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RESUMO

Objetivo: analisar o perfil da expressdao de OX40 e CD40L em linfocitos de pacientes
idosas (>60 anos) com cancer de mama (CM) antes e apds tratamento quimioterapico.
Métodos: entre 2015 e 2017, um estudo de coorte prospectivo foi realizado em 16 idosas
com CM e 56 idosas saudaveis (controles). Para a analise de OX40 e CD40L, foi coletado
sangue periférico das pacientes no momento da admissdo ao servico e até 30 dias apos
inicio do tratamento quimioterapico e dos controles. O estudo foi realizado utilizando a
técnica de citometria de fluxo e a andlise estatistica foi realizada com GraphPad Prism.
Resultados: a idade média das pacientes idosas com CM foi 69,4 anos (+ 7,5) e dos
controles 71,5 anos (z 8). Foi observada elevada expressdo de OX40 em linfdcitos nas
pacientes com CM antes e ap0s tratamento, em comparagdo com os controles (p<0,0001;
p<0,0001, respectivamente). Como também no agregado plaquetario (AGP) em
linfocitos nas pacientes antes e ap6s tratamento em compara¢do com os controles (p<
0,0001; p=0,0179, respectivamente). N&o houve diferenca significativa na expressao de
CDA40L em linfécitos e no AGP em linfocitos nas pacientes em comparagdo com 0S
controles. Conclusédo: O OX40 e o0 CD40L podem ser possiveis biomarcadores preditivos
de progndstico e de resposta clinica e patoldgica no cancer de mama em idosas.

Palavras chave: cancer de mama, CD40L, OX40, oncologia, geriatria.



ABSTRACT

Objective: To analyze the profile of OX40 and CD40L expression in lymphocytes of
elderly (= 60 years) breast cancer (BC) patients before and after chemotherapy. Methods:
Between 2015 and 2017, a prospective cohort study was conducted on 16 elderly women
with BC and 56 healthy elderly women (controls). For the analysis of OX40 and CD40L,
BC patients' peripheral blood was collected at admission and 35 days after starting
chemotherapy and controls'. The study was performed using the flow cytometry technique
and statistical analysis was performed with GraphPad Prism. Results: the mean age of
BC patients was 69.4 years (+ 7.5) and of controls was 71.5 years (+ 8). Elevated OX40
expression was observed in lymphocytes in BC patients before and after treatment,
compared to controls (p<0,0001; p<0,0001; respectively). As well as in the platelet
aggregate (PA) in lymphocytes in patients before and after treatment compared to controls
(p <0.0001, p = 0.0179, respectively). There was no significant difference in CD40L
expression in lymphocytes and in PA in lymphocytes in patients compared to controls.
Conclusion: OX40 and CD40L may be possible biomarkers predictive of prognosis and

clinical and pathological response in breast cancer in the elderly.
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INTRODUCAO

O Cancer de Mama (CM) constitui a maior causa de morte por cancer entre
mulheres no mundo e permanece como a segunda neoplasia maligna mais comum nesse
grupo, respondendo por cerca de 25% dos casos novos de cancer a cada ano. A idade
avancada é um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento dessa doenga,
sendo também um importante fator preditivo de mortalidade, visto que na populacéo
feminina abaixo de 40 anos, ocorrem menos de 10 dbitos a cada 100 mil mulheres,

enquanto na faixa etaria a partir de 60 anos o risco é 20 vezes maior 12,

O acumulo de danos teciduais ao longo da vida, advindo de processos infecciosos
e da exposicdo a agentes que causam mutacdo pode favorecer o desenvolvimento do
cancer 3. Associado a isso, ainda temos as alteraces epigenéticas, como a metilagio do
DNA, sendo fundamentais no processo de envelhecimento?. Além disso, essas alteracdes
afetam as funcbes do sistema imune, o que pode levar a carcinogénese relacionada a
idade®. Portanto, o envelhecimento promove alteracdes dos mecanismos da resposta
imune inata e adaptativa, sendo denominadas de imunossenescéncia®. Trés razdes
principais podem ser sugeridas para a imunossenescéncia: (i) involugédo timica resultando
em reducéo drastica da producéo de células T naive’; (i) mudangas na composicéo da
membrana celular e / ou dano resultando em alteraco da sinalizago celular® e iii) historia
imunoldgica, ou seja, excesso de estimulacdo antigénica ao longo da vida (patégenos,
parasitas, possivelmente cancer), que pode resultar em “exaustio imune”®.

