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RESUMO

Introducéo: O cancer de mama ¢ a primeira causa de morte por cancer em mulheres no Brasil.
A heterogeneidade do cancer de mama se manifesta pelas diferentes apresentacdes clinicas e
morfoldgicas e consequente variacdo nas respostas terapéuticas. Novos estudos sugerem que o
sistema imunolégico desempenha uma fungdo importante no curso da doenca, e demonstram
uma associacdo significativa entre a presenca de linfocitos infiltrantes tumorais (LITs) e
resposta clinica em pacientes com tumores so6lidos. Objetivo: o objetivo primario deste estudo
é avaliar a associacao entre a densidade de LITs e o perfil clinico-patologico de pacientes com
cancer de mama. Método: A pesquisa tem delineamento transversal, com dados coletados a
partir de prontuarios e amostras anatomopatoldgicas de pacientes submetidas a procedimento
de bidpsia de mama. As associacGes entre as varidveis e os desfechos de interesse - a
porcentagem de LITs e o estadiamento - foram realizadas de acordo com as prevaléncias e com
uso de teste de Fisher. Resultados: A analise demonstrou correlagdes significativas entre a
densidade de LITs e o estadiamento - indicando uma maior presenca de LITs em estagios
iniciais da doenca - e com a expresséo de HER2, a presenga de carcinoma ductal in situ e a
expressao de RP. Conclusdo: Este estudo confirmou hipdteses ja levantadas em pesquisas
cientificas anteriores. A limitacdo imposta pelo tamanho da amostra, entretanto, pode ter
influenciado na robustez das associagdes encontradas, impedindo a verificacdo de outras

correlages j& encontradas na literatura anteriormente.

Palavras-chave: linfocitos infiltrantes tumorais; cancer de mama; imunologia; oncologia.



ABSTRACT

Introduction: Breast cancer is the leading cause of cancer death in women in Brazil.
The heterogeneity of breast cancer is manifested by different clinical and morphological
presentations and consequent variation in therapeutic responses. New studies suggest that the
immune system plays an important role in the course of the disease and demonstrate a
significant association between the presence of tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) and
clinical response in patients with solid tumors. Objective: The primary objective of this study
is to evaluate the association between TIL density and the clinicopathological profile of breast
cancer patients. Method: The research has a cross-sectional design, with data collected from
medical records and anatomical pathology samples of patients undergoing breast biopsy
procedures. Associations between variables and outcomes of interest - the percentage of TILs
and staging - were performed according to prevalences and using Fisher's test. Results: The
analysis demonstrated significant correlations between TIL density and staging - indicating a
greater presence of TILs in early stages of the disease - and with HER2 expression, the presence
of ductal carcinoma in situ, and ER expression. Conclusion: This study confirmed hypotheses
previously raised in scientific research. However, the sample size limitation may have
influenced the robustness of the associations found, preventing the verification of other

correlations previously found in the literature.

Keywords: tumor-infiltrating lymphocytes; breast cancer; immunology; oncology.
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1 INTRODUCAO

O cancer de mama (CM), assim como outras neoplasias malignas, resulta de uma
proliferacdo incontrolavel de células anormais, que surgem em funcédo de alteracGes genéticas,
sejam elas hereditarias ou adquiridas por exposicéo a fatores ambientais ou fisioldgicos. Essas
alteracBes genéticas podem provocar mudancas no crescimento ou na morte celular, levando ao
surgimento do tumor. ¥

O CM é o mais incidente em mulheres no mundo, com aproximadamente 2,3
milhGes de casos novos estimados em 2020, o que representa 24,5% dos casos Novos por cancer
em mulheres. E também a causa mais frequente de morte por cancer nessa populagio, somando

15,5% dos Obitos por cancer em mulheres.*

Considerado problema de saide publica, o0 CM é um grupo heterogéneo de
doencas, com comportamentos distintos. A heterogeneidade do cancer de mama se manifesta
pelas diferentes apresentacdes clinicas e morfoldgicas, variadas assinaturas genéticas e
consequente variagio nas respostas terapéuticas.’

O receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2) é uma proteina
que promove o crescimento das células cancerosas e sua superexpressao esta associada a um
comportamento mais agressivo do cancer e a um pior prognéstico.“” A expressdo de HER2 é
um marcador crucial no cancer de mama, pois tumores HER2 positivos tendem a crescer e se
disseminar mais rapidamente do que os HER2-negativos.®’

Ademais, a expressao dos receptores hormonais de estrogénio (RE) e progesterona (RP)
também é fundamental no progndstico e no tratamento do CM. Tumores que expressam esses
receptores sao frequentemente menos agressivos e respondem bem a terapia hormonal, o que
pode melhorar significativamente o progndstico.® O marcador de proliferagdo celular Ki-67 é
outro importante indicador prognostico, pois sua alta expressao esta associada a uma taxa de
crescimento mais rapida do tumor, indicando um cancer mais agressivo.”’Juntos, HER2, RE,
RP e Ki-67 fornecem uma visdo abrangente do perfil biolégico do tumor, ajudando a guiar as
decisOes terapéuticas e a prever os resultados clinicos.

Além da influéncia dos receptores e marcadores tumorais, novos estudos sugerem que
0 sistema imunologico desempenha uma funcdo importante no curso da doenca. Sua funcéo
primordial é a manutencdo da homeostase tecidual por imunovigilancia continua e iniciagéo de
reacOes inflamatdrias que envolvem a ativacdo coordenada de células da imunidade inata e

adaptativa. Células inflamatdrias e fatores sollveis estdo presentes em todos 0s tumores.
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Evidéncias recentes demonstram que essas células desempenham um papel fundamental no
desenvolvimento e progressdo do cancer e, em alguns casos, podem ajudar a prever o
comportamento clinico de um céncer melhor do que as caracteristicas das proprias células
neoplasicas.®

As neoplasias alteram a estrutura normal dos tecidos e induzem respostas imunes que
podem eliminar os tumores incipientes ou, em caso de resposta insuficiente em que a eliminacéo
é incompleta, a transformacdo neoplasica de células é capaz de escapar do controle
imunoldgico. ©

Estudos em humanos demonstraram uma associacao significativa entre a presenca de
células imunes especificas, denominadas nos tumores de linfocitos infiltrantes tumorais (LITs),
e resposta clinica em pacientes com tumores solidos. Além disso, evidéncias acumuladas
sugerem que a imunidade mediada por linfocitos T e B fornece a base para respostas
antitumorais. No CM, a infiltragdo tumoral por células T CD8+ citotdxicas foi fortemente
associado com a sobrevivéncia do paciente e resposta a terapia. A presenca de células T
reguladoras CD4+ tem uma resposta ambigua. Entre as outras subpopulacfes de células T
CD4+, as células Thl tém sido associadas com resultados clinicos favoraveis, enquanto as
células Th2 tém sido associadas & diminuicdo da resposta antitumoral. ©

O montante de estudos que relacionam a imunologia e a oncologia demonstram a
importancia dessa nova area de conhecimento e a necessidade de aprofundamento para ampliar
a sua aplicacéo, dada a ainda limitada base de informac6es acerca desse tema. Os desafios da
concepcdo clinica e terapéutica estdo em formular estratégias que visam a inflamagdo como
uma abordagem para o prognostico e tratamento de canceres estabelecidos. Nossa compreensdo
da relacdo entre inflamacdo e cancer esta crescendo e a base de conhecimento pode ser
aprimorada, com resultados que permitirdo o desenvolvimento e a consolidacéo de abordagens
direcionadas para a inflamag&o no cancer. ®

Nesse sentido, o0 objetivo primério deste estudo é avaliar a associacdo entre a

densidade de LITs® e o perfil clinico-patolégico - especialmente o estadiamento, conforme o
Manual de Estadiamento de Cancer da American Joint Committee on Cancer (AJCC)®® - dos
casos de canceres de mama de uma populacdo de mulheres, além de avaliar secundariamente,
de forma descritiva, as caracteristicas da amostra.

Dessa forma, este trabalho pode fortalecer as novas relagdes propostas pela literatura
entre a imunologia e a oncologia, por meio de novos dados gerados a partir da populacéo

brasileira. Este estudo também possibilita a testagem de protocolos e hipdteses ja levantados
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pela literatura atual,” buscando aprofundar e ampliar a sua aplicacdo, dada a nossa ainda

limitada base de informacdes acerca desse tema.
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2 METODOLOGIA

A pesquisa tem delineamento transversal, com dados coletados a partir de prontuarios e
amostras anatomopatol6égicas de pacientes diagnosticados com CM e submetidos a
procedimento de bidpsia de mama, na regido sul de Santa Catarina, no periodo de 1° de janeiro
de 2018 a 31 de dezembro de 2022.

