpopulaces linfocitarias em Cancro da Mama”

Mestrado em Oncobiologia

Para a marcacdo com o anticorpo anti-CD8, na marcacao linfocitaria intratumoral
(Figura 4.6.4.3-A) ha uma grande incidéncia de casos om marcacéo linfocitaria 1+ com
0 anticorpo anti-CD8, aos quais correspondem as percentagens de ki67 mais elevadas.
Por outro lado, para a marcacdo linfocitaria peritumoral (Figura 4.6.4.3-B), os resultados

encontram-se uniformemente distribuidos.
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Figura 4.6.4.3: Expressao de ki-67 em fungéo da marcacéo linfocitaria com o anticorpo anti- CD8
- A: marcacdo linfocitaria intratumoral; B- marcacéo linfocitaria peritumoral.

Para a marcacdo com o anticorpo anti- CD20, observamos que tanto para a
marcacéo intratumoral (Figura 4.6.4.4-A) como na marcagao peritumoral (Figura 4.6.4.4-
B), ha uma maior incidéncia de casos com marcacdo nula de CD20 e ndo se consegue
estabeler qualquer relacdo entre a marcacdo com o anticorpo anti-CD20 e a expressao de

Ki67..
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Figura 4.6.4.4: Expressdo de ki-67em funcdo da marcagdo imunohistoquimica do anticorpo anti-
CD20 - A: marcacdo intratumoral; B- marcacdo peritumoral.
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Nos resultados obtidos para o anticorpo anti-PD-L1 pode-se observar que na
marcacdo das células imunes (Figura 4.6.4.5-A) e na marcacdo das células tumorais
(Figura 4.6.4.5-B) h& uma maior prevaléncia de casos com marcacao do anticorpo anti-

PD-L1 nula e que Ihes corresponde a grande parte de valores de ki67 mais baixos.
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Figura 4.6.4.5: Expressdo de ki-67em fun¢do da marcacdo imunohistoquimica do anticorpo anti-
PD-L1- A: marcacdo das células imunes, *p value estatisticamente significativo, 0-1+: p=0.0163;
B- marcagdo das células tumorais, *p value estatisticamente significativo, p= 0.0020.

4.6.5- Linfécitos/PD-L1 e o indice de massa corporal (IMC)

Por fim, calculou-se o IMC das doentes utilizadas no estudo com base no seu

peso e altura. No caso do anticorpo anti-CD3, observa-se que na marcacgdo intratumoral
(Figura 4.6.5.1-A), @ medida que aumenta a ma rcacdo imunohistoquimica, aumenta o
IMC. Por outro lado, para a marcacdo peritumoral (Figura 4.6.5.1-B), os resultados de
IMC encontram-se praticamente uniformizados para as diferentes marcagdes. Os

resultados obtidos ndo foram estatisticamente significativos para se estabelecer uma

correlacéo.
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Figura 4.6.5.1: Indice de massa corporal (IMC) em fung¢éo da marcacdo por IHQ, A- marcagdo linfocitaria
intratumoral do anticorpo anti-CD3; B- marcagdo linfocitaria peritumoral do anticorpo anti-CD3.

Para a marcacdo com o anticorpo anti-CD4, tanto na marcacao intratumoral
(Figura 4.6.5.2-A) como na marcacdo peritumoral (Figura 4.6.5.2- B), observa-se as
mesmas conclusdes que com a marcagdo com anticorpo anti-CD3 e os resultados obtidos

ndo foram estatisticamente significativos para se estabelecer uma correlago.
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Figura 4.6.5.2: indice de massa corporal (IMC) em funcdo da marcacdo por IHQ, A- marcagio
intratumoral com o anticorpo anti-CD4; B- marcacdo peritumoral com o anticorpo anti-CDA4.
No caso do anticorpo anti-CD8, para a marcacéo intratumoral (Figura 4.6.5.3-A)
e para a marcacéo peritumoral (Figura 4.6.5.3-B) observa-se que entre a marcagao com o
anticorpo anti-CD8 1+ e 2+, ha uma diminuicdo dos valores de IMC, tendo sido obtido
na marcacéo peritumoral um p=0,0456, ndo sendo estatisticamente muito significativo e
ndo permitindo novamente estabelecer uma correlacao.

