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RESUMO 

 

Diversos fatores de risco ambientais e genéticos estão associados ao 

desenvolvimento do câncer de mama, cuja detecção depende de fatores clínicos, imagem 

e da avaliação histopatológica. O tumor de mama triplo negativo (TNBC) é caracterizado 

pela ausência de expressão de receptores hormonais e HER2. A quimioterapia 

neoadjuvante é a abordagem preferencial para tumores localmente avançados, e a 

presença de infiltrados linfocitários tumorais (TILs) superexpressos é relacionada a 

melhores desfechos, atuando como marcadores de bom prognóstico. O microRNA miR-

155 tem sido identificado como um marcador biológico elevado em casos de carcinoma 

ductal de mama, e entender sua relação com TILs é essencial para associá-lo a potenciais 

alvos terapêuticos. 

Este estudo, de desenho transversal, utilizou amostras de biópsias e de tecidos 

mamários cirúrgicos após quimioterapia neoadjuvante em 37 pacientes com TNBC no 

Distrito Federal. Foram realizadas análises para identificar associações entre a expressão 

de TILs e a resposta ao tratamento clínico neoadjuvante, assim como a associação com 

expressão de outros marcadores teciduais tumorais como CD3 e miR-155. Dados clínicos 

foram coletados, análises moleculares realizadas por RT-qPCR e a expressão de 

marcadores foi avaliada via imuno-histoquímica. Testes de regressão logística e curvas 

ROC foram aplicados, considerando um nível de significância de p < 0,05. 

Os resultados mostraram que 44,1% das pacientes alcançaram resposta patológica 

completa (pCR). A expressão de CD3 foi identificada como um preditor significativo da 

expressão de TILs, especialmente em conjunto com miR-155. Amostras foram 

classificadas em TILs baixos e altos, revelando que a expressão de miR-155 foi maior em 

tumores com alto grau de TILs (2,655 vs. 1,310; P=0,0379). A acurácia de miR-155 como 

biomarcador para identificar tumores com alta infiltração linfocitária foi de 81% (AUC 

0,81; P=0,0357). Quando combinado com o marcador CD3, a acurácia aumentou para 

98% (AUC 0,98; P=0,0011), apresentando 100% de sensibilidade e 87,5% de 

especificidade. Esses resultados indicam que a combinação miR-155 e CD3 é promissora 

para diagnóstico e prognóstico em câncer de mama triplo negativo, orientando 

tratamentos personalizados. No entanto, são necessários novos estudos com um número 

maior de amostras em coortes independentes para validar os achados. 

 

Palavras-chave: Câncer de mama triplo negativo; TILs; biomarcadores; microRNA; 

miR-155 



 

ABSTRACT 

 

Various environmental and genetic risk factors are associated with the 

development of breast cancer, the detection of which depends on clinical, imaging, and 

histopathological factors. Triple-negative breast cancer (TNBC) is characterized by the 

absence of expression of hormone receptors and HER2. Neoadjuvant chemotherapy is 

the preferred approach for locally advanced tumors, and the presence of overexpressed 

tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) is related to better outcomes, serving as markers 

of favorable prognosis. MicroRNA miR-155 has been identified as a biological marker 

elevated in cases of ductal carcinoma of the breast and understanding its relationship with 

TILs is essential for associating it with potential therapeutic targets. 

This cross-sectional study utilized biopsy and surgical breast tissue samples 

following neoadjuvant chemotherapy in 37 patients with TNBC in the Federal District. 

Analysis was performed to identify associations between TIL expression and response to 

neoadjuvant clinical treatment, as well as the association with expression of other tumor 

tissue markers such as CD3 and miR-155. Clinical data were collected, molecular 

analyses were performed via RT-qPCR, and marker expression was assessed by 

immunohistochemistry. Logistic regression tests and ROC curves were applied, with a 

significance level set at p < 0.05. 

The results showed that 44.1% of patients achieved a complete pathological 

response (pCR). The expression of CD3 was identified as a significant predictor of TIL 

expression, particularly in conjunction with miR-155. Samples were classified as having 

low TILs and high TILs, revealing that miR-155 expression was higher in tumors with a 

high grade of TILs (2.655 vs. 1.310; P=0.0379). The accuracy of miR-155 as a biomarker 

for identifying tumors with high lymphocytic infiltration was 81% (AUC 0.81; 

P=0.0357). When combined with the marker CD3, the accuracy increased to 98% (AUC 

0.98; P=0.0011), demonstrating 100% sensitivity and 87.5% specificity. These results 

indicate that the combination of miR-155 and CD3 is promising for diagnosis and 

prognosis in triple-negative breast cancer, guiding personalized treatments. However, 

further studies with a larger number of samples in independent cohorts are necessary to 

validate the findings. 

 

Keywords: Triple-negative breast cancer; TILs; biomarkers; microRNA; miR-15 
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I. INTRODUÇÃO 

 

1.    Definição de Câncer 

 

As células humanas crescem e se multiplicam por um processo de divisão celular 

rigorosamente controlado, assim formando novas células conforme as necessidades 

fisiológicas de cada tecido do organismo (1). Quando as células envelhecem ou são 

danificadas, elas morrem e novas células ocupam seu lugar. Às vezes, esse processo 

ordenado falha por mutação na estrutura do DNA e esse dano é perpetuado em células 

anormais que crescem e se multiplicam formando tumores que podem ser cancerígenos 

ou não cancerígenos (benignos) (2). Essa é uma doença que pode surgir praticamente em 

qualquer órgão do corpo humano, que é composto por trilhões de células (3).  

O câncer é uma doença genética caracterizada por mutações no DNA, que podem 

ser induzidas por substâncias ambientais nocivas, como os produtos químicos presentes 

na fumaça do tabaco e a radiação ultravioleta do sol, ou podem ser herdadas dos pais. A 

combinação única dessas alterações resulta na formação de tumores malignos (4). 

 

Figura 1. Surgimento do câncer – modificado de National Cancer Institute (5) 

 

 

 

2. Epidemiologia 

 

Estima-se que uma em cada quatro pessoas desenvolverá câncer em algum 

momento da vida. Essa doença é a principal ou a segunda causa de morte prematura em 

muitos países, com óbitos ocorrendo antes dos 70 anos. Na população feminina, a 

incidência e a mortalidade por câncer de mama estão aumentando rapidamente em todo 

o mundo, com uma em cada cinco mulheres tendo diagnóstico de câncer de mama ao 

longo da vida. 

 

Estrutura do DNA DNA danificado
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Tumores Femininos 

Tipo de Câncer Incidência (6)  (Dados 

Mundiais) (7) 
Incidência (Dados Brasil)  (8) 

Câncer de mama 2,3 milhões (24,5%) 73.610 mil (30,1%) 

Câncer de cólon e reto 865 mil (9,4%) 23.660 mil (9,7%) 

Câncer de pulmão 771 mil (8,4%) 14.540 mil (6%) 

Câncer de colo de útero 604 mil (6,5%) 17.010 mil (7%) 

 

 

Figura 2. Figura que ilustra a tabela de incidência dos tipos de cânceres no mundo e no Brasil, incluindo 

tumores femininos e tumores masculinos (7) (8). 

 

 

A estimativa de 2023 foi de 43.170 mortes por câncer de mama no mundo (9) e 

aproximadamente 18.000 mortes no Brasil (8). 

Compreender a biologia tumoral é fundamental para elucidar as razões por trás da 

alta incidência de câncer no mundo, especialmente o câncer de mama. A análise detalhada 

da fisiopatologia tumoral permite identificar os processos celulares e moleculares que 

contribuem para o desenvolvimento e a progressão do câncer (4). Além disso, esse 

conhecimento é crucial para a identificação de marcadores biológicos que podem 

influenciar a formação do câncer, possibilitando a formulação de estratégias diagnósticas 

e terapêuticas mais eficazes. Ao investigar os fatores que desencadeiam e sustentam o 

crescimento tumoral, podemos não apenas entender as nuances do câncer, mas também 

desenvolver intervenções direcionadas que visem melhorar os desfechos clínicos e 

aumentar a sobrevida das pacientes (10). 

 

Tumores Masculinos  

Tipo de Câncer Incidência (novos casos) (7) Incidência (Dados Brasil)  (8) 

Câncer de pulmão 1,4 milhão (14,3%) 18.020 mil (7,5%) 

Câncer de próstata 1,3 milhão (14,1%) 71.730 mil (30%) 

Câncer de cólon e reto 1 milhão (10,6%) 21.970 mil (9,2%) 

Câncer de estômago 719 mil (7,1%) 13.340 mil (5,6%) 
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3. Biologia do Câncer de mama 

 

3.1 Anatomia da mama 

 

As mamas são órgãos pares superficiais derivadas de glândulas sudoríparas 

modificadas e situam-se entre a segunda e a sexta costela. Possui pele fina com folículos 

pilosos, glândulas sebáceas e sudoríparas. A camada subcutânea possui tecido adiposo, 

vasos venosos, arteriais e linfáticos e nervos (11).  

A glândula mamária é dividida em 15 a 20 lobos, sendo que cada lobo é drenado 

por um ducto coletor correspondente convergindo até a papila em arranjo radial. Cada 

uma contém 20 a 40 lóbulos, que por sua vez consistem em 10 a 100 alvéolos. A fáscia 

peitoral superficial envolve toda a mama (12). 

                      
Figura 3. Representação esquemática da mama. A. Mama com lóbulos, ductos, vasos e tecido conjuntivo. 

B. Sistema lóbulo-ductal. C e D. Representação histológica do tecido mamário. Modificado de 

https://brasilescola.uol.com.br/biologia/mamas.htm e https://anatpat.unicamp.br/lamgin21.html  

 

O parênquima da mama é composto pelo epitélio ductal disposto em duas 

camadas: epitelial luminal, com células cuboides ou colunares, e a camada basal com 

células mioepiteliais contráteis. O estroma é composto por tecido conjuntivo, vaso e 

nervos (12).  

A sustentação mamária ocorre pelos ligamentos suspensórios de Cooper e a 

irrigação arterial ocorre predominantemente pelas artérias mamárias interna e externa. A 

drenagem linfática é direcionada em 97% para linfonodos em axila ipsilateral e 3% para 

mamária interna (12,13).  

A B 

C

 

D
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Os linfonodos axilares, estão divididos com base em sua localização, sendo 

classificados em níveis I, II e III de Berg. Já os linfonodos da mamária interna repousam 

em espaços intercostais em região para esternal (11). 

 

3.2 Tipos Histológicos 

 

Embora existam tumores de origem não epitelial, como sarcomas ou tumores de 

pele, esses casos são raros e não são o foco deste estudo, pois não se classificam como 

câncer de mama, apesar de sua apresentação nessa localidade (14). 

Na avaliação patológica macroscópica, essas lesões manifestam-se como massas 

duras, branco-acinzentadas e arenosas, que invadem o tecido circundante de maneira 

aleatória, resultando em uma forma irregular e estrelada característica. 

Microscopicamente, as lesões apresentam cordões e ninhos de células tumorais com 

características citológicas que variam de brandas a altamente malignas. À medida que as 

células malignas se infiltram no estroma mamário e no tecido adiposo, induzem uma 

resposta fibrosa, muitas vezes resultando em massa clinicamente palpável, com densidade 

radiológica e características ultrassonográficas sólidas típicas dos carcinomas invasivos 

(15) (16). 

O tipo mais comum de câncer de mama é o carcinoma ductal infiltrante, 

representando 40 a 70% dos casos. Outros tipos incluem o carcinoma lobular infiltrante 

(5 a 15%), carcinoma apócrino (4%), carcinoma mucinoso (2%), carcinoma tubular 

(1,6%), carcinoma micropapilar (0,9 a 2%), carcinoma metaplásico (0,2 a 1%) e 

carcinoma cribriforme (0,4%). O carcinoma ductal infiltrante também é conhecido como 

carcinoma infiltrante de nenhum tipo especial ou carcinoma infiltrante não especificado 

de outra forma (SOE) (17). 

Alguns carcinomas lobulares infiltrantes apresentam uma aparência macroscópica 

semelhante à dos carcinomas ductais infiltrantes. Por essa razão, é necessário investigar 

a presença da proteína E-caderina, responsável pela adesão das células epiteliais, através 

de imuno-histoquímica. Essa proteína está presente nos tumores ductais e ausente nos 

lobulares (18). 
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Figura 4. A - Carcinoma Ductal Infiltrante; B - Carcinoma Lobular Infiltrante (19) 

 

Os carcinomas infiltrantes são classificados em três graus, com base em uma 

combinação de características arquiteturais e citológicas, geralmente avaliadas por um 

sistema de pontuação que considera três parâmetros (20): 

 

 

Grau 1 

 

Bem diferenciado 

Células que infiltram o estroma como ninhos 

sólidos de glândulas. Os núcleos são 

relativamente uniformes com pouca ou nenhuma 

evidência de atividade mitótica 

 

Grau 2 

 

Moderadamente diferenciado 

Células que infiltram como ninhos sólidos com 

alguma diferenciação glandular. Há algum 

pleomorfismo nuclear e uma taxa mitótica 

moderada 

 

Grau 3 

 

Pouco diferenciado 

Compostos de ninhos sólidos de células 

neoplásicas sem evidência de formação de 

glândulas. Há atipia nuclear acentuada e 

atividade mitótica considerável 

 

Figura 5. Explicação do grau nuclear do câncer de mama (20). 

