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RESUMO

Introducdo: Trop-2 € uma glicoproteina transmembrana transdutora de
sinal de célcio expressa em células epiteliais humanas e tem sido associada ao
crescimento tumoral e mau prognéstico no cancer de mama (CM). A isoenzima
ALDH1A1 oxida o retinaldeido em acido retindico, regulando a expressao génica
de células-tronco tumorais e induzindo o crescimento tumoral bem como
resisténcia as terapias antineoplasicas. As expressdes de ALDH1A1 e Trop-2
tém sido associadas a transicdo epitelial-mesenquimal (EMT), a qual esta
relacionada a migracdo, invasao, disseminacdo e resisténcia tumoral. Este
estudo tem como objetivo avaliar a expressao proteica de Trop-2 e ALDH1AL no
CM luminal-like inicial. Verificar-se-a se existe relacdo entre a expressado de
ambos biomarcadores. Determinar-se-4 eventual correlagdo entre 0s
biomarcadores e variaveis clinico-patologicas.

Métodos: Estudo transversal avaliando os niveis de expressdo das
proteinas Trop-2 e ALDH1Al por imuno-histoquimica (IMQ) em tissue
microarrays (TMAs). Para avaliagdo da IMQ, se utilizou o H-score. As seguintes
categorizagOes foram usadas: Trop-2 H-Score 0-<100 baixo, H-Score 100-200
intermediario e H-Score >200-300 alto; ALDH1A1 H-Score 0-9 negativo, H-Score
10-49 baixo, H-Score 50-149 médio e H-Score >149 alto.

Resultados: Oitenta e quatro pacientes foram incluidas. Cinquenta e cinco
(65,5%) pacientes possuiam 50 anos ou mais, 70% apresentavam carcinomas
ductais invasores, 75% possuiam tumores T2 e 51,2% apresentavam linfonodos
positivos. Cinquenta e dois pacientes (61,9%) apresentavam doenca estadio Il
Trop-2 apresentou elevada expressao IMQ em 56% e expressao intermediaria
em 38% dos pacientes. Nao houve correlacdo de Trop-2 e ALDH1Al com as
caracteristicas clinico-patolégicas estudadas, incluindo idade, subtipo
histologico, grau, Ki67, tamanho do tumor, estado nodal, invaséo linfovascular,
subtipo tumoral, estadiamento patolégico e estadiamento prognostico. N&o
houve associacdo entre a expressao de Trop-2 e ALDH1AL. A expresséo de
ALDH1A1l foi significativamente mais intensa no estroma tumoral quando
comparada ao citoplasma das células tumorais (TCC) (teste de McNemar,
p<0.0001). Nenhum paciente com estadio anatémico | expressou ALDH1A1 no

TCC e/ou estroma.



Conclusdo: A expressao proteica de Trop-2 é caracteristica do CM
luminal-like inicial, ndo devendo ser utilizada como biomarcador nesta
populacdo. A expressao de ALDH1AL é significativamente maior no estroma
tumoral do que no citoplasma e talvez a fungcdo de ALDH1Al nas vias
oncogénicas possa variar de acordo com esta caracteristica. A expressao de

Trop-2 é consistentemente alta e independe da expressao de ALDH1AL.

Palavras chave: Trop-2; ALDH1A1; cancer de mama; neoplasia de mama;

receptor estrogénio; luminal.



ABSTRACT

Introduction: Trop-2 protein is present in human epithelial cells and has
been associated with tumor growth and poor prognosis in breast cancer.
Similarly, ALDH1A1 isozyme is involved in regulating gene expression in tumor-
initiating stem-like cells, tumor growth, and drug resistance. Both these proteins
are associated with epithelial-mesenchymal transition (EMT), which is linked to
cancer migration, invasion, distant dissemination, and treatment resistance. This
study aims to analyze the expression of Trop-2 and ALDH1A1 proteins in early
luminal-like breast cancer, establish a possible connection between the two
biomarkers, and determine whether expression and clinicopathologic features
are interrelated.

Methods: A cross-sectional study evaluating Trop-2 and ALDH1AL1 protein
expression by immunohistochemistry (IHC) in tissue microarrays (TMASs) and
their correlations to the clinicopathological factors in early luminal-like BC. For
IHC analysis, the H-score was determined. The following categorizations were
used: Trop-2 H-Score 0-<100 low, H-Score 100-200 intermediate, and H-Score
>200-300 high; ALDH1A1 H-Score 0-9 negative, H-Score 10-49 low, H-Score 50-
149 medium, and H-Score >149 high.

Results: In the study, 84 patients were analyzed, with the majority (65.5%)
being over 50 years old. Invasive ductal carcinomas were the most common type
of cancer, accounting for 70% of cases. Tumor size T2 was prevalent, affecting
75% of patients, and more than half (51%) had positive lymph nodes. Most
patients (61.9%) were categorized as stage Il. Trop-2 expression was high in
56% of patients, with 38% showing intermediate levels. No correlation was found
between Trop-2 or ALDH1A1 and clinicopathologic characteristics. ALDH1A1
expression was significantly higher in tumor stroma compared to tumor cell
cytoplasm (TCC) (p<0.0001). ALDH1A1 expression in tumor cells was mainly
weak or negative, with only a few cases showing strong expression. Patients in
anatomic stage | did not exhibit ALDH1A1 expression in either the TC or stroma.
There was no correlation observed between Trop-2 and ALDH1A1 expression.

Conclusion: In early luminal-like breast cancer, TROP2 is highly expressed
independently of clinicopathologic characteristics and should not be used as a

biomarker for this patient’s subset. ALDH1A1 serves as an EMT marker that
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shows a more significant presence in the stroma than in the cytoplasm of tumor
cells. Its expression in the tumor microenvironment may have varying effects on
tumor development. Trop-2 expression is consistently high and unrelated to
ALDH1A1 expression.

