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RESUMO

Introducgéao: Esse estudo fornece uma visdo abrangente sobre o cancer de mama,
destacando sua natureza heterogénea e os desafios no seu tratamento, com énfase
na avaliagao do progndstico de pacientes de alto risco. A quimioterapia neoadjuvante
(QNA) fornece um modelo de validagéo in vivo, capaz de testar a eficiéncia dos
medicamentos, através da resposta patologica do tumor, vista na cirurgia. Identificar
fatores tumorais que estejam associados a essa resposta e a melhores desfechos
clinicos tem sido um desafio. Diante disso, tem se destacado nos ultimos anos a
avaliacao dos linfécitos tumorais infiltrantes (TILs) como marcadores de resposta a
QNA no cancer de mama. Este estudo pretende avaliar os efeitos preditivo e
prognéstico dos TILs, de acordo com a sua quantificagdo nas amostras de biopsia de
pacientes submetidas a quimioterapia neoadjuvante, de forma a contribuir para
condutas terapéuticas mais individualizadas na pratica clinica da
mastologia. Objetivos: Avaliar se ha influéncia dos TILs na sobrevida global e em 5
anos de pacientes com cancer de mama submetidas a QNA, bem como sua relagao
com a resposta patologica tumoral ao tratamento, estratificando entre os diversos
subtipos moleculares. Casuistica e Métodos: Trata-se de um estudo de sobrevida,
com analises uni e multivariadas, utilizando uma coorte retrospectiva de casos
tratados entre 2011 e 2017 em Hospital Universitario de Sergipe, cujas laminas de
biépsia foram reanalisadas em relacdo a quantidade de TlLs. Foram utilizados os
modelos de riscos proporcionais de Cox, para analise independente entre cada
variavel clinica e anatomopatoldgica e a sobrevida e, para a analise da sobrevida, o
método de Kaplan-Meier, relacionando quantidade de TILs do tumor inicial, com a
resposta patoldégica completa e sobrevida em 5 anos. Resultados: Houve diferencas
nos parametros anatomopatoldgicos entre os pacientes vivos e os que evoluiram para
obito. Nao houve diferenca significativa em relagcdo a expressao de TILs entre os
subtipos moleculares. A mediana calculada foi de 5, e mais da metade (63%) da
populagdo apresentava TILs < 5%. Nao foi demonstrada relacédo entre TlLs e
sobrevida global (SVG), porém, na analise de sobrevida (SV) em 5 anos, os pacientes
que apresentaram TILs abaixo de 5% evoluiram melhor em todos os subtipos
moleculares, de forma estatisticamente significante. Conclusao: Pacientes que
apresentaram TILs < 5% em amostras de bidpsia apresentaram melhor SV em 5 anos.

Palavras-chave: Biomarcadores tumorais; Linfécitos Infiltrantes do tumor; Neoplasia
da Mama; Sobrevida; Terapia neoadjuvante.



ABSTRACT

Introduction: This study provides a comprehensive overview of breast cancer,
highlighting its heterogeneous aspects and challenges in treatment, with a focus on
assessing the prognosis of high-risk patients. Neoadjuvant chemotherapy (NAC)
provides an in vivo validation model capable of testing the efficiency of drugs through
the pathological response of the tumor, observed during surgery. ldentifying tumor
factors associated with this response, and better clinical outcomes has been a
challenge. Consequently, the assessment of tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) as
markers of response to neoadjuvant chemotherapy in breast cancer has gained
prominence in recent years. This study aims to evaluate the predictive and prognostic
effects of TILs, based on their quantification in biopsy samples from patients
undergoing neoadjuvant chemotherapy, contributing to more individualized therapeutic
approaches in clinical mastology practice. Objectives: Evaluate if there is influence of
TILs on the overall survival and 5-year survival of breast cancer patients undergoing
NAC, as well as their relationship with pathological tumor response to treatment,
stratifying among various molecular subtypes. Patients and Methods: This is a
survival study with uni-and multivariate analyses, using a retrospective cohort of cases
treated between 2011 and 2017 at the University Hospital of Sergipe. Biopsy slides
were reanalyzed for TlLs quantity. Cox proportional hazards models were used for
independent analysis of each clinical and pathological variable with survival, and for
survival analysis, the Kaplan-Meier method was employed, relating the quantity of TILs
in the initial tumor to complete pathological response and 5-year survival. Results:
There were differences in pathological parameters between patients who were alive
and those who deceased. No significant difference was observed in TILs expression
among molecular subtypes. The calculated median was 5, and over half (63%) of the
population had TILs < 5%. No relationship between TlLs and overall survival (OS) was
demonstrated. However, in the 5-year survival analysis (5YS), patients with TILs below
5% showed better outcomes in all molecular subtypes (p<0,05). Conclusion: Patients
with TILs < 5% in biopsy samples exhibited improved 5-year survival.

Descriptors: Tumor Biomarkers. Tumor-Infiltrating Lymphocytes. Breast Neoplasms.
Neoadjuvant Therapy. Survival.
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1 INTRODUGAO

O cancer de mama é, atualmente, o tumor que mais acomete mulheres no
Brasil e no mundo (WHO, 2020). Caracteriza-se como uma doenga heterogénea,
envolvida por fatores genéticos e ambientais, que apresenta diferentes graus de
agressividade e diferentes respostas aos tratamentos para um mesmo tumor
(BARZAMAN et al., 2020). Apesar dos avancos das modalidades terapéuticas e
diagnosticas, detectar a doenga num estagio precoce ainda € um desafio,
especialmente em paises com piores condicbes de acesso a saude (ROSA et al.,
2020).

Quimioterapia neoadjuvante (QNA) em cancer de mama refere-se ao
tratamento sistémico antes de uma operacdo definitiva. Se, no passado, essa
modalidade era reservada para pacientes com cancer localmente avancado ou
inoperavel, atualmente, a fungdo da QNA se expandiu para tumores em estagio inicial,
permitindo, nesses casos, melhores resultados cosméticos e menor numero de
complicagdes cirurgicas (ASAOKA et al., 2020).

Embora os estudos ndao tenham mostrado qualquer diferenga de sobrevida
entre os esquemas de neoadjuvancia versus adjuvancia, o tratamento neoadjuvante
fornece uma modelo de validagado capaz de testar a eficacia dos medicamentos,
mediante a analise da resposta do tumor a terapia empregada, visualizado no leito
cirargico. Usa-se o termo resposta patolégica completa (pCR) ao tratamento quando
essa carga residual tumoral é ausente no momento da cirurgia. Este € um forte
marcador para risco de recorréncia e desfecho clinico positivo, especialmente em
cancer de mama triplo negativo e Human Epidermal growth factor Receptor-type 2
(Her 2) positivo (CORTAZAR et al., 2014). No entanto, nem sempre a quantidade de
doenca residual € compativel com a evolucéo clinica posterior. Por essa razao, a
identificacdo de outros biomarcadores progndsticos ganhou espago na literatura,
dentre eles, os linfocitos tumorais infiltrantes (TILs) (ZHAO-HUA, 2020).

O acesso a informacgdes preditivas do tumor € de grande auxilio na tomada da
conduta terapéutica adequada, visto que, por ser uma doenca de tanta
heterogeneidade, a neoplasia de mama exige uma abordagem cada vez mais
individualizada. A utilidade clinica da avaliagado dos TlLs se encontra exatamente na
identificacdo de tumores que possam responder melhor a imunoterapia, possibilitando
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o descalonamento de terapias mais citotoxicas e que gerem maiores efeitos colaterais
para os pacientes (EL BAIRI et al., 2021).

Sendo assim, € possivel mensurar a quantidade de linfocitos infiltrantes
tumorais em laminas de biopsia de agulha grossa de pacientes submetidas a QT
neoadjuvante e relaciona-las com sobrevida global e em 5 anos? Entende-se que,
quantificando, em porcentagem, os TILs, nesses exames, pode-se avaliar sua
associagao com resposta clinica ao tratamento quimioterapico, e sua sobrevida.

Desta forma, este estudo pretendeu, através da analise de diferentes amostras
de bidpsia de agulha grossa coradas com hematoxilina e eosina (H&E), relacionar a
quantidade inicial de TlLs com o desfecho clinico de pacientes submetidas a
quimioterapia neoadjuvante, buscando avaliar a sobrevida, bem como identificar se
houve diferenca nessa relagdo entre os diversos subtipos moleculares tumorais. Na
pratica clinica, isso pode auxiliar na decisdo de quais pacientes tém maior beneficio
ao uso de quimioterapia antes da cirurgia, e em quais deles se pode descalonar o

tratamento, além de se tornar mais uma ferramenta para avaliagdo progndstica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Epidemiologia

Considerado um problema de saude publica mundial, o cancer de mama € o
mais prevalente e o de maior mortalidade entre mulheres no Brasil e no mundo. Em
2020, com um aumento de 20%, ele se tornou o mais incidente, superando o cancer
de pulmao, sendo registrados aproximadamente 2,3 milhdes de casos novos e 685
mil 6bitos em todo o planeta (WHO,2020). No Brasil, apés o céncer de pele nao
melanoma, essa € a neoplasia mais comum nas mulheres, e em algumas regides,
chega a ser trés vezes maior que a segunda mais frequente. Para cada ano do triénio
2023-2025, sao esperados 73 610 novos casos (SANTOS, 2023).

