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RESUMO

A importancia do sistema imune como uma eficiente defesa anti-tumoral vem
sendo consolidada nos ultimos anos e terapias imuno-relacionadas vem contribuindo
fortemente no tratamento do cancer de mama. O infiltrado linfocitario tumoral (TILs)
reflete a tentativa do sistema imune de erradicar a neoplasia maligna. Durante
décadas, o TILs demonstra um papel importante no prognéstico dos canceres de
mama, especialmente nos subtipos moleculares HER2+ e triplos negativos. Ja a
proteina de morte celular programada 1 (PD-1), tem papel inverso ao se ligar aos seus
ligantes, ligante 1 da proteina de morte celular programada 1 (PD-L1) e ligante 2 da
proteina de morte celular programada 1 (PD-L2), apresentado uma acao
imunossupressora no microambiente tumoral, favorecendo bastante a progressao
neoplasica. Nesse contexto, muitos estudos atuais vem mostrando os beneficios do
tratamento neoadjuvante e adjuvante, com objetivo de inibir a ligagdo PD-1/PD-L1 e
potencializar a resposta imune contra o tumor. O presente estudo tem por objetivo
apresentar um levantamento dos dados publicados na literatura médica a respeito da
expressao do PD-L1 e dos TILs nos carcinomas mamarios. Realizou-se uma revisao
sistematica da literatura na base de dados “PubMed”, compreendendo um periodo de 5
anos, de 2013 até 2017, com os seguintes descritores: “PD-1", “PD-L1”, “TILs”, “breast”

e "cancer".
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ABSTRACT

The importance of the immune system as an anti-tumor defense has been
consolidated in recent years, and anti-tumor therapies have been contributing heavily in
the treatment of breast cancer. Tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) reflects an immune
system's attempt to eradicate a malignant neoplasm. For decades, TILs have been
shown to play an important role in the prognosis of breast cancers, especially in the
HER2 + and triple negative molecular subtypes. On the other hand, the programmed
cell death protein 1 (PD-1) plays a inverse role in binding to its ligands, the programmed
death protein 1 ligand 1 (PD-L1) and the programmed death protein 1 ligand 2 (PD-L2),
presenting an immunosuppressive action in the tumor microenvironment and favoring
neoplastic progression. In this context, many current studies have shown the benefit of
neoadjuvant and adjuvant treatment, in order to inhibit PD-1/PD-L1 binding and
potentiate the immune response against the tumor. The present study aims to present a
survey of the data published in the medical literature regarding the expression of PD-L1
and TILs in mammary carcinomas. A systematic review of the literature was carried out
in the PubMed database, comprising a period of 5 years, from 2013 to 2017, with the
following descriptors: "PD-1", "PD-L1", "TILs" breast "and" cancer ".

Keywords:
Tumor-infiltrating lymphocytes (TILs); programmed cell death protein 1 (PD-1);
programmed death protein 1 ligand 1 (PD-L1); cancer; breast.



INTRODUCAO

O cancer de mama € o tumor mais comum em mulheres, correspondendo a 25%
de todos os tumores do sexo feminino e a um quarto dos tumores de pacientes de
paises em desenvolvimento. Apesar de ja existirem inUmeros fatores progndsticos
relacionados ao estadiamento (tamanho do tumor e envolvimento nodal), graduacéo
histoldgica (pleomorfismo nuclear e mitoses) e expressao génica do tumor (receptores
hormonais e HER 2), outros fatores prognosticos e de risco, ainda nao tao
compreendidos, estdo sendo estudados com objetivo de descobrir novos tratamentos e
melhorar a expectativa e qualidade de vida desses pacientes (Baldassarre et al.,
2016).

Nos casos de neoplasia ou até mesmo de uma leve infecgdo, o sistema imune
tem papel fundamental na manutengdo da homeostasia tecidual, coordenando as
reagdes inflamatorias através da imunidade adaptativa e inata (Schalper et al., 2014).
A transformacgdo neoplasica das células altera a hemostasia do tecido e induz o
sistema imune a tentar eliminar as células tumorais. Nos casos em que a extingdo do
tumor é incompleta, a chance de progressdao tumoral € enorme, mesmo com a
manutencado da resposta imune anti-tumoral continua (Mittal et al., 2014).

Devido a isso, a avaliacdo do microambiente tumoral é de extrema importancia
para o controle da neoplasia. J& que é nesse local onde se inicia os primeiros atos de
nosso sistema imune para o combate as células tumorais (Wimberly et al., 2015).