Keywords: Trop-2; ALDH1Al; breast cancer; breast neoplasm; estrogen

receptor; luminal.
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INTRODUGCAO

O cancer de mama (CM) é um dos principais problemas de saude no
mundo ultrapassando o cancer de pulmédo em incidéncia no ano de 2020, com
uma estimativa de 2.3 milhées de novos casos, representando 11.7% de todos
0s canceres e correspondendo a quinta causa de morte no mundo com 685.000
mortes associadas. (1) O numero estimado de casos novos de CM no Brasil,
para o triénio de 2023 a 2025, é de 73.610 casos, correspondendo a um risco
estimado de 66,54 casos novos a cada 100 mil mulheres. (2) Sem considerar os
tumores de pele ndo melanoma, o cancer de mama feminina € o mais incidente
no pais e em todas as regifes brasileiras. (2)

O CM é uma doenca heterogénea em sua histéria natural, prognéstico e
tratamento. No ano 2000, Perou e colaboradores publicaram trabalho avaliando
justificativas a nivel molecular para as referidas diferencas, e,
consequentemente, criando subgrupos: “Luminal A ou B” quando a assinatura
genética se assemelha a célula luminal do ducto mamério, “Basal-simile” quando
se assemelha a célula basal, “Her-2” quando os tumores apresentavam um perfil
com hiperexpressao do gene Her2 ou moléculas por ele reguladas em sua via
de sinalizacéo celular. (3) No entanto, a classificacdo molecular ainda € pouco
utilizada devido ao acesso restrito e custo elevado, sendo a imuno-histoquimica
(IMQ) utilizada na pratica clinica rotineiramente. Cabe salientar, que a correlagcéo
entre a classificacdo molecular e IMQ né&o é perfeita; desta forma, deve-se ter
cautela ao interpretar os dados quando a IMQ é utilizada. (3)

Na busca pelo maior entendimento do comportamento bioldgico do CM,
estudos tém sido realizados para avaliar processos associados a carcinogénese,
com destaque para a transicdo epitelial-mesenquimal (EMT), um processo
caracterizado por alteracbes nas células tumorais relacionadas a maior
capacidade de invasao, disseminacéo a distancia e resisténcia aos tratamentos
antineoplésicos. (4-7) As ceélulas epiteliais que se encontram no processo de
EMT apresentam alteracdes fenotipicas e moleculares que as tornam com
caracteristicas de células mesenquimais. As modificaces fenotipicas incluem a

transformacdo de uma morfologia cuboidal/paralelepipedo para alongada e em
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fuso, semelhante a um fibroblasto e a perda de moléculas epiteliais de adeséo
como as caderinas. (7-9)

Trop-2 é uma glicoproteina transmembrana transdutora de sinal de calcio
expressa em células epiteliais humanas. A maior expressao de Trop-2 tem sido
associada a EMT, progresséo e pior progndstico em CM luminal e triplo-negativo.
(10-15) A fosforilagcdo da serina-303 pode estar relacionada a liberagéo de Ca?*
intracelular o qual pode ativar as vias de sinalizacdo Raf, NF-kB e MAPK bem
como estimular a progresséo do ciclo celular. TROP-2 pode aumentar a ciclina
D1 e ciclina E, as quais juntamente com ERK1/2 podem mediar a progressao do
ciclo celular. Estudos pré-clinicos demonstraram que a estimulacdo de MAPK
bem como a ativacdo de ERK1/2 podem induzir o fator de transcricdo de AP-1 o
gual esta relacionado com diversos genes associados a processos que induzem
a tumorigénese como angiogénese (via VEGF), proliferacdo (via ciclinas e
CDKs), apoptose (via BCL-2 e FaslL), invasdo e metastase (via
metaloproteinases, podoplanina, Ezrin e CD33) bem como a EMT que interagem
com a [B-catenina para induzir o crescimento celular. O aumento da atividade de
ERK pode induzir a fosforilagdo de FOXOS3 seguido de sua ubiquitinizagcédo por
MDM2 com subsequente degradacéo levando a sobrevivéncia celular. (11,13)
Entretanto, apesar do racional bioldgico referido e dados historicos relacionando
a expressdao de Trop-2 com piores desfechos, evidéncias atuais né&o
conseguiram documentar a relagdo entre pior progndéstico e expressdo de
TROP-2 em CM. (10,13,14,16-18)

A familia de aldeido desidrogenase 1 (ALDH1) é uma enzima responsavel
pelo metabolismo de vérios aldeidos alifaticos e aromaticos, catalisando
aldeidos a acidos carboxilicos. (19,20) A isoenzima da familia aldeido
desidrogenase 1, membro A1 (ALDH1A1), oxida retinaldeido a &cido retindico,
regulando a expressao génica em células-tronco tumorais (CSCs), o crescimento
e a resisténcia terapéutica. (19,20) ALDH1Al1 é um marcador de EMT
relacionado a progresséo tumoral e ao desenvolvimento de CSCs nos canceres
de mama, pulméo e colorretal. (9,21-23) Althobiti M et al. demonstraram a
ligacdo entre a proteina ALDH1A1 e a expressdo do RNA mensageiro (MRNA)
com fatores de mau prognostico e piores desfechos clinicos. (9) A expresséao de
ALDH1A1l se correlaciona com marcadores de CSCs e EMT atrelados a

capacidade de autorrenovacdo, fendtipo pluripotente e progressdo tumoral,
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como CD 44, CD24, CD 133, SOX9, EPCAM e TWIST. (9,24,25) Elegeu-se o
ALDH1A1 como biomarcador a ser estudado em conjunto com TROP-2 devido
a evidéncia prévia o relacionando positivamente e de forma significativa com
diversos biomarcadores de EMT bem como ser um biomarcador de pior
progndstico em neoplasia mamaria. (9)

Durante o protocolo de padronizacdo das leituras de IMQ, os
pesquisadores observaram uma diferenga potencial na expressdo de ALDH1A1
entre o citoplasma da célula tumoral (TCC) e o estroma. Apesar de extensa
pesquisa, ndo se encontrou evidéncia abordando tal variagcdo de expresséo
deste biomarcador através das estruturas do microambiente tumoral em CM
luminal-like inicial ou eventual relacdo com variaveis clinico-patolégicas.