Em Sergipe, com 570 novos casos estimados para 2023, essa taxa € de 46
para cada 100mil mulheres (INCA, 2022). Baixas taxas de rastreamento, estagio
clinico avangado no diagndstico, e falta de acesso a tratamento adequado sao causas
que contribuem para a alta mortalidade da doenga (ROSA et al., 2020), e, apesar dos
avancgos das modalidades terapéuticas e diagnosticas, detectar a doenga num estagio
precoce ainda € um desafio, especialmente em paises com piores condi¢cdes de
acesso a saude (COSTA, 2019).

A neoplasia de mama é uma doencga heterogénea, que apresenta ampla
variedade de fatores clinicos e patologicos, prognosticos e histérias naturais distintos,
envolvidos por fatores genéticos e ambientais, de modo que um mesmo tumor pode
ter diferentes comportamentos, traduzindo-se em variadas manifestagdes clinicas e
respostas a uma mesma terapia, o que torna o seu tratamento bastante desafiador
(BARZAMAN et al., 2020).

Nesse contexto, uma abordagem individualizada do paciente tem sido cada vez
mais necessaria, e diferentes classes de drogas vém sendo estudadas nesta era, de
forma que, embora a classificagdo histolégica do tumor ainda seja comum e
importante para definicdo terapéutica, tem sido crucial a estratificacido de subtipos
distintos da doenca até nivel celular, a fim de que sejam desenvolvidas terapias cada
vez mais direcionadas e precisas (YEO; GUAN, 2017).
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2.2 O cenario de Quimioterapia Neoadjuvante no Cancer de Mama

Quimioterapia neoadjuvante (QNA) consiste no tratamento sistémico do
cancer de mama que precede a terapia loco-regional do tumor primario. Em um
primeiro momento, ela era reservada para casos de tumores inoperaveis, com o
objetivo principal de reduzir o tamanho da leséo, facilitando o procedimento cirurgico.
Com o passar dos anos, passou a ser estudada em diversos cenarios, e, atualmente,
além de ser parte essencial na abordagem do paciente com cancer de mama
localmente avancado, é indicada para alguns subgrupos de pacientes que se
encontram estagio inicial da doenca (ASAOKA et al., 2020).

Os primeiros ensaios clinicos envolvendo QNA datam da década de 70, onde
foi visto que o cancer de mama localmente avangado, tratado apenas com cirurgia e
radioterapia, apresentava um alto indice de recidiva, inclusive a distancia, e que
esquemas quimioterapicos demonstravam uma tendéncia prognostica favoravel em
relacdo a taxas de sobrevida (DE LENA et al., 1978). Estudos ndo randomizados
analisaram a QNA com uma variedade de regime de drogas, e observaram que a
resposta patolégica completa (pCR), ou auséncia completa de tumor em sitio
cirargico, observada na cirurgia realizada ap0s a terapia neoadjuvante, estava
associada a maiores taxas de sobrevida (HEYS, 2001).

O ensaio B-18 do grupo NSABP, realizado em 1997, comparou 0 uso
neoadjuvante e adjuvante de um mesmo regime de quimioterapia. A hipotese era
avaliar a diferenga de sobrevida global e livre de doenga entre os dois esquemas, e,
de forma secundaria, a redugao do tumor inicial. Nao houve diferenca estatistica nos
indices de sobrevida, mas foi demonstrada uma melhor resposta a QNA nas pacientes
mais jovens, gerando, posteriormente, evidéncias de que esse subgrupo de mulheres,
cuja maioria apresentava receptores hormonais negativos em seus tumores, poderia
se beneficiar da quimioterapia precoce, em detrimento daquelas mais velhas, que, em
sua maioria apresentavam receptores positivos (COLLEONI et al., 2000).

Estudos seguintes se sucederam, onde foram analisadas outras variaveis que
sofriam interferéncia da QNA, como o EORTC-10902, que evidenciou a eficacia da
cirurgia conservadora apos a redugao tumoral, com iguais taxas de recorréncia local
e sobrevida que as mastectomias realizadas em tumores ressecaveis num primeiro
momento. Embora esse trabalho ndo tenha mostrado qualquer diferenca entre os

esquemas de neoadjuvancia versus adjuvancia em termos de desfechos de
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sobrevida, algumas vantagens foram vistas na adogdao da QNA, entre elas a
monitoragao de resposta in vivo e a possibilidade de mudancgas estratégicas em caso
de quimiorresisténcia (fornecendo assim um modelo de validagdo), bem como a
possibilidade de tornar o paciente, anteriormente candidato a mastectomia total,
elegivel a uma cirurgia conservadora, nos casos de redugao do tumor (VAN NES et
al., 2009).

Novas estratégias no manejo de drogas quimioterapicas no esquema
neoadjuvante foram se somando na evolugao dos estudos, dentre eles o NSABP- 27
(MAMOUNAS, 1997) e o Gepar Duo (VON MINCKWITZ, 2005), e foi se tornando cada
vez mais evidente que pCR poderia servir como um marcador para a sobrevida. Nesse
cenario, apos a publicagdo de uma metanalise, em 2014 (CORTAZAR et al., 2014),
as agéncias regulamentadoras Européia de medicamentos e norte-americana Food
and Drug Administration (FDA) passaram a apoiar o uso da resposta patoldgica
completa, em ensaios clinicos randomizados neoadjuvantes, como um marcador
substituto para o desfecho clinico de longo prazo (sobrevida livre de doenca e
sobrevida global), no processo de aprovagao dos medicamentos. Analises de estudos
posteriores ndo acompanharam esses resultados (CONFORTI et al., 2021), de forma
que a validagdo desse método como fator progndstico de sobrevida manteve-se

limitada.

2.3 Linfocitos Tumorais Infiltrantes (TILs): definigdo, significado biologico e seu

papel no cancer de mama

Por muito tempo, a rotina diagndstica da patologia do cancer de mama se
baseou na analise imuno-histoquimica de marcadores, que classificou o carcinoma
em subtipos moleculares intrinsecos, de acordo com a expressao de receptores, em
luminais, que expressam receptores hormonais de estrogeno (RE) e progesterona
(RP), e, portanto, sao sensiveis a hormonioterapia, Her-2 positivos ou
superexpressos, que expressam o receptor do fator de crescimento epidérmico (Her-
2),e sao responsivos a terapias alvo de anticorpo conjugados contra esse receptor, e
triplo negativos, que ndo expressam receptores e s&o, portanto, insensiveis as
terapias acima descritas (HU, 2006). Com isso, a pratica clinica se concentrou
principalmente na administracdo de terapia enddcrina, anti Her-2 e/ou citotdxica,

baseada nos subtipos de cancer de mama previamente definidos (EMENS, 2012).
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Nas ultimas décadas, entretanto, os mecanismos imunoldgicos envolvidos no
microambiente tumoral foram extensivamente estudados, e o conceito de
‘imunoedicdo”, que se baseia no principio de eliminagdo do reconhecimento de
células T de antigenos tumorais, passou a intrigar pesquisadores na busca de novas
formas de tratar a doenga (DUNN, 2004).

Baseado nesse conceito, a interagao entre células imunes e tumor passam por
um processo de 3 fases (eliminacdo, equilibrio e escape), onde linfocitos relacionados
com a vigilancia imunologica (células TCD8+, T CD4+ e Th1 e células NK)
reconhecem e eliminam as células malignas num primeiro momento. Estas, por sua
vez, passam por uma selecdo natural e se proliferam em clones malignos mais
propensos a escapar do sistema imunolégico (reduzindo a expressao de antigenos de
superficie, tornando-se invisiveis as células imunes, e promovendo a proliferagao de
células imunossupressoras, como FOXP3+, Tregs, e célula supressora mieloide),
além de expressar moléculas de “checkpoints”, que também causam esse bloqueio
imunologico. A consequéncia disso é uma supressao deletéria de todo esse sistema
de defesa (DUNN, 2004).

A percepgao de que ha uma interagdo imunoldgica entre o infiltrado linfocitario
e as células tumorais, com evidéncias crescentes que indicam que o microambiente
tumoral desempenha um papel importante na formacdo, crescimento, invasao e
metastase do tumor, ajudou a reconhecer o efeito prognodstico dos linfécitos tumorais
infiltrantes e da sua associagdo com resposta a quimioterapia (MCALLISTER, 2010).