Na mama, o desenvolvimento e progressdo dos tumores malignos esta
diretamente relacionado as células do microambiente tumoral. Nas fases iniciais dos
tumores HER2+ e nos triplos negativos, os TILs sdo detectados em mais de 75% das
neoplasias com 20% dos casos apresentando um infiltrado denso. Enquanto nos
tumores luminais esse infiltrado linfocitario € geralmente pobre. Isso ocorre pelo fato
dos tumores HER2+ e triplos negativos serem mais imunogénicos, podendo indicar um
melhor prognéstico (Garcia-Teijido et al., 2016; Dieci et al., 2017). Imunogenecidade
essa, que ocorrem entre receptores expressos na superficie das células estromais,
com seus ligantes, presentes principalmente nas células neoplasicas (Kitano et al.,
2017).



Muito associado aos tumores com TILs estdo as proteinas PD-1 e PD-L1. A
expressao dessas proteinas na superficie de mdultiplas células do infiltrado linfocitario
tumoral ocorre de forma diretamente proporcional a concetragdo do TILs no tumor. A
associagcao e conexao desses bio-marcadores se faz principalmente entre o linfocito T
no estroma tumoral com a célula mamaria neoplasica (Kroemer et al., 2015).

PD-1 é uma proteina, co-receptora, da familia da imunoglobulina CD28/CTLA-4
expressa em varias células imunes, entre elas nas células T ativadas do infiltrado
linfocitario tumoral (He et al., 2015). Quando ligada ao seus ligantes, PD-L1 e PD-L2,
presentes nas células apresentadoras de antigeno (APCs) e em células tumorais,
forma-se uma acgdo co-inibitéria sobre o sistema imune anti-tumor causando a
preservacao do tecido local (Schalper et al., 2014). Esse ato € crucial para preservar o
tecido ndo neoplasico do dano colateral, causado pela resposta imune, contra o tumor
(Disis et al., 2015). Em contrapartida, a diminuicao da eficiéncia do sistema imune no
microambiente tumoral, forma um meio extremamente favoravel ao desenvolvimento da

neoplasia (Sun et al., 2015).



METODOLOGIA

Realizou-se uma revisdo sistematica da literatura médica na base de dados
“PubMed”, compreendendo um periodo de 5 anos, de 2013 até 2017, com 0s seguintes
descritores: “PD-17, “PD-L1”, “TILs”, “breast” e "cancer".

Os critérios de inclusdo foram: artigos relacionados a neoplasias com infiltrado
leucocitario tumoral ou PD-L1 positivo, publicados em lingua inglesa com estudo
imuno-histoquimico realizado em material humano. Os critérios de exclusdo foram:
artigos publicados em lingua ndo-inglesa, estudos em animais ou que nao se relacione
diretamente com exame imuno-histoquimico (PD-L1) e/ou TILs no microambiente

tumoral.



DISCUSSAO

Desde Virchow (1863) e Paget (1889) a discussao sobre a conexao entre a
inflamacao crénica e o desenvolvimento do cancer vem sendo abordada, tendo o TILs,
presente no microambiente de varias neoplasias, obtido uma atencdo muito especial
(Romagnoli et al., 2017).

Embora os TILs tenham sido observados ha muito tempo nos tumores de mama,
somente estudos realizados nos ultimos anos, demonstraram a natureza imunogénica
e o carater especifico dos TlLs na progressao tumoral e na resposta ao tratamento do
cancer de mama HER2+ e triplo negativo, tumores mais imunogéncicos. (Luen et al.,
2017). Os macréfagos e as células T efetoras CD3 e CD8+, tem papeis fundamentais
na acao imunogénica e resposta patoldgica dos TILs na neoplasia de mama, enquanto
os linfécitos B CD20+ apresentam importancia apenas secundaria (Pruneri et al.,
2016). Em contrapartida, ndo sdo sé células imunes efetoras que estao presentes no
infiltrado dos TILs, células T regulatérias (Tregs), FOXP3 e CD4+, também podem
participar dos TILs. Essas células, ao contrario das células T efetoras, podem abrigar
atividade imunossupressora, promovendo o crescimento tumoral e restringindo a
efetividade imune das células T CD3 e CD8+ (Salgado et al., 2015).

