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Resumo




Introducdo: O Cancer de Mama é uma doenca complexa e heterogénea que
compreende Vvarios subtipos biologicamente definidos, associados a comportamentos
clinicos distintos, com diferentes respostas a terapéutica. O carcinoma mamario triplo
negativo (CMTN) € um subtipo definido por critério imuno-histoquimico, caracterizado
como tumores negativos para receptores de estrégeno (RE), receptores de progesterona
(RP) e HERZ2. Os triplo negativos sdo um subgrupo de neoplasias que possuem um perfil
heterogéneo, apresentam comportamento agressivo, padrbes distintos moleculares,
morfoldgicos e de metastases, além de falta de terapias especificas. Eles representam
aproximadamente 15% dos carcinomas Mmamarios. Objetivos: Correlacionar as
caracteristicas morfologicas dos CMTN com a resposta terapéutica a quimioterapia
neoadjuvante. Materiais e métodos: Foram selecionadas 76 amostras de pacientes com
diagnostico anatomopatoldgico de carcinoma mamario triplo negativo, no periodo entre
2008 e 2018. Foram analisados dados clinicos/epidemiolégicos; avaliadas as caracteristicas
morfoldgicas microscopicas dos tumores triplo negativos: infiltrado linfocitario, estroma e
celularidade tumoral e correlacionado com a resposta & quimioterapia neoadjuvante.
Resultados: A associacdo entre o infiltrado inflamatério e a resposta a quimioterapia
neoadjuvante foi estatisticamente significativa (p = 0.0103). Dos 19 casos que tiveram
resposta completa a quimioterapia neoadjuvante, 15 casos (78,95%) apresentavam
infiltrado inflamatdrio linfocitario (moderado a intenso) e 4 casos (21,05%) apresentavam
pouco ou nenhum infiltrado. Em relacéo as pacientes que tiveram auséncia de resposta ao
tratamento, 10 bidpsias (71,43%) ndo continham linfécitos, enquanto apenas 4 bidpsias
(28,57%) apresentavam infiltrado. Quando se avalia o estroma ou a celularidade tumoral,
com infiltrado linfocitario e resposta a quimioterapia, independentemente de
estroma/celularidade tumoral serem abundantes ou escasso, ha uma boa resposta
quimioterapica quando tem moderado a intenso infiltrado. Conclusédo: O infiltrado
inflamatério linfocitario esta associado a uma melhor resposta a quimioterapia
neoadjuvante.

Palavras-chave: neoplasias da mama; neoplasias de mama triplo negativas;

quimioterapia; linfdcitos; progndstico.



Abstract




Introduction: Breast Cancer is a complex and heterogeneous disease that comprises
several biologically defined subtypes, associated with different clinical behaviors, with
different responses to therapy. Triple negative breast cancer (TNBC) is a subtype defined
by immunohistochemical criteria, characterized as estrogen receptor (ER), progesterone
receptor (RP) and HER2 negative tumors. Triple negatives are a subgroup of neoplasms
that have a heterogeneous profile, aggressive behavior, distinct molecular, morphological
and metastatic patterns, and lack of specific therapies. They represent approximately 15%
of breast carcinomas. Objectives: To correlate the morphological characteristics of TNBC
with the therapeutic response to neoadjuvant chemotherapy. Materials and methods:
Seventy-six samples from patients with pathological diagnosis of TNBC between 2008 and
2018 were selected. We analyzed clinical / epidemiological data; the microscopic
morphological characteristics of triple negative tumors: lymphocyte infiltrate, stroma and
tumoral cellularity and correlated with response to neoadjuvant chemotherapy were
selected and evaluated. Results: The association between inflammatory infiltrate and
response to neoadjuvant chemotherapy was statistically significant (p = 0.0103). Of the 19
cases that had a complete response to neoadjuvant chemotherapy, 15 cases (78.95%) had
lymphocyte inflammatory infiltrate (moderate to severe) and 4 cases (21.05%) had little or
no infiltrate. Regarding patients who had no response to treatment, 10 biopsies (71.43%)
did not contain lymphocytes, while only 4 biopsies (28.57%) had infiltrate. When
evaluating tumor stroma or cellularity with lymphocyte infiltrate and response to
chemotherapy, regardless of whether tumor stroma / cellularity is abundant or scarce, there
is a good chemotherapy response when it has moderate to intense infiltrate. Conclusion:
Inflammatory lymphocyte infiltrate is associated with a better response to neoadjuvant
chemotherapy.

Keywords: breast neoplasms; triple negative breast neoplasms; drug therapy;

lymphocytes; prognosis.
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1 CANCER DE MAMA

1.1 Definicdo, epidemiologia e morfologia

O Cancer de Mama € a neoplasia maligna que representa a causa mais comum de
morte entre as mulheres no mundo. As Ultimas estimativas do projeto Globocan, realizado
pela International Agency for Research on Cancer (IARC), revelaram que a incidéncia de
cancer de mama no mundo foi de 2.088.849 (11.6%) casos, sendo registrados 626.679
(6.6%) Obitos por essa doenca (1,2). No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA)
divulgou estimativa de 59.700 casos novos de cancer de mama no pais para 2019,
representando 29,5 % dos canceres em mulheres, excluindo o céancer de pele néo
melanoma. Segundo o INCA, em 2016 ocorreram 16.069 mortes de mulheres por cancer
de mama no Brasil (3,4).

O cancer de mama mais comum é o carcinoma mamario, uma doenca complexa e
heterogénea, que compreende varios subtipos biologicamente definidos, associados a
comportamentos clinicos distintos, com diferentes respostas a terapéutica, exigindo
estratégias de tratamento especificas (5-8). O subtipo morfol6égico mais comum é o
carcinoma ductal invasivo (figura 1), também conhecido como carcinoma mamario
invasivo de tipo ndo especial, correspondendo cerca de 80% dos canceres de mama
invasivos. A idade média de acometimento desse subtipo é 60 anos. Menos de 15% séo
diagnosticados antes dos 45 anos de idade. A caracteristica histopatoldgica varia conforme
o imunofenotipo de cada tumor. Pode ser de baixo grau (grau I) nuclear a alto grau (grau
[11), mitoses podem ser raras a frequentes, com ninhos de células formando glandulas,
tibulos bem formados a areas papiliferas ou pouco tubulares (9,10).

O segundo subtipo morfolégico mais comum é o carcinoma lobular invasivo (figura
2), correspondendo 5-15% dos tumores invasores da mama. E 0 mais comum dos subtipos
especiais. Além de ser 0 carcinoma mamario mais associado a metastases a distancia com
tumor primario oculto. Ocorre, geralmente, em mulheres com mais de 50 anos. Ha perda
da adesd@o celular e padrdo difuso de infiltracdo, com células soltas, em filas lineares

“indianas” e escassa desmoplasia (11-13).
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Os subtipos morfoldgicos mucinosos, cribriformes, micropapilares, tubulares,
medulares, inflamatérios e metaplasicos sdo 0s menos comuns. Esses subtipos
morfoldgicos de cancer de mama podem ser subdivididos em classificagdes com base na

analise de suas estruturas moleculares, ou seja, através da expressdo de biomarcadores

(proteinas) ou perfis de expressao génica (7).