ALDH1A1 e Trop-2 sao biomarcadores da EMT; no entanto, nunca foram
avaliados de forma concomitante na mesma populacéo de pacientes, existindo
racional para eventual correlacdo. (9-15, 18-20) Uma associacao positiva pode
estimular investigacdo quanto a inter-relacdo entre ambas as vias e ampliar o
entendimento sobre tais biomarcadores.

A pesquisa atual foi projetada para investigar a expressdo proteica de
Trop-2 e ALDH1A1 no CM luminal inicial, sua inter-relacdo e correlacdo com
variaveis clinico-patoldgicas. Durante os protocolos de padronizacéo de leituras,
0s pesquisadores perceberam possiveis diferencas de expressdo de ALDH1A1l
entre as células tumorais e as do estroma; desta forma, resolveu-se avaliar
adicionalmente as diferencas na expressdo de ALDH1Al no microambiente

tumoral e sua correlacdo com as caracteristicas clinico-patoldgicas.
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METODOLOGIA DE BUSCA

Esta revisdo da literatura esta focada nas fun¢des do receptor TROP-2 e
ALDH1A1, prevaléncia e intensidade de expressao bem como sua relacdo com
0s processos de carcinogénese e de EMT nos diversos tipos de cancer, com
énfase para estudos relacionados ao CM. A estratégia de busca envolveu os
dados epidemioldgicos divulgados no site do Instituto Nacional de Céncer e as
seguintes bases de dados: LILACS, EMBASE e PUBMED.

A estratégia de busca sobre estudos avaliando a expressao concomitante
de Trop-2 e ALDH1A1l ocorreu nas bases de dados PUBMED, EMBASE e
LILACS. Nenhum estudo avaliando os dois biomarcadores de forma simultanea
foi encontrado.

Todos os artigos publicados até 20 de fevereiro de 2023 foram incluidos,
data da ultima atualizacdo da revisdo. (Figura 1)Foram realizadas buscas
atraveés dos termos:

PUBMED

("Carcinogenesis"[Mesh]) AND "TACSTD2 protein, human" [Supplementary
Concept]; ("TACSTD2 protein, human" [Supplementary Concept]) AND
"Neoplasms"[Mesh] ("TACSTD?2 protein, human" [Supplementary Concept]) AND
"Epithelial-Mesenchymal Transition"[Mesh]; ("Neoplasms"[Majr]) AND "Aldehyde
Dehydrogenase 1 Family"[Majr]; Trop2 and ALDH1A1l; "TACSTD2 protein,
human" [Supplementary Concept] AND "Aldehyde Dehydrogenase 1
Family"[Majr]

LILACS
(trop2) AND (cancer); (trop2) AND (aldhl); (trop2) AND (aldhlal); (aldhlal)
AND (cancer);

EMBASE

(‘trop2 protein'/exp OR 'trop2 protein' OR 'trop2 gene’) OR (tacstd2)

(‘trop2 protein‘/exp OR 'trop2 protein' OR 'trop2 gene’) OR (tacstd2 ) AND (aldhl)
(‘trop2 protein/exp OR ‘'trop2 protein' OR 'trop2 gene’) OR ( tacstd2 ) AND
(aldhlal) OR (aldhlal)
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Artigos identificados apds busca incial
PUBMED (n=241)
LILACS (n=320)
EMBASE (n= 305)

v

Artigos ap6s revisdo de duplicidade (n = 267)

£ Artigos excluidos por ndo avaliar a
Artigos avaliados (n = 267) » associacdo de TROP 2 ou ALDH1A1

com cancer (n = 152)

Artigos excluidos por ndo
apresentarem relacdo com neoplasias

y (n = 37)
Artigos elegiveis para

avaliacao
(n=64)

Artigos identificados através de enderecos

eletrénicos (n = 1)

V} \ 4
Referéncias incluidas na revisdo de literatura

(n=79)

Figura 1. Fluxograma de revisao de literatura. Descri¢cdo esquemética da reviséo bibliografica

realizada para a presente tese.
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REVISAO SISTEMATICA DA LITERATURA

Cancer de mama e subtipos

O CM é uma doenca heterogénea com multiplas apresentacdes,
caracteristicas, prognosticos e tratamentos. Avaliacfes atraves da IMQ tém
classificado os tumores da mama em quatro categorias principais: luminal A,
luminal B, HER2-hiperexpresso e triplo-negativo. (3,31)

A evolugdo no entendimento da biologia do CM, bem como novas
ferramentas de avaliagdo, como as plataformas multigénicas, tem permitido
determinar com maior precisdo as caracteristicas especificas de cada tumor a
partir do padrdo de expresséo génica. Desta forma, muitos tumores que antes
eram considerados semelhantes, dadas as suas caracteristicas imuno-
histoquimicas, hoje, podem ser tratados de forma personalizada e,
consequentemente, obtendo-se melhores desfechos. (3,31,32) Desta forma, a
identificacdo de novos biomarcadores sdo importantes para maior entendimento

da fisiopatologia do CM bem como seu tratamento.