Foram incluidas no estudo todas as mulheres diagnosticadas com CM no sul do estado
de Santa Catarina, através de estudo anatomopatoldgico e imuno-histoquimico no periodo de
1° de janeiro de 2018 a 31 de dezembro de 2022. Foram excluidas do estudo as pessoas que ndo
tiveram exame anatomopatoldgico a ser analisado ou revisado, casos com material exibindo
artefatos analiticos ou pré-analiticos, pacientes que ndo consentiram com estudo, pessoas que
retiraram o material do laboratério de patologia e pacientes que tenham apenas coletado a
amostra apds o tratamento neoadjuvante. Aplicados os critérios de inclusdo e excluséo
metodologicos, a amostra resultou em um n=104 pacientes.

Os dados foram coletados de prontuéarios de pacientes que realizaram o exame
anatomopatologico e imuno-histoquimico, e as informacgdes foram recebidas de forma cega,
sem identificacdo dos pacientes.

As informacdes coletadas foram: idade (anos), a medida do maior eixo do tumor
(centimetros), focalidade (unifocal/multifocal), lateralidade (mama direita/mama esquerda) tipo
histoldgico™"?, subtipo molecular®®, grau histologico™?’, componente de carcinoma ductal in
situ (CDIS) (ausente/presente), estadiamento™®, invasdo linfovascular do tumor (ndo
identificado/presente), densidade de LITs (0%/1-10%/11-50/51-100%)’, expressdo de HER2
(0/1+/2+/3+), além de expressdo de receptor de estrogénio (RE), receptor de progesterona (RP)
e marcador Ki-67, estes 3 ultimos categorizados como 0-10%/11-30%/31-70%/71 a 100%.

Para analise e quantificacdo da expressdo do receptor HER2, foram realizados cortes
adicionais de 5um de espessura obtidos dos blocos de parafina de representacéo neoplasica. A
reativacdo dos epitopos foi realizada através banho quente por 40min com temperatura 98°C e
utilizando tampéo especifico para clone (Herceptest Buffer, Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA). Apos a reativacao antigénica foi realizado a incubagdo com o anticorpo HercepTest
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) contendo dilui¢do de 1:200, tempo de incubacao
de 30min e temperatura de incubagdo 20°C. A revelacdo foi através do cromogeno Herceptest
/ SK001 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) contendo tempo de incubacgéo do
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polimero de 30min e temperatura de incubagdo 20°C. A expressdo do HER 2 foi considerada
score 0 (zero) quando ndo havia nenhuma expressdo ou a expressdo estava presente em menos
de 10% das células neoplasicas; o score 1+ quando a expressao era fraca, incompleta, em mais
de 10% das células neoplasicas; o score 2+ quando a expressao era fraca a moderada,
circunferencial em mais de 10% das células neoplasicas; o score 3+ quando a expressao era
intensa, circunferencial, em mais de 10% das células neoplasicas. @3’

Para analise e quantificacdo da expressdo do receptor estrégeno, foram realizados cortes
adicionais de 5um de espessura obtidos dos blocos de parafina de representacéo neoplasica. A
reativacdo dos epitopos foi realizada através banho quente por 20min com temperatura 95°C e
utilizando tampéo especifico para clone (Dako TRS High pH, Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA). Apds a reativagdo antigénica foi realizado a incuba¢do com o anticorpo
Rabbit Anti-Human Estrogen Receptor a, Clone EP1 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA) contendo diluigdo de 1:50, tempo de incubagdo de 45min e temperatura de incubagao
27°C. A revelacdo foi através do cromogeno EnVision FLEX+ / K8002/SM802 (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) contendo tempo de incubacéo do polimero de 20 minutos
e temperatura de incubagdo 27°C. A expressdo de RE foi considerada em porcentagens. @3’