Figura 1 (A e B): Carcinoma ductal invasivo: ninhos de células epiteliais tumorais formando glandulas,
que infiltram, apresentando pleomorfismo nuclear moderado, em meio a estroma desmoplasico (A —
coloracdao H &E, x200); (B — coloracdo H &E, x100).

Figura 2 (A e B): Carcinoma lobular invasivo: células neoplasicas com perda de adeséo celular, em filas

lineares, com padrdo difuso de infiltracdo (A — coloracdo H &E, x200); (B — coloracéo H &E, x100).

1.2 Imunofenotipo, genética e tratamento
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Estudo feito por Perou et al (2000) (14), classificou o carcinoma mamario em cinco
subtipos moleculares inicialmente, através de estudos de perfil de expressdo baseados em
microarray feito com 8102 genes. S&o eles: normal like, luminal A, luminal B,
superexpressdo de HER2 e basaloide (basal like) (15).

A identificacdo molecular desses biomarcadores por microarray de DNA é baseada
em analise complexa de expressao génica. Devido a complexidade, o custo elevado desse
método, na prética, a imuno-histoquimica é aplicada para identificar subtipos imuno-
histoquimicos de tumores mamarios que se aproximam da classificacdo molecular e a
estratificar os pacientes com cancer de mama em diferentes grupos de risco, além de
auxiliar na escolha das terapias oncoldgicas (5). A classificacdo imuno-histoquimica
demonstrou correspondéncia com as analises genémicas, sendo utilizada na rotina, como
método simples, financeiramente viavel, com a vantagem de avaliar a expressao de
proteinas no contexto da morfologia do tumor (16,17).

Painéis imuno-histoquimicos séo itens obrigatérios utilizados na rotina dos servigos
de patologia buscando reproduzir com certa aproximacgédo os perfis de expressao génica,
atraves de marcadores como: receptor de estrégeno (RE), receptor de progesterona (RP),
receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2) e Ki67, marcador de
proliferacdo celular (8,16-19). O RE é um fator de transcricdo nuclear que estimula o
crescimento de células epiteliais das mamas normais, quando ativado pelo horménio de
estrogénio. Em carcinomas mamarios invasivos que expressam RE, a proliferacdo também
pode ser ativada nas células neoplasicas. O RE regula a expressdo de RP. Quando a
neoplasia mamaria expressa RP, ele ¢ ativado pelo horménio de progesterona, que também
estimula o crescimento de células tumorais (20).

O HER2 é uma proteina transmembrana que, em condi¢des habituais, regula a
proliferacdo, crescimento e sobrevida celular. Quando ha uma superexpressdo de HER2,
existem proteinas em excesso funcionando como receptores de fator de crescimento
induzindo uma proliferagdo celular acelerada. Na imuno-histoquimica avalia-se a
qguantidade desses receptores transmembrana presentes nos tumores, se eles estdo
superexpressos, consideram-se positivos (escore 3). Quando o HER2 é duvidoso (escore
2), é necesséria a sua avaliacdo pela técnica de hibridizac&o in situ por fluorescéncia
(FISH), que analisa se ha um aumento no numero de copias do gene HER2, ou seja, se esta
amplificado. Quando ha amplificacdo do HER?2 confirma-se a sua positividade. O HER2 é
negativo quando na imuno-histoquimica tem pouca ou nenhuma expressao da proteina

(escore 0 e 1) ou ndo € amplificado pelo método de FISH (20-22).
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Os tumores classificados como luminal A s&o positivos para RE e/ou RP (figura 3),
sdo negativos para amplificacdo e/ou superexpressdo HER2 e apresentam uma baixa taxa
de proliferacdo celular, com indice de Ki-67 inferior a 14% de células neoplésicas. O
luminal B é também positivo para pelo menos um dos receptores hormonais (RE e RP),
podem ser positivos ou negativos para HER2, e quando é negativo para HER2, apresentam
alta taxa de proliferacéo celular, com Ki67 igual ou superior a 14%. Atualmente, vem sendo
aceito Ki67 de 20% como limiar entre baixo e alto indice de proliferacdo celular. Os
tumores de superexpressdo de HER2 sdo RE e RP negativos e HER2 positivos (figura 4)
(8,16-19,23).

O tratamento indicado para carcinomas mamarios positivos para receptores
hormonais é a terapia hormonal, tal como o tamoxifeno. Ele se liga no RE e impede o
estrogénio de ativa-lo, tirando o estimulo de proliferacao das células tumorais. Em tumores
mamarios invasivos que superexpressam HER2 estdo indicadas terapias com anticorpos

monoclonais contra a proteina HER2, como por exemplo, o trastuzumab (20).

-,’ - v ‘
b D RN
- <
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Figura 3: A — Receptor de estrdgeno positivo: Expressao nuclear forte e difusa (3+/3+) do RE (clone EP1,
x100). B — Receptor de progesterona positivo: Expressdo nuclear forte e difusa (3+/3+) do RP (clone
PgR636, x100).
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Figura 4: Escore 3 - Imunomarcacéo positiva de HER-2: coloracéo circunferencial da membrana

e grossa, em mais de 10% das células (clone SP3, x200).

2 CANCER DE MAMA TRIPLO NEGATIVO

2.1 Definigdo/Imunofendtipo

O céancer de mama triplo negativo (CMTN) é um subtipo definido por critério imuno-
histoquimico. E caracterizado como tumores que ndo possuem expressdo de RE, RP e
HERZ2, ou seja, sdo negativos para todos esses marcadores (6,7,24-27). Os triplo negativos
sdo um subgrupo de neoplasias que possuem um perfil heterogéneo, apresentam
comportamento agressivo, padrdes distintos moleculares, morfolégicos e de metastases,

além de falta de terapias especificas (6,7,24-30).

2.2 Epidemiologia; genética e biologia

O CMTN representa aproximadamente 15% dos carcinomas mamarios (6,24,26).
Séo diagnosticados cerca de 200.000 casos de triplo negativos por ano. Quando compara-

se a idade de acometimento com os luminais, 0s CMTN sdo mais comuns em mulheres
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com menos de 40 anos de idade (31). Segundo estudo feito por Trivers et al (2009) (32)
comparando mulheres de 50 anos e de 40 anos, houve um risco duas vezes maior de
desenvolvimento do triplo negativo em mulheres com idade menor ou igual a 39 anos.
Além disso, mulheres negras apresentavam mais esse imunofenétipo do que as brancas
(32-34).

O subtipo que mais predomina entre mulheres que sdo portadoras de uma mutagéo
deletéria da linha germinativa no BRCA1 é o carcinoma triplo negativo. Cerca de 57 a 80%
das pacientes com diagnostico de cancer de mama e que sdo portadoras de mutagdes
BRCAL1 exibe o imunofendtipo triplo negativo. Em contrapartida menos de 20 % dos
carcinomas mamarios esporédicos sdéo CMTN (35-38).