Transicao epitelial-mesenquimal

A transicdo epitelial-mesenquimal (EMT) é um processo fisiologico
relacionado a inflamacéo, fibrose e cicatrizacdo de feridas, pois € responsavel
pela perda de adesao celular, aumento da motilidade celular e desdiferenciacao.
(7,8) Na carcinogénese, a EMT é fundamental para progresséo tumoral visto que
esta relacionada a maior capacidade de migracdo, invasdo, disseminacdo a
distancia e resisténcia aos tratamentos antineoplasicos. (4—8) EMT também esta
relacionada a resisténcia a medicamentos e a tratamentos com radiacdo
ionizante. (6)

Os programas de regulacdo génica que controlam a EMT modulam as
moléculas de adesédo celular e suas vias de sinalizacdo, sendo importantes
determinantes para progressao tumoral e formacéo de células tronco tumorais
(CSCs). (6,33,34) Diversos fatores interagem para esta regulacdo como vias de
sinalizacdo extracelulares, fatores de crescimento, fatores de transcricdo e

efetores. (24) A elucidacdo dos mecanismos moleculares que levam a EMT em
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CM pode auxiliar na prevencdo dos processos de metastatizacao,

consequentemente melhorando o prognostico dos pacientes. (6,25)

TROP-2

O antigeno 2 de superficie celular para trofoblastos (TROP-2) foi
descoberto inicialmente ha cerca de 40 anos como marcador de superficie
celular de trofoblastos. (35) Posteriormente, foi redescoberto como transdutor de
sinal de calcio associada a tumor 2 (TACSTD2), componente de membrana
cromossomo 1 marcador de superficie 1 (M1S1), antigeno gastrointestinal 733-
1 (GA733-1) e glicoproteina epitelial-1 (EGP-1). (12,36,37) A expressao,
funcionalidade e mecanismos de acdo do TROP-2 se tornaram de interesse na
década de 90, quando se desenvolveu um anticorpo monoclonal direcionado a

esta glicoproteina expressa em diversos canceres. (11,38) (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismos de sinalizac&o celular e funcdes de TROP-2 (adaptado de Shvartsur
and Bonavida). (13) TROP-2 realiza sua funcéo através da intera¢@o com o fator de crescimento
relacionado a insulina-1 (IGF-1) (39) e por interacdo com a neurorregulina 1 inibindo ErbB3
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(HER3) em tumores de cabega e pescoco. (40) Devido ao dominio HIKE, um sitio de ligacéo a
PIP2 e uma serina fosforilada por proteina quinase C, TROP-2 esta envolvido com os
mecanismos de sinalizacg&o por célcio. Acredita-se que a liberacdo de Ca?* induz a sinalizag&o
pela proteina quinase MAPK e avanco do ciclo celular. (12) A fosforilacdo de TROP-2 por
aumento da PKC pode ativar as vias de sinalizacdo Raf e NF- kB. (41) TROP-2 ativa as vias de
sinalizacdo ERK1/2-MAPK contribuindo para o crescimento e divisdo celular (39) e pode
desregular funcdes relacionadas a sobrevivéncia através das vias Notch, Hedgehog and Wnt.
(12) A ativagdo da via ERK tem sido demonstrada em diversos tumores com superexpressdo da
via TROP-2, promovendo sobrevivéncia tumoral através dos seus efeitos antiapoptéticos. (12)

A expressao aumentada de TROP-2 esta presente no desenvolvimento
embrionario e fetal (42), entretanto o foco de maior interesse no momento é o
seu papel no cancer e sua relacdo como marcador progndstico e preditivo.
TROP-2 possui expressdo aumentada em diversos dos canceres epiteliais
sélidos humanos como cavidade oral, cabeca e pescocgo, tireoide, pulmao,
esbfago, estbmago, colorretal, pancreatico, mama, renal, uterino, cervical,

ovariano e gliomas (Figura 3). (11)

Figura 3. (adaptado de Goldenberg et al. (11)): Avaliagdo imunohistoquimica de TROP-2

em canceres humanos. O anticorpo policlonal para TROP-2 humano foi usado para revelar a
localizacdo de TROP-2 em secdes de tumor. (A) cancer de prostata, (B) cancer de mama triplo-
negativo, (C) cancer de mama triplo positivo, (D) cancer de bexiga urinéria, (E) cancer de pulméo
nao pequenas células, (F) cancer de pequenas células de pulm&o. Todos os espécimes
selecionados com base em sua expressao moderada (2+) a forte (3+) de TROP-2. A coloracdo

€ encontrada tanto na membrana quanto no citoplasma.
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Avaliando a perspectiva funcional, € importante que o TROP-2 se ligue
com a ciclina D1 (ciclina bicistrénica D1-TROP-2) para se tornar um oncogene.
(43) Essa ligacdo afeta a estabilidade da ciclina D1 e, como quimera, pode
aumentar a longevidade e a proliferagéo celular. (41) No cancer de mama ductal
invasor, as expressfes elevadas de TACSTD2 e ciclina demonstraram ser
preditores independentes de pior prognostico. (44,45)

TROP-2 também foi encontrado em células-tronco de diversos tecidos,
particularmente, em células basais. Por exemplo, na préstata murina e humana,
as células basais que expressam TROP-2 tém propriedades de auto-renovacao,
regeneracdo e diferenciacdo. (46) Células ovais indiferenciadas apos injuria
hepatica e as células em regeneracao endometrial expressam TROP-2. (47,48)
Esses achados sustentam a teoria de que TROP-2 pode estar implicado na
regulagdo do crescimento e regeneracdo de células-tronco em varios tecidos,
assim desempenhando um papel no aumento da proliferacdo celular, como
hiperplasia.