Péagina| 73



“Avaliagdo da expressdo de PD-L1 e de subpopulagdes linfocitarias em Cancro da Mama”

Mestrado em Oncobiologia

*

B -
409 A 40 -
n=13 n=1 n=9 n=1

n=3 n=. n=6

3,0-
2 20-

10+
0 T T T T

S X ¥ A L

Marcacgéo intratumoral de CD20 por IHQ Marcacao peritumoral de CD20 por IHQ

Figura 4.6.5.3: Indice de massa corporal (IMC) em fungéo da marcagéo por IHQ, A- marcagao intratumoral
com o anticorpo anti-CD8; B- marcagéo peritumoral com o anticorpo anti-CD8, *p value estatisticamente
significativo, 1+/2+: p=0,0456.

Tal como para o anticorpo anti-CD8, nos resultados para o anticorpo anti-CD20,
tanto na marcacéo intratumoral (Figura 4.6.5.4-A) como na marcacao peritumoral (Figura
4.6.5.4-B), entre a marcacao nula e 1+ com o anticorpo anti-CD20 ha um aumento de

IMC e entre a marcacdo 1+ e 2+ com o anticorpo anti-CD20 ha uma diminuicao.
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Figura 4.6.5.4: indice de massa corporal (IMC) em fungéo da marcacéo por IHQ, A- marcag&o intratumoral
com o anticorpo anti-CD20, *p value estatisticamente significativo, 0/1+: p=0,0441; B- marcagdo
peritumoral com o anticorpo anti-CD20.

No caso da marcacdo com o anticorpo anti-PD-L1, na marcacdo das células
imunes (Figura 4.6.5.5-A) os valores de IMC aumentam entre a marcagao nula e depois
tém a tendéncia em diminuir a medida que aumenta a marcagdo IHQ com o anticorpo

anti-PD-L1. Por outro lado, na marcacdo das células tumorais (Figura 4.6.5.5-B) os
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valores de IMC encontram-se muito semelhantes entre as diferentes percentagens de

marcacdo das células.
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Figura 4.6.5.5: indice de massa corporal (IMC) em func&o da marcacao por IHQ com o anticorpo anti-PD-
L1, A- marcacdo das células imunes com o anticorpo anti-PD-L1, *p value estatisticamente significativo,
0/1+: p=0,0441; B- marcacdo das células tumorais com o anticorpo anti-PD-L1.
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5-Discussao dos Resultados

A presenca de subpopulacdes linfocitarias no carcinoma da mama tem sido, em
estudos anteriores, relacionada com um melhor prognéstico e com uma melhor resposta
ao tratamento com NACT. Uma alta marcacdo imunohistoquimica com o0s anticorpos
anti-CD3, anti-CD8 e anti-CD20 tem sido identificada como um fator preditivo para uma

resposta patoldgica completa (pCR) em estudos com milhares de doentes (46) (51).

Ao correlacionar o grau histoldgico com a marcacao dos diferentes linfocitos
observamos que tanto para os linfécitos T (CD3, CD4 e CD8) como para os linfocitos B
(CD20) existe uma maior marcacdo imunohistoquimica nos linfécitos na zona
peritumoral. Estes resultados véo corroborar as pesquisas realizadas anteriormente onde
descreviam que a infiltragdo linfocitéria era maior nas margens do que no centro do tumor,
mostrando que por vezes as células T ndo se conseguem infiltrar nos tumores,
principalmente nos tumores que possuam uma grande componente estromal, barreiras
fisicas ou um microambiente tumoral hostil. (51) (45) (52) Sdo exemplo disso 0s
adenocarcinomas do pancreas. Em relagdo aos resultados com PD-L1, este tem maior
marcacdo de células tumorais em tumores com grau histoldgico mais elevado.
InvestigacBes anteriores conseguiram corelacionar a marca¢do imunohistoquimica de
PD-L1 com tumores de grau histologico I, o que vem concordar com 0S N0SS0S
resultados obtidos para PD-L1 (53). Este resultado € o mais importante deste trabalho
porque permite levantar a hip6tese de que os tumores mais agressivos expressam mais

PD-L1 para se tornarem invisiveis ao sistema imunitario induzindo tolerancia.