A grande maioria dos tumores basal-like sdo triplo negativos, e a maioria dos
carcinomas triplo negativos sdo basaloides (cerca de 80%). O subtipo basaloide, é
caracterizado por um perfil de expresséo de genes semelhantes a camada basal-mioepitelial
da mama normal, cuja existéncia foi revelada por estudos de perfil de expresséo baseados
em microarray. Apresentam altas taxas de proliferacdo celular e demonstram um
prognostico mais reservado (6-8,26,27). Outros subtipos moleculares, mais recentemente
descobertos, que também representam subconjuntos de cancer de mama triplo negativo,
sdo claudin-low e o molecular apécrino (6,7,28).

O subtipo molecular claudin-low, em comparacdo com os basaloides, exibe o
imunofenotipo triplo negativo em menor frequéncia (29). Ele representa cerca de 5 a 10%
de todos os carcinomas mamarios (18,28) e esta relacionado a uma menor sobrevida, com
progndstico reservado (39,40). Esse tipo de tumor esta associado a pacientes mais jovens,
é de alto grau, geralmente séo extensos no tamanho, com margens circunscritas e presenca
de abundante infiltrado inflamatorio (39). Eles so ricos em genes associados a transicao
epitelial para mesenquemial, células-tronco cancerigenas, de genes ligados a resposta
imune e de células iniciadoras de cancer. Além de geralmente demonstrarem altos niveis
de instabilidade genémica (8,29,39-42).

O subtipo molecular apdcrino se apresenta como triplo negativo, porém com quase
a totalidade de expressdo de receptores androgénicos (RA), os quais estdo ausentes nos
claudin-low e basaloides. Por isso, esse subtipo foi também chamado de receptor de

androgeno luminal. Eles correspondem cerca de 10% dos tumores triplo negativos (28,30).

2.3 Morfologia
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Alguns subtipos de CMTN também podem ser identificados pela avaliagéo
histopatoldgica. Sendo assim, o subtipo histolégico mais comum do CMTN, € o carcinoma
ductal invasivo (CDI), correspondendo cerca de 90% de todos os casos de triplo negativos
(42,43). Na histologia, os CDI triplo negativos, em sua maioria, sdo de alto grau (grau Il1),
com ndcleos grandes e nucléolos evidentes, apresentam bordas circunscritas ou lobuladas,
padrdo de crescimento sincicial-like, com fibrose central e/ou necrose e frequentemente
com infiltrado linfocitario de permeio (9,28).

Além disso, 0o CMTN apresenta uma alta prevaléncia de subtipos histopatol6gicos
raros, como adenoide cistico (90 a 100% dos casos histopatolégicos classificados como
adenoide cistico sdo triplo negativos), medular (95%), metaplasico (90%) e apocrino (40 a
60%). (Figura 5) (42,44,45).

Q}al-like and Triple-Negative Breast Can%b

Low-grade tumors High-grade tumors

Secretory carcinoma Medullary breast cancer Metaplastic breast cancer

Figura 5*: Subtipos histopatoldgicos dos carcinomas mamarios triplo negativos. A esquerda
encontram-se 0s subtipos adenoide cistico da mama e secretor, sendo relativamente menos agressivos
guando comparados com os subtipos representados a direita, que sdo rapidamente progressivos. IDC-NST:
Carcinoma ductal invasivo — tipo nédo especial. (Coloragdo H &E; x 100). *Figura retirada do artigo Hudis
CA, et al. 2011. (45)
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O carcinoma adenoide-cistico (CAC) apresenta semelhanca histologica aos tumores
das glandulas salivares. Ele é caracterizado por uma dupla populacéo de células (epiteliais
e mioepiteliais) disposto em trés padrfes arquiteturais: tubular-trabecular, cribriforme e
solido-basaloide. (Figura 6). Macroscopicamente, na maioria dos casos, a neoplasia € bem
circunscrita (46). Esse subtipo tém um melhor prognéstico comparado aos demais tumores

triplo negativos e também em relagcdo aos CAC das glandulas salivares (39,45,47-50).

Figura 6*: Carcinoma adenoide-cistico da mama. A: arquitetura tubular-trabecular; B: cribriforme; C:
crescimento sdlido-basaloide. (Coloracao H &E; ampliacgéo original x 100). *Figura retirada do artigo Miyai
K, et al. 2014. (46)

O carcinoma medular ocorre mais frequentemente em pacientes jovens, geralmente
em mulheres com mutacdo do gene BRCA1 (51,52). Sao raros, correspondendo cerca de 1
a 10 % de todos os carcinomas mamarios (53,54). No exame macroscopico sao
caracterizados por serem bem circunscritos, marrom-acastanhados, com areas de necrose e
hemorragia. Microscopicamente, as células tumorais sdo pouco diferenciadas (alto grau),
com crescimento de padrdo sincicial e geralmente com abundante infiltrado
linfoplasmocitério de permeio (figura 7). Eles apresentam uma maior taxa de sobrevida
comparado ao carcinoma ductal invasivo (54-57).
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Figura 7*: Carcinoma medular. A: borda bem circunscrita (coloracdo H &E, x40) B: crescimento sincicial

com extenso infiltrado linfocitario de permeio (coloracdo H &E, x200); C: alto grau nuclear (seta retilinea)
e frequente figuras de mitose (seta curva), (coloracdo H &E, x400). *Figura retirada do livro Hicks G.D.
Diagnostic Pathology — Breast; second edition. 2016; 2(40): 276 — 781 (10).

O carcinoma metaplasico é raro, corresponde menos de 1% de todos os carcinomas
mamarios. Ele apresenta-se como uma massa grande, bem circunscrita. Na microscopia
(figura 8), pode ser constituido em partes ou inteiramente por componentes de células
fusiformes, escamosas e/ou mesenquimais (sarcomatoso), além de ter producéo de matriz
(condroide ou 6ssea). Esse tumor apresenta progndstico ruim, principalmente quando ha
mais de 90% de componente escamoso. Geralmente € mais agressivo e frequentemente

refratario ao tratamento (58-62).
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Figura 8: Carcinoma metaplasico: A: carcinoma metaplasico da mama com area predominantemente

escamosa (coloracdo H &E, x40); B: transicdo de area: com células fusiformes e células escamosas
(coloracdo H &E, x100); C: células escamosas (coloragdo H &E, x200); D: maior aumento — componente
escamoso (coloragdo H &E, x400).

O carcinoma apdcrino invasivo tem uma incidéncia menor que 1% a 4%. Cerca de
35% dos CMTN com essa morfologia apresentam positividade para receptores de
andrdgeno. Esse subtipo apresenta caracteristicas apocrinas em quase todas as células
tumorais (mais de 90%). Na histologia, as células sdo grandes, com citoplasma amplo,
eosinofilico, granular e o nucleo claro/vesiculoso com nucléolo evidente (figura 9). O
prognostico é similar aos carcinomas mamarios de tipo ndo especial (62,63).
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Figura 9*: Carcinoma apécrino. A (aumento 400x): nucléolo evidente (seta preta), citoplasma granular e
eosinofilico (seta azul-curva); B (aumento 200x): crescimento sélido, células tumorais com nicleo redondo
e nucléolo proeminente (seta azul) e citoplasma amplo e eosinofilico (seta preta-curva). *Figura retirada de
Hicks G.D. Diagnostic Pathology — Breast; second edition. 2016; 2(51): 366 — 388 (10).