 

A definição histológica do câncer de mama é fundamental para a caracterização 

do tumor. Além disso, marcadores moleculares também desempenham um papel crucial 

na orientação do tratamento adequado. A análise imuno-histoquímica proposta por Perou 

no início dos anos 2000 permanece amplamente reconhecida e utilizada na prática clínica 

(21). 

A B
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3.3. Classificação imuno-histoquímica do câncer de mama 

 

As variadas formas de câncer de mama incluem subtipos que apresentam 

características específicas, as quais orientam as estratégias de tratamento. Portanto, todos 

os cânceres de mama recém-diagnosticados devem ser avaliados por meio de imuno-

histoquímica, um procedimento baseado em reações químicas entre proteínas das células 

tumorais e anticorpos marcados que identificam a expressão dos receptores de estrogênio 

(ER), progesterona (PR) e a superexpressão do receptor do fator de crescimento 

epidérmico humano 2 (HER2). Essas informações são fundamentais para fins 

prognósticos e terapêuticos (21). 

Um tumor é considerado positivo para ER e PR quando esses receptores estão 

presentes em mais de 1% das células tumorais, representando aproximadamente 80% dos 

casos de câncer de mama (14). A superexpressão do HER2 ocorre em 15 a 20% dos 

pacientes, detectada por coloração intensa da membrana em mais de 10% das células 

tumorais invasivas (IHC 3+) ou pela amplificação do gene HER2 por hibridização in situ 

fluorescente, com proporção de HER2/CEP17 (sonda centromérica do cromossomo 17) 

≥ 2,0 e ≥ 4 sinais de cópia de HER2 por célula. Tumores que não expressam nenhum 

desses fatores são classificados como triplo negativos, correspondendo a 10 a 15% dos 

casos (22).  

 

3.3.1. Tumores Receptores Hormonais positivo 

 

Esses tumores são classificados como luminais, conforme a publicação 

emblemática de Charles Perou (21). Os receptores estão localizados nas células-alvo e 

atuam como fatores de transcrição dependentes de ligante. Quando um estrogênio ou um 

análogo de estrogênio se liga ao receptor de estrogênio (ER) no núcleo celular, ocorre 

alteração na conformação do domínio de ligação, permitindo interações com coativadores 

se o ligante for um agonista e bloqueando essas interações se for um antagonista, 

afetando, assim, as taxas de transcrição de genes responsivos ao estrogênio (23).  

Em 2020, passou a ser recomendado que os cânceres com 1 a 10 por cento das 

células com coloração para ER deveriam ser relatados como uma nova categoria, "ER 

baixo positivo". Os dados são limitados para apoiar a terapia endócrina nesse cenário, 

pois o comportamento desses tumores geralmente se assemelha mais ao dos tumores 

triplo negativos do que aos luminais (24). 
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3.3.2. Tumores com superexpressão de HER2 

 

O oncogene HER2 pertence à família dos receptores do fator de crescimento 

epidérmico (EGFR), que são fundamentais na ativação de vias de transdução de sinal 

responsáveis pelo crescimento e diferenciação de células epiteliais, além da angiogênese 

(25).  

Níveis elevados de expressão de HER2 indicam que as pacientes se beneficiam de 

tratamentos direcionados a esse receptor. O HER2 pode ser identificado principalmente 

por meio de ensaios de Western blotting, ELISA (ensaio imunoenzimático) ou imuno-

histoquímica (IHC). Se o resultado for indeterminado, outras técnicas como hibridização 

in situ (ISH), hibridização in situ fluorescente (FISH), hibridização in situ cromogênica 

(CISH), hibridização in situ realçada por prata (SISH) ou PCR (reação em cadeia da 

polimerase) podem ser utilizadas (26). 

A coloração por IHC é classificada da seguinte maneira: IHC 3+: coloração 

intensa da membrana em >10% das células tumorais (considerado HER2 positivo); IHC 

2+: coloração incompleta ou moderada em >10% das células tumorais (considerado 

indeterminado); IHC 1+: coloração fraca em >10% das células tumorais (relatado como 

HER2 negativo); IHC 0: nenhuma coloração observada ou coloração muito fraca em 

<10% das células tumorais (também considerado HER2 negativo). Resultados IHC 2+/3+ 

geralmente requerem testes adicionais de ISH e FISH (27). 

 

3.3.3. Tumores triplo negativos (Vide item 7) 

 

Esses tumores não expressam receptores hormonais nem proteínas da família 

HER2 (21). Por ser o foco deste estudo, uma descrição mais detalhada será apresentada 

posteriormente 

 

4. Fatores de risco para câncer de mama 

  

Globalmente, o câncer de mama é a principal causa de mortalidade por causa 

oncológica na população feminina, representando 15,5% de todos os casos (28). Em 2021, 

o Brasil registrou 18.139 óbitos por câncer de mama feminina, correspondendo a um risco 

de 16,4%. Embora não seja o tipo mais agressivo, esses números refletem a alta 
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prevalência do tumor na população feminina, tornando essencial a prevenção e o 

diagnóstico precoce (29).  

Diversos fatores de risco estão associados ao desenvolvimento do câncer de 

mama, sendo o principal o sexo feminino, com uma incidência cem vezes maior em 

mulheres do que em homens (30). 

O risco de câncer de mama aumenta com a idade. Dados do banco de dados 

Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER) mostram que a probabilidade de 

uma mulher desenvolver câncer de mama é: 2,1% do nascimento aos 49 anos; 2,4% de 

50 a 59 anos; 3,5% de 60 a 69 anos; e 7,0% para 70 anos ou mais, resultando numa 

probabilidade cumulativa de 12,9% do nascimento até a morte (31). 

Fatores de risco relacionados à história reprodutiva da mulher incluem 

nuliparidade, menarca precoce, menopausa tardia e idade avançada ao ter o primeiro 

filho. A menopausa tardia está associada a um risco relativo elevado de 2,9% de câncer 

de mama para cada ano de atraso em relação à idade média da menopausa natural. A idade 

média da menopausa aumentou de aproximadamente 49 anos em 1908 para 51,4 anos 

atualmente (30), (32).  

Ainda em relação a fatores não modificáveis, é importante ressaltar a história 

familiar. Ter um parente de primeiro ou segundo grau com câncer de mama é considerado 

um fator de risco, mesmo na ausência de alterações genéticas conhecidas (30).  Estima-

se que cerca de 5% a 10% dos tumores malignos mamários estejam associados a genes 

de predisposição hereditária (25, 26). Os principais genes envolvidos são BRCA1, 

BRCA2, PALB2, TP53, PTEN, CDH1, CHEK2 e ATM. Esses cânceres hereditários 

frequentemente apresentam mutações de alta penetrância, podendo ser transmitidos 

verticalmente por meio de um dos pais e, muitas vezes, estão associados a outros tipos de 

tumores (33), (34). 

Lesões proliferativas com atipias, como hiperplasia ductal atípica (HDA), 

hiperplasia lobular atípica (HLA) e carcinoma lobular in situ (CLIS), também estão 

associadas ao aumento do risco de câncer de mama, podendo elevar a probabilidade em 

11,3% em 10 anos (35). 

 Considerando os fatores de risco modificáveis, o sobrepeso e a obesidade 

demonstram um risco significativo para mulheres, especialmente após a menopausa. Uma 

meta-análise indicou um aumento de 82% no risco relativo de câncer de mama para os 

receptores hormonais positivos nesse contexto, quando comparadas a pacientes com 

baixo índice de massa corporal (IMC) (36).  
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 O consumo excessivo de álcool está associado a um aumento do risco de câncer 

de mama, possivelmente devido aos efeitos carcinogênicos dos metabólitos do álcool e à 

interferência no metabolismo do estrogênio, além de possíveis déficits nutricionais. O 

NCCN recomenda limitar o consumo de álcool a no máximo uma dose por dia e sugere 

a suplementação com ácido fólico para essas pacientes (30). 

 Com o aumento da expectativa de vida, a terapia de reposição hormonal mulheres 

na pós-menopausa passou a ser um grande aliado na qualidade de vida. No entanto, a 

exposição prolongada ao estrogênio e à progesterona está diretamente relacionada a um 

maior risco de desenvolvimento de câncer de mama. O estudo WHI, que acompanhou os 

pacientes por 20 anos, constatou um aumento de 28% no risco entre usuárias de terapia 

hormonal combinada a longo prazo, mas sem impacto na mortalidade por câncer de mama 

(37). 

Entre outros hábitos de vida, a prática regular de atividade física é considerada um 

fator protetor, evidenciando menores taxas de câncer de mama em mulheres ativas em 

comparação às sedentárias (38). A amamentação também entra nessa lista de atividades 

que diminuem a chance de desenvolver a doença, pois considerando a fisiologia celular 

mamária, as células só atingem o tipo IV após a mama se tornar lactante, sendo esse tipo 

celular o mais diferenciado e estável. Uma análise de 47 estudos epidemiológicos estimou 

que, para cada 12 meses de amamentação, o risco relativo para câncer de mama diminuiu 

cerca de 4,3% (39).  

Além disso, a ooforectomia realizada antes dos 45 anos demonstrou, em um 

estudo prospectivo, uma redução de 10% na probabilidade de desenvolvimento de câncer 

de mama (40). 

 

5. Diagnóstico e rastreamento do câncer de mama 

 

5.1 Exame clínico 

 

O diagnóstico do câncer de mama fundamenta-se em critérios clínicos, 

imaginológicos e histopatológicos. O autoexame é o exame das mamas para o 

autoconhecimento e deve ser realizado pela própria mulher e deve ser incentivado 

preferencialmente do primeiro ao sétimo dia do ciclo menstrual. Apesar de não ter um 

impacto real na mortalidade pode, em alguns casos, detectar o câncer de mama (41).  
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A anamnese da paciente deve incluir a história clínica, comorbidades, cirurgias 

mamárias prévias, uso de medicamentos além da história familiar. O exame físico deve 

ser realizado por profissionais capacitados e abrange a inspeção estática e dinâmica, bem 

como palpação das mamas e das cadeias ganglionares adjacentes, incluindo 

supraclaviculares, infraclaviculares, mamária interna e axilares (42), (43). 

 

5.2 Métodos de imagem 

 

O exame de imagem é o principal aliado no diagnóstico do câncer de mama. A 

mamografia é o método mais eficaz na detecção do câncer, com impacto significativo na 

redução da mortalidade, permitindo identificar a doença de um a quatro anos antes de se 

tornar clinicamente evidente. Por essa razão é utilizada como método de rastreamento, 

apresentando sensibilidade de 84,4% e especificidade de 90,8% (44). A mamografia 

digital com tomossíntese aumenta as taxas de detecção de câncer e o valor preditivo 

positivo do exame (45).  

  O ultrassom deve ser utilizado como um exame complementar e não como método 

de rastreamento, pois pode elevar o número de falsos positivos quando aplicado dessa 

forma (46). Quanto à ressonância magnética, não há evidências que justifiquem seu uso 

em pacientes de baixo risco. A adição desse exame ao rastreamento por mamografia 

aumenta a sensibilidade, mas reduz a especificidade, e deve ser reservado para pacientes 

de alto risco bem estabelecido (47). 

O Brasil, assim como ocorre em outros países em desenvolvimento, apresenta 

incidência de câncer de mama em mulheres jovens entre 40 e 49 anos maior quando 

comparados com países desenvolvidos e o rastreamento nessa faixa etária pode reduzir 

mortalidade em até 25% (48), (49). Em relação à interrupção do rastreamento é 

fundamental considerar a expectativa de vida, doenças associadas e os riscos de 

mortalidade por câncer (50). 

Para pacientes de baixo risco o rastreamento deve ser anual com mamografia a 

partir dos 40 anos. Para mulheres de alto risco recomenda-se iniciar 10 anos antes do 

membro mais jovem da família com diagnóstico de câncer de mama (ou aos 40 anos, se 

ocorrer primeiro) e, caso haja mutação em genes de alta penetrância comprovada, iniciar 

antes dos 30 anos, com rastreamento a cada 6 meses, intercalando mamografia 

(preferencialmente com tomossíntese) e ressonância magnética das mamas com 
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contraste. Se a combinação de métodos de alta complexidade não for viável o ultrassom 

deve ser considerado (51). 

Os exames de imagem devem ser classificados conforme as categorias do BI-

RADS: Categoria 0: Mamografia incompleta; necessita de avaliação adicional de 

imagem; Categoria 1: Negativa; Categoria 2: Benigna; Categoria 3: Provavelmente 

benigna; Categoria 4: Suspeita (4A: Baixa suspeita de malignidade, até 10% de chance 

de câncer; 4B: Moderada suspeita, 10-50% de chance; 4C: Alta suspeita, 50-90% de 

chance); Categoria 5: Altamente sugestiva de malignidade (maior que 95% de chance de 

câncer de mama); Categoria 6: Malignidade conhecida, comprovada por biópsia (52). 

 

5.3 Biópsia de lesões mamária suspeitas 

 

 Quando uma lesão suspeita é identificada o próximo passo é realizar uma biópsia 

percutânea, que deve ser feita ambulatorialmente. A biópsia cirúrgica só deve ser 

considerada se houver impedimentos técnicos ou se resultados inconclusivos forem 

obtidos anteriormente (53). 

 Existem três tipos de biópsia: punção aspirativa por agulha fina (PAAF), biópsia 

por agulha grossa (core biopsy) e biópsia assistida a vácuo (VAB). A PAAF tem como 

objetivo a obtenção de material celular para exame citológico (54).  