Ao avaliarmos 0s subtipos de cancro da mama, os subtipos triplo negativo, Her2
positivo e RE negativo correspondem aos subtipos mais agressivos. Ao correlacionarmos
a marcacdo linfocitaria com os subtipos observamos que para os diferentes linfocitos
avaliados, existe uma maior marcagéo linfocitéaria para o subtipo RE positivo, embora que
no caso do CD8 e CD20 esta marcacdo seja inferior a marcacdo por CD3 e CD4. Isto
sugere que uma maior marcacéo linfocitaria corresponde a subtipos da mama menos
agressivos, 0 que vai contra a literatura publicada, mas é dificil estabelecer uma
correlacdo uma vez que esta marcagdo em imunohistoquimica néo se correlaciona com

os dados obtidos por citometria. Pesquisas anteriores afirmam que uma maior marcagao
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linfocitaria esta associada a subtipos de cancro da mama mais agressivos. (51) (54) (55)
(42) No caso do PD-L1, os resultados obtidos sugerem que tanto na marcacdo
imunohistoquimica de células imunes como na marcagdo imunohistoquimica de células
tumorais, a marcacdo de PD-L1 € maioritariamente nula em tumores RE positivo e que
existe uma marcacdo imunohistoquimica mais elevada em tumores TN. Estudos
anteriores de outros autores demonstram que o PD-L1 estd mais expresso em tumores
mais agressivos, ou seja Her2 positivos, triplos negativos e tumores com RE fracos. (53)
(48) Estes resultados sdo concordantes com 0s nossos 0 que pode sugerir que a via do
PD1/PD-L1 esté envolvida na reicidéncia e metastizacdo dos subtipos tumores da mama,
como é o caso dos tumores triplo negativos. (53) (56) Este resultado de maior expressdo
de PD-L1 nos tumores de subtipos bioldgicos mais agressivos faz sentido e corrobora as
nossas previsoes clinico-bioldgicas de que tumores mais agressivos expressam PD-L1 e

criam mecanismos para induzir tolerancia e escape ao sistema imunitario.

Ao avaliarmos os ganglios linfaticos, fomos correlacionar a presenca de
metéstases nos ganglios com a marcagdo imunohistoquimica linfocitaria. Com 0s nossos
resultados obtidos podemos concluir que hd uma maior marcacdo linfocitaria por CD3,
CD4, CD8 e CD20 em ganglios invadidos pelo tumor do que em ganglios sem invasao.
Na literatura, esta descrito que uma baixa marcacao linfocitaria de CD8 esté associada a
agressividade tumoral, as carcteristicas malignas do tumor e as metastases ganglionares
(45), o que vem contraiar os resultados obtidos. No entanto, no caso do PD-L1, podemos
observar que tem maior marcacao imunohistoquimica de células imunes em ganglios sem
invasdo, o que também vai contra a literatura publicada, de que uma maior marcacgao
imunohistoquimica por PD-L1 ocorre em ganglios com metastases (48) (57). Este
resultado é contra intuitivo com as nossas hipéteses clinico bioldgicas que nos diriam que

nos ganglios invadidos haveria maior expressdo de PD-L1.