Para andlise e quantificagdo da expressao do receptor progesterona, foram realizados cortes
adicionais de 5um de espessura obtidos dos blocos de parafina de representacdo neoplasica. A
reativacdo dos epitopos foi realizada através banho quente por 20min com temperatura 97°C e
utilizando tampéo especifico para clone (Dako TRS High pH, Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA). Ap0s a reativacdo antigénica foi realizado a incubacdo com o anticorpo
Mouse Anti-Human Progesterone Receptor, Clone PgR 636 (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA) contendo dilui¢do de 1:200, tempo de incubacdo de 20min e temperatura de
incubagdo 20°C. A revelagdo foi através do cromégeno EnVision FLEX+ / K8002/SM802
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) contendo tempo de incubacdo do polimero de
20min e temperatura de incubacdo 20°C. A expressédo de RE foi considerada em porcentagens.
(13)

Para andlise e quantificacdo da expresséo do Ki-67, foram realizados cortes adicionais de
5um de espessura obtidos dos blocos de parafina de representacdo neoplasica. A reativacdo dos
epitopos foi realizada através banho quente por 20min com temperatura 97°C e utilizando
tampao especifico para clone (Dako TRS High pH, Agilent Technologies, Santa Clara, CA,

USA). Apos a reativacdo antigénica foi realizada a incubacdo com o anticorpo Mouse Anti-
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Human Ki-67 Antigen, Clone MIB-1 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) contendo
diluicao de 1:50, tempo de incubacdo de 30min e temperatura de incubacdo 20°C. A revelacao
foi através do cromoégeno EnVision+ / K4007 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
contendo tempo de incubacdo do polimero de 30min e temperatura de incubacdo 20°C. A
expressdo do Ki-67 foi considerada em porcentagens.®®

Para analise e quantificacdo da expressao do receptor progesterona, foram realizados cortes
adicionais de 5um de espessura obtidos dos blocos de parafina de representacdo neoplasica. A
reativacao dos epitopos foi realizada através banho quente por 20min com temperatura 97°C e
utilizando tampdo especifico para clone (Dako TRS High pH, Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA). Apés a reativacdo antigénica foi realizada a incubacdo com o anticorpo
Mouse Anti-Human Progesterone Receptor, Clone PgR 636 (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA) contendo diluicdo de 1:200, tempo de incubacéo de 20min e temperatura de
incubacdo 20°C. A revelagdo foi através do cromdgeno EnVision FLEX+ / K8002/SM802
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) contendo tempo de incubacdo do polimero de
20min e temperatura de incubagdo 20°C. A expressdo de RP foi considerada em
porcentagens.*®

Para analise geral da densidade de LITs, foram utilizados os critérios da publicados por
Salgado R. et al através do International TILs Working Group 2014. Nesta analise selecionou-
se areas tumorais de 1 mm?2 e quantificou-se em porcentagem (%) a densidade das células
inflamatérias contidas no estroma tumoral.®’

Para realizar essa andlise estatistica, as varidveis numéricas foram categorizadas da
seguinte forma: LITs - mensurados em porcentagem - foram categorizados como 0%, 1 a 10%,
11 a 50%, 51 a 100%; a maior medida do tumor, mensurada em centimetros, foi categorizada
como 0 a 1,9cm, 2 a 3,9 cm, maior do que 4cm; a expressdo de HER2 como positiva (3+),
equivoco (2+) e negativa (0+ ou 1+); e a expressdo dos receptores de estrogénio, progesterona
e 0 marcador Ki-67 - mensurada em porcentagem - foi categorizada como expressos de 0 a
10%, de 11 a 30%, de 31 a 70% e de 71 a 100%.

As varidveis categoéricas foram analisadas conforme a categorizacdo propria de cada
varidvel j& descrita, exceto pelo estadiamento, que foi adaptado conforme o agrupamento
anatdbmico TNM da Sociedade Brasileira de Oncologia Clinica (SBOC)™* para analise
descritiva da amostra (IA/IB/HA/IB/HA/IIB/IIC), e simplificado como estagio | referente

aos estagios 1A e 1B, estagio Il referente a I1A e 11B, ou estéagio Il referente a 1A, I1IB e HIC,
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para realizar a associagdo entre varidveis. Para analise de associagcbes com o estadiamento, foi
excluida a categoria "nao classificados”, pois seria um fator de confusao da analise.

Os dados foram armazenados em planilha no Microsoft Excel® 2016 e a anélise estatistica
foi elaborada pelo programa STATA/SE 16.1. Para a analise descritiva da amostra, as variaveis
categéricas e as numéricas foram avaliadas como frequéncia relativa, frequéncia absoluta,
porcentagem, média, ou desvio padrdo, conforme indicado e dentro de suas categorizacoes.