Inicialmente relatada para carcinoma colorretal e melanoma (ORGINO, 2009;
AZIMI, 2012), a presenga de TlLs foi associada a melhores desfechos e sua relagao
com a atividade de imunoterapicos foi explorada nessas patologias (THOMAS, 2013).
Com o sucesso do controle imunolégico nesses tumores, tornou-se necessaria a
clareza sobre o papel prognostico e preditivo do infiltrado imunolégico do cancer de
mama (BIANCHINI, 2021).

Em 2010, Denkert et al. (2010) analisaram em mais de 1000 amostras de dois
estudos prospectivos prévios, a presencga de TILs no estroma e dentro do tumor de
pacientes com cancer de mama submetidas a QNA, mostrando uma associagéao forte
entre infiltrado linfocitico e resposta patolégica completa (pCR) a quimioterapia,
independentemente do regime de droga aplicado. A metodologia de avaliagao
utilizada nesse estudo serviu de base para a construcdo das recomendacgdes de

avaliacao de TILs, propostas pelo International TILS Working Group, que descreveu,
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de forma detalhada e ilustrativa, as recomendacdes da analise dessas células
(disponivel, gratuitamente, no website www.tilsinbreastcancer.org), no intuito de
padronizar e tornar essa metodologia mais reprodutivel (SALGADO, 2015).

Esse mesmo grupo de autores apresentaram resultados de desfechos
semelhantes em 2015, quando, novamente avaliando de forma prospectiva 580
amostras de tumores Her2 e triplo negativos (TN) de pacientes do estudo GeparSixto,
correlacionaram a presenga de TlLs e pCR nesses subtipos tumorais, e validaram a
relevancia dos TILs como preditores de resposta a QNA (DENKERT, 2015.).

Uma larga analise multivariada de dados de expressao génica de 996 pacientes
evidenciou a presenca de alta resposta imune associada a pCR em tumores
hormonais negativos, especialmente o Her 2 (IGNATIADIS, 2012).

LOI et al., (2013) analisaram a relagcado da quantidade de TILs em amostras de
pacientes de um estudo fase |ll e sua associagao com a sobrevida livre de doenga e
sobrevida global em resposta a quimioterapia. Em pacientes TN, para cada 10% de
incremento no TILs intratumoral, foi observado uma redugao de risco de recidiva de
17%, enquanto no componente estromal, para 0 mesmo acréscimo, foi observada
uma queda de 15% do indice de recidiva, mostrando uma excelente associagao
progndstica nesses subtipos tumorais.

Baseado nesses estudos, com nivel 1B de evidéncia, a presenca de TILs
passou a ser considerada como marcador prognostico em tumores triplo negativos e
Her2 positivos em alguns consensos (TAN, 2020; CARDOSO, 2019). Apesar disso,
nao ha, atualmente, orientagcdo consensual de descalonamento terapéutico baseado
na presencga desse achado (BURNSTEIN, 2019).

Com relagdo a dados em tumores residuais, um estudo japonés comparou,
retrospectivamente, niveis de TILs antes e apds QNA, encontrando uma relagao direta
e significativa entre a quantidade de TILs pré QT e pCR em todos os subtipos
moleculares. Ainda nesse estudo, pacientes com subtipos moleculares Her 2 e TN
apresentaram uma sobrevida livre de doenga em 5 anos significativamente maior
quando apresentavam niveis de TlLs altos antes da QNA (HONG et al., 2021).

No entanto, o significado clinico dos TILs em pacientes com diferentes subtipos
moleculares ainda nao esta claro. Em uma metanalise publicada em 2020, os autores
analisaram o valor prognostico e preditivo de TlLs em pacientes com diferentes
subtipos moleculares, estimando o impacto na sobrevida livre de doenga e na

sobrevida global, e concluiram que, para os subtipos Her 2 e triplo negativo, a
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presenca e a quantificacdo de TILs estavam relacionadas, significativamente a
maiores de taxas de pCR, bem como de melhores desfechos de sobrevida global e
livre de doencga. Ja para o subtipo luminal, ndo foi observado aumento significativo na
taxa de pCR, e a analise conjunta confirmou que os pacientes que apresentaram
maiores expressoes de TILs nesse subgrupo, tiveram uma taxa de sobrevida global
desfavoravel (ZHAO-HUA, GAO et al., 2020).

Em relagao a sua distribuic&o, tanto TILs estromais (dispersos em células do
estroma, entre as células do carcinoma), quanto TILs intratumorais (que estdo em
contato direto com a célula do tumor), podem ser consideradas infiltragées linfociticas,
porque essas células ndao se comportam de forma estatica, mas se movimentam
dentro do microambiente tumoral (SALGADO, 2015).

A maioria dos artigos analisaram o TILs em estroma, definindo-os com a area
contendo os linfécitos (excluidas areas de necrose, carcinoma in situ e tecido mamario
normal) dividida pela area total estromal, com resultado obtido de forma aproximada,
em porcentagem. Este € um método mais reprodutivel, que requer apenas avaliagéo
pelo método de H&E, enquanto os TlLs intratumorais estdo presentes em numeros
menores e em menor numero de casos, tornando dificil sua avaliagdo sem o uso de
imuno-histoquimica (IHQ) (SALGADO, 2015).

Vale frisar ainda que estudos que avaliaram os subconjuntos de linfécitos por
IHQ mostraram resultados progndsticos semelhantes ao que realizaram analise com
H&E. O mesmo se deu quando se comparou H&E com o método mais robusto de
expressdao de mRNA, analisando a informacdo preditiva de resultados de TILs
(DENKERT, 2015).

Considerando que a analise do TILs € uma variavel continua, ndo existe um
corte universal para classificagdo de tumores ‘ricos’em linfécitos e nem houve um
limite clinicamente relevante nessa avaliacdo, de forma que os estudos sédo bastante
heterogéneos na classificagdo. Nas recomendagdes do grupo internacional, os TILs
foram divididos da seguinte forma (SALGADO, 2015):

e Baixo: 1% - 10%

e Intermediario 11% - 59%

e Alto (260%).

Diante do exposto, existe hoje uma clara associagdo na literatura entre
reposta imunologica ao tumor e desfecho clinico. O nivel de linfocitos infiltrantes de

tumor (TILs) tem sido considerado um grande marcador, especialmente para alguns
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subtipos moleculares, sugerindo que sua avaliagado na pratica clinica diaria seja de
extrema relevancia. Como eles estao associados, em alguns subtipos tumorais, a uma
melhor sobrevida, eles podem ser integrados, por exemplo, em modelos existentes de
previsdo de risco, a fim de auxiliar na decisdo do esquema terapéutico quimioterapico
proposto. Da mesma forma, a sua associacado com o pCR pode predizer maior ou
menor recorréncia, por exemplo, acarretando na necessidade ou nao de novas
intervengdes, conforme sugerido por Dushyanthen em 2015.

Ainda sao necessarios estudos prospectivos para esclarecer a utilidade desses
marcadores nos diferentes subtipos moleculares, de forma que possamos entender
de forma mais precisa os mecanismos de TlLs e obtermos mais evidéncias para

desenvolvimento a imunoterapia no cancer de mama.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar se ha influéncia do percentual de TILs na sobrevida global e em 5 anos

de pacientes com cancer de mama submetidas a quimioterapia neoadjuvante.

3.2 Objetivos Especificos

- Mensurar a resposta patoldgica tumoral, decorrente da quimioterapia
neoadjuvante, em pacientes cancer de mama de acordo com a densidade de TILs
presentes nas amostras de bidpsia de agulha grossa de tumor antes da quimioterapia.

- Estratificar esses resultados de acordo com o subtipo molecular
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4 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado na Unidade de Patologia e Morfologia do Hospital
Universitario de Sergipe (HU), servigo onde foram analisadas as laminas de bidpsia e
revisados os laudos, e que possui toda infraestrutura para a realizacdo da revisao

histolégica, como bancada e microscépio optico binocular.

4.1 Amostra (selegcao de pacientes)

A populacao alvo do estudo foi formada por pacientes portadoras de carcinoma
da mama, tratadas previamente por quimioterapia neoadjuvante, e que foram
submetidas a procedimento cirurgico com fim de tratamento entre 2011 e 2017, no
Hospital Universitario da Universidade Federal de Sergipe (UFS). Essas pacientes

foram selecionadas a partir da amostra de uma coorte retrospectiva (BRITO, 2022).

4.2 Desenho de Estudo

Trata-se de um estudo de sobrevida com analises uni e multivariadas, utilizando
uma coorte retrospectiva de pacientes portadoras de carcinoma da mama, submetidas
a pelo menos 3 ciclos de quimioterapia neoadjuvante, seguidos de tratamento
cirargico, cujas laminas de bidpsia foram submetidas a reanalise, para avaliagdo da

quantidade de linfocitos tumorais infiltrantes.
4.3 Variaveis do Estudo

Foram incluidos:

- Pacientes do sexo feminino;

- Maiores que 18 anos;

- Diagnéstico de carcinoma invasivo da mama;

- Estadiamento clinico de | a lll pelo 7th American Joint Committee on Cancer-
AJCC;

- Minimo trés ciclos de quimioterapia neoadjuvante;

Critérios de exclusao:
- Neoplasia maligna da mama n&o carcinoma (por exemplo: tumor phyllodes

maligno, linfoma ou sarcoma);
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- Pacientes nao submetidas quimioterapia prévia;

- Sexo masculino;

- Estadio IV

- Laminas de bidépsia em mal estado de conservagao, que nao permitisse a

avaliacdo adequada da quantidade de TILs.