De seguida fomos correlacionar a marcagdo linfocitaria com a expressdo de
Ki67. A determinacdo da expressdo do ki67 € uma ferramenta muito util para o
prognostico e para a previsao do tratamento. No caso da marcacao linfocitéaria para CD3,
CD4 e CD8 observamos que a uma maior marcacéo linfocitaria corresponde valores de
Ki67 mais elevados. No entanto, no caso do CD20, ndo se consegue estabelecer uma
relagdo, visto que a marcacéo linfocitaria de CD20 nula correspondem os valores mais
baixos e mais altos de Ki67. Por outro lado, os resultados obtidos com PD-L1 mostram
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que a uma marcacao imunohsitoquimica nula de PD-L1 corresponde os valores de Ki67
mais baixos. Estes resultados obtidos védo contra publicagdes anteriores que relacionam
positivamente a expressdo de PD-L1 com a expressdo de Ki67, ou seja, altos niveis de
expressdo de Ki-67 estdo associados a uma alta marcacdo imunohistoquimica de PD-L1,
indicando assim que a expressdo de PD-L1 sera correlacionavel com uma baixa taxa de
sobrevivéncia do doente. (58) (59) Por outro lado, se a presenca de subpopulacdes
linfocitérias estdo associadas a um melhor progndstico, era de esperar que a uma maior
marcacdo linfocitaria corresponde-se niveis baixos de expressdo de Ki67, e ndo foi a

relacdo que obtivemos com 0s nossos resultados.

Por fim, fomos avaliar a relagéo entre a marcacéo linfocitéria e o indice de massa
corporal (IMC) das doentes. Para 0 CD3 e CD4, na marcacéo linfocitaria intratumoral,
observamos que o IMC aumenta com o aumento da marcacao linfocitaria. No entanto, no
caso do CD8, para a marcacdo linfocitaria intratumoral e marcacdo linfocitaria
peritumoral 1+ e 2+ ha uma diminuicdo do IMC (p=0,0456). Nos resultados do CD20,
entre a marcacao linfocitaria nula e marcacéo linfocitaria 1+ ha um aumento de IMC e
entre a marcacdo linfocitaria 1+ e a marcacdo linfocitaria 2+ ha uma diminuicdo do IMC.
Nos resultados de PD-L1 podemos observar que os valores de IMC tém tendéncia a

diminuir com o aumento da marcacgdo imunohistoquimica de PD-L1 de células imunes.
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6-Conclusao

Apos a conclusdo deste estudo podemos concluir que uma maior infiltracdo
linfocitaria no tumor corresponde a um melhor prognostico para o doente, mas que
curiosamente, também estd relacionada com os subtipos de cancro da mama mais

agressivos.

A amostragem utilizada para este estudo ndo foi suficiente para retirar
conclusBes dos nossos resultados, por exemplo, na correlacdo linfocitaria com a NACT
ndo foi possivel retirar uma conclusdo uma vez que as doentes que realizaram NACT e

que apresentaram resposta foram insuficientes.

Na parte deste estudo da avaliacdo de subpopulacGes linfocitarias ndo foi
possivel estabelecer qualquer ligacdo, nem entre as caracteristicas clinico-bioldgicas, nem

entre a técnica de citometria de fluxo.

O estudo imunohistoquimico com o anticorpo anti-PD-L1 revelou conclustes
muito promissoras para o estudo de terapéuticas futuras, uma vez que a expressao de PD-
L1 se encontra associada a subtipos de cancro da mama mais agressivos e de grau

histol6gico mais elevado, estando assim envolvido na resposta imune anti-tumoral.
Estes foram os dois resultados mais relevantes deste trabalho:

e Alta expressdo de PD-L1 em tumores de grau histolégico mais elevado

e Altaexpressdo de PD-L1 em tumores de subtipos biol6gicos agressivos.

Conseguimos assim mostrar que os tumores de pior progndstico poderdo usar a

via tolerogénica de PD-L1 para anular a resposta imunitaria anti-tumoral.

Para perspetivas futuras, pode ser entdo importante e interessante estudar o
infiltrado tumoral antes e ap6s o tratamento com NACT, assim como a influéncia da
expressao de PD-L1 no progndéstico dos doentes, ou seja, redirecionar este estudo sobre
0s tratamentos que os doentes realiazam, quer NACT quer quimioterapia adjuvante, e
relacionar a expressao linfocitaria e a expressdo de PD-L1 com as respostas dos doentes

ao0s tratamentos.
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Seria interessante adicionar a este estudo, a avaliacdo do FoxP3, uma vez uma
razdo elevada de linfocitos T reguladores Foxp3+/ linfocitos T CD8+ esta associada a
resisténcia a terapéutica anti-PD-1, e nos permitia assim correlacionar os dois temas

principais deste estudo: subpopulac@es linfocitérias e terapéuticas anti-PD-1.
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8- Anexos