O Sistema IAC Yokohama classifica as lesões em cinco categorias, estratificadas 

de acordo com o risco de malignidade: insuficiente/inadequado, benigno, atípico, suspeito 

de malignidade e maligno (55). Quando o resultado indica algo diferente de benigno, a 

paciente deve ser submetida a uma investigação adicional, incluindo biopsia por agulha 

grossa. Porém, este método mantém sua relevância, pois a avaliação imediata proporciona 

um diagnóstico provisório, auxiliando na discussão com a paciente e contribuindo para 

redução da ansiedade (56). 

O diagnóstico histopatológico é realizado a partir do material obtido por biópsia 

por agulha grossa, seja core biopsy ou biópsia assistida a vácuo (57). Geralmente é 

colocado um clipe metálico no local da coleta para marcar a área e facilitar um 

planejamento cirúrgico futuro (58). 

 Após a coleta o espécime é enviado para avaliação do patologista, que definirá o 

diagnóstico histopatológico e o perfil molecular do câncer de mama conforme descrito 

nas seções anteriores (59).  
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5.4. Estadiamento  

 

 O estadiamento no momento do diagnóstico é essencial para o planejamento do 

tratamento e para a estimativa do prognóstico da paciente. A ferramenta mais utilizada 

para estadiamento é a classificação TNM, desenvolvida pelo American Joint Committee 

on Cancer (AJCC) e pelo International Union for Cancer Control (UICC). Essa 

classificação avalia o tamanho do tumor primário (T), o comprometimento de linfonodos 

regionais (N) e a presença de metástases à distância (M) (Figura 6) (60).  

 

 

Figura 6. Estadiamento no câncer de mama com base no tamanho do tumor, comprometimento linfonodal 

e status de comprometimento sistêmico (metástases) (60) 

 

Além dessa classificação anatômica, o perfil imuno-histoquímico (21), o grau do 

tumor e testes de análise molecular também foram incorporados para melhorar o 

estadiamento clínico e patológico, aprimorando o prognóstico e direcionando de maneira 

mais assertiva o tratamento (anexo1: Figuras 17 e 18) (60).  

T (Tamanho) N (Linfonodos) M (Metástases) Estadiamento 

Qualquer T 

Qualquer T 

Qualquer N 
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6.  Tratamento do câncer de mama  

 

As pacientes com tumores em estadiamentos iniciais geralmente são tratados com 

cirurgia como primeira linha terapêutica, e o tratamento adjuvante é definido após o 

estadiamento patológico (pT pN). Mesmo em casos de tumores localmente avançados 

submetidos à quimioterapia neoadjuvante, o estadiamento patológico (ypT ypN) é 

importante para guiar a adjuvância após o tratamento cirúrgico. Essa classificação segue 

os mesmos critérios do estadiamento clínico (61).  

 Para pacientes com tumores com receptores hormonais positivos e HER2 

negativos, a assinatura genômica do tumor pode ser utilizada para determinar a 

necessidade de quimioterapia adjuvante após a cirurgia. O Oncotype DX®, um painel de 

21 genes analisados por RT-PCR no tecido tumoral classifica pacientes com um resultado 

do recurrence score (RS) abaixo de 11 como de baixo risco, não beneficiando a 

adjuvância quimioterápica, com taxa de sobrevida livre de recorrência de 99,3% em 5 

anos para essas pacientes submetidas apenas à terapia endócrina adjuvante (62). 

 Outros painéis multigênicos, como MammaPrint, EndoPredict, PAM50 e Breast 

Cancer Index, devem ser utilizados de maneira individualizada para determinar a 

necessidade de adjuvância nesse contexto (63), (64). 

 Para pacientes com tumores HER2 positivos está estabelecido que aqueles com 

menos de 2 cm e axila negativa devem ser encaminhados para tratamento cirúrgico, 

seguidos de quimioterapia associada à terapia alvo, exceção feita aos tumores muito 

pequenos, com menos de 0,5 cm, que não requerem quimioterapia (65).  

Para tumores maiores ou com comprometimento axilar a paciente deve receber 

quimioterapia neoadjuvante e o estadiamento patológico deve ser reavaliado após a 

terapia para determinar o esquema adjuvante adequado, uma vez que a resposta completa 

permite o uso exclusivo das drogas-alvo aplicadas na neoadjuvância, enquanto a falta de 

resposta pode indicar a necessidade de alteração do esquema até completar um ano de 

tratamento (66). 

 O ponto de corte para a indicação de cirurgia como primeira linha de tratamento 

é ainda mais restrito nos tumores triplo negativos. Para esses tumores, diâmetro superior 

a 1 cm, direciona a paciente para quimioterapia neoadjuvante, e o tratamento adjuvante 

subsequente será determinado com base na resposta obtida após a reavaliação pelo novo 

estadiamento patológico do tumor (67). 
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A abordagem cirúrgica é essencial no tratamento do câncer de mama não 

metastático. Inicialmente descrita em 1894 por William Halsted, a mastectomia radical 

demonstrou eficácia na redução das taxas de recorrência local (68). Com o tempo 

surgiram alternativas menos invasivas tanto na abordagem da mama quanto na axila. Em 

1981 foi provado que a cirurgia conservadora, quando realizada com margens negativas 

e combinada com radioterapia na mama remanescente e linfadenectomia axilar, oferece 

resultados oncológicos equivalentes aos da mastectomia radical para tumores iniciais 

(69). 

Essa abordagem é segura mesmo em tumores com característica molecular 

desfavorável, como os triplo negativos, permitindo a preservação mamária sempre que 

viável (70). A cirurgia conservadora deve ser a primeira opção cirúrgica, exceto em casos 

de contraindicações, como carcinoma inflamatório de mama, doença multicêntrica sem 

resultados estéticos satisfatórios após duas cirurgias conservadoras, microcalcificações 

malignas difusas, histórico prévio de radioterapia e primeiro trimestre gestacional (71). 

A quimioterapia neoadjuvante é indicada para reduzir o tamanho dos tumores e 

aumentar as taxas de cirurgia conservadora, mesmo em tumores maiores (72). Estudos 

demonstraram que é possível realizar biópsia do linfonodo sentinela sem necessidade de 

linfadenectomia, inicialmente em pacientes com axila clinicamente negativa e, 

posteriormente, em pacientes com axila positiva que se tornaram negativas após a 

quimioterapia neoadjuvante (73), (74). 

É importante destacar que, embora numerosos estudos tenham investigado os 

potenciais benefícios do tratamento cirúrgico em casos de câncer metastático, até o 

presente momento, não existem evidências científicas que sustentem essa abordagem 

terapêutica nesse contexto (75).  

Para pacientes com perfil luminal a hormonioterapia adjuvante é imprescindível, 

com indicações baseadas no status hormonal da paciente. Para as de baixo risco o 

tamoxifeno isolado é a terapêutica indicada para mulheres com ciclos menstruais 

regulares, sem mostrar benefícios em relação à supressão ovariana (76), (77), (78). Para 

as que entram na menopausa durante o tratamento, com níveis elevados de FSH, 

recomenda-se a troca do tamoxifeno por inibidores de aromatase após dois anos de terapia 

(79). O tratamento para pacientes de baixo risco deve durar cinco anos, enquanto para 

pacientes de alto risco, é recomendado estender para sete a dez anos, independentemente 

do esquema utilizado (80), (81). 
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Nas pacientes na pós-menopausa os inibidores de aromatase mostraram ser mais 

eficazes do que o tamoxifeno, pois suprimem os níveis de estrogênio plasmático ao inibir 

a enzima aromatase, responsável pela conversão periférica de andrógenos em estrogênios 

(82).   

Recentemente inibidores de ciclinas (CD4/6) foram introduzidos para pacientes 

selecionadas com tumores luminais de alto risco, no estudo MonarchE, 

independentemente do status hormonal da paciente, pré ou pós-menopausa, pacientes 

com quatro ou mais linfonodos positivos, ou um a três linfonodos positivos 

acompanhados de outros fatores, como doença de grau 3, tamanho do tumor ≥ 5 cm ou 

pontuação Ki-67 ≥ 20% usaram abemaciclib com ganho de sobrevida (83).  

O estudo Natalee, que usou como inibidor de ciclina o ribociclib na adjuvância 

dessas pacientes luminais, teve ganho de sobrevida livre de progressão, reafirmando que 

essa nova classe de medicamento é bastante promissora nas pacientes com receptores 

hormonais positivo (84). 

O uso de trastuzumabe em pacientes com superexpressão de HER2 está associado 

a uma redução de 50% nas taxas de recorrência e de 30% na mortalidade, tornando sua 

inclusão obrigatória como terapia adjuvante ou neoadjuvante para esse subtipo tumoral 

(85).  

Compreendendo os benefícios da resposta patológica completa (pCR) após 

quimioterapia neoadjuvante, estudos recentes buscaram associar terapias-alvo, como 

trastuzumabe e trastuzumabe com pertuzumabe, a esquemas de quimioterapia para 

otimizar os níveis de resposta (86), (87). Em casos de tumor residual após terapias-alvo, 

o uso de TDM-1 (trastuzumabe-entansine) pode reduzir a chance de recidiva à distância 

(66). 

O trastuzumabe-deruxtecano (TDX-D) é um medicamento anticorpo-fármaco 

conjugado que combina um anticorpo monoclonal humanizado dirigido ao HER2 

(trastuzumabe) com um potente inibidor da topoisomerase I, utilizado como agente 

citotóxico (payload). Este medicamento demostrou atividade antitumoral promissora em 

uma população de pacientes que recebera múltiplos tratamentos no cenário metastático 

(88). Além disso, se tornou a escolha preferencial para pacientes em estadiamento IV com 

tumores HER 2 low (1+ ou 2+ com FISH negativo) que já foram tratadas com terapias 

convencionais e apresentaram progressão da doença após o tratamento (89). 

Em relação ao tratamento clínico sistêmico a maioria dos protocolos inclui 

antraciclina e taxano (67). Antraciclina e ciclofosfamida (AC) são geralmente 
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administradas em um regime de "dose densa", a cada duas semanas, embora a aplicação 

a cada três semanas seja uma alternativa viável. É padrão que toda a quimioterapia 

planejada seja administrada antes da cirurgia definitiva, desde que não haja evidência de 

progressão da doença durante o tratamento (90), (91). A adição de um taxano está 

associada a maiores taxas de resposta, sendo o paclitaxel a escolha preferida entre os 

autores (92). 

 A radioterapia é uma ferramenta essencial no tratamento do câncer de mama. Os 

benefícios dessa terapia adjuvante foram demonstrados em vários estudos prospectivos e 

randomizados, os quais mostraram que não há diferença na sobrevida geral entre 

pacientes submetidas à cirurgia conservadora com radioterapia adjuvante e aquelas que 

realizaram mastectomia (93). Comparando pacientes que receberam radioterapia após 

cirurgia conservadora com aquelas que não a receberam, houve uma redução de até 50% 

nas taxas de recidiva local entre as pacientes que se submeteram a esse tratamento (94). 

As doses de radioterapia variam de acordo com o tipo de tumor, características 

individuais de cada paciente e tipo de cirurgia. Tradicionalmente, utilizam-se de 25 a 33 

frações diárias de 1,8 a 2 Gy; no entanto, esquemas de hipofracionamento, com doses de 

2,6 a 6 Gy/dia em 15-16 frações, demonstraram resultados oncológicos e de toxicidade 

semelhantes, além do benefício de um tratamento mais curto (95), (96). 

Recentemente o estudo FAST apresentou a discussão sobre um fracionamento 

ultrarrápido, demonstrando que esquemas de 50 Gy em 5 frações não foram inferiores 

aos esquemas convencionais em pacientes com tumores iniciais (97).  

 Outra abordagem envolve a radioterapia parcial da mama, fundamentada na 

observação de que a maioria das recorrências locais ocorre no quadrante afetado 

inicialmente. Isso pode ser realizado através de braquiterapia ou radioterapia 

intraoperatória. Mulheres com mais de 50 anos, tumores de até 2 cm e sem 

comprometimento linfonodal, além de receptor hormonal positivo, são elegíveis para essa 

modalidade (98). 

 Em pacientes submetidas à mastectomia é indicada a radioterapia em 

estadiamento localmente avançado, seja devido ao tamanho tumoral ou ao 

comprometimento axilar, abrangendo a área do plastrão e as regiões de drenagem linfática 

nodal (fossas supra e infraclavicular, mamária interna e axila) (94). 

 Fatores que indicam maior agressividade tumoral devem ser considerados na 

decisão sobre a radioterapia pós-mastectomia. A invasão vaso-linfática, a presença de 

carcinoma ductal in situ extenso, tumores com receptores hormonais negativos e/ou 
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HER2 positivo em 3+, grau indiferenciado, comprometimento linfonodal e pacientes na 

pré-menopausa devem ser avaliados individualmente para discutir os possíveis benefícios 

da radioterapia na redução do risco de recidiva locorregional (99). 

 Quando há comprometimento linfonodal, recomenda-se a radioterapia nas cadeias 

ganglionares se quatro ou mais linfonodos estiverem comprometidos, assim como em 

pacientes submetidas à cirurgia conservadora com qualquer comprometimento 

macroscópico dos linfonodos axilares (100) (101). 