4.4 Técnicas de Coleta de Dados e Instrumentos
A coleta de dados foi realizada em quatro etapas, a seguir:

a) Coleta de dados em prontuarios:

Informacgdes clinicas obtidas mediante revisao dos prontuarios dos servigos de
arquivo médico do HU/UFS, incluindo:

- ldade da paciente,

- Tipo histolégico do tumor inicial

- indice mitético, grau nuclear e histolégico do tumor inicial

- Regime quimioterapico administrado,

- Intervalo entre o ultimo ciclo e a data da cirurgia,

- Estadiamento clinico inicial

- Perfil imunohistoquimico: Receptores de estrogeno, Receptores de
progesterona, Her-2, Ki 67 (quando ndo disponivel em prontuario clinico, os laudos
originais da imuno-histoquimica das pacientes foram acessados).

b) Coleta de dados dos laudos anatomopatologicos do Servigo de Patologia do
Hospital Universitario:

Foi feita uma revisdo dos laudos anatomopatolégicos do servigo de Patologia
do hospital, com avaliacdo de presencga ou auséncia de neoplasia residual a avaliagao
microscopica e caracteristicas dessa doenga quando presente na pega cirurgica.

Os linfonodos axilares também foram avaliados e considerados na avaliagao
de resposta patoldgica apds o tratamento.

A avaliagédo da carga residual do cancer (RCB), quando presente, seguiu o
padrao de categoria descrito na literatura de quatro niveis de variavel (RCB “classes”
0, 1, 2 e 3). A resposta patolégica completa (pCR ou RCB-0), foi definida como
nenhum tumor residual viadvel em mama ou axila (ypTONO) (NAHLEH Z. et al., 2008).

A classificagdo molecular dos casos foi baseada nas recomendacdes do St Gallen
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International Expert Consensus on the Primary Therapy of Early Breast Cancer
(GOLDHIRSCH,2013): Luminal A, Luminal B, HER-2 positivo e Triplo negativo. O
diagnostico histologico foi realizado de acordo com os critérios estabelecidos na
classificacdo da OMS (LAKHANI, 2012).

c) Reviséo de laminas de bidpsia de agulha grossa das pacientes operadas no
Hospital Universitario

Foram selecionadas, de forma retrospectiva, laminas de exames diagndsticos
de bidpsia de agulha grossa, provenientes de servigos de patologia, aos quais as
pacientes submetidas a QNA e operadas no HU/UFS no periodo de janeiro de 2011 a
dezembro de 2017, foram incialmente atendidas.

As laminas foram analisadas por dois patologistas, e foi avaliada a
concordancia entre os mesmos. Os investigadores ndo tiveram acesso aos dados
clinicopatoldgicos, nem ao seguimento das pacientes.

Foram aferidas as seguintes caracteristicas tumorais:

- Tipo histolégico,

- Graus histologico e nuclear,

- Avaliagao dos linfécitos infiltrantes tumorais (TILs), descrita em porcentagem

d) Status vital:

Os dados sobre a sobrevida das pacientes foram obtidos através da analise do
sistema de informacao de mortalidade (SIM) do estado de Sergipe.

Para a andlise de sobrevida, avaliada em sobrevida global e em 5 anos, foi
calculado o tempo entre a data do diagndstico (bidpsia) e a data do ébito por cancer

de mama ou a data do ultimo registro nos pacientes que sobreviveram.

4.5 Analise dos TILs

A anadlise dos linfécitos infiltrantes foi realizada mediante critérios de
padronizagdo propostos pelo International TILs Working Group (SALGADO et al.,
2015), com adaptacdes permissiveis dentro desse padrdo, conforme descrigéo
detalhada a seguir:

- Secgdes de 4—7 ym (visto que a espessura proposta nao é critica), fixados em
parafina e embebido em formalina.

- Ampliacdo x200—400x.
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- Avaliagao por H&E.

- Avaliagcao semiquantitativa, tendo com parametro a area do estroma: os TILs
foram relatados como uma porcentagem geral da area estromal, dentro dos limites do
tumor invasivo (utilizando com denominador da avaliagdo a area estromal ocupada
pelas células inflamatérias, e excluindo qualquer infiltrado linfocitico ao redor de
[6bulos normais, ou ao redor de CDIS, ou em areas de diatermia, ou artefato de
esmagamento/ necrose ou em local de biépsia anterior).

- As areas contendo leucdcitos polimorfonucleares e granulécitos foram
excluidas da avaliagdao final, tendo sido quantificadas apenas as células
mononucleares.

- A avaliagédo levou em consideragdo uma estimativa da ocupagao geral do
estroma, de modo a avaliar toda a quantidade de TILs do tumor até a borda invasiva.

- A pontuacao final foi definida em porcentagens, entre 1 e 100% (Figura 1)

Figura 1 - Microfotografia em HE exemplificando os padrées de TILs: A. 1%; B. 5%; C 20%; D 40%; E
90%.
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5 ANALISE DOS DADOS

5.1 Plano Amostral

Supondo que queiramos comparar as curvas de sobrevida entre o grupo
exposto (E) e ndo exposto (F) num ensaio clinico com um tempo de seguimento de t
anos, o modelo de risco proporcionais de Cox é dado por: h (t|X1) = hO(t) exp (81X1).
Seja nE o numero de participantes no grupo E e nF o numero de participantes no
grupo F, nés queremos testar a hipotese de HO: HRO = 1 contra H1: HRO # 1, onde HR
= exp (B1), a razdo de risco minima significativa do grupo E contra o grupo F,
considerando «a o nivel de significancia num teste bicaudal, com poder de teste 1 - £.
Se a razao entre o numero de participantes no grupo E e o grupo F € k = nE/nF, entéo:
nE = mk kpE + pF, nE = m kpE + pF. Onde pE ¢é a probabilidade de 6bito no grupo E,
pF é a probabilidade de 6bito nogrupoFemé: m=1k (kHRO+1HRO-1)2(z1-«a
2+ 2z1-£)20nde z1- a 2 e z1- séao o0 100 (1 - a 2) e 100 (1 - B) quartis da
distribuicdo normal padrdo (ROSNER, 2006).

Sendo assim, assumindo um poder de 80%, um nivel de significancia de 5%,
proporcao entre expostos e ndo expostos de 1:1, probabilidade de 6bito em ambos os
grupos de 50% e razao de risco de magnitude 3,9, sdo necessarios 23 pacientes em

cada grupo, totalizando 46 pacientes.

5.2 Analise Estatistica

As variaveis categoricas foram descritas por meio de frequéncia absoluta e
relativa percentual, e as continuas por meio de média, mediana, o desvio-padrao e
intervalo interquartil. A hipétese de independéncia entre variaveis categoricas foi
testada por meio do teste Qui-Quadrado de Pearson e Exato de Fisher.

A hipotese de aderéncia das distribuicbes continuas e distribuicdo normal foi
testada por meio do teste de Shapiro-Wilk. Como nao foi confirmada, as hipéteses de
igualdade de medidas de posi¢cdo foram testadas por meio dos testes de Mann-
Whitney (2 grupos independentes) ou Kruskal-Wallis (3 ou mais grupos).

As correlagdes entre variaveis continuas foram avaliadas utilizando a
correlacado de Spearman (Dancey, Reidy, 2007). A correlagdo de Spearman possui

como interpretacdo: pequena (R<0,4), média (0,4<R<0,7) e grande (R>0,7)
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(DANCEY, 2004). As curvas de sobrevida foram estimadas por meio do método de
KaplanMeier, e a hipotese de igualdade das curvas de sobrevida, por meios testes
LogRank. Para avaliar a concordancia entre os avaliadores foi aplicado o coeficiente
de correlacao intraclasse.

Foram estimadas razdes de risco (Hazard Ratio) brutas e ajustadas por meio
da regressédo de Cox e o pressuposto de riscos proporcionais de cada modelo foi
testada por meio do teste dos residuos de Schoenfeld. O software adotado em todas
as analises foi o R Core Team 2023 (Versao 4.2.3) e o nivel de significancia adotado,
de 5%.