As associacles entre as varidveis e os desfechos de interesse - a porcentagem de LITs e 0
estadiamento - foram realizadas de acordo com as prevaléncias e com uso de teste de Fisher,
com o intervalo de confianca de 95% (IC95%) e considerando valores de p < 0,05 para
indicativo de significancia estatistica.

As variaveis associadas ao percentual de LITs foram: maior medida do tumor, tipo
histoldgico, grau histolégico, presenca de CDIS, presenca de invaséo linfovascular, subtipo
molecular, expressao de HER2, RE, RP e Ki-67. Ja as variaveis cruzadas com o estadiamento
sdo: tipo histoldgico, subtipo molecular, grau histoldgico, expressdo de HER2, RE, RP e Ki-67.
O estadiamento e o percentual de LITs também foram associados entre si, sendo esse o principal
desfecho de interesse.

A andlise descritiva geral da amostra contemplou a distribuicao de idade, maior medida do
tumor, lateralidade e focalidade. A anélise descritiva da amostra no cerne histolégico e imuno-
histoquimico contemplou a distribuicdo de tipo histolégico, subtipo molecular, grau
histoldgico, indice mitético, presenca de carcinoma ductal in situ, percentual de LITs, presenca
de invasdo linfovascular, estadiamento, e expressao de HER2, RE, RP e Ki-67.

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em seres humanos
(CEPSH) da Universidade Federal de Santa Catarina, sob nimero do Certificado de
Apresentacdo de Apreciacdo Etica 71249423.9.0000.0121 e parecer consubstanciado de

aprovacdo nimero 6.428.495.
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3 RESULTADOS

A associacdo entre as varidveis e os desfechos primarios - percentual de LITs e o
estadiamento - demonstrou que houve significancia estatistica em vérias rela¢des importantes.
A densidade de LITs mostrou correlacéo positiva em relacdo a presenca de CDIS e a expressdo
de HER2 e RP, conforme a tabela 1.

Tabela 1 - AssociacBes com significancia estatistica para a densidade de LITs

Variaveis (n) LITs valor-p
0% 1-10% 11-50% >50%

Presenca de CDIS 0,041
Né&o detectado 30 11 12 1
Presente 15 17 14 4

Expressédo HER-2 0,039
0+/3+ (negativo) 40 23 20 2
1+/3+ (negativo) 2 4 0
2+/3+ (equivoco) 1 1 1
3+/3+ (positivo) 2

Expresséo RP 0.023
1-10% 19 7 9 3
11-30% 0 1 3 1
31-70% 11 2 3 0
71-100% 15 18 11 1

Fonte: elaborado pelos autores
Legenda: LITs: linfocitos infiltrantes tumorais; CDIS: carcinoma ductal in situ; RP:
receptores de progesterona;

Para analise de associagdes com o estadiamento, foi excluida a categoria "ndo
classificados", pois seria um fator de confusdo da analise. O estadiamento revelou significancia
estatistica para a associagdo com o grau histologico (p=0,043), sendo maior o grau quanto maior
0 estadiamento, e o principal achado do estudo foi a correlagdo entre o estadiamento e o
percentual de LITs (p=0,026), que demonstra maior presenca de LITs em estdgios menores (I

e 11), como verificado na tabela 2.
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Tabela 2 - Correlacédo entre estadiamento e percentual de LITs

Variaveis (n) LITs valor-p
0% 1-10% 11-50% >50%
Estadiamento simplificado 0,026
| 14 9 7 4
1 13 17 14 0
Il 9 1 3 0

Fonte: elaborado pelos autores
Legenda: LITs: linfocitos infiltrantes tumorais.

N&o houve significancia estatistica (p>0,05) entre LITs e a maior medida do tumor, o
tipo histologico, o grau histolégico, a presenca de invasao linfovascular, os subtipos
moleculares, a expressdo de RE e de Ki-67. Também ndo houve correlagdo significativa
(p>0,05) entre estadiamento e tipo histoldgico, subtipos moleculares, a expressao de HER-2,
RE, RP e de Ki-67.