 Para pacientes que passaram por quimioterapia neoadjuvante considera-se o 

estadiamento inicial para a indicação de radioterapia, exceto para aquelas que tiveram 

resposta patológica completa, que podem ser poupadas dessa terapia (102). 

O tratamento eficaz do câncer de mama possibilita uma sobrevida prolongada com 

taxas que podem chegar a 90% em cinco anos, especialmente em estágios iniciais (103). 

Entretanto, muitas sobreviventes permanecem com risco de complicações decorrentes do 

tratamento prévio e de recidiva da doença, tanto local quanto sistêmica. Pacientes com 

doença axilar apresentam taxas de recidiva anual superior em comparação àquelas sem 

comprometimento nodal (104).  

Qualquer estratégia de acompanhamento pós-tratamento do câncer de mama deve 

incluir a vigilância para recidivas, bem como a identificação e o manejo de sintomas 

físicos e psicológicos resultantes do tratamento e da doença. Além disso é fundamental 

promover um estilo de vida saudável. O seguimento clínico deve ser adaptado às 

necessidades individuais de cada paciente. As diretrizes da ASCO recomendam que a 

história clínica e o exame físico sejam realizados a cada três a seis meses durante os 

primeiros três anos após a terapia primária, a cada seis a doze meses nos dois anos 

seguintes e anualmente após cinco anos (105). 

A mamografia deve ser realizada anualmente, tanto para a mama que passou por 

cirurgia conservadora pelo menos 6 meses após o término da radioterapia, quanto para a 

mama contralateral. Exames de imagem de rotina não são recomendados para mamas 

reconstruídas e a ressonância magnética deve ser utilizada apenas como exame adicional 

de investigação ou quando houver critérios de alto risco para novos tumores (105). 

Não é aconselhável realizar rastreamento de metástases à distância por meio de 

exames laboratoriais ou de imagem em mulheres assintomáticas após o tratamento. As 

pacientes devem ser incentivadas a manter a vigilância e a terapia adjuvante prescrita, 

além de adotar um estilo de vida saudável que inclua atividade física regular, manutenção 

de um peso adequado e uma alimentação balanceada (106).  
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7. Câncer de Mama Triplo Negativo 

 

Este estudo investigou biomarcadores moleculares no câncer de mama triplo-

negativo (TNBC) e, portanto, será realizada uma revisão aprofundada deste tipo de tumor. 

TNBC refere-se a cânceres que não expressam o receptor de estrogênio (ER) e receptor 

de progesterona (PR), com índices inferiores a 1% na imuno-histoquímica, e não 

apresentam a superexpressão do receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2 

(HER2), exibindo expressão de 0 a 1+ ou hibridização negativa (FISH) para expressões 

de 2+ (107). 

Esse tipo de câncer tende a ser mais agressivo do que outros e não possui 

tratamentos direcionados específicos, como a hormonioterapia para tumores luminais ou 

terapia anti-HER para aqueles que expressam HER2 3+. O TNBC representa 

aproximadamente 15% dos casos diagnosticados de câncer de mama em todo o mundo, 

sendo frequentemente observado em mulheres com menos de 40 anos (108). 

Os fatores de risco associados ao TNBC incluem a mutação BRCA, presente em 

até 20% das pacientes, e um risco maior em mulheres afro-americanas em comparação 

com mulheres brancas (109), (110). A pré-menopausa também é um fator de risco 

relevante (108). 

Clinicamente os tumores triplo-negativos apresentam crescimento rápido e se 

tornam palpáveis ao contrário dos tumores luminais, que são frequentemente 

diagnosticados por mamografia de rastreamento (111). O carcinoma medular, embora 

raro, é frequentemente triplo-negativo, mas o ductal infiltrante é a forma histológica mais 

comum, apresentando necrose tumoral, invasão vaso-linfática e resposta linfocitária 

(112). O estadiamento clínico no TNBC segue as mesmas diretrizes que os outros tipos 

de câncer de mama (60). 

Devido à sua heterogeneidade patológica o fenótipo molecular basal (basal-like) 

é frequentemente usado para representá-lo, correspondendo a 77% dos casos (113). 

Outros subtipos incluem o receptor de andrógeno luminal, mesenquimal, 

imunossuprimido basal e imunoativado basal  (114). Para compreender o TNBC basal, é 

importante conhecer seu "cluster" único de genes, que inclui o receptor do fator de 

crescimento epidérmico (EGFR, ou HER1), citoqueratinas basais 5/6, c-Kit, um cluster 

de proliferação e baixa expressão dos genes relacionados aos receptores hormonais e 

HER2 (112). 
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Essas características contribuem para o comportamento geralmente agressivo do 

TNBC, razão pela qual a terapia sistêmica com quimioterapia é recomendada em quase 

todos os estágios, exceto para o tumor T1a e T1b, cuja indicação deve ser discutida 

individualmente. Tumores com diâmetro ≤ 1,0 cm têm prognóstico favorável, de forma 

que o benefício da quimioterapia frequentemente não supera os riscos na maioria dos 

casos (115). 

As opções de quimioterapia neoadjuvante ou adjuvante para pacientes com TNBC 

são semelhantes às abordagens utilizadas em outros fenótipos de câncer de mama, 

incluindo princípios para o tratamento cirúrgico e opções de radioterapia. Contudo, 

existem particularidades que podem impactar significativamente o manejo clínico (116). 

A quimioterapia neoadjuvante é a abordagem preferencial para pacientes com 

tumores triplo negativos (TNBC) localmente avançados, uma vez que as pacientes que 

atingem a resposta patológica completa (pCR) apresentam melhorias na sobrevida livre 

de doença. Além de reduzir o risco de recorrência à distância, essa estratégia fornece 

informações valiosas sobre a resposta ao tratamento e pode facilitar uma abordagem 

cirúrgica menos invasiva (117).  

Para os estadiamentos II e III, as diretrizes do estudo KEYNOTE-522 sugerem a 

administração de paclitaxel, carboplatina e pembrolizumabe, seguidos por antraciclina e 

ciclofosfamida com pembrolizumabe (118) (119). Neste estudo 1.174 pacientes com 

TNBC em estágios II e III, que não haviam sido tratados anteriormente, receberam 

paclitaxel semanal em combinação com carboplatina, seguidas de esquema de AC (a 

frequência de administração de carboplatina e a escolha da antraciclina ficaram a critério 

do médico). As pacientes foram randomizadas para receber pembrolizumabe ou placebo 

simultaneamente com a quimioterapia neoadjuvante, e, após a cirurgia, continuaram o 

tratamento designado por mais nove ciclos (27 semanas). A sobrevida livre de eventos 

em 36 meses foi de 84,5% no grupo pembrolizumabe-quimioterapia e 76,8% no grupo 

placebo-quimioterapia (120). 

A incidência de eventos adversos de grau >3 foi ligeiramente maior no grupo 

tratado com pembrolizumabe em comparação ao grupo placebo (82% versus 79%). Com 

base nesses resultados, a Food and Drug Administration (FDA) dos EUA aprovou o uso 

de pembrolizumabe como tratamento neoadjuvante para TNBC em julho de 2021 (121). 

Pacientes que iniciaram o tratamento com pembrolizumabe na fase neoadjuvante 

devem continuar a terapia no cenário adjuvante, independentemente de terem alcançado 
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a pCR. No entanto, o medicamento não deve ser oferecido a pacientes que completaram 

a quimioterapia neoadjuvante sem pembrolizumabe (122), (123).  

Dados atualizados do KEYNOTE-522 demonstraram ganho de sobrevida global 

de 86,6% x 81,7% em 60 meses favorecendo o uso de pembrolizumabe em pacientes com 

câncer de mama triplo-negativo em estadiamento inicial, dado importante para o avanço 

das perspectivas de tratamento nesse cenário (124). 

Para pacientes com contraindicação a antraciclina, os resultados do estudo 

NeoPACT indicam o uso de um taxano em combinação com carboplatina e 

pembrolizumabe (125). Conforme mencionado, a carboplatina deve ser utilizada na 

neoadjuvância para esses estadiamentos, pois melhora as taxas de pCR e SLD. Pacientes 

portadoras de mutações no gene BRCA apresentam um benefício ainda maior (126), 

(127). 

No cenário adjuvante, paciente com variantes patogênicas de BRCA apresentam 

respostas favoráveis ao tratamento com inibidores da enzima da poli (ADP-ribose) 

polimerase (PARP), como o olaparibe. A administração oral desse fármaco, duas vezes 

ao dia durante um ano, resultou em uma sobrevida livre de doença de 85% em 

comparação a 77% no grupo placebo ao longo de três anos (128). Por outro lado, em 

pacientes sem mutações genéticas, o uso de capecitabina após quimioterapia 

neoadjuvante, nos casos que não houve pCR, resultou em um aumento na sobrevida livre 

de doença de 74% em comparação a 67% no grupo placebo, além de um ganho na 

sobrevida global de 89% contra 83%, conforme evidenciado no estudo CREATE-X 

(129). 

Para elaborar o prognóstico desses tumores é fundamental reconhecer que o risco 

de recorrência à distância e de mortalidade atinge seu ápice cerca de três anos após o 

diagnóstico, diminuindo rapidamente em seguida (117). Quando ocorre recidiva, 

preferencialmente é locorregional; se ocorrer à distância, os locais mais comuns são 

órgãos viscerais como fígado e pulmão, ao contrário dos tumores luminais, que 

geralmente recidivam em tecidos ósseos (130). A recidiva no sistema nervoso central 

acontece mais frequentemente em comparação a outros subtipos tumorais apresentando, 

nesses casos, uma sobrevida mediana inferior a seis meses (131). 

O seguimento das pacientes deve se assemelhar ao de outros subtipos moleculares 

de câncer de mama, com a realização de história clínica e exame físico a cada três a seis 

meses nos primeiros três anos, seguido por avaliações a cada seis a doze meses (132). A 

mamografia deve ser realizada anualmente, tanto para detectar recorrências locais em 
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mulheres que passaram por cirurgia conservadora quanto para rastrear lesões na mama 

contralateral, sendo descontinuada apenas quando a expectativa de vida for inferior a 

cinco a dez anos (133), (134). 

A inclusão de outros exames de imagem deve ser individualizada e é fundamental 

que essa abordagem seja discutida entre a equipe médica e o paciente, a fim de garantir 

que as melhores alternativas sejam escolhidas para cada caso específico. A inclusão da 

ultrassonografia na avaliação pode proporcionar benefícios limitados, especialmente em 

relação ao aumento da taxa de falsos positivos (135). A ressonância magnética da mama 

deve ser recomendada para mulheres que se submeteram a terapia conservadora e que 

apresentam alto risco de desenvolver um segundo tumor primário, definido como risco 

vitalício > 20%. Isso é particularmente aplicável em casos de mutações genéticas 

conhecidas associadas ao câncer de mama; ou quando os resultados exames menos 

complexos se mostraram inconclusivos (136). 

Para pacientes com doença metastática a quimioterapia é o tratamento principal 

para tumores triplo negativos, sendo essencial realizar biópsia do sítio para verificar 

possível discordância nos marcadores entre a doença primária e a metástase (137). Todas 

as pacientes devem ser testadas para mutações genéticas uma vez que o tratamento 

depende dessas informações no cenário metastático. Se não houver mutação de BRCA a 

pontuação de PD-L1 deve ser avaliada; se for menor que 10 (<10) a quimioterapia deve 

ser preferencialmente baseada em platina (138). Para pontuações de PD-L1 igual ou 

superior a 10 (≥10), deve-se associar pembrolizumabe à quimioterapia, preferencialmente 

na primeira linha de tratamento. O estudo KEYNOTE 355 demonstrou uma melhora na 

sobrevida livre de progressão (SLP) de 9,7 meses em comparação a 5,6 meses sem o uso 

do medicamento (139). 

Em pacientes com mutação de BRCA da linha germinativa que já foram expostas 

à quimioterapia previamente o uso de inibidores de PARP se destaca. No estudo 

OlympiAD essas pacientes que usaram olaparibe apresentaram 57% mais benefício em 

sobrevida livre de progressão (SLP) em comparação às que receberam apenas 

quimioterapia (140). Similarmente, o estudo EMBRAC evidenciou uma redução de 46% 

no risco de progressão com talazoparib, oferecendo mais uma opção de tratamento dentro 

dessa classe de medicamentos (141). Esses medicamentos inibem a PARP-1, o membro 

mais abundante da família PARP, levando à quebra da fita dupla do DNA, que 

normalmente é reparada pela recombinação homóloga dependente da via BRCA (142). 
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Recentemente a investigação da presença da proteína HER2 em tumores 

metastáticos, mesmo em quantidades mínimas (1+ ou 2+ com FISH negativo), tornou-se 

essencial em tumores anteriormente considerados HER2 negativos, para identificar a 

variação denominada “HER2 Low.”. Essa variação se beneficia do tratamento com o 

anticorpo-droga conjugado trastuzumab-deruxtecano (TDX-D), mostrando melhorias na 

sobrevida livre de progressão, com taxas de 10,1 meses em comparação a 5,4 meses no 

grupo que não utilizou essa estratégia (89).  

Outra inovação recente é o uso de medicamentos que se ligam à proteína TROP-

2. O sacituzumab-govitecan foi aprovado pelo FDA para o tratamento de pacientes com 

TNBC metastático que já haviam recebido pelo menos duas terapias anteriores, 

alcançando uma sobrevida global de 12,1 meses em comparação a 6,7 meses em pacientes 

que utilizaram outras terapias (143).  