28

6 ASPECTOS ETICOS

Trata-se de estudo realizado por meio da analise de prontuarios, de laudos ja
emitidos, e de laminas ja confeccionadas e previamente analisadas, tendo sido,
portanto, dispensado a utilizagcdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

A confidencialidade dos dados e o anonimato das pacientes foram
assegurados.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
da Universidade Federal de Sergipe (HU/UFS) segundo recomendacbes da
Resolugao CNS 466/12, sob o numero de CAAE 629670322.8.0000.5546 conforme

parecer de numero 5.925.948.
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7 RESULTADOS

7.1 Analise das Variaveis Clinicas e Anatomopatologicas

A tabela 1 apresenta um conjunto de dados relacionados ao cancer de mama,
fornecendo informagdes relevantes sobre caracteristicas histologicas, clinicas e
moleculares. O numero de pacientes submetidas a QT neoadjuvante no HU/UFS no
periodo designado para o estudo foi de 142.

Foram excluidos 96 casos, por condicao inadequada de preparo ou fixacao,
com prejuizo da analise da lamina, extravio ou impossibilidade de acesso ao material
(seja ele a lamina inicialmente corada ou o bloco de parafina), de forma que o numero
amostral final € de 46 pacientes - Figura 2).

Em relacdo a idade dos participantes, a mediana é de 49,5 anos, com um
intervalo interquartil (11Q) variando entre 42 e 60 anos. O tipo histolégico mais
prevalente € o ductal, representando 87% dos casos. Os tipos lobular, micropapilar e
mucinoso apresentam proporgdes menores, com 2,2%, 2,2% e 8,7% respectivamente.
Quanto ao grau histoldgico pré-tratamento neoadjuvante, observa-se que o grau 2 é
0 mais comum, com uma prevaléncia de 66,7%. Os graus 1 e 3 correspondem a 15,6%
e 17,7% dos casos, respectivamente.

Referente ao grau nuclear pré-tratamento neoadjuvante, o grau 2 e o grau 3
sdo os mais predominantes, com 47,8% dos casos cada. O grau 1 € observado em
4,3%. O indice mitotico pré-tratamento neoadjuvante revela que o indice 1 representa
a maioria dos casos, com 80%, enquanto o indice 2 corresponde a 17,8% e o indice
3 apenas 2,2%. A porcentagem de linfécitos infiltrantes tumorais (TILs %), com uma
mediana de 5 e um |IQ de 1 a 15, demonstra que 37% dos casos apresentam valores
acima de 5, enquanto 63% tém valores menores ou iguais a 5. A sobrevivéncia,
expressa em meses, tem uma mediana de 60 meses, com um |IQ de 40 a 60. O tempo
entre a ultima QT e a cirurgia, expressa em semanas, tem uma mediana de 21
semanas, com um |IQ de 13 a 31 sendo observado atraso (mais que 6 semanas) em
93,3% das pacientes. A resposta patoldgica completa (pCR) é observada em 17,4%
dos casos.

No que diz respeito ao grau nuclear pds-tratamento neoadjuvante, observa-se
a distribuicdo da seguinte forma: 15,2% no grau 0, 39,1% no grau 1, 30,4% no grau 2

e 15,2% no grau 3. Os resultados dos receptores mostram que 65,2% dos casos
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apresentam um status positivo para o receptor de estrogénio (RE), enquanto 34,8%
tém status negativo.

Para o receptor de progesterona (RP), 56,5% dos casos s&o positivos,
enquanto 43,5% sao negativos. O status do HER2 revela que 23,2% dos casos sao
positivos, enquanto 76,1% sao negativos. O Ki67, que reflete a taxa de proliferagcao
celular, apresenta uma mediana de 0,4 e um IIQ de 0,2 a 0,6. Por fim, os subtipos
moleculares s&o classificados da seguinte maneira: 10,9% dos tumores sao do subtipo
HER2 puros, 50% s&o luminais puros, 26,1% sao triplo negativos e 13% séo triplo
positivos.

Ao avaliar o cruzamento entre desfecho do paciente e as demais variaveis foi
possivel observar alguns resultados significativos. No grupo de pacientes vivos (n=32,
representando 69,6% do total), a mediana de sobrevivéncia foi de 60 meses, com um
intervalo interquartil (IIQ) entre 59 e 60 meses. J& no grupo de obitos (n=14,
representando 30,4% do total), a mediana de sobrevivéncia foi de 31 meses, com um
IQ de 18 a 40 meses. A diferenga de sobrevivéncia entre os dois grupos foi
estatisticamente significativa, com um valor-p menor que 0,001.

Quanto ao grau nuclear pés-tratamento neoadjuvante, os resultados mostram
que no grupo de pacientes vivos, a distribuigao foi a seguinte: 18,8% no grau 0, 43,8%
no grau 1, 34,4% no grau 2 e 3,1% no grau 3. No grupo de ébitos, a distribui¢cao foi de
7,1% no grau 0, 28,6% no grau 1, 21,4% no grau 2 e 42,9% no grau 3. Essa diferenca
também foi estatisticamente significativa, com um valor-p de 0,007. A analise dos
receptores hormonais revelou que no grupo de pacientes vivos, 78,1% apresentaram
status positivo para o receptor de estrogénio (RE), enquanto no grupo de ébitos, esse
percentual foi de 35,7%. Essa diferenga foi estatisticamente significativa, com um
valor-p de 0,008.

Referente ao receptor de progesterona (RP), 68,8% dos pacientes vivos
tiveram status positivo em comparagao com 28,6% dos pacientes falecidos. Essa
diferenca também foi estatisticamente significativa, com um valor-p de 0,022. A taxa
de proliferagao celular, medida pelo Kl67, mostrou uma diferenca significativa entre
os grupos. No grupo de pacientes vivos, a mediana de Kl67 foi de 0,3, com um |IQ de
0,1 a 0,4, enquanto no grupo de 6bitos, a mediana foi de 0,7, com um IIQ de 0,5 a 0,8.
A diferenga entre as medianas foi estatisticamente significativa, com um valor-p de
0,013.
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Figura 2 - Organograma do Fluxo de Casos do Estudo
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Fonte: (Elaborado pela autora, 2023)

Legenda: * SOLIM LABORATORIOS: Anatomia Patolégica. Aracaju-SE; LAPMA - Laboratério
de Anatomia Patologica Dra. Mbnica de Araujo. Aracaju-SE; PATOLOGIKA. Aracaju-SE;
LabPac- Laboratério de Citologia e Patologia. Aracaju- SE; Laboratério de Patologia Dra Maria
do Carmo. Aracaju- SE

Tabela 1 - Caracteristicas clinico - patoldgicas dos pacientes submetidos a QT neoadjuvante

Vivo Obito
Total (n=32/69,6 (n=14/30,4
(n=46) %) %) valor-p
49,5 [42-

IDADE (anos), Mediana [lIQ] 60] 51,5 [42-60] 47,5[42-56] 0,747 M
Tipo Histolégico, n (%)
Ductal 40 (87) 28 (87,5) 12 (85,7) 0,661Q
Lobular 1(2,2) 0 (0) 1(7,1)
Micropapilar 1(2,2) 1(3,1) 0(0)
Mucinoso 4 (8,7) 3(9,4) 1(7,1)
Grau histolégico pré-tratamento neoadjuvante,
n (%)
1 7 (15,6) 6(19,4) 1(7,1) 0,0859
2 30 (66,7) 22 (71) 8 (57,1)
3 8(17,7) 3(9,7) 5(35,7)
Grau nuclear pré-tratamento neoadjuvante, n
(%)
1 2(4,3) 1(3,1) 1(7,1) 0,058
2 22 (47,8) 19 (59,4) 3(21,4)
3 22 (47,8) 12 (37,5) 10 (71,4)
indice mitético pré-tratamento neoadjuvante, n
(%)
1 36 (80) 27 (87,1) 9(64,3) 0,085F
2 8(17,8) 3(9,7) 5(35,7)
3 1(2,2) 1(3,2) 0(0)
sTIL %, Mediana [lIQ] 5[1-15] 5[1-12,5] 10 [2-15] 0,229M
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Vivo Obito
Total (n=32/69,6 (n=14/30,4
(n=46) %) %) valor-p
sTIL %, n (%)
>5 17 (37) 9(28,1) 8 (57,1) 0,097 F
<=5 29 (63) 23 (71,9) 6 (42,9)
<0,001
Sobrevivéncia (meses), Mediana [1IQ] 60 [40-60] 60 [59-60] 31 [18-40] M
Tempo entre ultima quimio
e cirurgia (semanas), Mediana [lIQ] 21[13-31] 23[13-35] 21[16-25] 0,249M
Atraso na cirurgia (>6 semanas)
Sim 42 (93,3) 31 (96,9) 11(84,6) 0,196F
Nao 3(6,7) 1(3,1) 2 (15,4)
PCR, n (%)
Sim 8(17,4) 6 (18,8) 2 (14,3) 1,000F
Nao 38 (82,6) 26 (81,3) 12 (85,7)
Tipo histolégico pré-tratamento neoadjuvante,
n (%)
Ductal 43 (93,5) 29 (90,6) 14 (100)  0,543F
Mucinoso 3 (6,5) 3(9,4) 0 (0)
Grau nuclear pds-tratamento neoadjuvante, n
(%)
0 7 (15,2) 6 (18,8) 1(7,1) 0,007 @
1 18 (39,1) 14 (43,8) 4 (28,6)
2 14 (30,4) 11 (34,4) 3(21,4)
3 7 (15,2) 1(3,1) 6 (42,9)
RE, n (%)
Positivo 30 (65,2) 25 (78,1) 5(35,7) 0,008F
Negativo 16 (34,8) 7(21,9) 9 (64,3)
RP, n (%)
Positivo 26 (56,5) 22 (68,8) 4 (28,6) 0,022F
Negativo 20 (43,5) 10 (31,3) 10 (71,4)
HER 2, n (%)
Positivo 11 (23,9) 7(21,9) 4 (28,6) 0,713F
Negativo 35 (76,1) 25 (78,1) 10 (71,4)
0,4 [0,2-
K167, Mediana [1IQ] 0,6] 0,3[0,1-0,4] 0,7 [0,5-0,8] 0,013M
SUBTIPO MOLECULAR, n (%)
HER2 5(10,9) 2 (6,3) 3(21,4) 0,076 @
Luminal 23 (50) 19 (59,4) 4 (28,6)
Triplo Negativo 12 (26,1) 6 (18,8) 6 (42,9)
Triplo Positivo 6 (13) 5 (15,6) 1(7,1)