Meta-andlise publicada por Zeng P et al. avaliou 16 estudos que, ao todo,
incluiram 2.569 participantes. Concluiu-se que a superexpressdo de TROP-2
esta significativamente associada com pior sobrevida global (HR = 1,896, IC de
95% = 1,599-2,247, p <0.001) e menor sobrevida livre de doenca (HR = 2,336,
IC de 95% = 1,596-3,419, p <0.001). Os autores concluem referindo que TROP2
pode ser um biomarcador prognéstico valioso e um potencial alvo terapéutico em

tumores solidos humanos. (18)

TROP 2 e terapia antineoplasica

Os primeiros estudos sobre o potencial terapéutico de TROP-2 focaram
na apresentacdo do antigeno tumoral TROP-2 nativo no complexo principal de
histocompatibilidade Classe I. (49) Mangino et al. demonstraram que linfécitos
T citotdxicos especificos para TROP-2 foram capazes de neutralizar células de
cancer de mama humano MCF7 expressando HLA-A * 02: 01. (50)

Lin et al. demonstraram que os fragmentos de ligacdo ao antigeno (Fab)
direcionados ao Trop-2 tém efeitos inibitérios no desenvolvimento do CM em
modelos de camundongo com xenoenxerto de células MDA-MB-231. Ademais,
0 mesmo grupo demonstrou que o Fab TROP-2 foi capaz de induzir apoptose in
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vivo, evidenciado pelo aumento da expressdo de Caspase-3 e diminuicao da
expressao de bcl2. (15)

Seguindo o desenvolvimento de anticorpos anti-TROP-2, desenvolveram-
se anticorpos conjugados a medicamentos (ADC). (11) Por exemplo, os
anticorpos anti-TROP-2 conjugados com nanoparticulas carregadas com
doxorrubicina demonstraram maior toxicidade para células de cancer de mama
triplo-negativas MDA-MB-231 quando comparados com nanoparticulas de
controle carregadas com doxorrubicina sem o conjugado de anticorpo anti-
TROP-2. (51) Goldenberg et al. apresentaram o IMMU-132, um conjugado de
SN-38, metabdlito do irinotecano, com um anticorpo anti-TROP-2. Estudos pré-
clinicos iniciais demonstraram que o IMMU-132 foi capaz de fornecer até 136
vezes mais SN-38 a um modelo de camundongo com xeno enxerto quando
comparado ao irinotecano isolado, com menor frequéncia de toxicidades como
diarreia. (52,53) Goldenberg et al. demonstraram que ha aumento das quebras
de fita dupla de DNA in vitro nas células que expressam TROP-2 tratadas com
IMMU-132 quando compara-se a outro SN-38 ADC, o hA20-SN-38, sendo este
ultimo direcionado para CD20. (52)

Demonstrou-se que outros conjugados anti-TROP-2 1gG-SN-38
humanizados, como o0 ADC anti-TROP-2 hRS7-CL2A-SN-38, apresentam efeitos
antineoplésicos significativos em modelos de xeno enxerto de células oriundas
de diversas linhagens tumorais (Calu-3, Capan-1, BxPC-3 e COLO 205).
Ademais, este mesmo ADC anti-TROP-2 demonstrou ser bem tolerado em
macacos, abrindo caminho para futuros ensaios clinicos em humanos. (54)

Embora a maioria das terapéuticas direcionadas a TROP-2 tenham se
concentrado em ADCs, existem outras formas terapéuticas direcionadas a
TROP-2. Farivar et al. demonstraram que lipossomas carregados com ativador
de apoptose 2 direcionado ao antigeno de superficie celular TROP-2 é capaz de

induzir apoptose em linhagem de células de adenocarcinoma gastrico. (55)

Sacituzumabe Govitecana

O IMMU-32 ou Sacituzumabe Govitecana € o anticorpo monoclonal
humanizado hRS7, direcionado contra TROP-2, e ligado ao metabdlito ativo do
irinotecano, 7-etil-10-hidroxicamptotecina (SN-38). A porcdo de anticorpo de
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sacituzumab govitecan liga-se seletivamente a TROP2 e, apoés internalizacao e
clivagem proteolitica, 0 SN-38 estabiliza seletivamente os complexos covalentes
da topoisomerase I-DNA, resultando em quebras de DNA que inibem a
replicacdo do DNA e desencadeiam a apoptose. Resultados clinicos
promissores tem sido obtidos com o0 uso deste medicamento em diversos tipos
de neoplasia (Tabela 1). (17,28-30)

Apoés os resultados promissores do estudo fase 2, realizou-se estudo fase
3 avaliando o papel do IMMU-32 em CMTN previamente tratados. [79] No estudo
ASCENT (NCT02574455), pacientes com CMTN que apresentavam doenca
recidivante/refrataria apos =2 quimioterapias anteriores no cenario metastatico,
com exposicao prévia a taxanos, foram randomizados 1: 1 para receber IMMU-
32 (10 mg / kg IV no D1 e D8 a cada 21 dias) ou tratamento quimioterapico de
acordo com a escolha do investigador (TPC) (capecitabina, eribulina, vinorelbina
ou gencitabina) até progressao da doenca ou toxicidade inaceitavel. O estudo
recrutou 529 pacientes com idade mediana de 54 anos. O IMMU-32 (n = 235)
em comparagdo com TPC (n = 233) aumentou significativamente a sobrevida
livre de progressao (5,6 vs 1,7 meses; HR, 0,41; p <0.0001) e a sobrevida global
(12,1 vs 6,7 meses; HR, 0,48; p<0.0001). A resposta global foi de 35% para
IMMU-32 vs 5% para TPC (p <0.0001). (28)

Em relacdo a seguranca, avaliaram-se os pacientes que receberam =1
dose do medicamento do estudo; n = 482); os principais eventos adversos
relacionados aos tratamentos com grau =3 com IMMU-32 (n = 258) vs TPC (n =
224) foram neutropenia (51% vs 33 %), diarreia (10,5% vs <1%), anemia (8% vs
5%) e neutropenia febril (6% vs 2%). Nenhuma neuropatia de grau > 3 ou doenca
pulmonar intersticial, e nenhuma morte relacionada ao tratamento foi relatada
com IMMU-32. (28)
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Tipo tumoral N Resposta Sobrevida livre de Sobrevida global

global % progresséo (meses) (meses)
CMTN (26) 69 30 6.0 16.6
RH+/HER2- 54 31 55 12
(27)
CPNPC (56) 54 19 5.2 9.5
CPPC (57) 50 14 3.7 75
UROTELIAL 41 34 7.2 15.5
(58)
CMTN 468 35 5.6 vs 1.7 (HR 0.41; 12.1vs 6.7
FASE 111 (28) P<0.001) (HR 0.48; P<0.001)
RH+/HER2- 543 21 55vs 4.0 14.4vs 11.2
FASE IlI (HR 0.66; P=0.0003) (HR 0.79; =0.020)
(29,30)

CMTN, cancer de mama triplo negativo; RH, receptores hormonais; HER2, receptor de fator de crescimento epidérmico

humano 2; CPNPC, cancer de pulm&o ndo pequenas células; CPPC, cancer de pulmao pequenas células.