Com esse conhecimento sobre os TILs, fica claro a importancia da imuno-
histoquimica e da quantificacdo do infiltrado nos casos de tumores de mama HER2+ e
triplo negativo, onde o infiltrado linfocitario tumoral esta presente em mais de 75% dos
casos e com 20% apresentando um infiltrado denso (Tabela 1). Ja que a maior
proporcionalidade da positividade das células T CD3 e CD8+ ou das células T CD4 e
FOXP3+ é que ira definir a funcionalidade dos TILs junto as células neoplasicas (Lee et
al., 2013; Dieci et al., 2017). Sendo a positividade para FOXP3+ rara nos TILs, ja que
sua positividade geralmente é tardia, periodo em que o tumor ja esta sendo tratado.
Por isso a presenca dos TILs, em niveis elevados, no microambiente tumoral é quase
sempre relacionada a um melhor prognéstico (Ravelli et al., 2017).

A quantificagdo dos TILs na neoplasia tem que ser feita seguindo as
recomendagdes do The International TILS Working Group. Utilizando-se a microscopia
Optica e a coloracédo pela Hematoxilina e Eosina (H&E) para a contagem do infiltrado



inflamatério. Sendo o foco principal o infiltrado estromal e néo o infiltrado intratumoral
(Tabela 2). A cada aumento de 10% dos TILs nas neoplasias de mama ha uma reducao
de cerca de 15 a 17% no risco de recidiva tumoral e de cerca de 17 a 27% no risco de
morte independente do tipo de quimioterapia (Loi et al., 2013). Tumores com TILs
maior do que 50% passam a ser chamado de cancer de mama predominantemente
linfocitico, cujo prognéstico é muito melhor (Disis et al., 2015; Salgado et al., 2015).

O tratamento com quimioterapia neoadjuvante também apresenta uma grande
relevancia nos tumores HER-2+ e triplos negativos, ja que ha uma interessante relacao
desse tratamento com as neoplasias TILs+ (Pelekanou et al., 2017). Isso ocorre, pois,
a concentracao linfocitaria estromal e intratumoral, aumenta com o uso de alguns
tratamentos neoadjuvantes, fazendo com que ocorra uma elevacdo da resposta
patoldgica completa (RPC) e diminuicdo das metastases nos casos onde houver tumor
residual (Bianchini et al., 2015).

A resposta imune no cancer de mama € um fenémeno complexo baseado no
balanco entre as vias ativadoras e inibidoras que regulam a atividade dos TILs. Esse
balanco é alterado nos casos de neoplasia, cuja funcdo primordial € realizar
modificagdes no microambiente tumoral, causando a diminuicdo da atuacéo do sistema
imune e facilitando a proliferacdo tumoral. Com base nesse complicado sistema
ativador e inibitério, ha a ligacdo dos bio-marcadores proteicos, PD-1/PD-L1, expressos
na superficie dos linfécitos T e das células neoplasicas, respectivamente, como a
principal via facilitadora para a progressao tumoral, inibindo a imunogenicidade dos
TILs no microambinte da neoplasia (Bertucci et al., 2015).

As células T, presente nos TILs do microambiente tumoral, reconhecem o
antigeno tumoral (célula neoplasica), se ligam a ele através do seu receptor de células
T (TCR), ficam ativadas e iniciam um processo de secrec¢do de citocina inflamatérias
que atuam na proliferacdo de novos linfécitos T e na resisténcia a morte tumoral. Com
a manutencdo da ligacdo antigeno/TCR e acado das citocinas inflamatérias ha um
estimulo maior da expressao do PD-1 na superfice da célula T e do PD-L1 na célula
tumoral, facilitando a ligacdo receptor/ligante. PD-1/PD-L1 inibe a ligacéo
antigeno/TCR, acarretando na reducdo da secrecdo das citocinas inflamatérias no

microambiente tumoral. Consequentemente, ha uma redugéo na proliferagdo de novas



células linfocitarias T e aumento na sobrevida tumoral (Figura 1) (Buchbinder et al.,
2016).

O PD-1, uma proteina, trans-membrana, expressa nos linfécitos T e B,
mondécitos e células natural killer, cuja principal funcado, quando ativada é regular a
funcao, expansao e sobrevida das células T do infiltrado leucocitario, presente tanto em
um processo infeccioso quanto em um processo tumoral. (Mahoney et al., 2015). O
PD-L1 é uma proteina ligante expressa em APCs e em cerca de 30% dos tumores de
mama (epitélio/estroma), com o objetivo de ativar o PD-1, expresso nas células do
microambiente tumoral (Wimberly et al., 2015). A ideia principal dessa ligagao PD-
1/PD-L1 é inibir a acdo imunogénica das células T para a preservacao da homeostasia
tecidual (Dolan et al 2014).