O infiltrado linfocitario presente em alguns tumores € um importante parametro
morfolégico a ser avaliado, especialmente visando possibilidades terapéuticas
imunomoduladoras. Alguns estudos mostraram que a infiltracdo linfocitaria no tumor estéo
ligados ao aumento da resposta a quimioterapia neoadjuvante em carcinomas mamarios.
(13.21) S50 carcinomas que tem um melhor prognéstico. O subgrupo dos triplo negativos, em
geral, tem niveis de infiltrado linfocitario mais elevados do que outros tipos de cancer de
mama (64-66).

A proteina de morte celular programada 1 (PD-1) desempenha um importante papel
na regulacdo do sistema imunologico. Ela limita a funcéo efetora de células T nos tecidos.
Um dos seus ligantes, o ligante de morte programada 1 (PD-L1), é expresso em células
imunoldgicas, mas pode ser expresso também em varios tipos de neoplasia, entre eles o
cancer de mama. Fisiologicamente, a ligacdo PD-L1/PD-1 promove uma tolerancia
imunoldgica nos tecidos periféricos e essa via de sinaliza¢do é usada também pelas células
tumorais para inibir a imunidade antitumoral (67—71). Agentes imunomoduladores que
bloqueiam o eixo PD-1/PD-L1 mostram uma eficacia nessas neoplasias, mas a resposta a
essa terapia varia entre 0s pacientes e estratégias de imunoterapia ainda estdo em

desenvolvimento (67,72).
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2.4 Fatores Preditivos e Progndsticos

A quimioterapia neoadjuvante (QN) €é o tratamento de escolha dos CMTN até o
presente momento. Os pacientes com esse tipo de neoplasia ndo se beneficiam da terapia
enddcrina ou anti-HER2 (26). A QN é um tratamento pré-cirdrgico em que permite a
reducdo da carga tumoral, aumenta a taxa de cirurgias conservadoras, pode tratar tumores
micrometastaticos de inicio e guiar a extensdo da quimioterapia adjuvante nos casos de
resposta patolégica incompleta. (73-77).

Os tipos de QN incluem associacdes de taxanos (por exemplo, paclitaxel, docetaxel)
e antraciclinas (exemplo, epirrubicina, doxorrubicina), com outros medicamentos, como
ciclofosfamida e fluorouracil (78). Além disso, a adicdo de platina (carboplatina) ao
tratamento quimioterapico foi investigada como uma abordagem promissora para a
otimizacdo da quimioterapia. Em alguns estudos observaram-se que no CMTN, diferente
do carcinoma HER2 positivo, os pacientes tiveram uma melhor resposta e um aumento na
taxa de sobrevida. A resposta ao tratamento foi melhor em pacientes que ndo tinham
mutacdo no gene BRCAL e em pacientes que tinham abundante infiltrado linfocitario
tumoral. Em contrapartida, outros estudos ndo observaram diferenca de eficicia com o uso
de carboplatina (26).

O CMTN apresenta um pior progndstico a curto prazo (cinco primeiros anos) quando
comparado a outros carcinomas mamarios (79-81). Ha uma pior sobrevida e um aumento
do nimero de mortes nos trés primeiros anos apos o diagnostico. A longo prazo, a taxa de
mortalidade e recorréncia diminui consideravelmente e é similar aos outros subtipos
(80,82).

O CMTN geralmente esta associado a metastases precoces viscerais, como figado,
pulméo e cérebro, diferente dos luminais, que apresentam metastases mais tardias e
localizadas em o0sso (45,80,83,84). A média de sobrevida apds diagnodstico de metastase
cerebral € de seis meses (85,86).
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2.5 Resposta a Quimioterapia Neoadjuvante

A resposta a quimioterapia avaliada na histologia € caracterizada por fibrose hialina,
proliferacdo de fibroblastos jovens, neoformacdo de capilar e/ou infiltrado inflamatorio
crénico, com hemossiderofagos (87).

Segundo o American Joint Committee on Cancer (AJCC 2017), a resposta
quimioterapica pode ser completa, parcial ou ausente. A resposta patolégica completa
(RPC) so pode ser avaliada pela andlise histopatoldgica e é caracterizada por auséncia de
neoplasia invasora residual na mama e auséncia de metastase/micrometastase linfonodal.
Presenca de carcinoma in situ ap0s tratamento, com auséncia de carcinoma invasor €é
também considerado RPC. Quando ha tumor infiltrativo residual na mama e/ou metéstase
em linfonodos, com diminuic¢éo do tamanho do tumor original e presenca de fibrose hialina
entre outras caracteristicas de resposta na microscopia é resposta parcial e quando ndo ha
alteracdo no tamanho do tumor, ou ha aumento do volume tumoral é considerado auséncia
de resposta a quimioterapia (88).

Nesse contexto, mesmo com todos 0s conhecimentos expostos, ainda sao
necessarios mais estudos sobre 0 CMTN. Por ser um dos subtipos de carcinoma mamario
mais agressivo, tém —se procurado marcadores prognosticos a fim de se identificar aquelas
pacientes que evoluirdo com pior desfecho e, dessa forma, criar estratégias para a tentativa

de modificar de alguma forma seu tratamento e curso evolutivo.
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JUSTIFICATIVA

Apesar de todos os estudos realizados e 0s conhecimentos expostos, ainda existe uma
busca por um maior entendimento do tema, com informacfes que possam ter uma
aplicabilidade clinica. Esse estudo propés, de forma mais pratica, econdmica e com
aplicacdo clinica viavel, caracterizar morfologicamente os carcinomas mamarios triplo
negativos, subdividindo os mesmos segundo pardmetros histolégicos pré-determinados,
baseados na observacdo da rotina diaria do patologista e associa-los com a resposta
terapéutica a quimioterapia neoadjuvante, tratamento de escolha desse grupo até o presente
momento. A proposta deste estudo é mostrar resultados que corroboram com a literatura,
identificando caracteristicas morfoldgicas dos tumores que se associam a uma boa resposta

a quimioterapia neoadjuvante.
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OBJETIVOS

A) GERAIS
- Associar as caracteristicas morfoldgicas dos carcinomas mamarios triplo negativos com

a resposta terapéutica a quimioterapia neoadjuvante.

B) ESPECIFICOS
- Associar o infiltrado linfocitario intratumoral com a resposta a quimioterapia
neoadjuvante.
- Associar o estroma tumoral com a resposta a quimioterapia neoadjuvante.
- Associar a celularidade tumoral com a resposta a quimioterapia neoadjuvante.