Tabela 1. Estudos clinicos avaliando Sacituzumabe Govitecana. Estudos clinicos
demonstrando a importancia dos agentes anti-TROP-2 na prética clinica e seus desfechos

favoraveis em diversos tipos tumorais.

O estudo fase 3 TROPICS-02 esta em andamento e avalia o papel do
IMMU-132 versus TPC (capecitabina, eribulina, vinorelbina ou gencitabina) em
pacientes com neoplasia de mama metastéatica receptor hormonal positivo (RH
+), HER 2 negativo e que falharam a pelo menos dois regimes anteriores de
guimioterapia. (29,30) O IMMU-132 apresentou melhores desfechos em relacéo
ao braco controle do estudo. A sobrevida livre de progressao foi de 5.5 vs 4.0
meses (HR, 0.66; 95% CI, 0.53-0.83;p= 0.0003); a sobrevida livre de progresséao
em 6 e 12 meses foi de 46% vs 30% e 21% vs 7%, respectivamente. (29)

Os dados de sobrevida global evidenciaram ganho de 3.2 meses (14.4 vs
11.2 meses; HR, 0.79; p=0.020). As taxas de resposta global foram de 21% vs
14% e os indices de beneficio clinico de 34% vs 22%. O tempo mediano de
duracao de resposta também foi maior para o braco experimental com 7.4 vs 5.6
meses, respectivamente. Quanto ao perfil de seguranca, 74% vs 60% dos
pacientes (IMMU-132 vs TPC) apresentaram eventos adversos grau =23;

neutropenia (51% vs 39%) e diarreia (10% vs 1%) foram 0os mais comuns. A taxa
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de descontinuacdo do tratamento devido a eventos adversos foi baixa com
IMMU-132 vs TPC (6% vs 4%). (29,30)

Datopotamabe Deruxtecana

Datopotamabe deruxtecana (Dato-DXd) é um ADC com trés
componentes: um anticorpo monoclonal humanizado anti-TROP-2 1gG1 ligado
a um inibidor da topoisomerase 1 através de um ligante clivavel baseado em
tetrapepitideo. Ele foi desenvolvido com trés atributos principais: inibicdo da
topoisomerase 1 como mecanismo de acao, razao droga-anticorpo otimizada e
efeito antitumoral contra células adjacentes as quais o Dato-DXd se ligou. (59)

O estudo fase | TROPION-PanTumorO1 trial recrutou 43 pacientes com
cancer de mama triplo negativo sendo que 41 (95%) haviam recebido pelo
menos linhas prévias de tratamento. Ap6s um segmento de 3.9 meses, as taxas
de reposta objetiva foram de 39% e a taxa de controle de doenca de 84%. Dato-
Dxd tem um perfil de segurangca manejavel com os eventos adversos mais
frequentes sendo nauseas, mucosite, vomitos e fadiga. Nao foram reportados
casos de doenga pulmonar intersticial e eventos adversos = 3 ocorreram em 35%

dos pacientes. (60)

Expresséo de TROP2 e reposta antitumoral

O estudo ASCENT trouxe dados relevantes quanto a expressédo de
TROP-2 e resposta antitumoral do ADC IMMU-132. O referido estudo estratificou
em 3 niveis a expressao de TROP-2 através do H-Score: alta expressdo (H-
Score 200-300), expressao intermediaria (H-Score 100-200) e baixa expresséo
(H-Score <100). Os resultados mostraram que a sobrevida livre de progressao
de IMMU-132 versus TPC foi de 6.9, 5.6 e 2.7 meses versus 2.5, 2.2 e 1.6 meses
para 0s pacientes com alta, intermediaria e baixa expressdo de TROP-2,
respectivamente. A sobrevida global foi de 14.2, 14.9 e 9.3 meses versus 6.9,
6.9 e 7.6 meses; as taxas de resposta objetiva foram de 44%, 38% e 22% versus
1%, 11% e 6%, respectivamente. (16)

Os desfechos no estudo acima referido foram melhores numericamente

nos grupos com expressao intermediéria e alta de TROP-2 quando comparados
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ao grupo de menor expressao, podendo este ser um fator preditor de melhor
reposta ao tratamento com IMMU-132. Entretanto, cabe salientar o reduzido
ndamero de baixo expressores de TROP-2 no estudo, e, que o referido grupo
também apresentou beneficio quando exposto ao medicamento. A maior
expressdo de TROP-2 ndo se traduziu em pior prognostico, dado divergente aos

estudos previamente publicados. (11,13,18,61)

ALDH1A1

A familia de aldeido desidrogenase 1 (ALDH1) é uma enzima responsavel
pelo metabolismo de varios aldeidos alifaticos e aromaticos, catalisando
aldeidos a acidos carboxilicos.(19,20) A isoenzima da familia aldeido
desidrogenase 1, membro A1 (ALDH1A1), oxida retinaldeido a acido retindico,
regulando a expressdo génica em CSCs, 0 crescimento e a resisténcia
terapéutica. (19,20)