Legenda: n — frequéncia absoluta. % — frequéncia relativa percentual. [IQ — Intervalo Interquartil. F —
Teste Exato de Fisher. Q — Teste Qui-quadrado de Pearson. M — Teste de Mann-Whitney.

7.2. Avaliacao de TILs por Subtipos Moleculares Especificos

A comparacgao dos TlLs entre os diferentes subtipos moleculares é apresentada
na figura 3. A analise estatistica utilizando o teste de Kruskal-Wallis revelou um valor-
p de 0,1, indicando que n&o ha diferengas significativas entre os subtipos. Os
avaliadores obtiveram a concordancia de 0,985 na distribuicdo dos TILs por
porcentagem (IC: 0,973- 0,992). O ponto de corte utilizado nesse estudo, que
maximizou estatistica do teste long-rank foi de 5%.
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Figura 3 - Quantidade de TILs de acordo com os diversos subtipos moleculares
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7.3 Relagao entre TIlLs e pCR

De acordo com a figura 4, e utilizando o teste de Mann-Whitney para analise
estatistica, foi revelado um valor-p de 0,50, indicando que nao ha diferenca
significativa entre os pacientes com e sem resposta patolégica completa em
comparagao com os TILs. Assim, observou-se que as medianas de ambos 0s grupos

sdo iguais a 5%, evidenciando que nao ha uma diferenca entre esses dois.
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Figura 4 - Relacao entre TlLs e pCR.
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7.4 Associagao entre TILs e Sobrevida Global

A figura 5 exibe o grafico de dispersao que relaciona a sobrevida global com o
TILs (%). Apds a andlise estatistica, constatamos que ndo ha uma relagéo significativa
entre essas variaveis. A correlacdo de Spearman calculada foi de -0,26, com um valor-
p de 0,08, indicando uma auséncia de associagao entre a sobrevida global e o TILs
(%).
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Figura 5 - Grafico de dispersao, correlacionando TILs e SV global
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A figura 6 exibe o grafico de dispersao que relaciona a sobrevida global com o
tempo entre ultima quimio e cirurgia. Apds a analise estatistica, constatou-se que nao
ha uma correlagcéo significativa entre essas variaveis. A correlagdo de Spearman
calculada foi de 0,17, com um valor-p de 0,26, indicando uma auséncia de associagao

entre a sobrevida global e o tempo entre ultima quimio e cirurgia.

Figura 6 - Gréfico de dispersao, correlacionando sobrevida global com o tempo entre ultima
quimio e cirurgia
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7.5 Associacao entre TILs e Sobrevida em 5 anos

A curva de sobrevida em 5 anos, estimada pelo estimador de Kaplan-Meier,
comparando pacientes com niveis de TILs inferiores e superiores a 5% foi
apresentada na figura 6. Observa-se que os pacientes com TILs superior a 5%
apresentam uma estabilizagdo na sobrevida somente apds 53 meses, com uma taxa
de sobrevida de 49,4%.

Por outro lado, os pacientes com TILs inferior a 5% alcangam uma estabilizacéo
na sobrevida em 43 meses, com uma taxa de sobrevida de 79,3%. Ao analisar o
numero de pessoas-ano global, observamos um total de 229,17 pessoas-ano, sendo
72,49 pessoas-ano para pacientes com TILs superior a 5% e 156,68 pessoas-ano
para pacientes com TILs inferior a 5%. Para avaliar a diferenga entre as curvas de
sobrevida, foi aplicado o teste de Log-Rank, e foi possivel observar diferengas
estatisticamente significativas entre elas, com um valor-p de 0,04. Isso indica que,
com base na analise estatistica realizada, ha evidéncias suficientes para afirmar que
existe uma diferenga significativa na sobrevida entre os dois grupos com base no

critério de TILs.

Figura 7 - Sobrevida em 5 anos de acordo com o TILs
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a) Por subtipo molecular

Quando avaliada a curva de sobrevida em 5 anos, apresentado na figura 7 e
estimada pelo Método de Kaplan-Meier, comparando pacientes com niveis de TILs
inferior e superior a 5% nos pacientes Luminais e Triplo Positivos (ou luminais
hibridos), aqui denominados apenas de luminais, observou-se que os pacientes com
TILs inferior a 5% apresentam uma estabilizacdo na sobrevida somente apés 18
meses, com uma taxa de sobrevida de 90,9%. Por outro lado, os pacientes com TlLs
superior a 5% alcangam uma estabilizacdo na sobrevida em 37 meses, com uma taxa
de sobrevida de 80%.

Ao analisar o numero de pessoas-ano global, foi visto um total de 96,77
pessoas-ano, sendo 31,70 pessoas-ano para pacientes com TILs superior a 5% e
65,07 pessoas-ano para pacientes com TILs inferior a 5%. Para avaliar a diferenca
entre as curvas de sobrevida, foi aplicado o teste de Log-Rank, e ndo foi possivel
observar diferengas estatisticamente significativas entre elas, com um valor-p de 0,59.
Isso indica que, com base na analise estatistica realizada, ndao ha evidéncias
suficientes para afirmar que existe uma diferenga significativa na sobrevida entre os

dois grupos com base no critério de TILs entre pacientes luminais.

Figura 8 - Sobrevida em 5 anos de acordo com o TILs em pacientes luminais (puros e hibridos).
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A comparacéo da curva de sobrevida em 5 anos estimada pelo Kaplan-Meier,
nos pacientes Her2 e Triplo Negativos (denominados de Nao-Luminais) é apresentada
na figura 6 e compara pacientes com niveis de TILs inferiores e superiores a 5%.
Observa-se que os pacientes com TILs superior a 5% apresentam uma estabilizagao
na sobrevida somente apds 53 meses, com uma taxa de sobrevida de 36,7%.

Por outro lado, os pacientes com TILs inferior a 5% alcangam uma estabilizagao
na sobrevida em 43 meses, com uma taxa de sobrevida de 72,2%. Ao analisar o
numero de pessoas-ano global, observamos um total de 132,41 pessoas-ano, sendo
40,80 pessoas-ano para pacientes com TILs superior a 5% e 91,61 pessoas-ano para
pacientes com TILs inferior a 5%. Para avaliar a diferengca entre as curvas de
sobrevida, foi aplicado o teste de Log-Rank, e foi possivel observar diferencas
estatisticamente significativas entre elas, com um valor-p de 0,05. Isso indica que,
com base na analise estatistica realizada, ha evidéncias suficientes para afirmar que
existe uma diferenga significativa na sobrevida entre os dois grupos com base no

critério de TILs entre pacientes n&o-luminais.

Figura 9 - Sobrevida em 5 anos de acordo com o TILs em pacientes ndo luminais (Her 2 e TN).
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7.6 Analise dos TILs Ajustada as Outras Variaveis de Desfecho

A tabela 2 apresenta as razdes de risco (Hazard Ratio) de TILs maior do que 5
contra menor ou igual a 5 para sobrevida das pacientes. Quanto ao pressuposto de
riscos proporcionais, os modelos apresentaram valores-p acima de 0,05 indicando que
este ndo foi violado. Pode-se observar que de maneira bruta, uma paciente com TILs
maior do que 5 tem 2,89 (IC95%: 1,00-8,34; p=0,05) vezes mais risco de oObito ao
longo dos 5 anos observados. Contudo, quando se considera os controles subtipo
molecular, grau nuclear pré-tratamento neoadjuvante, grau nuclear pds-tratamento
neoadjuvante e receptor de progesterona esse risco se eleva para 4,22 (IC95%: 1,05-

17,03; p=0,043) vezes mais risco de obito ao longo dos 5 anos observados.