Considerando a complexidade e a diversidade dos subtipos de tumor de mama, 

bem como o impacto significativo dessa variação no diagnóstico, prognóstico e 

planejamento terapêutico, a utilização de biomarcadores tumorais tem ganhado notável 

relevância no campo da oncologia mamária. Esses biomarcadores não apenas permitem 

uma caracterização mais precisa das neoplasias, mas também orientam decisões clínicas, 

possibilitando abordagens terapêuticas mais personalizadas e eficazes para os paciente 

(10).  

 

8. Biomarcadores 

 

Quanto aos biomarcadores aplicados ao tumor mamário, o presente estudo se 

concentrou em um grupo já bem estabelecido: os infiltrados tumorais linfocitários (TILs). 

É fundamental esclarecer as técnicas laboratoriais utilizadas para a identificação de TILs 

nas amostras tumorais, bem como a busca por outras moléculas inovadoras que possam 

informar sobre a presença de TILs nessas mesmas amostras de câncer de mama. De forma 

sintética, os TILs desempenham um papel crítico no diagnóstico e tratamento dos tumores 

mamários triplo-negativos, servindo como indicadores relevantes da resposta 

imunológica do organismo ao tumor (144).  

A presença elevada de TILs está associada a um prognóstico mais favorável e a 

uma maior taxa de resposta a tratamentos imunoterápicos e quimioterápicos, refletindo 

uma atividade imune antitumoral mais robusta. Assim, a análise dos TILs pode contribuir 

para a estratificação de pacientes, auxiliando na tomada de decisões terapêuticas mais 
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eficazes e personalizadas e servindo também como um potencial biomarcador 

prognóstico no gerenciamento desses cânceres agressivos (145). 

8.1 Infiltrados Linfocitários Tumorais (TILs)  

 

O comportamento biológico do tumor é influenciado tanto por suas características 

intrínsecas quanto pelo microambiente tumoral, que interage com a neoplasia. Esse 

ambiente é composto por diversas estruturas e substâncias, como vasos, fibroblastos, 

miofibroblastos e células inflamatórias (146). 

Alterações genéticas que levam à malignidade são comuns em células somáticas, 

e o sistema imunológico desempenha um papel crucial na eliminação ou inativação dessas 

células. Estudos com camundongos demonstraram um aumento na incidência de 

neoplasias malignas em indivíduos imunodeficientes, evidenciando a importância da 

imunidade na prevenção do câncer (147).  

Os infiltrados linfocitários tumorais (TILs) foram o foco central deste estudo e são 

usados para a classificação dos tumores. Esses linfócitos são agentes dinamicamente 

engajados nas interações entre o sistema imunológico e a neoplasia, desempenhando 

papéis que podem ser tanto favoráveis quanto prejudiciais ao tumor (148).  

Os TILs são compostos por linfócitos B, linfócitos T e células natural Killer (NK), 

que ao reconhecer o tumor como antígeno migram para o estroma tumoral no intuito de 

combatê-lo (149). Esse processo se divide em três fases: eliminação, equilíbrio e evasão, 

que são os pontos chave da teoria de imunoedição e ampliam o conceito de 

imunovigilância (150).  

A fase de eliminação ocorre quando antígenos tumorais são apresentados ao 

sistema imunológico. Nessa fase há predomínio do linfócitos T citotóxicos (CD8), 

linfócitos T reguladores (CD4), linfócitos TCD3, entre outras células T (151); células 

natural killers (NK) e macrófagos na identificação de antígenos. As células NK, em 

particular, visam células tumorais que conseguiram escapar do controle dos linfócitos 

citotóxicos (152).  

A proteína FOXP3 desempenha um papel crítico na geração de células T CD4, 

que promovem a imunossupressão, resultando em tolerância imunológica. O aumento 

excessivo da expressão de FOXP3 está associado à proliferação desses Tregs (TCD4) e à 

imunodeficiência grave, enquanto a sua ausência pode levar à ativação do sistema 

imunológico. Por isso alguns estudos mostram que a FOXP3 também está envolvida em 
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mecanismos de escape imunológico, com impactos tanto na baixa sobrevida quanto na 

melhoria da sobrevida no câncer de mama (153).  

Após essa infiltração abundante de linfócitos no estroma tumoral, ocorre a fase de 

equilíbrio, que quando acontece de maneira efetiva, o microambiente tumoral apresenta 

uma alta proporção de células citotóxicas e uma baixa proporção de células T reguladoras, 

devido à diminuição da proteína FOXP3, permitindo a progressão para a próxima fase 

(154). 

A terceira etapa do processo é a evasão do sistema imune, que pode ocorrer por 

vários mecanismos: a redução do reconhecimento imunológico devido à perda de 

antígenos nas células neoplásicas; o aumento da resistência ou sobrevida celular, 

reduzindo a apoptose por meio da ativação de proteínas STAT3 ou BCL-2; e o 

desenvolvimento de um microambiente imunossupressor. Este último envolve a 

expressão de várias citocinas (VEGF, IL-10, TGF-β) e moléculas imunoreguladoras, 

incluindo a família B7 (PD-1/PD-L1, CTLA-4, VISTA, B7-H4, BTLA). Quando esse 

processo é concluído as células tumorais conseguem se proliferar, uma vez que as células 

do sistema imune não foram efetivas na apoptose desse antígeno (150).   

No início do processo as células tumorais são apresentadas aos linfócitos T por 

células dendríticas, em combinação com moléculas de antígeno leucocitário humano para 

reconhecimento pelo receptor de células T (TCR) (sinal 1) (151). A ativação das células 

T requer a interação entre moléculas coestimuladoras de superfície, como B7 e CD28, em 

células apresentadoras de antígeno e células T, respectivamente (sinal 2). Para que a 

ativação ideal das células T ocorra é essencial a presença de ambos os sinais 1 e 2 (155). 

A estimulação por peptídeos antigênicos (sinal 1) sem a coestimulação (sinal 2) não 

promove a ativação completa das células T, resultando em tolerância e perpetuação da 

célula tumoral (156). 

O grau de ativação das células T é determinado pelo equilíbrio entre 

coestimulação e cossupressão. O entendimento dos fenômenos associados à evasão 

imunológica, por meio da composição celular e da expressão das moléculas que regulam 

o sistema imunológico, amplia as possibilidades de avaliação prognóstica e de 

tratamentos imunoterápicos. O bloqueio da via PD-1/PD-L1 tem demonstrado benefícios 

em diversas neoplasias, incluindo carcinomas mamários triplo-negativos (139), (157). 

Além da regulação intrínseca das células T, sua ativação pode ser influenciada por 

fatores extrínsecos. Citocinas como IL-2, liberadas pelas células T auxiliares CD4 (Th1 

e Th17), desempenham um papel direto na promoção da ampliação das células T 
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específicas do câncer (158). No entanto, essas células reguladoras podem inibir a função 

das células T específicas, induzindo a imunossupressão e, consequentemente, reduzindo 

a eficácia da imunoterapia (159), (160). 

A maioria dos TILs no câncer é do fenótipo de célula T, incluindo linfócitos CD4 

(células auxiliares) e CD8 (células citotóxicas) e linfócitos TCD3. (161). Análises de 

microambiente tumoral com alta densidade de CD3 mostraram maior sobrevida global, 

implicando a essa célula T relação de bom prognóstico quando expressa em tumores de 

mama, principalmente no subtipo triplo negativo (162). 

São considerados carcinomas mamários ricos em infiltrados inflamatórios aqueles 

que apresentam alta densidade de linfócitos no estroma tumoral, conforme orientações do 

TILs Working Group (163). Estudos mostram que, nesse contexto, os TNBC estão 

associados a uma maior sobrevida livre de progressão (SLP) e até mesmo a uma melhor 

sobrevida global (SG). Em uma meta-análise abrangente, que incluiu mais de 22.000 

pacientes, a presença de linfócitos TCD8 correlacionou-se com prognóstico favorável, 

enquanto a expressão de FOXP3 foi associada a índices menores de sobrevida geral e 

livre de progressão (144). 

Ao investigar tumores submetidos à quimioterapia neoadjuvante observou-se que 

uma alta quantidade de TILs favoreceu a obtenção de respostas patológicas completas 

(164). Um estudo envolvendo 3.771 pacientes com diferentes subtipos moleculares de 

câncer de mama submetidas à quimioterapia neoadjuvante classificou a expressão de 

TILs em três categorias: baixos (0–10%), intermediários (11–59%) e altos (60–100%). 

Constatou-se que, entre as pacientes luminais, a pCR ocorreu em 45 (6%) de 759 

pacientes com TILs baixos, 48 (11%) de 435 com TILs intermediários e 49 (28%) de 172 

com TILs altos. No subtipo HER2-positivo, a pCR foi observada em 194 (32%) de 605 

pacientes com TILs baixos, 198 (39%) de 512 com TILs intermediários e 127 (48%) de 

262 com TILs altos. Os resultados foram ainda mais encorajadores entre as pacientes com 

TNBC, onde a pCR foi alcançada em 80 (31%) de 260 pacientes com TILs baixos, 117 

(31%) de 373 com TILs intermediários e 136 (50%) de 273 com TILs altos (p<0,0001). 

Em análise univariável, um aumento de 10% em TILs demonstrou uma razão de risco 

(HR) de 0,93 na sobrevida livre de doença (SLD) e de 0,92 na sobrevida global nos 

TNBC, apresentando resultados negativos em outros subtipos tumorais (165). 

Um estudo bem recente com 1.966 pacientes com câncer de mama triplo negativo 

(TNBC) revelou uma taxa de 94% de sobrevida livre de recorrência (SLR) e 95% de 

sobrevida global (SG) em pacientes no estadiamento I com TILs igual ou superior a 50%. 
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Em contraste, entre as pacientes com TILs inferiores a 30%, as taxas de SLR e SG foram 

de 78% e 82%, respectivamente, em mulheres que não foram submetidas à terapia 

neoadjuvante. Esses resultados confirmam a abundância de TILs no tecido como um fator 

prognóstico significativo para pacientes com TNBC em estágios iniciais (166). 

 Dado que altas concentrações de TILs em tumores TNBC estão associadas a um 

melhor prognóstico, é crucial investigar os fatores que contribuem para essa situação em 

alguns tumores e não em outros (124). Perguntas permanecem: quais fatores podem 

indicar o enriquecimento de infiltrados inflamatórios no tumor? Existe uma associação 

direta ou inversa com determinados microRNAs? Existem lacunas na literatura que 

precisam ser exploradas, e é fundamental identificar marcadores que possam predizer a 

presença de TILs no câncer de mama, especialmente em tumores mais agressivos, para 

prever possíveis respostas terapêuticas e avanços prognósticos. 

 

8.2. MicroRNAs (miRNA)  

 

8.2.1 Biologia e expressão de microRNAs em tumores mamários 

 

A base genética do câncer é constituída por variantes específicas dentro dos genes 

e pelo DNA não codificante. Embora a maioria das sequências genéticas seja herdada, a 

expressão dos genes é desencadeada por interações com sinais ambientais, geralmente de 

maneira específica para o tipo celular e o momento, levando à síntese de proteínas 

específicas. O RNA mensageiro (mRNA) serve como a ponte funcional entre o DNA e 

as proteínas, e as alterações no mRNA podem atuar como marcadores da ativação 

(expressão) ou inibição (repressão) de genes específicos (167).  

O mRNA representa aproximadamente 1% do RNA total em uma célula, sendo 

transcrito de cerca de 20.000 a 25.000 genes codificadores de proteínas no genoma 

humano (168). Em resposta a distúrbios celulares ocorrem mudanças na expressão gênica 

que podem influenciar o modo como uma doença se manifesta clinicamente em 

indivíduos predispostos, além de determinar como a doença responderá a tratamentos 

específicos (169). 

Além do mRNA existem várias outras classes de RNA que não são traduzidas em 

proteínas, mas que desempenham funções celulares importantes. Os RNAs não 

codificantes (ncRNAs) tem funções regulatórias e podem assumir papéis críticos na 

patogênese de doenças humanas quando sua expressão está desregulada. Dentre esses 
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RNAs destacam-se os microRNAs (miRNAs), os RNA circulares (circRNAs) e RNAs 

não codificantes longos (lncRNAs) (170), (171). 

 No campo da oncologia diversos microRNAs (miRNAs) têm sido identificados 

como desregulados em tumores sólidos e hematológicos. Uma revisão sistemática de 

2012 examinou a associação de vários miRNAs com o prognóstico em diversos tipos de 

câncer (172). 

 Os microRNAs (miRNAs) são pequenos RNAs não codificadores, altamente 

conservados, com tamanho de 19 a 25 nucleotídeos. Eles desempenham papéis 

importantes no desenvolvimento, diferenciação e envelhecimento celular, além de 

estarem relacionados à fisiopatologia de doenças tumorais. O mecanismo de ação dos 

miRNAs envolve o silenciamento do mRNA em nível pós-transcricional, que ocorre por 

meio da degradação do mRNA ou na inibição de sua tradução nos ribossomos (173).  