- Caracterizacao epidemioldgica das pacientes com cancer de mama triplo negativo.
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HUMAN PATHOLOGY

RESUMO:

Introducdo: O Céncer de Mama é uma doenga complexa e heterogénea que
compreende varios subtipos biologicamente definidos. O carcinoma mamario triplo
negativo (CMTN) é um subtipo definido por critério imuno-histoquimico, caracterizado
como tumores negativos para receptores de estrégeno (RE), receptores de progesterona
(RP) e HER2. Eles apresentam comportamento agressivo, padroes distintos moleculares e
morfoldgicos, além de falta de terapias especificas. Objetivos: Associar as caracteristicas
morfologicas dos CMTN com a resposta terapéutica a quimioterapia neoadjuvante.
Materiais e métodos: Selecionou-se 76 amostras de pacientes com diagnéstico
anatomopatoldgico de carcinoma mamario triplo negativo, no periodo entre 2008 e 2018.

Foram analisados dados clinicos/epidemiologicos; avaliadas as caracteristicas
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morfoldgicas microscopicas (infiltrado linfocitario, estroma e celularidade tumoral) e a
resposta a quimioterapia neoadjuvante. Resultados: A associa¢do entre o infiltrado
inflamatorio e a resposta a quimioterapia neoadjuvante foi estatisticamente significativa (p
=0.0103). Dos 19 casos que tiveram resposta completa a quimioterapia neoadjuvante, 15
(78,95%) apresentavam infiltrado inflamatério linfocitario (moderado a intenso) e 4
(21,05%) apresentavam pouco ou nenhum infiltrado. Em relacdo as pacientes que tiveram
auséncia de resposta ao tratamento, 10 bidpsias (71,43%) ndo continham linfécitos,
enquanto apenas 4 bidpsias (28,57%) apresentavam infiltrado linfocitario (moderado a
abundante). Quando se avaliou o estroma ou a celularidade tumoral, com infiltrado
linfocitario e resposta a quimioterapia, independentemente de estroma/celularidade
tumoral serem abundantes ou escasso, houve uma boa resposta quimioterapica quando
havia moderado a intenso infiltrado linfocitario. Conclusé@o: O infiltrado inflamatério
linfocitario € um importante parametro morfoldgico a ser avaliado, ja que esta associado
com boas respostas a quimioterapia neoadjuvante.

Palavras-chave: neoplasias da mama; neoplasias de mama triplo negativas;

quimioterapia; linfdcitos; progndstico.

1- INTRODUCAO

O Cancer de Mama é a neoplasia maligna que representa a causa mais comum de
morte entre as mulheres no mundo. As Ultimas estimativas do projeto Globocan, realizado
pela International Agency for Research on Cancer (IARC) em 2018, revelaram que a
incidéncia de cancer de mama foi de 2.088.849 (11.6%) casos, sendo registrados 626.679
(6.6%) Obitos por essa doenca (1,2).

O cancer de mama mais comum é o carcinoma mamario, uma doenca complexa e
heterogénea, que compreende varios subtipos biologicamente definidos, associados a
comportamentos clinicos distintos, com diferentes respostas a terapéutica, exigindo
estratégias de tratamento especificas (3,4).

Estudo feito por Perou et al (5), classificou o carcinoma mamario em cinco subtipos
moleculares inicialmente, atraves de estudos de perfil de expressdo baseados em
microarray feito com 8102 genes. S&o eles: normal like, luminal A, luminal B,

superexpressdo de HER?2 e basaloide (basal like).
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A identificacdo molecular desses biomarcadores por microarray de DNA é baseada
em analise complexa de expressdo génica e tem elevado custo. Na pratica clinica, a imuno-
histoquimica é utilizada para identificar subtipos imuno-histoquimicos que se aproximam
da classificacdo molecular (3). A classificacdo imuno-histoquimica demonstrou
correspondéncia aceitavel com as analises gendmicas, sendo utilizada na rotina, como
método simples, financeiramente viavel, com a vantagem de avaliar a expressdo de
proteinas no contexto da morfologia do tumor (6, 7).

O cancer de mama triplo negativo (CMTN) é um subtipo definido por critério imuno-
histoquimico. E caracterizado como tumores que ndo possuem expressdo de receptores de
estrogeno (RE), receptores de progesterona (RP) e HER2, ou seja, sdo negativos para todos
esses marcadores (8-10). Os triplo negativos sdo um subgrupo de neoplasias que possuem
um perfil heterogéneo, apresentam comportamento agressivo, padrBes distintos
moleculares, morfologicos e de metastases, além de falta de terapias especificas (11-13).

Eles representam aproximadamente 15% dos carcinomas mamarios (8,9).

Os pacientes do subgrupo triplo negativo, do ponto de vista clinico, ndo se
beneficiam de terapia enddcrina ou anti-HER2. A quimioterapia é o tratamento de escolha
desse grupo, sendo frequentemente empregado o tratamento neoadjuvante para reduzir a
carga tumoral, aumentando as taxas de cirurgias conservadoras, e Como guia para extensao

da quimioterapia adjuvante nos casos de resposta patoldgica incompleta (14-16).

Os subtipos de CMTN tém respostas diferentes a quimioterapia neoadjuvante.
Apesar do seu progndstico desfavoravel quando considerado um grupo Unico, muitos
subtipos de tumores que sdo triplo negativos respondem bem a quimioterapia (9). A
resposta a quimioterapia avaliada na histologia é caracterizada por fibrose hialina,
proliferacdo de fibroblastos jovens, neoformacédo de capilar e/ou infiltrado inflamatorio
cronico, com hemossiderofagos (17).

Apesar de todos os estudos realizados e 0s conhecimentos expostos, ainda existe uma
busca por um maior entendimento do tema, com informagOes que possam ter uma
aplicabilidade clinica. O presente estudo identificou casos de CMTN, caracterizando-0s
quanto a critérios epidemiologicos, clinicos e morfologicos e investigou a correspondéncia

com a resposta a quimioterapia neoadjuvante.

2- MATERIAIS E METODOS
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2.1-Casuistica, selecdo de casos e delineamento do estudo

Selecionou-se 76 amostras de pacientes com diagnostico anatomopatoldgico de
carcinoma mamario triplo negativo (RE, RP e HER2 negativos), no periodo de janeiro de
2008 até dezembro de 2018, provenientes do Departamento de Patologia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu da Universidade Estadual Paulista (HC-
FMB-UNESP, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil). Os pacientes foram selecionados por meio de
um levantamento retrospectivo de laudos do departamento e revisdo de prontuario.

Foram selecionados para a pesquisa todos 0s casos negativos para RE, RP e HER2,
incluindo casos originalmente duvidosos na imuno-histoquimica (escore 2) para HER2
com subsequente comprovacao de negatividade pela da técnica de hibridizacdo in situ por
fluorescéncia (FISH) (ndo amplificado). Foram identificadas um total de 73 pacientes. Trés
desses pacientes apresentavam dois carcinomas triplo negativos diferentes (bilaterais),
correspondendo um total de 76 casos que cumpriram estes requisitos.