8.1- Anexo I: OptiView DAB Immunohistochemistry Detection Kit(60)

4V,

EAS VENTANA

OptiView DAB IHC Detection Kit
760-700

06396500001

W 250

UTILIZAGAO PRETENDIDA

0 OptiView DAB IHC Detection Kit (OptiView) € um sistema indirecto sem biotina para a
detecgo de anticorpos primarios de lgG do ratinho, lgM do ratinho & de coslho. O kit
destina-se 3 identificagdo de alvos afravés de imunc-histoquimica (IHC) em secgfes de
tecido fisado em formol € impregnado em parafina e em tecido congelado que sdo
coradas nos dispositivos automaticos de coloragio da VENTANA e visualizadas através
de microscopia dptica. A interpretacdo clinica de qualguer coloragdo, ou da auséncia de
coloragdo, tem que ser complementada por meio de estudos morolégicos e avaliagdo
dos controlos adequados.

Este produto devera zer interpretado por um patologista qualificado, em conjunto com
um exame histoldgico, a informagao clinica relevante & os controlos adequados.

Este produto destina-se ao diagnastico i wiro (VD).

RESUMO E EXPLICAGAD

A imuno-histoquimica (IHC) € uma técnica wtilizada em laboratdrios para fins de
diagndstico. O conceito fundamental da IHC € a localizagdo dos antigénios em secgbes
de tecido utilizando anficorpos primarios especificos. Depois de ocorrer a ligagdo do
antigénio-anticorpo, a mesma tem de ser visualizada com uma reacg3o de cor visivel por
microscopia dptica ou através da utilizagdo de microscopia de fluorescéncia. O anticorpo
primério especifico podera fransportar a molécula geradora do sinal, fornecendo uma
visualizagdo directa da ligagio. Em alternativa, os métodos de visualizagdo indirscta
requerem etapas adicionais para localizar o anficorpo especifico e gerar um sinal_ As
técnicas mais comuns de métodos indirectos utilizam um anticorpo ferciario com uma
EeNZima que une o anticorpo secundario direccionado contra as espécies de anticorpo
primario com um sistema de substrato cromogénico correspondente. Esta combinagdo
resulta numa precipitag@o colorida no local da ligagdo especifica do anticorpo. O OptiView
DAB IHC Detection Kit utiiza um método indirecto para visualizar anticorpos especificos
ligados a antigénios depositando um precipitado de cor castanha.

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

0 kit OptiView DAB IHC Detection Kit detecta anticorpos primarios especificos de ratinho
& de coelho ligados a um antigénio em secglies de tecido impregnado em parafina cu em
tecido congelado. O anticorpo especifico & localzado por um anticorpo secundario
especifico ligado por um anticorpo terciario marcado com enzima. O complexo & entdo
visualizado utilizando um produto do precipitado da enzima.

10 OptiView DAB IHC Detection Kit utiliza um cocktail de anticorpos secundarios que
localizam o anticorpo primario ligado. O cocktail de anticorpos secundarios & reconhecido
|por um anticorpo terciano ligado 3 enzima que & visualizado com substrato de perdxida
de hidrogénio & cremegénio 3, 3 - diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB), que produz
um precipitado castanho prontamente detectado por microscopia Optica. Cada etapa é
entdo incubada durante um tempo & a uma temperatura seleccionaveis. No final de cada
etapa de incubagdo, o instrumento VENTANA BenchMark Series lava as secgbes para
remover o material ndo ligado e aplica solugdo Liguid Coverslip, que minimiza a
evaporaciio dos reagentes aquosos da lamina.1 Os resultados s3o interpretados
utiizando um microscopio dptice e awaliam no diagnastico diferencial de processos
fiziopatologicos que podem ou ndo estar 1ados a um antigéni i

P

Para informagfes mais detalhadas sobre o funcionamento do instrumento, consultar o
Manual do Operador adequado.