H& muito tempo se reconhece a relagdo entre competéncia imunolégica e evolucéo
favoravel da doenca neoplasica. A imunoterapia para o cancer representa uma abordagem
promissora, que pode complementar as terapias existentes com o objetivo de eliminar as
células tumorais residuais, atraves da sua segmentacdo seletiva por células efetoras

imunes ou anticorpos®®.
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Recentemente, a imunoterapia baseada no uso de anticorpos monoclonais que
ativam receptores agonistas da resposta imune atraiu a atencdo dos pesquisadores pelo
sucesso no controle do crescimento tumoral em modelos animais!. Nesse contexto, as
moléculas OX40 e o ligante de CD40 (CD40L) tém chamado muita atencdo devido ao
seu potencial na ativacao e proliferagdo dos linfocitos T121314,

O CDA40L é uma proteina transmembrana expressa principalmente por células T
CDA4+ ativadas e plaquetas. Essa molécula interage com seu receptor CD40, expresso em
linfocitos B, macrofagos e células dendriticas que sao células apresentadoras de antigenos
(APC)'213, Essa interacdo emite sinais que resultam na ativacdo e diferenciacdo das
APCs, na potencializacdo da ativacdo dos linfocitos T e consequente proliferacdo e
diferenciacdo dos mesmos!*>18, Nos linfocitos B, os sinais emitidos pela interagdo
CD40-CD40L sdo essenciais para ativacdo da resposta imune humoral a antigenos T-
dependentes®’.

CDA40L tem uma grande contribui¢do para a atividade imunoldgica. No entanto,
muitos relatos apontam para sua natureza ambivalente em doencas neoplasicas. Estudos
revelaram que o CD40L melhora a resposta imune antineoplésica, inibindo o crescimento
tumoral e induzindo a apoptose das células cancerosas. Contudo, relatos subsequentes
sugeriram que, em muitos tipos de cancer, a ativacdo de CD40 por seu ligando resulta em
uma situacdo completamente inversa, aumentando o crescimento e a progressao do
tumor'®

O OX40 (CD134) € uma proteina transmembrana pertencente a familia de
receptores do fator de necrose tumoral expressa em células T CD4+ e CD8+ ativadas®®.
O engajamento de OX40 pelo seu ligante (OX40L) expresso pelas células apresentadoras

de antigeno (APC) gera sinais de natureza estimuladora que aumentam a proliferacéo de
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células CD4 + e CD8 +, estimulam a producéo de citocinas e promovem a sobrevivéncia
de células T de memoria.

Evidéncias crescentes sugerem que a interacdo do OX40 ao seu ligante pode
aumentar a resposta imune antitumoral. Ramstad T. et al (2000) sugeriram que células
que expressam OX40 podem estar envolvidas na resposta antitumoral a alguns subtipos
moleculares de cancer de mama?L.

0OX40 e CD40L estao intimamente associados a imunidade tumoral. No entanto,
a literatura ainda é escassa em estudos que avaliem a expressao dessas moléculas em
leucdcitos do sangue periférico de pacientes idosas com cancer de mama. O presente
estudo teve como objetivo analisar o perfil da expressdo de OX40 e CD40L em linfécitos
de pacientes idosas (>60 anos) com cancer de mama antes e apds tratamento

quimioterapico.



METODOS

O estudo compreendeu um total de 16 pacientes idosas com idade acima de 60
anos, diagnosticadas com cancer de mama. Dessas pacientes, seis foram diagnosticadas
com o subtipo molecular Triplo negativo e dez com Luminal A e Luminal B. Foram
incluidas todas as pacientes elegiveis que concordaram em participar do estudo. Como
grupo controle, foram incluidas 56 mulheres idosas com idade acima de 60 anos, sem
historia pregressa ou familiar de cancer e assintomaticas.

Foram incluidos os pacientes que tinham capacidade de aceitar voluntariamente a
participacdo no estudo, diagnéstico de cancer de mama confirmado por histopatolégico,
citologia ou imuno-histoquimica e pacientes ndo submetidos a tratamento oncoldgico
prévio, exceto cirargico. Foram excluidos pacientes com impossibilidade de avaliar com
clareza sua participacdo na pesquisa (desorientacdo e distarbios psiquiatricos), infeccao
prévia no momento da admissdo no servico de oncologia, pacientes com diagnostico
prévio de cancer, exceto cancer de pele tipo basocelular ou epidermdide ndo metastatico,
pacientes com tratamento prévio de cancer, exceto cirurgia e pacientes que evoluiram
para o 6bito em até 24 horas apds a admissdo do estudo.