Foram analisados dados clinicos/epidemioldgicos como a idade das pacientes e 0
tamanho dos tumores iniciais, que foram obtidos através de exames de imagem no
momento do diagnostico do nddulo/massa (antes da realizacdo da quimioterapia
neoadjuvante). Além disso, foram avaliadas trés varidveis, que correspondem as
caracteristicas morfoldgicas microscopicas dos tumores triplo negativos: infiltrado
linfocitario, estroma e celularidade tumoral e avaliada a resposta a quimioterapia
neoadjuvante (resposta completa, parcial ou auséncia de resposta). O estudo tem a
aprovacdo do Comité de Etica em pesquisa (CEP) da FMB — UNESP (CAAE:
91391218.9.0000.5411; protocolo 2.763.589; vide anexo).

2.2-Avaliacao imunofenotipica

O painel imuno-histoquimico é rotineiramente realizado com os marcadores de RE,
RP, HER2 e Ki67, no departamento de Patologia do HCFMB para todos os casos de

carcinoma mamario. O estudo imuno-histoquimico utiliza o sistema de deteccdo de
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polimeros com revelacdo pelo cromogeno diaminobenzidina e contra-coloracdo com
hematoxilina. Todos os anticorpos tiveram como fonte: DAKO. Foi utilizado o clone EP
1, com diluigdo “pronta para uso” no anticorpo RE. O RP, com dilui¢do também “pronta
para uso”, com clone PgR636 ¢ o anticorpo HER-2 foi utilizado numa dilui¢do 1:1000,
clone SP3.

2.3-Avaliacdo morfologica

Ap0s a selecdo dos 76 casos triplo negativos foram revisadas todas as respectivas
laminas coradas pelas coloracGes de hematoxilina-eosina (HE) das bidpsias percutaneas
por agulha grossa das lesdes mamarias. Foram avaliadas trés caracteristicas morfolégicas,
separadamente, por dois autores patologistas (M.E.A.M. e J.0.C.): inflamacgdo, estroma e
celularidade tumoral.

Foi avaliado apenas infiltrado inflamatdrio mononuclear representado por linfocitos
intratumorais. A inflamacdo, a quantidade de estroma intratumoral e a celularidade tumoral
foram graduados de acordo com a intensidade em cruzes/porcentagens: 1+ (0 a 25%), 2+
(26 a 50%); 3+ (51 a 75%); 4+ (> 75%). Sendo que 1+ foi considerado “pouco/nenhum”;
2+ e 3+ “moderado” e 4+ “intenso”. Para efeito de comparagéo, 0s casos com intensidade
1+ foram denominados de 0 (negativo/escasso) e 0s casos 2+; 3+ e 4+ foram denominados
de 1 (positivo/moderado a abundante) (figuras 1, 2 e 3). As analises das caracteristicas
morfologicas foram feitas em todo o fragmento representado na lamina, em um aumento
de 200x e quando necessario, em 400x. Foi realizada a média da variavel em toda a leséo
invasora. Nao foram consideradas na graduagéo areas de necrose e areas sem invaséo e/ou

areas ndo tumorais (18).
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Figura 1: Exemplos de semiquantificacdo usada para avaliar a intensidade de infiltrado linfocitario (escala
de cruzes). A: 1+ (0 a 25% de linfdcitos); B: 2+ (26 a 50% de linfécitos); C: 3+ (51 a 75% de linfdcitos); D:
4+ (> 75% de linfocitos); coloracdo H &E, x200.
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Figura 2: Exemplos de semiquantificacdo usada para avaliar a intensidade de estroma intratumoral (escala
de cruzes). A: 1+ (até 25% de estroma); B: 2+ (26 a 50% de estroma); C: 3+ (51 a 75% de estroma); D: 4+
(> 75% de estroma); coloragdo H &E, x200.

Figura 3: Exemplos de semiquantificacdo usada para avaliar a intensidade de celularidade tumoral (escala
de cruzes). A: 1+ (até 25% de celularidade); B: 2+ (26 a 50% de celularidade); C: 3+ (51 a 75% de
celularidade); D: 4+ (> 75% de celularidade); coloracdo H &E, x200.

2.4-Avaliacdo da resposta a quimioterapia neoadjuvante

Ap0s a graduagdo morfologica foi feita uma associacao desses grupos morfologicos
com as respostas ao tratamento quimioterapico neoadjuvante. A avaliacdo da resposta a
quimioterapia neoadjuvante foi feita através do estudo histopatolégico das pecas cirdrgicas
mamarias. Na macroscopia, as pecas foram mapeadas e posteriormente, foram realizadas
amostras representativas de todo o leito tumoral. Pecas que ndo apresentaram neoplasia
residual foram completamente amostradas para o exame histopatologico. A resposta a
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quimioterapia foi classificada como: resposta patolégica completa (RPC), parcial e sem
resposta conforme a classificagdo do American Joint Committee on Cancer (19).

Sendo assim, A RPC foi avaliada pela anélise histopatologica e caracterizada por
auséncia de neoplasia invasora residual na mama e auséncia de metastase/micrometastase
linfonodal. Presenca de carcinoma in situ apds tratamento, com auséncia de carcinoma
invasor também foi considerado RPC. Quando havia tumor infiltrativo residual na mama
e/ou metastase em linfonodos, com diminuicdo do tamanho do tumor original e presenca
de fibrose hialina entre outras caracteristicas de resposta na microscopia foi considerado
resposta parcial e quando ndo havia alteracdo no tamanho do tumor, ou havia aumento do

volume tumoral foi considerado auséncia de resposta & quimioterapia (19).

2.5-Analise estatistica

Para verificar a associagdo entre a variavel “reposta a quimioterapia” e as variaveis
explanatdrias (inflamacéo, estroma, celularidade tumoral e tamanho) foi realizado um teste
Qui quadrado ou Exato de Fisher, quando necessario. Considerou-se como nivel de
significancia p < 0,05. Todas as anélises foram elaboradas usando-se o programa estatistico
SAS versdo 9.4.

56



3- RESULTADOS

Na anélise epidemioldgica, observou-se que das 73 pacientes, 41 (56,16%) delas
tinham idade inferior ou igual a 50 anos, sendo que 17 (23,29%) delas apresentavam idade
menor ou igual a 40 anos e 24 (32,88%) entre 40 a 50 anos. Além disso, 32 mulheres
(43,84%) tinham mais de 50 anos. As analises descritivas do tamanho inicial,
caracteristicas morfoldgicas dos tumores e a resposta & quimioterapia neoadjuvante sao
demonstradas na tabela 1. Todas as pacientes com menos de 40 anos apresentavam tumores

com medidas superiores a 2,0 cm (p=0,046) (Tabela 2).