Os resultados dos desfechos secundarios - descri¢do da amostra - revelaram uma média
de idade de 61 anos, com desvio padrdo de 12,8 anos, a idade minima contida na amostra foi
29 e a maxima de 90 anos. Em relacdo a maior medida do tumor, 33,65% apresentaram até 1,9
cm, seguidos de 42,31% de 2cm a 3,9cm e 24,04% apresentaram 4cm ou mais. A lateralidade
dos tumores foi predominantemente direita em 51,92% dos casos, deixando a prevaléncia em
mama esquerda presente em 48,08%. O estudo da focalidade demonstrou que 92 dos 104 casos
eram unifocais.

A anélise histoldgica e imuno-histoquimica mostrou que o CDIS foi identificado em 50
dos 104 casos. O tipo histolégico mais prevalente foi o carcinoma ductal invasivo tipo néo
especial (76,92%), seguido do carcinoma lobular invasivo (16,35%), carcinoma tubular
invasivo, papilar invasivo, e mistos (1,92% cada), e por fim o carcinoma metaplasico invasivo
(0,96%). O grau histoldgico 1 foi predominante (60%), e 0s graus 2 e 3 estavam presentes em
18,27% e 22,12% respectivamente. A invasdo linfovascular foi detectada em 46% dos
pacientes. Os subtipos moleculares apareceram na ordem decrescente de luminal A (n=46),
luminal B (n=39), triplo negativo (n=10) e HER2 (n=2), o restante ndo estava identificado. A

distribuicdo da frequéncia de LITs e do estadiamento, esta presente na tabela 3.
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Tabela 3 - Descrigdo da amostra: estadiamento e LITs

Variavel N %
Estadiamento por agrupamento anatémico
TNM da SBOC

Né&o classificado 13 12,5
1A 32 30,76
IB 2 1,92
A 29 27,78
1B 15 14,42
A 10 9,61
B 1 0,96
lnic 2 1,92

v 0 0

Estadiamento simplificado

Né&o classificado 13 12,5
I 34 32,69
I 44 42,3
i 13 12,5

v 0 0

LITs

0% 45 43,27
1-10% 28 26,92

11-50% 26 25
51-100% 5 4,81

Fonte: elaborado pelos autores.
Legenda: LITs: linfdcitos infiltrantes tumorais; SBOC: Sociedade Brasileira de Oncologia
Clinica

Em relacdo a expressdo receptores e marcadores tumorais, a expressao de HER?2 foi
categorizada como positiva (3+), equivoco (2+) ou negativa (0+ ou 1+), e a expressdo dos
receptores de estrogénio, progesterona e o marcador Ki-67 - mensurada em porcentagem - foi
categorizada como expressa de 0 a 10%, de 11 a 30%, de 31 a 70% e de 71 a 100%. Suas

distribuicdes na amostra estdo representadas na tabela 4.
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Tabela 4 - Descrigdo da amostra em relacdo a expresséo receptores e marcadores tumorais.

Variavel N %
Expressdo HER-2
0+/3+ (negativo) 85 81,73
1+/3+ (negativo) 9 8,65
2+/3+ (equivoco) 4 3,85
3+/3+ (positivo) 6 577
Expressdo RE
1-10% 16 15,38
11-30% 1 0,96
31-70% 6 577
71-100% 81 77,88
Expressdo RP
1-10% 38 36,54
11-30% 5 4,81
31-70% 16 15,38
71-100% 45 43,27
Ki-67
0-10% 51 49,04
11-30% 32 30,77
31-70% 18 17,31
71%-100% 3 2,88

Fonte: elaborado pelos autores.
Legenda: RE: receptores de estrogénio; RP: receptores de progesterona;
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4 DISCUSSAO

A associacdo entre as variaveis e os desfechos de interesse - percentual de LITs e o
estadiamento - demonstrou que houve significancia estatistica em vérias rela¢des importantes.
A densidade de LITs mostrou correlacdo significativa em relacéo a expressao de HER2, estando
presente em maior proporcdo em tumores HER-2 positivos (p=0,039). Esse resultado esta em
consonancia com achados anteriores na literatura, sendo valioso para o direcionamento de
novas terapias efetivas em cancer de mama HER-2 superexpresso. >

Houve também significancia estatistica na associacdo de LITs com receptor de
progesterona, estando presente em maior quantidade nos tumores com menor expresséo de RP
(p=0,023). Esta relacdo foi encontrada em um grande estudo anterior, que indica ainda a
importancia dessa associagdo para novos tratamentos imunoterapicos.*® Ja em relagdo a
presenca de CDIS, o estudo encontrou forte correlacdo entre a sua presenca e alta densidade de
LITs (p=0,041), em acordo com estudos anteriores, porém ainda ndo é possivel afirmar o valor
desse resultado em termos de progndstico ou recidiva de tumores de mama.”?