O processamento dos miRNAs ocorre em duas etapas, tanto no núcleo quanto no 

citoplasma. Os transcritos primários (pri-miRNAs) são processados pela enzima Drosha, 

levando à formação do pré-miRNA. Em alguns casos, como os mirtrons, os miRNAs são 

emendados como íntrons e processados como pré-miRNAs, contornando a clivagem 

mediada por Drosha. Eles são, então, transferidos do núcleo para o citoplasma pela 

exportina-5 e submetidos ao processamento adicional pela enzima Dicer, resultando na 

formação do duplex miRNA. Este é desenrolado em uma fita guia e empacotado no 

complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC), que afeta a estabilidade ou leva à 

degradação do mRNA (174).  

Estudos mostram que as assinaturas de miRNAs podem identificar linhagens de 

desenvolvimento e estados de diferenciação de diferentes tumores com mais precisão do 

que perfis de mRNA, discriminando tumores e suas características prognósticas (175). 

A instabilidade genômica permite que as células tumorais adquiram características 

vantajosas em relação às células normais, incluindo autossuficiência em sinais de 

crescimento, insensibilidade a sinais inibitórios, evasão da apoptose, angiogênese 

sustentada, invasão tecidual e metástases (176). Essa instabilidade também influencia a 

expressão de microRNAs, prejudicando vias essenciais na iniciação e progressão do 

tumor. Por sua vez, os microRNAs podem induzir diferentes formas de instabilidade 

genômica, controlando quebras de fita dupla (DSBs) de DNA e reparo de 

incompatibilidade, além de afetar o fenótipo de metilação (173). 
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Nas leucemias linfocíticas crônicas de células B a associação dos microRNAs 

miR-15 e miR-16-1, localizados no cromossomo 13q14, foi identificada como 

correlacionada à instabilidade cromossômica em mais de 50% dos casos analisados (177). 

Vários microRNAs, como o miR-21, miR-155 e membros do cluster miR-17–92, 

foram encontrados regulados positivamente em alguns tipos de câncer, sugerindo um 

envolvimento geral na carcinogênese humana. No câncer de pulmão o cluster miR-17–

92 foi regulado positivamente, enquanto o miR-155 foi regulado negativamente (178). 

O primeiro banco de dados de sequências de microRNAs continha 506 entradas 

para seis organismos em 2002, e em 2010, esse número aumentou para 1.424 descrições 

em humanos. É importante ressaltar que alguns microRNAs podem ser descartados 

devido a classificações errôneas, resultantes de altas similaridades de sequência entre os 

miRNAs pré-processados e as variantes menores entre eles (172). 

 A influência dos microRNAs foi identificada em todos os tipos de câncer de 

mama. Alguns participam da modulação do receptor de estrogênio (ER), incluindo miR-

21, miR-18a/b, miR-193, miR-302, miR-92, let-7, miR-22, miR-221–222, miR-449a/b e 

miR-17–92. Outros regulam a proteína HER2, sendo influenciados pelo miR-125a/b 

(179). 

O primeiro estudo que avaliou o status dos microRNAs em tecidos de câncer de 

mama analisou 76 amostras de tumores e identificou 29 microRNAs expressos 

diferencialmente em relação ao tecido normal, incluindo miR-10b, miR-125b, miR-145, 

miR-21 e miR-155, este último, que objeto do presente estudo, o mais consistentemente 

desregulado (180).  

Outro estudo revelou que a expressão de miR-342 foi maior em tumores ER e 

HER2 positivos e menor em tumores triplo-negativos, enquanto o miR-520g estava 

elevado em tumores HR-negativos (181). Uma publicação que analisou 309 microRNAs 

em 93 tumores de mama identificou 31 microRNAs associados a melhores fatores 

prognósticos, como grau histológico 1 e características ER+. Destaque-se que miR-155 

foi superexpresso em tumores de mama em comparação com controles normais, 

apresentando maior prevalência em tumores ER negativos em relação aos ER positivos 

(182).  

 O microRNA miR-21 é um microRNA amplamente estudado, associado a 

características tumorais agressivas, como estágio clínico avançado, alto grau tumoral e 

status de receptor hormonal negativo (HR). O fator de crescimento transformador beta 
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(TGF-β) regula positivamente a expressão do miR-21, e essa elevada expressão é 

frequentemente observada no câncer de mama (183). 

A superexpressão dos microRNAs miR-200b-3p e miR-190a tem sido relacionada 

à quimiossensibilidade, associando-se à resposta patológica completa (pCR) em pacientes 

com TNBC (184). Altos níveis de miR-621 também estão correlacionados a uma melhor 

resposta à terapia neoadjuvante com paclitaxel/carboplatina em pacientes com câncer de 

mama. FBXO11 é identificado como um alvo funcional direto do miR-621, com 

regulação negativa entre eles, pois a expressão do gene FBXO11 atenuou o aumento da 

apoptose em células de câncer de mama com superexpressão de miR-621 após tratamento 

quimioterápico (185). 

Em tumores triplo-negativos a expressão de 754 microRNAs foi analisada em 10 

pacientes que alcançaram resposta patológica completa (pCR) e em 8 que não 

apresentaram pCR. A análise revelou que a expressão diferencial de miR-30a, miR-9-3p, 

miR-770 e miR-143-5p está associada a uma maior sobrevida livre de doença (SLD) 

(186).  

Evidências demonstram o papel dos microRNAs na iniciação e progressão de 

tumores humanos. Eles podem atuar como oncogenes, como os miR-10b, miR-103/107 

e miR-30d, ou como supressores tumorais, como miR-31, miR-29 e miR-200 (187). O 

microRNA miR-7, por exemplo, foi descrito como um inibidor da expressão do EGFR 

(receptor do fator de crescimento epidérmico) em células de glioblastoma, câncer de 

mama e câncer de próstata (188). 

A literatura indica que a expressão de miR-320 é regulada negativamente tanto no 

plasma quanto no tecido tumoral de pacientes com câncer de mama; análises de sobrevida 

associaram essa regulação a um pior prognóstico (189). Além disso, miR-320 pode inibir 

a capacidade de invasão e migração das células de câncer de mama in vitro, enquanto seu 

silenciamento potencializa esses processos (190). 

 

8.2.2 MicroRNA 155 (miR155) e oncologia mamária 

 

A identificação de marcadores que possam prever o câncer ou facilitar o 

diagnóstico precoce é uma busca constante na literatura, visando aumentar as chances de 

sucesso nas terapias (191). Uma estratégia emergente envolve a análise de assinaturas 

moleculares no tecido normal antes da manifestação de sinais clínicos da doença. No 

câncer de mama evidências consistentes mostram que microRNAs estão desregulados em 
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amostras de tecido e soro/plasma, desempenhando papéis cruciais nos estágios iniciais do 

desenvolvimento e progressão da doença, bem como modulando a expressão de proto-

oncogenes e genes supressores de tumor a nível pós-transcricional (192). 

Alguns miRNAs, regulados negativamente em casos de hiperplasia ductal atípica 

(HDA), são regulados positivamente em carcinoma ductal infiltrante (CDI) (193). 

Estudos demonstraram a elevação dos níveis de miR-155, que é o alvo em investigação 

de estudo no presente projeto, assim como miR-19a, miR-181b e miR-24. Todos esses 

microRNAs são conhecidos por inibir genes supressores de tumor, em carcinoma ductal 

in situ e carcinoma ductal invasivo em comparação ao tecido normal e à HDA em 

amostras de soro (194). 

A interrupção da expressão desses microRNAs pode desencadear uma série de 

disfunções celulares, incluindo alterações no ciclo celular e crescimento tumoral 

descontrolado (195). O microRNA miR-155 está associado à regulação da resposta imune 

e à inflamação, processos intimamente ligados à progressão do câncer (196). Um painel 

de miRNAs, que inclui miR-21 e miR-155, revelou níveis plasmáticos elevados em 

pacientes com câncer de mama não metastático antes do início do tratamento, com 

redução significativa nos níveis após a terapia. Esses achados sugerem o potencial desses 

microRNAs como biomarcadores tanto para diagnóstico como para monitoramento da 

resposta terapêutica (197). 

 A busca por biomarcadores no câncer de mama triplo negativo tem incentivado 

estudos que relacionam microRNAs a possíveis alvos terapêuticos, enriquecendo o 

conhecimento sobre a biologia tumoral. Dados indicam que o miR-155 regula a 

proliferação celular em parte pela manutenção do metabolismo da tiamina em tumores 

triplo negativos (198, 199).  

 Para investigar a função de um microRNA específico em fenótipos celulares de 

interesse podem ser utilizados oligonucleotídeos inibidores, que são sequencias de RNA 

que se ligam a sequencias complementares presentes no microRNA de interesse por meio 

de pontes de hidrogênio, assim impedindo sua função. Essa abordagem é fundamental 

para avaliar o impacto do microRNA sobre processos celulares, como expressão gênica, 

diferenciação e apoptose. Nesse contexto, a técnica antisense foi empregada para inibir a 

expressão de miR-155 in vitro. E ensaios de apoptose demonstraram que o 

oligonucleotídeo antisense para miR-155 (miR-155 ASO) induz a apoptose celular em 

células HS578T. Considerando-se que o silenciamento de miR-155 induziu morte celular, 



44 

 

 

pode-se propor que esse microRNA desempenha papel crucial na viabilidade das células 

tumorais (200).  

 Uma publicação de 2020 identificou níveis circulantes de miR-155 

significativamente maiores em pacientes com câncer de mama do que em indivíduos 

saudáveis. Além disso, os níveis de miR-155 diminuíram após o tratamento, sendo mais 

elevados em tumores com mais de 5 cm (T3). Isso sugere que o miR-155 circulante pode 

ser um marcador útil para monitoramento terapêutico no câncer de mama (201), além de 

estar associado à recorrência tumoral em estágios iniciais (202). 

No contexto metastático há a hipótese de que os exossomos, vesículas 

nanométricas que transportam diversas cargas, incluindo microRNAs (miRNAs), possam 

transferir o fenótipo canceroso para células distantes, tanto em tecidos saudáveis quanto 

patológicos. Estudos demostraram que os miRNAs miR-9 e miR-155, que é o foco do 

presente estudo, estão enriquecidos em exossomos provenientes de câncer de mama 

metastático. Além de seu potencial uso como biomarcadores na chamada biópsia líquida, 

é importante destacar que essa transferência de miRNAs por meio de exossomos pode 

desempenhar um papel crucial na comunicação intercelular e na promoção da progressão 

tumoral (203). 

 Essa teoria apoia a associação do miR-155 com a quimiorresistência, uma vez que 

sua presença foi identificada em exossomos isolados de células-tronco cancerígenas e 

células resistentes (204). 

 Uma revisão sistemática que analisou 28 estudos elegíveis revelou que a 

superexpressão de miR-155 apresenta correlação positiva com o grau do tumor e seu 

estadiamento (205). 

 Após agregar tantas informações observamos que os TILs desempenham um 

papel crucial na resposta ao tratamento de tumores malignos de mama, especialmente em 

casos de câncer de mama triplo-negativo (TNBC), influenciando positivamente a 

sobrevida global quando expressos em grandes quantidades no tecido tumoral (166). 

 Somado a isso, é descrito que microRNAs podem induzir instabilidade genômica, 

favorecendo o desenvolvimento de células tumorais (173), e diferentes microRNAs 

atuam de maneiras variadas em diversos tipos de tumores, podendo ser superexpressos 

ou regulados negativamente em diferentes tecidos, e ainda assim funcionam como 

biomarcadores que impactam as análises do desenvolvimento tumoral (178). 

Notavelmente o microRNA miR-155 foi associado à regulação da resposta imune 

e à inflamação, processos que estão intimamente ligados à progressão do câncer (196). 
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Considerando esses dados surgiu o interesse em investigar a relação entre o miR-155 e a 

expressão de TILs em tumores de mama triplo-negativos. 
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II. OBJETIVOS 

 

1. Objetivo Geral 

 

Investigar infiltrados linfocitários tumorais (TILs) em amostras teciduais de 

biopsias de tumores de mama triplo-negativos (TNBC) e sua correlação com fenótipos 

clínicos e a expressão de miR-155. 

 

2. Objetivos específicos 

 

A. Identificar o perfil epidemiológico de uma subpopulação brasileira com 

TNBC; 

B. Determinar a presença de TILs em amostras de tecido tumoral de pacientes 

com TNBC e examinar a sua correlação com fenótipos clínicos de interesse; 

C. Definir um ponto de corte para expressão de TILs nas amostras da população 

em estudo, estabelecendo um valor de cut-off que permita classificar as 

amostras em grupos de alta e baixa expressão de infiltrados linfocitários; 

D. Analisar o desempenho de CD3, CD4/CD8 e FoxP3 como biomarcadores 

preditores de TILs em biópsias e peças cirúrgicas de TNBC;   

E. Examinar se a expressão de miR-155 isoladamente ou em associação a CD3 

tem acurácia para identificar biópsias tumorais com alto grau de infiltração 

linfocitária, ou seja, com alto percentual de TILs. 
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III.  METODOLOGIA 

 

Este é um estudo retrospectivo realizado por meio de um desenho de corte 

transversal. Foram utilizadas amostras de tecidos tumorais fixados em formol e 

embebidos em parafina (FFPE), coletadas no diagnóstico inicial (biópsia) e após a 

quimioterapia neoadjuvante, provenientes de peças cirúrgicas (mastectomia ou cirurgia 

conservadora) de pacientes do sexo feminino diagnosticadas com câncer de mama do 

subtipo triplo-negativo (TNBC), atendidas no Hospital de Base do Distrito Federal 

(HBDF) e no Centro de Câncer de Brasília (CETTRO). 