Tabela 1. Avaliagdo clinica-epidemioldgica; caracteristicas morfologicas e resposta

a quimioterapia neoadjuvante

Tamanho N (=76) Percentual (%)
<1,0cm 4 5,26
1,1cma20cm 9 11.84
21cmab50cm 49 64,47
>50cm 14 18,42
Infiltrado

linfocitario

Ausente * 37 48,68
Presente ** 39 51,32
Estroma

intratumoral

Escasso * 14 18,42
Abundante ** 62 81,58
Celularidade

tumoral

Escassa* 18 23,68
Abundante ** 58 76,32
Resposta a

guimioterapia

Ausente 14 18,00
Parcial 43 57,00
Completa 19 25,00

*ausente/escasso: 1+; ** moderado a abundante: 2+ a 4+,
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Tabela 2. Associacao das variaveis idade e tamanho do tumor inicial

TAMANHO* P-valor
<1,0 1,1-20 2,1-5,0 >5,0
IDADE
<40 0 0 10(20,83%) 7 (50%)
40 - 50 2 (100%) 4 (44,44%) 15(31,25%) 3(21,43%) 0,046
>50 0 5 (55,56%) 23(47,92%) 4 (28,57%)

*Tamanho inicial do tumor em centimetros.

Quanto ao esquema de quimioterapia usado, dos 76 tumores, 39 casos (52%) usaram
0 esquema de 4 ciclos de doxorrubicina (antraciclina) associada a ciclofosfamida seguidos
por 8 ciclos semanais de paclitaxel (taxano) (4AC+8T), 16 deles (21%) utilizaram 4 ciclos
de doxorrubicina associada a ciclofosfamida seguidos por 12 ciclos semanais de paclitaxel
com carboplatina (4AC+12TC’); 8 casos (10%) usaram 0 esquema anterior sem a
carboplatina (4AC + 12T) e 13 (17%) usaram seis ciclos de carboplatina associado ao
taxano (6TC’). Sendo que, dos 19 tumores que tiveram resposta completa pos tratamento,
8 deles foram usados o esquema 4 ciclos de antraciclina (A) e ciclofosfamida (C), seguidos
de 12 ciclos de taxano (T) e carboplatina (C’); um caso usou 4 ciclos de AC, seguidos de
12 ciclos de T; 7 casos usaram 4 ciclos de AC + 8 ciclos de T e 3 deles o esquema de 6
ciclos de carboplatina com taxano.

A associacdo entre a variavel infiltrado inflamato6rio e a resposta a quimioterapia
neoadjuvante foi estatisticamente significativa (p = 0.0103). Dos casos que tiveram
resposta completa a quimioterapia neoadjuvante, a maioria apresentava infiltrado
inflamatdrio linfocitario (moderado a intenso) (Tabela 3). A associagcdo entre estroma
intratumoral e celularidade tumoral com a resposta a quimioterapia neoadjuvante também
estdo referidas na tabela 3.

Quando se associou as caracteristicas morfolégicas das biodpsias, infiltrado
linfocitario e estroma intratumoral, com a resposta a quimioterapia neoadjuvante,
observou-se que quando ha infiltrado inflamatorio, independente do estroma ser escasso
ou abundante, hd uma melhor resposta quimioterapica. Resultados semelhantes séo
encontrados quando se associa infiltrado inflamatério com celularidade tumoral e a
resposta a quimioterapia. Porém, ndo houve significancia estatistica nessas associagdes
(Tabela 3).
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Tabela 3. Associacdo das variaveis: infiltrado linfocitario; estroma e celularidade

tumoral com a resposta a quimioterapia neoadjuvante (resposta patoldgica)

Reposta
patologica
Ausente Parcial Completa p-
(n=14) (n=43) (n=19) valor
Infiltrado Ausente 10 (71,43%) 23 (53,49%) 4 (21,05%)
linfocitario 0,0103
Presente 4 (28,57%) 20 (46,51%) 15 (78,95%)
Estroma Escasso 2 (14,29%) 9 (20,93%) 3 (15,79%)
Intratumoral 0,8512
Abundante 12 (85,71%) 34 (79,07%) 16 (84,21%)
Celularidade | Escasso 2 (14,29%) 12 (27,91%) 4 (21,05%)
tumoral 0,6211
Abundante 12 (85,71%) 31 (72,09%) 15 (78,95%)
Resposta
Patoldgica
Infiltrado Estroma Ausente(n=14) Parcial(n=43) Completa(n=19) P-valor
Linfocitario intratumoral
Presente Abundante 4 (28,57%) 17 (39,53%) 13 (68,42%)
Presente Escasso 0 3 (6,98%) 2 (10,53%) 0,120
Ausente Abundante 8 (57,14%) 17 (39,53%) 3 (15,79%)
Ausente Escasso 2 (14,29%) 6 (13,95%) 1 (5,26%)
Infiltrado Celularidade
Linfocitario Tumoral
Presente Abundante 3 (21,43%) 15 (34,88%) 11 (57,89%)
Presente Escasso 1 (7,14%) 5(11,63%) 4 (21,05%) 0,063
Ausente Abundante 9 (64,29%) 16 (37,21%) 4 (21,05%)
Ausente Escasso 1 (7,14%) 7(16,28%) O

Houve associacdo de tumores com tamanho entre 2,0 cm a 5,0 cm, infiltrado

inflamatdrio e resposta a quimioterapia (p = 0,006). Quando associam 0s outros tamanhos,

o0 valor de p ndo foi significativo. Os dados estdo resumidos na tabela 4.
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Tabela 4. Associacdo de tamanho tumoral, infiltrado linfocitario e resposta

patoldgica a quimioterapia

Tamanho* <1,0 (N=4)
Infiltrado linfocitario P-valor
Ausente Presente
Resposta
patolégica
Ausente 1(33,33%) 0 0,75
Parcial 2(66,67%) 1 (100%)
Completa 0 0
Tamanho* >1,0e<2,0 (N=9)
Infiltrado linfocitario P-valor
Ausente Presente
Resposta
patolégica
Ausente 1(20%) 0
Parcial 2(40%) 3(75%) 1,0
Completa 2(40%) 1(25%)
Tamanho*>2,0e<5,0 (N=49)
Infiltrado linfocitario P-valor
Ausente Presente
Resposta
patoldgica
Ausente 7(35%) 2(6,90%0) 0,006
Parcial 11(55%) 14(48,28%)
Completa 2(10%) 13(44,83%)
Tamanho* > 5,0 (N=14)
Infiltrado linfocitario P-valor
Ausente Presente
Resposta
patologica
Ausente 1(11,11%) 2(40%)
Parcial 8 (88,89%) 2(40%) 0,094
Completa 0 1(20%)

* Tamanho avaliado em centimetros
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4- DISCUSSAO

O presente estudo apresenta uma casuistica de 76 casos de CMTN, no qual foram
avaliadas as caracteristicas morfoldgicas das neoplasias, infiltrado linfocitario, estroma e
celularidade tumoral e associados com & resposta quimioterapica neoadjuvante, e
analisadas as caracteristicas clinico-patoldgicas, como idade e tamanho tumoral. Apesar da
limitacdo do tamanho relativamente pequeno da amostra, ha associacdes significativas que
confirmam a importancia que o infiltrado linfocitario tem e que sua presenca esta
relacionada a uma boa resposta ao tratamento quimioterdpico (resposta patoldgica
completa).