O estudo foi realizado no Servico de Oncologia Clinica do Instituto de Medicina
Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP). Os testes laboratoriais foram realizados no
Laboratério de Pesquisa Translacional no IMIP. O periodo de coleta de dados e de
amostra bioldgica foi de novembro de 2016 a abril de 2017. Foi realizada coleta de
amostra de sangue periférico no diagndstico e até 30 dias apds primeiro ciclo de
quimioterapia padrdo apds aprovacio Comité de FEtica do IMIP (CAAE
14925113.9.0000.5201).

I.  Analise de OX40 e CD40L por citometria de fluxo
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Para a determinacdo da expressdo de OX40 e CD40L na superficie celular, uma
aliquota de 100 pL de sangue periférico foi adicionado a 2 mL de tampé&o de lise de
hemécias (FACS® Lysing Buffer, Becton Dickinson, CA) e incubado por 20 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada lavagem com 2 mL de PBS e
posteriormente adicionado 5 pL dos anticorpos monoclonais anti-CD40L e anti-CD134
(OX40) que foi incubada a temperatura ambiente e protegido da luz por 20 minutos. Apds
duas etapas de lavagem, foi feita a aquisicdo em citometro de fluxo (FACSVerse, BD,
Pharmigen®, San Diego, CA). A anélise dos resultados foi realizada no FACSuite
(Becton Dickinson, Sunnyvale, CA) e expressa em valores percentuais.
Il.  Analise Estatisitica
A andlise de dados foi realizada em GraphPad Prism 7.03 (GraphPad Software,
San Diego, CA). O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar a normalidade.
Utilizou-se o teste de Mann-Whitney (ndo paramétrico) para analisar as diferencas entre
os grupos. Valores de p<0,05 foram considerados significativos. Foi realizada também
uma analise pareada, contudo os resultados encontrados foram os mesmos da anélise de

grupos (dados ndo mostrados).



RESULTADOS

Foi realizada a analise de OX40 e CD40L nas pacientes idosas antes e apds o
tratamento quimioterapia neoadjuvante e de mulheres idosas sem céancer (controles). A
idade média das pacientes idosas com cancer de mama foi 69,4 anos (+ 7,5 anos) e dos

controles foi de 71,5 anos (£ 8 anos).

Verificou-se elevada média nos valores percentuais de OX40 em linfocitos nos
pacientes antes (3,4%) e apds (4,2%) do tratamento quimioterapico quando comparados
aos controles (0,85%; p<0,0001; p<0,0001, respectivamente; Figura 1C). N&o houve
diferenca significativa nos valores percentuais de linfocitos/OX40+ em pacientes antes e
apos o tratamento (Figura 1C). Na anélise dos valores percentuais de linfécitos OX40+
no agregado plaquetario (AGP), verificou-se elevada expressao (0,4%) em pacientes
antes do tratamento quando comparados aos controles (0,2%; p<0,0001; Figura 1D). Na
andlise dos valores percentuais de OX40+ no AGP em linfécitos (CD41a+) verificou-se
elevada expressdo nos pacientes apds o tratamento (0,29%) quando comparados aos
controles (0,2%; p=0,0179; Figura 1D). N&o houve diferenca significativa nos valores
percentuais de linfocitos OX40+ e em linfécitos OX40+ no agregado plaquetario

(CD41a+) em pacientes antes e ap0s o tratamento (Figura 1D).

Com relacdo a expressdo de CD40L, ndo se verificou diferencas significativas na
expressao deste receptor nos linfdcitos e no agregado plaquetario entre as pacientes antes

do tratamento e controles; e antes e apds a quimioterapia (Figura 1A e B).



DISCUSSAO

Neste estudo, foi realizada a anélise da expressdo do receptor OX40 e do ligante
CD40L em pacientes idosas com cancer de mama antes e 30 dias ap6s primeiro ciclo de

tratamento quimioterépico e controles sem histdrico pessoal ou familiar de cancer.