As amostras incluíram 37 pacientes diagnosticadas com TNBC, identificadas por 

exame de imunohistoquímica entre 01/2016 e 01/2024. Dados sobre a caracterização da 

doença e evolução clínica foram analisados, assim como amostras biológicas para 

análises moleculares. 

Esses dados foram examinados para identificar possíveis associações entre a 

expressão de infiltrados linfocitários tumorais (TILs) e marcadores tumorais, como 

FOXP3, CD4/CD8 e CD3, por meio de imuno-histoquímica, além do nível de expressão 

do miR-155 avaliado por RT-qPCR. 

 

1. Critérios de Inclusão e Exclusão 

 

Foram incluídas pacientes do sexo feminino diagnosticadas com câncer de mama 

triplo-negativo em estágios I a III, com idade superior a 18 anos durante o período 

estabelecido. Excluíram-se pacientes com discordâncias nas análises de imuno-

histoquímica entre a biópsia e a peça cirúrgica, aquelas sem dados clínicos 

adequadamente documentados nos prontuários médicos e pacientes cujo bloco de 

parafina estava deteriorado, impossibilitando a análise molecular. 

 

2. Coleta de Dados 

 

Os dados clínicos de interesse foram obtidos dos prontuários médicos após a 

assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (anexos 3 e 4). As variáveis 

coletadas incluíram: sexo, idade, paridade, amamentação, histórico familiar, tabagismo, 

etilismo, teste genético, estadiamento clínico inicial, estadiamento patológico pós-

quimioterapia, tipo de neoplasia, subtipo molecular, grau nuclear histológico, tipo de 
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quimioterapia, tipo de cirurgia realizada, radioterapia, adjuvância sistêmica, 

quantificação da pureza do tumor, quantidade de estroma, porcentagem de TILs, FOXP3, 

CD3 e razão CD4/CD8, além de PCR para quantificação de miR-155. Todas as 

informações foram armazenadas em um banco de dados utilizando o programa Epi Info 

(versão 7). 

 

3. Análise imuno-histoquímica e molecular 

 

Foram selecionados os blocos de parafina das biópsias diagnósticas e das peças 

cirúrgicas de todas as pacientes do estudo. O material era separado em cortes de 10 

micrometros e parte era fixado em lâmina de HE (hematoxilina e eosina) e encaminhado 

para laboratório onde foi realizado o teste imuno-histoquímico das variáveis linfocitárias, 

e parte era armazenada em eppendorf e encaminhado para análise molecular do 

microRNA miR-155. 

 

3.1. Análise imuno-histoquímica para TILs, CD3, CD4, CD8 e FOXP3 

  

As reações de imuno-histoquímica (IHQ) para detectar as proteínas CD3, CD4, 

CD8 e FOXP3 foram realizadas utilizando o método automatizado DAKO Autosteiner 

Link48 (Dako, Glostrup, Dinamarca) e o DAKO Flex Kit. O processo incluiu a 

recuperação antigênica por meio da exposição a calor controlado em solução de pH alto, 

utilizando PTLink DAKO, juntamente com o bloqueio endógeno com peroxidase (200 

microlitros por 5 minutos) e a incubação com anticorpos primários: CD3 (policlonal, 

Rabbit - DAKO, diluição pronta para uso, 200 microlitros por 20 minutos), CD8 (Clone 

C8/144B - Anti-Human - Monoclonal Mouse - DAKO, diluição pronta para uso, 200 

microlitros por 20 minutos), CD4 (clone 4B12 - DAKO, diluição pronta para uso, 200 

microlitros por 20 minutos) e FOXP3 (clone 236A/E7 - Abcam, diluição 1:500, 200 

microlitros por 30 minutos). 

Controles foram incluídos na mesma lâmina, com resultados "positivos" 

previamente determinados por IHQ e "negativos" oriundos de tecido normal da amostra 

e controle externo. A análise das lâminas de IHQ foi conduzida por patologista experiente 

em laboratório de anatomia patológica de referência do Distrito Federal. 

Os casos foram avaliados conforme o padrão de expressão de linfócitos 

infiltrantes no estroma tumoral (sTILs), segundo recomendações internacionais do grupo 
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de trabalho em TILs para câncer de mama, de 2014 (163), e do grupo de trabalho 

internacional em biomarcadores de imunoterapia para câncer de mama, em 2018 (206). 

Os TILs foram quantificados no compartimento estromal como porcentagem (% 

TILs estromais), utilizando a área total de tecido estromal (área ocupada por células 

inflamatórias mononucleares dividida pela área estromal intratumoral total), em vez do 

número total de núcleos estromais. A avaliação foi restrita ao tumor invasivo, excluindo 

TILs localizados fora das bordas tumorais e em áreas adjacentes, como CDIS e lóbulos 

normais. Foram também descartados TILs em regiões tumorais com artefatos de 

esmagamento, necrose, hialinização regressiva ou no local da biópsia anterior. Todas as 

células mononucleares (incluindo linfócitos e plasmócitos) foram contabilizadas, exceto 

leucócitos polimorfonucleares. As seções foram avaliadas por cortes de 4–5 μm sob 

magnificação de × 200–400, e a porcentagem foi calculada com base na análise média da 

área tumoral pelo patologista, considerando não apenas os pontos de maior infiltração 

(hotspots). 

   

Figura 7. Quantidade de TILs (%) no estroma tumoral de acordo com as diretrizes 

internacionais (163). 
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Nos casos pós-neoadjuvância, o leito tumoral residual foi definido como a maior 

área transversal entre as células tumorais invasivas, conforme o índice RCB (residual 

cancer burden) (207). Foram excluídas da análise áreas de necrose (frequentemente 

substituídas por agregados de histiócitos e fendas de colesterol), áreas fibrosas e estromas 

infiltrados por histiócitos espumosos ou hemossiderófagos, frequentemente encontrados 

após a quimioterapia neoadjuvante. 

Para os marcadores de imuno-histoquímica CD3, CD4, CD8 e FOXP3, o padrão 

de análise microscópica foi mantido, contabilizando células linfoides com marcação de 

membrana para cada marcador, segundo os critérios mencionados. As proporções foram 

registradas, assim como a relação CD4/CD8 para cada caso. 

Três campos representativos foram fotografados em amostras selecionadas, 

utilizando um microscópio Leica DM1000LED, uma câmera Leica ICC50W e o software 

Leica Acquire, versão 3.4.7 Build 9121. 

 

3.2. Análise molecular da expressão de miR-155 e controles endógenos 

 

Inicialmente o RNA foi extraído de biópsias de tumor mamário e de tecido de peça 

cirúrgica após a quimioterapia, utilizando um kit comercial (MagMAX™ FFPE 

DNA/RNA Ultra Kit, Thermo Fisher Scientific). As amostras de RNA purificado foram 

quantificadas utilizando um fluorômetro Qubit (Qubit RNA HS Assay Kit, Thermo Fisher 

Scientific). 

A expressão de miR-155 e controles, presentes no RNA purificado das biópsias 

de tumor mamário foi determinada por RT-qPCR em tempo real. A síntese de cDNA para 

os microRNAs foi realizada com kits comerciais específicos para microRNAs 

(TaqMan™ Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit, Thermo Fisher Scientific™, EUA). 

Para a reação de PCR, foi utilizado o kit TaqMan™ Advanced miRNA Assays (Thermo 

Fisher Scientific™). Os primers de miR-155 e controles endógenos foram adquiridos 

comercialmente (Thermo Fisher Scientific™), e foram previamente validados para o 

ensaio de amplificação que utiliza sondas Taqman descrito acima. Os ensaios de qPCR 

foram executados em triplicata, incluindo-se controles negativos.  

O método de qPCR escolhido para o presente estudo inclui a chamada pré-

amplificação, o denominado sistema "Advanced". Trata-se de um procedimento que 

utiliza RNA extraído por kits apropriados, destacando-se o TaqMan Advanced MiRNA 

Assay acima citado, que é particularmente útil para amostras com escassez de miRNAs, 
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como é o caso das biópsias de tumor mamário em blocos de parafina, com certo tempo 

de armazenamento, o que resulta em perda de ácidos ribonucleicos.  

Inicialmente os reagentes e amostras foram descongelados e homogeneizados 

antes de serem centrifugados para otimizar a mistura. Diferentemente do qPCR 

convencional essa abordagem incorpora etapas prévias à transcrição reversa (RT-PCR), 

a saber, a adição da cauda poli-A e do adaptador, seguidas pela reação de transcrição 

reversa e, por fim, a amplificação de miR-Amp, culminando na reação de qPCR. 

A primeira etapa foi a adição da cauda poli-A, que requer a preparação de uma 

solução mestre com componentes específicos para cada ensaio. Após a mistura adequada 

a solução é colocada em termociclador, onde a poliadenização ocorre a 37ºC por 45 

minutos, seguida pela inativação da reação a 65ºC. A próxima fase envolveu a adição do 

adaptador, onde uma nova solução mestre foi preparada e a reação ocorreu a 16ºC por 60 

minutos. Essa etapa foi seguida pela transcrição reversa, crucial para converter RNA em 

cDNA. Novamente a solução foi cuidadosamente preparada antes de ser termociclada a 

42ºC por 15 minutos, com a possibilidade de armazenamento para uso futuro. 

Subsequente à transcrição reversa ocorreu a reação de miR-Amp. Os reagentes 

foram homogeneizados e misturados em uma nova solução mestre, após a qual a reação 

foi realizada em ciclos de aquecimento a 95ºC, seguido de etapas de desnaturação e 

anelamento/extensão a 60ºC. Essa fase também permitiu a pausa para armazenamento. 

Por fim, a amplificação por qPCR em tempo real foi similar àquela sem pré-

amplificação. Iniciou-se com a preparação de misturas específicas conforme o alvo de 

interesse. O material proveniente da miR-Amp foi diluído antes de ser adicionado aos 

poços da placa de reação, com controles negativos apropriados. A amplificação ocorreu 

em ciclos com condições de ativação da enzima inicial e subsequente desnaturação e 

anelamento/extensão. A expressão relativa do RNA micro foi então calculada utilizando 

o método de ΔCt.  

 

4. Análise Estatística 

 

Todos os dados foram avaliados quanto à normalidade de distribuição através do 

teste de kolmogorov-Smirnov. Para a análise estatística, foram aplicados testes adequados 

de acordo com a distribuição dos dados, incluindo correlação, regressão logística e 

regressão simples. A análise dos dados quantitativos foi realizada com o software 

GraphPad Prism, versão 6.  
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Os dados com distribuição normal foram submetidos a testes paramétricos, como 

o teste t de Student para comparações entre dois grupos e ANOVA para comparações 

múltiplas, seguidos do teste de Tukey, com os resultados expressos como média e erro 

padrão. Para dados que não apresentaram distribuição normal, foram utilizados testes não 

paramétricos, como Mann-Whitney ou Wilcoxon. Para as variáveis categóricas, foi usado 

o teste de Fisher e os resultados foram expressos em mediana e intervalo interquartil. O 

nível de significância considerado foi de p < 0,05. 

Medidas descritivas foram calculadas para variáveis demográficas, clínicas e 

relacionadas ao tratamento, incluindo frequências absolutas e relativas, além de medidas 

de tendência central (média, mediana) e dispersão (desvio padrão, valores mínimos e 

máximos). Para comparar as variáveis contínuas TILs, CD3, CD4/CD8 e FoxP3 em 

relação à presença ou ausência de resposta patológica, foi utilizado o teste t de Student 

para amostras independentes. 

Uma análise de regressão linear múltipla foi realizada para avaliar a relação entre 

os TILs (variável dependente) e os preditores CD3, CD4/CD8 e FoxP3 (variáveis 

independentes), incluindo os coeficientes de regressão (B), erros-padrão, valores de t e 

níveis de significância (p). Todas as análises foram realizadas no IBM SPSS Statistics, 

versão 26.0 (IBM Corp., Armonk, NY, EUA), com nível de significância fixado em 5% 

(p < 0,05). 

A capacidade discriminativa das variáveis TILs, CD3, CD4/CD8 e FoxP3 em 

relação à resposta patológica foi avaliada por meio de curvas ROC (Receiver Operating 

Characteristic), reportando a área sob a curva (AUC), sensibilidade, especificidade e seus 

respectivos intervalos de confiança de 95%. 

Como não há na literatura um consenso sobre o ponto de corte que define a partir 

de qual valor é considerado alta expressão de TILs (208), optamos por comparar as 

amostrar que tiveram resposta patológica completa com as pacientes sem resposta 

patológica completa e comparar a mediana dos valores de TILs desses grupos através do 

teste de Mann-Whitney e aplicando a curva ROC, o valor de 32,5% foi o que teve melhor 

acurácia para predizer a resposta patológica e foi estipulado como o ponto de corte do 

quartil superior, conforme descrito previamente na literatura (209). 

Feito isso, foi realizada uma análise de frequência utilizando o teste de Fisher para 

investigar a relação entre a expressão de TILs e a resposta patológica completa (pCR). 

As amostras de biópsias de tumor mamário em blocos de parafina foram divididas 

em dois grupos, com baixo percentual de TILs e com alto percentual de TILs. Após a 
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separação desses grupos, foram utilizados os valores de CT demiR-155 para cálculo da 

expressão relativa do alvo, pelo método de delta CT, visando-se comparar tumores com 

diferentes graus de infiltração linfocitária aplicando o teste de Mann-Whitney para 

comparação das medianas e a curva ROC para determinar a acurácia desse marcador. 