A interacao proteica entre o PD-1/PD-L1 tem como maior objetivo a protecao do
tecido do hospedeiro. Mas, a acdo anti-imunogénica secundaria, provocada pela
desfuncionalidade dos leucécitos T ativados, propicia um ambiente pro-tumoral muito
eficaz para evolucédo do tumor e progressao de metastases (Zhang et al., 2017). Com
base nesses aspectos, muitos estudos evidenciam que a utilizacdo de agentes
quimioterapicos nos casos de tumores PD-L1 positivos, com objetivo de inibir a
interacdo PD-1/PD-L1, e consequentemente evitar a agao anti-imunogéncica do tumor
Sa80 essenciais para uma maior sobrevida do paciente (Schiitz et al., 2017; Karnik et
al., 2018).

A incidéncia do PD-L1 nas células neoplasicas do tumor de mama esta
altamente relacionada ao tipo tumoral (ndo luminal), grau histolégico (alto grau) e
concentracdo do TlLs (elevada). Essas caracteristicas mostram que a avaliacdo e
classificacdo morfoldégica/imuno-histoquimica do tumor auxilia bastante o tratamento e
prognostico do doente (Hartkopf et al., 2016; Alsaab., et al 2017).

CONCLUSAO:



Multiplos estudos na literatura concluiram que a expressao do PD-L1 e a
presenca do TILs sao biologicamente importantes no prognéstico do cancer de mama
triplo negativo e HER2+ e considerados os preditores basicos na resposta ao
tratamento desses tumores. Porém, o valor prognéstico e preditivo do TILs, apesar de
significante, € modesto. Na maioria dos casos, o infiltrado linfocitario tem apenas um
papel secundario na resposta anti-tumoral. Em contrapartida, a expressdo do PD-L1
em alguns dos tumores mamarios, constatado pela positividade da proteina PD-L1,
imuno-histoquimicamente, apresenta um papel chave no combate a neoplasia. Essa
positividade nas células tumorais cria a possibilidade de utilizar a conduta
quimioterapica com imunomoduladores para inibir a ligacdo PD-1/PD-L1 e aumentar
consideravelmente a expectativa de resposta tumoral completa no tratamento desses

pacientes com cancer de mama.
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Figura 1: Classificacao e prognostico do cancer de mama.
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Figura adaptada de Kroemer et al., 2015.

Figura 2: Morfologia, definicoes e relevancia diagnéstica dos diferentes tipos
de infiltrado linfocitario tumoral encontrado nos canceres de mama.



Morfologia Definicao Relevancia diagnostica

Cancer de Mama Predominantemente Linficitico

Tumores com mais
células linfociticas do
que células tumorais

Tumores com TILs maior do que
50%, cujo prognoéstico € muito
melhor

TILs Estromal
O TILs estromal tem mostrado
ser um fator preditivo de
Indicador de aumento aumento da resposta ao
do acumulo de células tratamento quimioterapico
imunes no neoadjuvante e, posteriormente,
microambiente tumoral | ao tratamento quimioterapico
adjuvante.
Trata-se do melhor parametro
para a caracterizacao dos TILS.

TILs Intratumoral

TILs em contato Muito mais dificil de avaliar e
direto, Back-to-Back, nao resulta em uma melhor
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de um efeito, anti estromal.
tumor, direto da células
imune.
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Figura adaptada de Salgado et al., 2015.

Figura 3: Regulacao inibitoria das células T pelo PD-1.
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As células T, presente nos TlLs do microambiente tumoral, reconhecem o antigeno tumoral (célula
neoplasica), se ligam a ele através do seu receptor de células T (TCR), ficam ativadas e iniciam um
processo de secrecdo de citocina inflamatérias que atuam na proliferacdo de novos linfécitos T e
na resisténcia a morte tumoral. Com a manutengéo da ligagdo antigeno/TCR e acao das citocinas
inflamatdérias ha um estimulo maior da expressao do PD-1 na superficie da célula T e do PD-L1 na
célula tumoral, facilitando a ligacao receptor/ligante. PD-1/PD-L1 inibe a ligacdo antigeno/TCR,
acarretando na reducdo da secrecdo das citocinas inflamatérias no microambiente tumoral. Figura
adaptada de Buchbinder et al., 2016.

(PD-1 indica proteina de morte celular programada 1; TCR, receptor de células T; PD-L1, ligante 1
da proteina de morte celular programada 1; CH, complexo de histocompatibilidade).