Na analise da expressdo da molécula CD40L em pacientes idosas com cancer de
mama demonstrou ndo houve diferenca significativa dessa molécula entre as pacientes
oncologicas e os controles, resultado diferente do encontrado na literatura. Esse perfil de
expressao parece estar associado a idade, ja que W. Pan et al. (2013) demonstraram niveis
elevados de CD40L em linfocitos em mulheres jovens com cancer de mama quando
comparado aos controles??. Isso sugere que a imunossenescéncia pode ser um fator
responsavel pela baixa expressdo de CD40L no cancer de mama em idosas, 0 que pode
estar associado ao melhor progndéstico, pois o cancer de mama em pacientes idosas
apresenta uma melhor taxa de resposta patoldgica completa e de cura 2%. Neste contexto,
foi observado neste trabalho que ndo houve aumento de expressao de CD40L no agregado
plaquetario, o que significa menor ativacdo de endotélio (CD40+), impedindo a migracao
de células tumorais para outros tecidos com auxilio das plaquetas, favorecendo a

disseminaco do tumor e escape da resposta imune .

Por outro lado, na analise de OX40 se observou um aumento significativo da sua
expressdo nos linfocitos nas pacientes idosas com cancer de mama, como também em
AGP-linfdcitos. Este resultado corrobora com o melhor prognostico das pacientes idosas
com cancer de mama, pois 0 OX40 é um receptor agonista da resposta imune celular,
expresso apenas nas células T quando ativadas e diferenciadas em efetoras °. O aumento

desses receptores denota um elevado namero de linfocitos efetores circulantes nestas
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pacientes, o que significa que houve uma boa ativacdo da resposta imune frente aos

antigenos tumorais, o que corrobora com uma melhor sobrevida global e livre de doenca.

Estudos ao longo da dltima década demonstraram que 0s agonistas de OX40
aumentam a imunidade antitumoral em modelos pré-clinicos usando tumores
imunogeénicos. A terapia com anticorpos monoclonais que ativam os receptores de OX40
mostrou causar regressao tumoral e atraso no crescimento tumoral, principalmente em
modelos imunogénicos?. Sendo assim, os resultados deste estudo revelam que o OX40

pode ter potencial como um bom alvo para novas drogas no cancer de mama em idosas.

A quimioterapia atua eliminando as células tumorais por interferir no processo de
divisdo celular, contudo afeta tanto as células neoplasicas como as normais. Por isso, as
doses para pessoas idosas e debilitadas costumam ser menores, inicialmente, até que se
determine o grau de toxicidade e de reversibilidade dos sintomas indesejaveis 2. Na
comparacgdo da expressao do CD40L e do OX40 nos linfocitos das pacientes antes e apds
o primeiro ciclo de tratamento quimioterapico, nao foi encontrada diferenca significativa.
Contudo, a associacdo entre a neoplasia da mama e a expressdo de OX40 demonstrada
neste presente estudo indica que possivelmente, com o decorrer do tratamento e
consequente reducdo tumoral, havera retorno da expressao dessa molécula aos seus niveis

basais.

Durante o decorrer deste estudo, foi verificada a importancia do subtipo molecular
do cancer de mama para resposta quimioterapica. O subtipo triplo negativo responde
melhor a quimioterapia do que outros tipos de cancer de mama, a maioria dos canceres
luminal B apresenta alta sensibilidade a quimioterapia, contudo a quimioterapia
proporciona pouco beneficio aos pacientes com cancer de mama luminal A?% 2728 Para

melhor precisdo nos resultados, foi realizada outra analise da expressdo do OX40 e
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CD40L nas pacientes antes e ap0s quimioterapia por subtipos moleculares, no entanto

néo foi encontrada diferenga significativa (dados ndo mostrados).

A limitacdo deste estudo é o fato de ser composto por um numero pequeno de
pacientes e nédo ter avaliado o perfil de OX40 e CD40L em mulheres jovens com cancer
de mama. Para melhor entendimento, faz-se necessaria uma andlise da expressdo de
OX40 e CD40L no tecido tumoral, para verificar se existe correlacdo da expressdo dos
mesmos no sangue e tecido, pois podem ser possiveis biomarcadores preditivos de
prognostico e de resposta clinica e patolégica no cancer de mama em idosas, cuja

vantagem ¢é a possibilidade de avaliar atraves de métodos pouco invasivos.
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Figura 1- Valores percentuais linfocitos CD40L+ (A), agregado plaquetario (AGP) em

linfécitos CD40L+(B), linfocitos OX40+ (C) e AGP em linfocitos OX40+ (D) em

controles saudaveis e em pacientes idosos oncoldgicos antes e apds o tratamento

quimioterapico. Foi realizado o teste de Mann Whitney para a analise da mediana entre

0s grupos. Foi considerado significativo p<0,05. NS: ndo significativo.
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