O gene ALDH1AL1 esté localizado na sub-regido 13 da regido 21, no braco
longo do cromossomo humano 9. ALDH1A tem um sitio de ligagdo NAD+
(aminoacidos 8—-135 e 159-270), um sitio catalitico (aminoacidos 271-470) e um
dominio de oligomerizacdo (aminoacidos 140-158 e 486—459). ALDH1A1 pode
existir em formas monoméricas, dimeéricas ou tetraméricas. As formas
tetramérica e monomérica de ALDH1Al sdo as mais abundantes, sendo a
atividade de sua forma monomérica a mais alta. (24,62) ALDH1A1 é altamente
expresso em células de CM, e a sua auséncia pode sensibilizar & quimioterapia
e a radioterapia. (19) Wang et al. demonstraram que o tamoxifeno pode
promover a ligacdo de REa36 e a ativagdo de elementos responsivos ao
estrogénio no promotor ALDH1A1, aumentando a transcricdo de ALDH1A1l,
mecanismo responsavel pela resisténcia a terapia hormonal e disseminacao a
distancia do CM luminal. (63) CYP2C19 e ALDH1Al estdo envolvidos na
farmacocinética da ciclofosfamida e significativamente associados a desfechos
incluindo sobrevida global e risco de recidiva a distancia em pacientes com CM
submetidos a terapia adjuvante. (64) ALDH1A1 é capaz de atenuar a atividade
da caspase-3/7 e a producdo de espécies reativas de oxigénio induzidas por
agentes citotoxicos, como paclitaxel, doxorrubicina, sorafenibe e estaurosporina.
(62,65)
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ALDH1A1 é um marcador de EMT relacionado a progressao tumoral e ao
desenvolvimento de CSCs nos canceres de mama, pulméo e colorretal. (9,21—
23) Althobiti M et al. demonstrou que a expresséo proteica e de RNA mensageiro
(mMRNA) de ALDH1A1 estd aumentada em 71% dos canceres de mama. (9)
Ademais, h& correlacdo entre a expressdao de ALDH1Al e marcadores
estabelecidos de CSCs e EMT como CD 44, CD24, CD 133, SOX9, EPCAM e
TWIST, sendo estes relacionados a capacidade de auto renovagao, fendtipo
pluripotente e progressao tumoral. (9,66-69)

O desenvolvimento de terapias direcionadas a ALDH1ALl existe e pode
ser em futuro proximo alternativa para melhores desfechos em pacientes com
CM. (62) Kesharwani et al. demonstraram que o direcionamento de analogos de
curcumina sintéticos contra ALDH1A pode reverter a resisténcia a tratamentos
antineoplasicos. (70) A quercetina pode inibir a proliferagéo, expanséo clonal e
formacédo de CSCs CD44+/CD24- em CM, inibindo ALDH1A1, CXCR4, EpCAM
e MUC1. (71) Condello et al. descobriram um novo inibidor de ALDH1A1
chamado A37, o qual pode sensibilizar células de cancer de ovario a cisplatina.
(72) Liu et al. demonstrou que o NCT-501, um inibidor seletivo do ALDH1A1,
aumenta a eficacia do olaparibe em cancer de ovario através de experimentos in
vitro e em murinos. (73) O dissulfiram, inibidor de ALDH1A1l, associado ao
agente quimioterapico gencitabina inibe o crescimento tumoral em CM atuando
sobre as células iniciadoras do tumor ALDH positivas e ativando a imunidade de
células T. (74) Vacina alogénica composta por duas linhagens de células de
melanoma transduzidas com cDNA que codificam a proteina de fusdo composta
por IL-6 ligada ao receptor soltvel de IL-6 (sIL-6R) foi aplicada em pacientes com
melanoma avangado e no cenario adjuvante, sendo evidenciados resultados
promissores com reducdo do risco de recidiva, progressdo e morte. Anticorpos
anti-ALDH1 especificos estavam presentes em pacientes tratados indicando que
esta modalidade terapéutica pode ganhar projecdo para melanoma e outros

subtipos tumorais. (75)
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JUSTIFICATIVA

TROP-2 tem sido estudado com maior frequéncia devido ao advento de
ADCs direcionados a esta proteina e sua eficacia clinica comprovada em CM
luminal e triplo negativo metastaticos. O presente estudo foi delineado por
existirem dados limitados e conflitantes em relacdo a expressao de TROP-2 e
sua relacédo com caracteristicas clinico-patolégicas no CM lumina-like inicial.

A expressdo de ALDH1A1 estd associada a pior prognostico em CM e
estd associado de forma significativa a diversos marcadores relacionados a
EMT; porém, ndo existem dados evidenciando se ha variacdo de expressao
através das estruturas do microambiente tumoral em CM luminal nem sua
significancia. Tal analise foi estimulada pela percepcéo inicial dos pesquisadores
durante os protocolos de padronizacdo de leituras das laminas sobre as
possiveis diferencas de expressdo do referido biomarcador entre as células
tumorais e as do estroma.

ALDH1A1 e TROP-2 nunca foram avaliados de forma concomitante na
mesma populacdo de pacientes, existindo racional para eventual correlagéo,
uma vez que sdo biomarcadores relacionados a EMT e estdo caracterizados
como biomarcadores de pior prognosticos em neoplasia mamaria. Demonstrar a
referida associacao pode suscitar racional para investigar de forma minuciosa a
inter-relacdo entre ambas vias.

O presente trabalho contribui para um maior conhecimento dos
biomarcadores TROP-2 e ALDH1A1 em CM luminal-like inicial e na elucidacdo

de eventual associagao entre ambos.
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MARCO CONCEITUAL ESQUEMATICO E DESENHO DO ESTUDO

CM Luminal
Expressdo TROP-2 por IMQ

Correlagdo entre ambos

biomarcadores

Fatores progndsticos

CM Luminal
Expressédo de ALDH1A1 por IMQ em estroma
e TCC

CM — Cancer de mama

TROP-2 — antigeno 2 de superficie celular para trofoblastos
ALDH1AL1 — aldeido desidrogenase familia 1 membro Al
TCC — citoplasma de células tumorais

IMQ - imuno-histoquimica
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OBJETIVOS

Objetivo primério

+ Avaliar o nivel de expressio de TROP-2 e ALDH1Al por

imunohistoquimica em tumores de mama luminais ndo metastaticos.