20110623

FTO700-4200
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Figura 1. OptiView DAB |HC Detection Kit

MATERIAIS E METODOS
Reagentes fornecidos

0 OptiView DAB IHC Detection Kit contém reagents suficients para 230 testes.

Um dispensador de 25 ml 0 OptiView Peroxidase Inhibitor contém 3,0% de

solugdo de perdxido de hidrogénio.

Um dispensadar de 25 ml 0 OptiView HQ Universal Linker contem um cocktail de
anticorpos (lgG anti-ratinho de caprino, lgM anti-ratinho
de caprino e anti-coelho de capring) marcado com HQ)
(HQ & um hapteno proprietario ligado de forma
covalente aos anticorpos de caprino) (=50 uaiml) num
tamp&0 com proteina com ProClin 300, um
conservante.

Um dispensador de 25 ml 0 OptiView HRP Multimer contém um anticorpo
terciario de HRP marcado anti-HQ moneclonal de
ratinho (=40 pgiml) num tampdo com proteina com

ProClin 300, um conservante.

O OptiView Hz0z contém (,04% de perdxido de
hidrogénic numa solugdo de tampdo fosfato.

0 OptiView DAB contém 0,2% de 3, 3=
diaminobenzidina tetrshidroclorsto (DAB) numa solugao
estabilizadora proprietaria com um conzervante
proprietario.

Unm dispensador de 25 ml

Um dispensador ds 25 ml

Um dicpensadorde 23ml O OptiView Copper contém sulfata de cobre (5,0 gl
num tampdo de acetato com um conservante

proprietario.

Reconstituigdo, homogeneizagdo, diluigio e titulagdo

O kit de deteccdo esta optimizade para utiizagde em instrumentos VENTANA BenchMark
Series. Nao & ana qualquer ituigéo, hom izagdo, diluicio ou tiulagdo
de reagenies do kit

A diluigio subsequente pode originar a perda de coloragio do antigénio. O utilizador
devera validar tais alteragfes. As diferencas a nivel do processamento de tecidos & do
procedimento de pré-exame no laboratério podem dar origem a uma variabilidade
significativa nos resultados. Para mais informagdes sokre oz controlos, consultar a
secgio de Procedimentos de controlo de qualidade.

1010323PT Rev A

Pégina | 86



“Avaliagdo da expressdo de PD-L1 e de subpopulaces linfocitarias em Cancro da Mama”

Mestrado em Oncobiologia

8.2- Anexo Il: Protocolo de Marcacdo Imunohistoquimica de CD3

Procedimento: BMK OptiView DAB IHC Par v4 (Resumo do protocolo)
Moédulo de Marcagdao BenchMark IHC/ISH
Ventana Medical Systems, Inc., 1910 Innovation Park Drive Tucson, Arizona USA

Protocolo N°  Protocolo Data da criagéao

G =~ @ o W M=

20 cD3 16/07/2015

Desparafinacio [Seleccionado]

Cell Conditioning [Seleccionado]

CC1 [Seleccionado]

CC1 8 Min [Seleccionado]

CC1 16 Min [Seleccionado]

CC1 24 Min [Seleccionado]

Pre Primary Peroxidase Inhibit. [Seleccionado]

Anticorpo primario [Seleccionado]

Aplicar Coverslip, uma gota de [anti-CD3 (2GV6)] ( Anticorpo ), e incubar durante [0 H 18 Min]
Pos-fixador [Seleccionado]

Aplicar uma gota de [FIXATIVE 1] (Pds-fixador), Aplicar coverslip e incubar [6 minutos]
Contrastante [Seleccionado]

Aplicar uma gota de [HEMATOXYLIN II] (Contrastante), Aplicar coverslip e incubar [12 minutos]
Pos-contrastante [Seleccionado]

Aplicar uma gota de [BLUING REAGENT] (Pos-contrastante), Aplicar coverslip e incubar [6 minutos]