Tabela 2 - Anadlise de sobrevida ajustada para variaveis

HR (IC95%) valapy S OnesiEE
valor-p
Bruto (TILs >5) 2,89 [1,00-8,34] 0,050 0,790
Ajustado para subtipo molecular 4,06 [1,18-13,88] 0,026 0,700
Ajustado para subtipo molecular e 3,25 [0,86-12,28] 0,082 0.350

Grau nuclear pré-tratamento neoadjuvante
Ajustado para subtipo molecular,

Grau nuclear pré-tratamento neoadjuvante e 3,58 [0,88-14,59] 0,075 0,064
Grau nuclear pés-tratamento neoadjuvante
Ajustado para subtipo molecular,

Grau nuclear pré-tratamento neoadjuvante,
Grau nuclear pés-tratamento neoadjuvante e
Receptor de progesterona

4,22 [1,05-17,03] 0,043 0,111

Fonte:
Legenda: HR — Hazard Ratio. IC95% — Intervalo com 95% de confianga. TILs — linfécitos intratumorais
infiltrantes.
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8 DISCUSSAO

O presente estudo traz uma avaliacdo da quantidade de linfocitos infiltrantes no
estroma do microambiente tumoral de pacientes com cancer de mama, e sua relagao
com a resposta ao tratamento neoadjuvante, avaliada pela presencga ou auséncia de
lesdo residual no leito cirurgico (efeito preditivo), bem como com a sobrevida global e
especifica por cancer de mama em 5 anos (prognostico). Foi feita também uma analise
da influéncia de outros fatores anatomopatolégicos e imunohistoquimicos nesses
desfechos.

No que diz respeito aos parametros anatomopatologicos, foi observada
diferenca entre os pacientes que se mantiveram vivos até o final do estudo e os que
evoluiram para 6bito. Maior grau nuclear, menor expressao de receptores hormonais
(tanto RE quanto RP) e um maior indice de proliferagéo celular (Ki67) se apresentaram
em maior numero neste grupo de pacientes, de forma estatisticamente significante. A
associagao desses parametros com pior progndstico ja foi extensivamente estudada
na literatura e eles foram utilizados em varios modelos de risco desenvolvidos e
validados para pacientes submetidos a QNA (HOU, 2021).

A maior parte dos estudos nao fez a analise de concordancia entre os
patologistas e ndo foi estipulado um valor minimo aceito para a discordancia entre
eles, mas sim vinculada essa associagao a validade clinica da metodologia aplicada
(SALGADO et al., 2015). Os avaliadores incluidos em nosso trabalho apresentam
vasta experiéncia em patologia mamaria e obtiveram um alto indice de concordancia
entre si, tendo atingido boa reprodutibilidade de acordo com a descri¢ao publicada na
literatura (LOI, 2021). A Sociedade Brasileira de Patologia segue as recomendacodes
da OMS, de modo que a avaliagao de TILs passara brevemente a ser incorporada na
pratica clinica diaria (EL BAIRI, 2021).

Nao houve diferenga significativa em relagcédo a expressao de TILs nos diversos
subtipos moleculares. A mediana calculada foi de 5, e mais da metade (63%) da
populagdo apresentava TlLs < 5%. Isso pode ser explicado pela maior parte das
nossas pacientes apresentarem tumores luminais, que é considerado na literatura o
subtipo que apresenta menor incidéncia de TILs, variando nos diversos estudos entre
3-12% (STANTON, 2016).

Apesar de TILs ser considerado um forte preditivo de pCR, independentemente

do regime de droga aplicado (DENKERT, 2010), ndo foi encontrada associagao entre
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pCR e TILs na amostra analisada. Numa coorte envolvendo os diversos subtipos
moleculares, o aumento do numero de TlLs foi associado ao aumento de pCR em
todos os grupos (DENKERT, 2018). Entretanto, nesse estudo, os autores
consideraram como parametro de TILs baixo quando menor que 10%, e alto, quando
acima de 60%. Tendo em vista que a avaliagédo de TILs € um parametro continuo, néo
ha, de forma consensual, um limite para um ponto de corte pré-definido, de forma que
o numero de TlLs pode atingir qualquer propor¢ao entre 0 e 100% (SALGADO, 2015).

Na nossa avaliagao, o ponto de corte foi calculado em 5%, mas tumores tém
sido considerados como ricos em linfécitos quando ha > 50% de infiltracdo estromal
(SALGADO, 2015) e isso pode justificar os resultados dessa pesquisa. A importancia
de se avaliar o efeito da resposta tumoral ao tratamento neoadjuvante, principalmente
identificando os fatores que levaram a uma maior taxa de pCR, esta no fato que este
parametro pode ser considerado um fator preditivo isolado de recorréncia e sobrevida
(CORTAZAR, 2014).

Os pacientes foram incluidos no estudo entre 2011 e 2017, periodo em que
nao se disponibilizava no Brasil do arsenal terapéutico de precisdo que se dispoe na
atualidade, incluindo terapias anti Her (MINISTERIO DA SAUDE, 2012). Embora nao
se tenham sido feitas subanalises do esquema terapéutico utilizados nesse estudo,
sabe-se que a introdugdo da terapia alvo pode gerar diferentes desfechos,
independentemente da quantidade de TILs ou de qualquer outra variavel (GIANNI,
2012).

Foi demonstrado que um tempo de até 8 semanas entre a QNA e a realizacéo
da cirurgia ndo impacta em desfecho de sobrevivéncia de pacientes com céncer de
mama, mas que estes resultados podem estar comprometidos apds esse tempo
(SANFORD, 2016). Apesar de ter sido observado um atraso maior que 6 semanas na
maior parte dos casos, ndo foi comprovada associacao entre sobrevida e tempo entre
a ultima quimioterapia e a data da cirurgia neste estudo.

Quando se avaliou a associagao entre a quantidade de TlLs nas amostras de
biopsia e desfechos de sobrevida global, ndo foi demonstrada relagdo, porém, na
analise de sobrevida em 5 anos, os pacientes que apresentaram TlLs abaixo de 5%
evoluiram melhor em todos os subtipos moleculares.

Evidéncias cientificas relacionadas aos tumores triplos negativos séo vistas em
grandes estudos retrospectivos envolvendo pacientes submetidos a QNA. Esses

estudos, além de terem comprovado a associagao dos TlLs com resposta patoldgica
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completa, com pCR atingido até 59,9% dos casos de TlLs > 50%, evidenciaram
aumento de sobrevida livre de doencga e global de acordo com a quantidade desses
linfécitos (DENKERT, 2015). Na doenga inicial, dois grandes estudos apresentaram
aumento de sobrevida livre de doencga e global de acordo com o aumento de TILs.
Esses estudos validaram clinicamente esses marcadores clinicos como prognosticos
e preditivos no cenario da doenga triplo negativa (PARK, 2019; LOI, 2019).

No que diz respeito aos tumores Her2 superexpressos, ao passo que foi
comprovada associagdo de resposta completa (pCR) ao tratamento quimioterapico
em tumores ricos em linfocitos (LOI, 2013), os resultados dos TlLs em relagéo a
terapia anti Her 2 (trastuzumabe) sdo conflitantes na literatura. Enquanto um estudo
nao conseguiu comprovar o aumento de sobrevida livre de doenga nos pacientes que
receberam tratamento combinado QT mais anti Her 2 (PEREZ, 2015), no estudo
ShortHer, os TILs foram considerados uma variavel independente de fator
prognastico.

O estudo ShortHer foi designado para avaliar a n&o inferioridade do tratamento
do Trastuzumabe por 9 semanas versus o tratamento padrao de um ano, e, apesar
de ter sido negativo, considerou o TILs como uma ferramenta auxiliar na escolha de
pacientes que poderiam se beneficiar do descalonamento da terapia anti Her2 (DIECI,
2019).

O presente estudo encontrou um resultado diferente do que foi visto na
literatura, que aponta uma maior sobrevida associada ao aumento de TILs nos
subtipos explicitados acima (Her 2 e triplo negativo) (LOI,2013). Considerando que o
estudo foi feito em um hospital universitario, que o cancer de mama se apresenta num
estagio mais avangado em pacientes diagnosticadas no servigo publico de saude, e
que ha uma pior sobrevida em pacientes tratadas no Brasil, quando se compara a
paises ricos (ROSA, 2020), apesar desse fator ndo ter sido avaliado, acredita-se que
variaveis sociodemograficas (como atraso no inicio e descontinuidade no tratamento)
podem ter influenciado no resultado final.