O estadiamento revelou significancia estatistica para a associagdo com o grau histoldgico
(p=0,043), sendo maior o grau quanto maior o estadiamento - relagdo amplamente validada na
atualidade, sendo o grau histologico um dos principais fatores prognésticos no CM.?®

O principal achado do estudo foi a correlagdo entre o estadiamento e o percentual de LITs
(p=0,026), que demonstra maior presenga de LITs em estagios menores (I e Il). A literatura
atual ainda carece de estudos com maiores amostras para explorar essa associacdo, porém ja foi
verificada a relacdo entre a presenca de LITs e melhores progndsticos e maior tempo de
sobrevida - também encontrados em estagios menores de cancer.

Apesar de ndo ter sido encontrada relacéo entre a densidade de LITs e o subtipo molecular
neste trabalho (p=0,085), evidéncias acumuladas sugerem e relacdo entre LITS e o subtipo
molecular Triplo Negativo, inclusive relacionando a maior densidade (>50% de LITs) a uma
melhor resposta patoldgica a terapia neoadjuvante e a uma sobrevida significativamente
melhor.®?® Uma possivel limitagdo metodoldgica para essa discordancia de resultados foi a
forma como foram analisados estatisticamente os dados, pois o teste de Fisher foi aplicado entre
a variavel LITs e a varidvel subtipos moleculares com todas as suas categorias (Luminal A,
Luminal B, Triplo Negativo e HER-2.). Essa relagdo testada entre LITs e cada categoria dos

subtipos moleculares individualmente poderia ter encontrado outras associac¢des significativas.
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Os resultados deste estudo séo validados por achados de pesquisas anteriores que destacam
a importancia dos linfécitos infiltrantes tumorais no prognostico do CM, na orientacdo da
escolha de tratamentos mais direcionados e no fornecimento de base para elaboracéo de novas
terapias. No entanto, € importante salientar que o tamanho da amostra foi relativamente
pequeno, o que limitou a aplicabilidade estatistica de testes mais precisos e possivelmente
dificultou a identificacdo de associacOes previamente descritas na literatura. Assim, para
fortalecer a validade dos resultados e assegurar a sua aplicabilidade clinica, sdo necessarios
novos estudos com amostras maiores e mais diversas, garantindo a robustez e a aplicabilidade

dos dados em diversos contextos clinicos.
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5 CONCLUSAO

Este estudo avaliou a importancia dos linfécitos infiltrantes tumorais na aplicacéo
clinica e terapéutica do cancer de mama, investigando a relacéo da imunologia com a oncologia
- ja levantada em pesquisas cientificas anteriores - por meio de testagem de protocolos e
hipoteses ja levantados pela literatura atual. A analise demonstrou correlagGes significativas
entre a densidade de LITs e a expressdo de HER2, assim como com a presenca de CDIS e a
expressao de RP, corroborando a importancia desses marcadores na caracterizacao e tratamento
da doenca. Adicionalmente, a associacdo entre o estadiamento e o grau histologico reforca o
papel critico do grau histoldgico no progndéstico do CM. O achado mais notéavel foi a correlacdo
entre o estadiamento e o percentual de LITs, indicando uma maior presenca de LITs em estagios
iniciais da doenca, o que sugere um possivel impacto prognostico positivo. Entretanto, a
auséncia de significancia estatistica entre a densidade de LITs e os subtipos moleculares, apesar
de suportada por evidéncias na literatura, destaca a necessidade de uma andlise mais detalhada
e especifica para cada subtipo molecular, além da limitacdo imposta pelo tamanho da amostra,
que pode ter influenciado na robustez das associac@es encontradas e impedido a verificacdo de
outras correlacdes ja encontradas na literatura anteriormente. Portanto, enquanto os resultados
fornecem informac6es valiosas para a compreensdo do papel dos LITs e outros marcadores no
CM, os autores recomendam que futuros estudos com amostras maiores e mais diversificadas
sejam conduzidos para validar e expandir esses achados. A continuidade da investigacdo neste
campo é fundamental para aprimorar as estratégias terapéuticas e melhorar os desfechos

clinicos para pacientes com cancer de mama.
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