A resposta patoldgica completa pos quimioterapia é um importante fator preditor de
sobrevida. Em nosso estudo, 25% dos casos tiveram resposta completa & quimioterapia
neoadjuvante. Esse valor estd um pouco inferior aos observados na literatura (20-22). O
grupo de trabalho internacional CTNeoBC (Collaborative Trials in Neoadjuvant Breast
Cancer), que fez uma analise conjunta de 12 ensaios de esquemas quimioterapicos
neoadjuvantes em carcinomas mamarios, com antraciclinas e taxanos, entre 1990 e 2011,
encontraram uma taxa de 34% de respostas patolégicas completas pés QN, num total de
1157 casos de CMTN (21). Outro estudo, Zhang L et al (22), mostraram que 26 pacientes
(45%), de um total de 58 mulheres com CMTN, atingiram resposta completa p6s QN.
Todas as pacientes do seu estudo receberam um esquema padrao de quimioterapicos (4 AC
+ 12 T). Quando comparamos nossa casuistica, a maioria da nossa populacgéo (52%) usou
0 esquema de (4 AC + 8T), ou seja, 4 ciclos semanais a menos de taxano, talvez essa seja
a justificativa da menor taxa de resposta completa da nossa populagdo. O presente estudo
apresenta um aspecto limitante, por ser retrospectivo, num intervalo de 10 anos, o
tratamento quimioterapico ndo esta uniformizado, tendo sido utilizados esquemas
diferentes de quimioterapias.

Alguns estudos concluiram que os triplo negativos, em geral, tem niveis de infiltrado
linfocitario mais elevados (22-25). Em nossa pesquisa, 51,32% dos tumores apresentavam
moderada a intensa quantidade de linfocitos intratumorais, evidenciando que mais da
metade dos nossos casos haviam niveis elevados de infiltrado linfocitério, estando de
acordo com o observado na literatura. O infiltrado linfocitario é um importante pardmetro

morfol6gico a ser avaliado, jd que esta associado com boas respostas a quimioterapia

61



neoadjuvante nos carcinomas mamarios, consequentemente associado a melhor sobrevida
dos pacientes (22,24). A nossa andlise corrobora esses estudos, evidenciando uma
associacao significativa de que a presenca de infiltrado linfocitario (moderado a abundante)
estd associado a uma resposta patoldgica completa. A nossa casuistica revela que quase a
totalidade dos tumores (78,95%) com resposta completa ao tratamento apresentam
infiltrado linfocitario, enquanto na minoria deles, os linfocitos estdo ausentes.

O infiltrado linfocitario presente nos tumores € de extrema relevancia,
especialmente visando possibilidades terapéuticas imunomoduladoras. Atualmente, a
imunoterapia que utiliza o proprio sistema imunoldgico do paciente para erradicar e atingir
células neoplasicas, estd sendo explorada como tratamento para os CMTN. Ja existem
drogas sendo recomendadas para a préatica clinica, como por exemplo, o Atezolizumab e
Avelumabe, que tem como alvo a proteina ligante de morte programada 1 (PD-L1), e
também o Nivolumabe e Pembrolizumabe, que tem a proteina de morte celular programada
1 (PD-1) como alvos, deixando a resposta antitumoral mais potente (23,24,26).

Os estudos na literatura tém abordado a relagdo do infiltrado linfocitario com a
resposta a quimioterapia, sem levar em consideracdo a associacdo de estroma e celularidade
tumoral (18,22,24). Em nosso estudo, apesar da associacdo nao ser significativa, observou-
se que quando ha infiltrado inflamatdrio linfocitéario, independente do estroma ser escasso
ou abundante, hd& uma melhor resposta quimioterapica. Os mesmos resultados sao
encontrados quando associa infiltrado inflamat6rio com celularidade tumoral e a resposta
a quimioterapia. Independente da celularidade do tumor ser escassa ou abundante, quando
esta associado a infiltrado inflamatério (moderado a intenso) ha mais respostas completas
ou parciais. Ou seja, o infiltrado linfocitario é essencial para uma melhor resposta ao
tratamento neoadjuvante independentemente da quantidade de estroma e de células
tumorais existentes.

Ao avaliar a correlacdo do tamanho do tumor, resposta do hospedeiro, analisada pelo
infiltrado linfocitario e sua consequente resposta a quimioterapia, foi observada que a Gnica
associacao significativa foi nos tumores intermediarios (> 2,0 e < 5,0 cm). Do total de
tumores que tiveram resposta completa a quimioterapia neoadjuvante, a maioria eram
tumores intermediarios e desses quase todos apresentavam moderado a abundante
infiltrado linfocitario. Ou seja, foi observado que tamanhos intermediarios apresentam uma
boa resposta tumoral do hospedeiro, com moderado a abundante infiltrado linfocitario e
uma consequente boa resposta a quimioterapia, pela presenca de linfocitos. Porém, essa

associacao tem um fator limitante, que é a maior concentra¢do dos pacientes nesse grupo
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de tumores de tamanho intermediario e uma pequena amostra dos outros tamanhos,
podendo ter influenciado nesse resultado.

O CMTN é mais comum em mulheres mais jovens, quando comparado com 0s outros
subtipos (27-29). Em consonancia com esses estudos nossa casuistica demonstrou que mais
da metade das mulheres com esse diagndéstico tem idade inferior ou igual a 50 anos. Além
disso, pacientes mais jovens apresentaram tumores maiores em nosso estudo, equivalente
aos dados da literatura, que demonstraram que mulheres jovens apresentavam tumores em
estadgio mais avancgado e consequentemente de tamanhos maiores, com pior sobrevida (30,
31).

O CMTN é um dos subtipos mais agressivos, com dificuldades terapéuticas
especificas, portanto, tém-se procurado marcadores progndsticos a fim de se identificar
aquelas pacientes que evoluirdo com pior desfecho e criar estratégias para modificar de
alguma forma seu tratamento e curso evolutivo. Esse estudo se torna relevante e colaborou
com informagfes importantes sobre prognostico, reforcando que o infiltrado linfocitério
presente nos tumores esta associado a melhores respostas a quimioterapia, diferentemente
do estroma intratumoral e celularidade tumoral, que ndo se associaram significativamente
com a resposta ao tratamento. Em suma, dentro dos parametros avaliados, o infiltrado
linfocitario € um preditor de boa resposta ao tratamento quimioterapico (resposta
patolégica completa). E o critério morfolégico mais importante e significativo para a
avaliacdo prognostica dos tumores triplo negativos, corroborando com os achados da

literatura.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem as seguintes conclusdes:

Os CMTN séo frequentes em mulheres com idade inferior ou igual a 50

anos.

Os CMTN, em geral, tem niveis de infiltrado linfocitario mais elevados. O
infiltrado linfocitario é um importante parametro morfolégico a ser
avaliado, ja que estd associado com boa resposta a quimioterapia
neoadjuvante (resposta patoldgica completa). Independentemente do
estroma e da celularidade tumoral serem escassos ou abundantes, quando o
tumor apresenta moderado a intenso infiltrado linfocitario, esta associado a

uma melhor resposta ao tratamento quimioterapico.

N&o houve associagdo do estroma tumoral e/ou celularidade tumoral com a

resposta a quimioterapia neoadjuvante.
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