8.3- Anexo Ill: Protocolo de Marcacdo Imunohistoquimica de CD4

Procedimento: BMK OptiView DAB IHC Par v4 (Resumo do protocolo)
Modulo de Marcagdao BenchMark IHC/ISH
Ventana Medical Systems, Inc., 1910 Innovation Park Drive Tucson, Arizona USA

Protocolo N°  Protocolo Data da criacédo

7 CcD4 02/03/2017

[== s I | - B I

[
WM = O W

Desparafinacdo [Seleccionado]

Cell Conditioning [Seleccionado]

CC1 [Seleccionado]

CC1 8 Min [Seleccionado]

CC1 16 Min [Seleccionado]

CC1 24 Min [Seleccionado]

Pre Primary Peroxidase Inhibit. [Seleccionado]

Anticorpo primario [Seleccionado]

Aplicar Coverslip, uma gota de [PREP KIT 8] ( Anticorpo ), e incubar durante [0 H 20 Min]
Contrastante [Seleccionado]

Aplicar uma gota de [HEMATOXYLIN II] (Contrastante), Aplicar coverslip e incubar [12 minutos]
Pds-contrastante [Seleccionado]

Aplicar uma gota de [BLUING REAGENT] (Pos-contrastante), Aplicar coverslip e incubar [6 minutos]
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8.4- Anexo IV: Protocolo de Marcacdo Imunohistoquimica de CD8

Procedimento: BMK OptiView DAB IHC Par v4 (Resumo do protocolo)
Médulo de Marcagao BenchMark IHC/ISH
Ventana Medical Systems, Inc., 1910 Innovation Park Drive Tucson, Arizona USA

Protocolo N®  Protocolo Data da criacao

35 cbDs 26/02/2018

1 Desparafinagdo [Seleccionado]
2 Cell Conditioning [Seleccionado]
3 CC1 [Seleccionado]
4 CC1 8 Min [Seleccionado]
5 CC1 16 Min [Seleccionado]
6 CC1 24 Min [Seleccionado]
7 CC1 32 Min [Seleccionado]
8 CC140 Min [Seleccionado]
9 Pre Primary Peroxidase Inhibit. [Seleccionado]
10 Anticorpo primario [Seleccionado]
11 Aplicar Coverslip, uma gota de [PREP KIT 17] ( Anticorpo ), & incubar durante [0 H 20 Min]
12 Pds-fixador [Seleccionado]
13 Aplicar uma gota de [FIXATIVE 1] (Pds-fixador), Aplicar coverslip e incubar [4 minutos]
14 Contrastante [Seleccionado]
15  Aplicar uma gota de [HEMATOXYLIN II] (Contrastante), Aplicar coverslip e incubar [12 minutos]
16 Pds-contrastante [Seleccionado]
17 Aplicar uma gota de [BLUING REAGENT] (Pds-contrastante), Aplicar coverslip e incubar [6 minutos]

8.5- Anexo V: Protocolo de Marcacdo Imunohistoquimica de CD20

Procedimento: BMK OptiView DAB IHC Par v4 (Resumo do protocolo)

Modulo de Marcagdao BenchMark IHC/ISH
Ventana Medical Systems, Inc., 1910 Innovation Park Drive Tucson, Arizona USA

Protocolo N°  Protocolo Data da criagdo

2 cD20 01/06/2015

1 Desparafinacéo [Seleccionado]
2 Cell Conditioning [Seleccionado]
3 CC1 [Seleccionado]
4 CC1 8 Min [Seleccionado]
5 CC1 16 Min [Seleccionado]
6 CC1 24 Min [Seleccionado]
7 Pre Primary Peroxidase Inhibit. [Seleccionado]
8 Anticorpo primario [Seleccionado]
9 Aplicar Coverslip, uma gota de [ANTI-CD20] ( Anticorpo ), e incubar durante [0 H 16 Min]
10 Contrastante [Seleccionado]
11 Aplicar uma gota de [HEMATOXYLIN II] (Contrastante), Aplicar coverslip e incubar [12 minutos]
12 Pés-contrastante [Seleccionado]
13 Aplicar uma gota de [BLUING REAGENT] (Pés-contrastante), Aplicar coverslip e incubar [6 minutos]
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