Objetivos secundarios

+ Avaliar se ha correlacédo entre os niveis de expressédo de TROP-2 e de
ALDH1A1 por IMQ com variaveis clinico-patolégicas: idade, grau tumoral,
subtipo histoldgico, nivel de expressao de receptores hormonais, tamanho
tumoral, = comprometimento  linfonodal, invasdo  angiolinfatica,

estadiamento anatémico e expressao de Ki67.

+ Avaliar em pacientes com CM Iluminal inicial se ha correlacdo e
concordancia entre a expressao proteica de TROP2 e ALDH1ALl.

+ Avaliar se existem diferencas na expressdo de ALDH1Al no
microambiente tumoral através da determinacdo de expressdo do

biomarcador separadamente no estroma e TCC.

+ Avaliar se ha correlagdo entre os niveis de expressdo de ALDH1A1 no

estroma e TCC com variaveis clinico-patolégicas.
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CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo da presente tese foi somar informacéo aos dados conflitantes
na literatura em relacdo a expressao de Trop-2 no CM luminal-like inicial. Nosso
estudo demonstra que Trop-2 é altamente expresso no CM luminal-like inicial,
independentemente de caracteristicas clinicas e patologicas. Na populacdo
estudada, nenhum paciente apresentou auséncia de expressao; setenta e nove
(94%) demonstraram um H-Score entre 100-300. Esses dados estdo em
consonancia com evidéncias indicativas de que a expressdo de Trop-2 é
frequente, intensa e pode nao ter implicacbes prognosticas.(16,17)

A expressdo de ALDH1Al esta associada a pior prognéstico em CM;
contudo, ndo existiam dados evidenciando a existéncia de variagdo em sua
expressdo através das estruturas do microambiente tumoral (MT) em CM
luminal. Nosso estudo demonstra que a expressdo de ALDH1Al é
significativamente maior no estroma em relacdo ao citoplasma de células
tumorais (TCC). Tal observagao destaca a complexidade e a heterogeneidade
do MT e levanta a hipétese de que a ALDH1A1 pode ter diferentes fungdes na
evolucao tumoral, a depender de seu local de expressao.

ALDH1A1 e Trop-2 nunca haviam sido avaliados de forma concomitante
na mesma populagdo de pacientes, existindo racional para eventual correlacao
visto que ambos séo biomarcadores relacionados a EMT e evidéncias prévias
os identificaram como marcadores de pior prognéstico em CM. O presente
estudo demonstra que a expressao de Trop-2 independe da expressédo de
ALDH1A1.

N&o conseguimos demonstrar nenhuma relagéo entre as caracteristicas
clinico-patolégicas e a expressado de Trop-2 ou ALDH1Al; entendemos que a
razao para a auséncia de achados se deva a real falta de correlagéo ou o nimero
restrito de pacientes incluidos em nossa amostra. No entanto, um dado relevante
€ a auséncia de expressdo de ALDH1A1 nos pacientes com estadio patoldgico
I, sugerindo que ALDH1Al1l pode ser um biomarcador para modificagoes
experimentadas no MT durante o processo de carcinogénese e um indicador de

evolucdo da doenca. (62,76—79).

46



As limitacBes de nossa pesquisa sdo 0 numero restrito de pacientes
incluidos, a auséncia de seguimento dos pacientes e a falta de dados sobre
desfechos clinicos.

Entre as qualidades destacamos a robustez das metodologias aplicadas
para avaliar a expressao de Trop-2 e ALDH1A1, o excelente desempenho dos
anticorpos anti-Trop-2 e anti-ALDH1A1 escolhidos, o nivel de concordancia entre
as leituras dos médicos avaliadores, a escolha de uma populacao representativa
da pratica diaria em oncologia clinica e a avaliagdo de subgrupo de pacientes
com melhor prognostico menos explorado na literatura.

Trop-2 é um biomarcador comumente expresso no CM luminal-like inicial
e sua utilidade neste subgrupo de pacientes € restrita. Devido a expresséao forte
e generalizada na maioria das amostras estudadas, existe racional para explorar
tratamentos direcionados a esta proteina neste subgrupo de pacientes.

A expressdo de ALDH1AL1 é significativamente maior no estroma do que
no TCC, e talvez a funcdo de ALDH1A1 no processo de carcinogénese possa

variar de acordo com esta caracteristica.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

TROP-2 é uma proteina frequentemente presente no CM luminal-like
inicial. Desta forma, a referida caracteristica serve como estimulo para estudo
de terapias direcionadas a este alvo. O estudo atual reforca a necessidade de
se estudar o papel de ADCs anti-Trop2 em pacientes com CM luminal inicial de
maior risco como tumores localmente avancados e/ou com pobre resposta as
terapias convencionais como quimioterapia e endocrinoterapia. Ademais, caso
futuros estudos sejam conduzidos no cenario luminal-like inicial de CM, devido a
comum alta expressédo encontrada, julgamos que a testagem de TROP-2 com
intuito de selecionar pacientes pode ser desnecessaria.

A variagdo de expressédo de ALDH1A1 entre estroma e TCC existe, mas
sua influéncia na evolucdo do CM ainda necessita de elucidacdo, podendo ser
racional para pesquisas futuras.

A andlise das laminas de IMQ ndo demonstrou nenhum paciente com
neoplasia de mama luminal inicial estadio | com ALDH1A1 presente tanto em
estroma como TCC. Apesar de um pequeno numero de pacientes avaliados
neste contexto no presente estudo, o achado merece ser observado em analises
futuras e, caso se confirme, eventualmente a expressao de ALDH1A1 possa se
tornar um preditor da necessidade de intervengcdes mais agressivas como
guimioterapia e/ou tratamentos antiestrogénicos mais potentes como, por
exemplo, a associacao de terapia hormonal a inibidores de ciclina. Ademais, o
atual estudo reforca a necessidade de se continuarem as pesquisas com

ALDH1A1 como alvo terapéutico em CM.
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