Além disso, o ponto de corte utilizado no estudo, como ja mencionado
anteriormente, foi baixo (5%), a mediana de TILs da amostra também foi baixa, visto
que a maioria dos pacientes tinham tumores luminais, e isso também pode ter
influenciado no resultado final (apesar de nao ter sido identificado variagdo de TILs
entre os subtipos moleculares). Sdo necessarios estudos prospectivos que validem,

do ponto de vista clinico, o ponto de corte de TlLs para que ele se torne uma
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ferramenta de auxilio na identificacdo de pacientes de alto e baixo risco, e assim se
possa escalonar ou reduzir toxicidade do tratamento (JONG, 2022)

Apesar de né&o se ter sido encontrada significancia estatistica no subgrupo de
pacientes luminais, os achados confirmam o que se encontra na literatura. O Grupo
de Cancer de mama alemao mostrou, em sua analise envolvendo todos os subtipos
moleculares, uma associacao inversa entre a quantidade de TILs e sobrevida no
subtipo luminal (DENKERT, 2018). Esses resultados foram corroborados por um
metanalise publicada em seguida (ZHAO-HUA, 2020).

Os tumores que expressam receptores hormonais sdo menos imunogénicos e,
portanto, apresentam menor quantidade de linfécitos, naturalmente. A utilidade dos
TILs nesse grupo de pacientes n&o esta bem esclarecida, bem como néo esta clara
uma explicagao bioldgica dessa diferengca de comportamento prognostico dos TILs
entre os diversos subtipos no cancer de mama, de forma que n&o se pode excluir que
esses resultados encontrados sejam devido ao acaso (EL BAIRI, 2021; SOBRAL-
LEITE, 2019).

Foi feita também uma analise ajustada avaliando os outros critérios
anatomopatolégicos previamente conhecidos como fatores relacionados a melhor ou
pior prognéstico. Essa avaliagdo mostrou que a presenca de TILs se soma a essas
variaveis, influenciando resultados de sobrevida. Quando observados, em conjunto
com a quantidade de TILs, o grau nuclear pré e pos tratamento, o subtipo molecular e
o receptor especifico de progesterona, a razado de risco dessa analise de sobrevida
quase que dobra, evidenciando como a neoplasia de mama pode sofrer influéncia de
forma isolada ou em associagao desses fatores, modificando, de forma heterogénea,
0 seu prognastico.

Dados robustos de literatura apontam para o reconhecimento dessas variaveis
e sua agao conjunta no progndstico final (COLZANI,2011). Em um estudo realizado
com mulheres jovens com cancer de mama triplo negativos, foi visto que pacientes
com tumores menores que 1 cm, considerados como de baixo risco, quando
associados a TlLs baixo (<30%) podem ter seu risco modificado, inclusive podendo
passar ser consideradas ao tratamento neoadjuvante (DE JONG, 2022). Sao
necessarias melhores evidéncias para entender essas interacdes entre o sistema
imune e outros critérios prognaosticos.

Um estudo americano, observou que a frequéncia de subtipos pode variar entre

racas, de forma que afro-americanas apresentam menos tumores luminais que as
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brancas (O’ BRIEN, 2010). Considerando a heterogeneidade de resposta imunoldgica
apresentada pelos diferentes subtipos, € interessante avaliar populagdes diferentes,
para que se possa entender o comportamento de cancer de mama nas diversas
regides. Nesse estudo, o subtipo luminal, seja ele puro ou hibrido/ triplo positivo foi o
mais comumente visto, corroborando com o que se vé na literatura (PARISE et al.,
2009).

O subgrupo de pacientes com tumores triplo negativos teve uma baixa
representacdo na amostra analisada, mas o achado de que a presenca de TILs pode
estar associada a desfechos de sobrevida nesses subtipos ajuda a identificar
subgrupos de pacientes de pior prognostico desde o momento do diagndstico,
escalonando-os e estratificando-os para tratamentos mais individualizados. Estudos
com maiores amostras, e que tragam uma maior robustez estatistica em populag¢des
brasileiras sao necessarios, a fim de determinar pacientes que podem ser candidatos
a terapias alvo especificas, especialmente nos tumores triplo negativos, que vem
sendo objeto de grandes estudos com imunoterapia devido a auséncia de receptores
(RE, RP e Her2) (SCHMID, 2020).

Considerando que, quanto mais rico em linfocitos, mais imunogénico e mais
imunovulneravel é o tumor, considerando o progresso na otimizagao de estratégias
terapéuticas na area da imunoterapia (ROSENBERG, 2001), e que o0 acesso a
marcadores gendmicos e por imuno-histoquimica é um meétodo caro, parédmetro
extremamente relevante num pais como o Brasil, a avaliagdo de TILs, através de
hematoxilina-eosina, método bastante acessivel, € uma importante ferramenta na
avaliacao dos pacientes para tratamento.

O estudo traz uma avaliagéo de caracteristicas clinicas e anatomo- patologicas
de tumores de mama em uma populacado de mulheres brasileiras acompanhadas num
servico do SUS do estado de Sergipe, comparando e associando essas
caracteristicas com a quantidade de TILs nas amostras de bidpsia dessas pacientes
e relacionando com resposta patoldgica completa, sobrevida geral e sobrevida em 5
anos.

A maior limitagado desse estudo é a sua natureza retrospectiva, de forma que
parte das informacdes partiram de revisées de prontuarios de laudos, algumas vezes
incompletas, podendo assim gerar vieses de confundimento. O estudo foi feito em um
hospital publico de um pais em desenvolvimento, com caracteristicas sociais e

demograficas (dificuldade de acesso a diagndstico e tratamento, atraso nos
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procedimentos), que podem alterar o progndstico natural do cancer de mama e
influenciar nos resultados.

Todos os blocos de pegas cirurgicas foram avaliados dentro do laboratério de
patologia do HU-UFS, aos quais pertencia. Entretanto, foi necessario resgatar as
laminas de bidopsia das pacientes, que estavam localizadas nos respectivos
laboratérios de analise, dispersos pela cidade, onde o material foi encaminhado na
ocasiao do primeiro diagnostico. Além da dificuldade geografica e logistica em acessar
esse material, n&do houve um modelo padronizado de processamento e
condicionamento, e isso acarretou perda de qualidade de algumas laminas e também
perda de uma parte do material, o que resultou numa diminuicido do nimero de casos
intencionados no inicio dessa pesquisa.

Os pontos fortes desta pesquisa se encontram na avaliagao detalhada de TILs
em amostras de bidpsia de agulha grossa, que nao tinham sido previamente
analisadas em relacdo a esse parametro, com um alto indice de concordancia entre
os patologistas, bem como na avaliagdo progndstica estatistica da associagdo da
quantidade de TILs com outros parametros clinicos, e a sua influéncia na sobrevida
de uma populagao do estado de Sergipe, incluindo a estratificagdo de resultados entre
os diversos subtipos moleculares, sem técnicas robustas e dispendiosas, mas com
material comumente utilizado em laboratérios de patologia.

Desta forma, foi possivel analisar o impacto (tanto de forma isolada, quanto em
conjunto com outras variaveis) de um marcador que vem sendo considerado bastante
relevante na literatura mundial. A avaliacdo foi feita em um numero de casos
avancgados de cancer de mama de um hospital universitario de um estado do nordeste
do Brasil, cujas pacientes apresentam uma maior dificuldade de acesso ao diagnostico
precoce e de sequéncia adequada de tratamento, condi¢gdes inerentes ao quadro
sécio demografico do pais, e diferente das populagbes anteriormente estudadas nos

outros ensaios clinicos que utilizaram esse mesmo parametro de desfecho.
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9 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a quantidade de TILs tem associacdo com
sobrevida no cancer de mama, especialmente em subtipos TN e Her2 e pode ser um
fator determinante no progndstico e sobrevida desse subgrupo de pacientes.

A avaliagcdo desse tipo de marcador deve ser mais explorada em estudos
futuros, especialmente na populagao do Brasil.

Ainda sao necessarios estudos com maior tamanho amostral e prospectivos
para esclarecer a utilidade desses marcadores nos diferentes subtipos moleculares e

obtermos mais evidéncias para desenvolvimento de drogas alvo-especificas.
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Breast cancer is recognized as a heterogeneous disease, displaying distinct responses to
treatments in different populations. In recent decades, the role of Tumor-Infiltrating Lymphocytes
(TILs) has been acknowledged as prognostic and predictive of response to neoadjuvant
chemotherapy. Our study aimed to assess the association between 5-year overall survival and the
percentage of TlLs in a state of Brazil. It is a uni and multivariate analyses using a retrospective cohort
of breast carcinoma patients who underwent neoadjuvant chemotherapy followed by surgical
treatment. Core biopsy slides were reanalyzed to evaluate the quantity of TILs. Survival curves were
estimated using the Kaplan-Meier method, and adjusted through Cox regression modeling. There
was no significant difference between patients exhibiting complete pathological response and those
who did not, concerning the quantity of TILs and its influence on overall survival in this study.
However, a distinction in 5-year survival was observed, with 79.3% in patients with TiLs below 5%
compared to 49.9% in those with TILs above 5%. This trend persisted across all subtypes, but reached
statistical significance in Her 2-positive and triple-negative subtypes, indicating that TILs might serve
as a determinant factor in the prognosis and survival of these patient subgroups.
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