 

5. Viabilidade técnica da execução do projeto 

 

O presente projeto está submetido ao edital 01/2020 do Programa de Pós-

Graduação em Ciências da Saúde (PPGCS) da UnB (SEI nº 23106.021787/2020-12) para 

o segundo período letivo de 2020 no nível de doutorado. A execução do projeto contou 

com o apoio do Laboratório de Tecnologias para Terapia Gênica (ASS-128 ICC Sul, 

UnB), garantindo a viabilidade da infraestrutura e dos equipamentos disponíveis, como 

centrífugas, fluorômetro, termociclador QuantStudio 12K e freezer a -80°C. 

Este estudo utiliza materiais remanescentes de um projeto aprovado no edital de 

Demanda Espontânea FAP-DF 04/2017, intitulado “Alvejando miR-7, miR-34a e miR-

134 para silenciamento da sinucleína e proteção de neurônios dopaminérgicos em 

Parkinson experimental induzido por rotenona” (processo 0193.001656/2017). Além 

disso, o projeto será parcialmente financiado com recursos do MEC, por meio do projeto 

"Fortalecimento da infraestrutura laboratorial para testagem de COVID-19 e pesquisa 

científica", cujos valores já foram transferidos para a UnB. 

A aprovação do projeto foi concedida através da plataforma Brasil CAAE: 

46115121.6.0000.8153, com número do Parecer: 4.698.038 (Anexo 2). O termo de 

consentimento está detalhado nos Anexos 3 e 4. 
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IV. RESULTADOS 

O presente estudo investigou amostras do câncer de mama triplo negativo, 

considerado um dos subtipos tumorais mais agressivos e desafiadores. Focamos em uma 

população do Distrito Federal, analisando a infiltração de linfócitos tumorais e suas 

correlações com os fenótipos clínicos dos pacientes. Além disso, avaliamos a expressão 

do microRNA miR-155 em biópsias coletadas antes da terapia neoadjuvante, 

investigando sua relação com a resposta imunológica tumoral e seu potencial como 

biomarcador de infiltração linfocitária.   

Foram selecionadas 123 pacientes que atendiam aos critérios de inclusão para 

câncer de mama triplo-negativo. Conforme apresentado no fluxograma abaixo, figura 8, 

parte das amostras não pode ser utilizada devido a intercorrências experimentais. Assim, 

7 pacientes foram reclassificadas como de outro tipo molecular (com HER2 positivo e/ou 

receptores hormonais positivos) após reavaliação da imuno-histoquímica. O material de 

2 pacientes não foi encontrado, e 67 pacientes apresentaram material degradado devido à 

preservação inadequada ou quantidade insuficiente para realizar as reações necessárias. 

Das 47 pacientes restantes, 10 foram excluídas por não possuírem informações clínicas 

adequadamente registradas no prontuário. 

 

      

Figura 8. Fluxograma do número de pacientes selecionadas para o estudo 

 

123 pacientes

47 pacientes

37 pacientes

76 pacientes

10 pacientes

7 pacientes não eram TNBC

67 pacientes com material degradado

2 pacientes material não encontrado

10 pacientes sem registro clínico
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O resultado, após aplicarem-se os critérios de exclusão relacionados ao tipo 

tumoral, degradação ou perda de material e ausência de informações em prontuários (n = 

37). 

Foram coletados dados de 15 pacientes de uma instituição pública e 22 de uma 

instituição privada. As idades variaram de 32 a 97 anos, com média de 55,8 anos e 

mediana de 53 anos (Tabela 1).  

Entre as pacientes, 67,6% tinham mais de 60 anos, enquanto 32,4% eram menores 

de 60 anos. Quanto à maternidade, 10,8% das pacientes não tiveram gestações, 48,6% 

tiveram 1 ou 2 gestações, e 40,5% tiveram 3 ou mais. Apenas 13,5% das pacientes não 

amamentaram. Em relação ao tabagismo e etilismo, 72% das pacientes foram 

classificadas como não tabagistas e 84% como não etilistas (Tabela 2). 

Aproximadamente 46% das pacientes relataram histórico familiar positivo para 

câncer de mama em parente de primeiro grau. Mais da metade das pacientes (51,4%) não 

realizaram teste genético. As análises genéticas revelaram que 5,4% do total de pacientes 

apresentava mutações no gene BRCA1, 2,7% no BRCA2 e 5,4% no gene TP53. Além 

disso, 32,4% das pacientes testadas tiveram resultado negativo para mutações em painel 

genético. Das 18 pacientes que realizaram o teste genético 33,3% tiveram variante 

patológica em algum gene analisado. Do total de participantes, 21,6% evoluíram a óbito 

diretamente relacionado à doença, enquanto as demais permanecem vivas e com a doença 

controlada. Em relação à lateralidade, 20 pacientes (54,1%) apresentavam câncer de 

mama à direita e 17 (45,9%) à esquerda, com uma razão de lateralidade de 1,17. Uma 

paciente teve câncer bilateral, mas o tumor triplo negativo foi localizado à direita. Esses 

dados estão detalhados na Tabela 2. 

Tabela 1. Idade das pacientes estudadas 

  Média Desvio padrão Mínimo Máximo 

Idade (anos) 55,89 13,88 32 97 

 

 

 

Tabela 2. Caracterização do perfil demográfico das pacientes estudadas 

  n % 

Tipo de unidade hospitalar   

Privada 22 59,5 

Pública 15 40,5 

Faixa etária   

< 60 anos 25 67,6 

≥ 60 anos 12 32,4 

Nª de gestação   

Nenhuma 4 10,8 
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1 a 2 18 48,6 

3 ou mais 15 40,5 

Amamentação   

Não 5 13,5 

Sim 32 86,5 

Tabagismo   

Não 18 72,0 

Sim 7 28,0 

Etilismo   

Não 21 84,0 

Sim 4 16,0 

História familiar positiva   

Não 20 54,1 

Sim 17 45,9 

Lateralidade   

Direita 20 54,1 

Esquerda 17 45,9 

Painel Genetico   

BRCA 1 2 5,4 

BRCA 2 1 2,7 

BRIP 1 1 2,7 

PT53 2 5,4 

Negativo 12 32,4 

Não fizeram o teste 19 51,4 

Obito   

Não 29 78,4 

Sim 8 21,6 

n, frequência absoluta; %, frequência relativa 

Todas as pacientes apresentaram carcinoma ductal infiltrante do tipo não especial. 

A Tabela 3 descreve as características tumorais das pacientes no momento do diagnóstico. 

Dentre elas, 31 (83,7%) tinham tumores com diâmetro superior a 2 cm (≥ T2), 20 (54%) 

eram positivas para linfonodos axilares e 26 (70,3%) apresentavam grau 3. 

Tabela 3. Características clínicas ao diagnóstico   

  n % 

Estadiamento clínico   

IA 5 13,5 

IIA 9 24,3 

IIB 9 24,3 

IIIA 8 21,6 

IIIB 6 16,2 

cT (Tamanho tumor)   

T1 1 2,7 

T1B 3 8,1 

T1C 2 5,4 

T2 17 45,9 

T3 10 27,0 

T4B 2 5,4 

T4D 2 5,4 

cN (Status axilar)   

N0 17 45,9 

N1 13 35,1 

N2 7 18,9 
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Grau do tumor   

2 11 29,7 

3 26 70,3 

n, frequência absoluta; %, frequência relativa 

Duas pacientes foram submetidas a cirurgia como tratamento primário; uma delas 

pela idade (97 anos) e outra devido ao tamanho tumoral clínico T1 de 0,7 cm. As 35 

pacientes restantes receberam quimioterapia neoadjuvante, com 44,1% alcançando 

resposta patológica completa. É importante destacar que nenhuma paciente estudada foi 

submetida à tratamento com Pembrolizumabe pois ainda não havia aprovação no Brasil 

para esse tratamento quando elas foram designadas para terapia neoadjuvante.  

As características tumorais pós-tratamento cirúrgico e a análise histopatológica 

estão detalhadas na Tabela 4. Após o tratamento sistêmico, 13 pacientes (38,2%) ainda 

apresentaram tumores maiores que 2 cm e 10 (29,4%) mantiveram linfonodos axilares 

positivos. 

Tabela 4. Características patológicas pós-quimioterapia neoadjuvante 

  n % 

Estadiamento Patológico   

pCR (Resposta Patológica Completa) 15 44,1 

IB 4 11,8 

IIA 2 5,9 

IIB 4 11,8 

IIIA 6 17,6 

IIIB 2 5,9 

IIIC 1 2,9 

yT (Tamanho do tumor)   

T0 15 44,1 

T1 1 2,9 

T1B 1 2,9 

T1C 4 11,8 

T2 7 20,6 

T3 5 14,7 

T4B 1 2,9 

yN (Status axilar)   

N0 24 70,6 

N1 4 11,8 

N2 5 14,7 

N3 1 2,9 

n, frequência absoluta; %, frequência relativa 

 

A Tabela 5 mostra que o índice de proliferação tumoral, representado pelo Ki67, 

que mostrou uma média de 63,2%. 
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Tabela 5. Índice Ki67 

  Média Desvio padrão Mediana Mínimo Máximo 

Ki67 % 63,24 18,53 60 30 90 

O esquema de quimioterapia selecionado para 34 (97,1%) pacientes incluiu 

antraciclina associada a ciclofosfamida e taxano, enquanto uma paciente foi tratada com 

carboplatina e taxano. Onze (29,7%) pacientes foram submetidas à cirurgia conservadora, 

e 25 (67,6%) à mastectomia, com ou sem reconstrução. Uma paciente (2,7%) não pôde 

ser operada devido à progressão sistêmica durante a quimioterapia (Tabela 6). 

Nove (24,3%) pacientes receberam capecitabina após a cirurgia, em conformidade 

com os protocolos do CREATE-X. Uma (2,7%) paciente recebeu quimioterapia 

adjuvante com antraciclina, ciclofosfamida e taxano após a cirurgia primária. Essas 

características de tratamento estão detalhadas na Tabela 6. 

Tabela 6. Caracterização do tratamento   

  n % 

Quimioterapia neoajuvante   

AC + T 34 97,1 

Carboplatina 1 2,9 

Quimioterapia ajuvante   

AC + T 1 2,7 

Capecitabina 9 24,3 

Tipo de cirurgia   

Conservadora 11 29,7 

Mastectomia 25 67,6 

Não operou  1 2,7 

n, frequência absoluta; %, frequência relativa 

O tempo médio entre o término da quimioterapia neoadjuvante e a cirurgia foi de 

3,52 meses, e a mediana foi de 2 meses. Trinta (85,7%) pacientes receberam radioterapia 

adjuvante, com uma média de 17,6 sessões (Tabela 7). 

Tabela 7. Características de tratamento     

  Média Desvio padrão Mediana Mínimo Máximo 

Δ T Fim da QT até a Cirurgia (meses) 3,52 5,41 2 0 25 

RT sessões 17,6 4,28 15 15 28 

O nível de resposta foi classificado da seguinte forma: ausência de resposta para 

pacientes que mantiveram o mesmo tamanho tumoral e status axilar após o tratamento 

sistêmico; resposta parcial baixa para aquelas com diminuição do tamanho tumoral ou 

status axilar inferior a 50%; resposta parcial alta para as que apresentaram redução 

significativa do tamanho tumoral (entre 50% e 99,9%); e resposta patológica completa 
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para pacientes sem células cancerígenas no leito tumoral ou nos linfonodos axilares após 

o tratamento sistêmico (Tabela 8). 

Tabela 8. Caracterização da resposta ao tratamento sistêmico   

  n % 

Nível de resposta patológica   

Ausência de resposta 3 8,8 

Resposta parcial Baixa 8 23,5 

Resposta Parcial Alta 8 23,5 

Resposta Patológica completa 15 44,1 

n, frequência absoluta; %, frequência relativa 

Para analisar as características biológicas tumorais separamos os grupos 

experimentais em tecido de biópsia, que representam células não expostas a qualquer 

tratamento, ou seja, antes da terapia neoadjuvante, e tecido da peça cirúrgica de pacientes 

que receberam quimioterapia neoadjuvante, conforme descrito na Tabela 9. 

Tabela 9. Estatísticas descritivas da biologia tumoral 

  Tecido de Biopsia Tecido de Peça cirúrgica 

  Média Desvio padrão Média Desvio padrão 

Nª de Fragmentos estudados 5 4,47 2,33 3,87 

Tamanho dos fragmentos mm² 115,76 127,02 330,67 148,36 

Relação Tu/Area mm²  55,3 56,48 104,53 69,75 

Presença de necrose %  10,7 20,33 13,2 21,24 

Invasão tumoral %  13,13 28,4 51,54 30,03 

Pureza do tecido %  40,3 18,58 32,2 15,71 

Presença de estoma %  48,48 18,14 37,69 25,99 

Quantidade de Tils %  25,21 27,08 23,4 21,09 

Quantidade CD3 % 23,85 20,4 25,53 15,77 

Razão CD4/CD8  0,7 0,68 1,07 0,96 

Quantidade FoxP3  7,21 9,79 5,53 6,63 

 

Analisamos a sensibilidade, especificidade, acurácia, valor preditivo positivo 

(VPP) e valor preditivo negativo (VPN) das variáveis linfocitárias expressas tanto no 

tecido tumoral da biópsia quanto na peça cirúrgica após o tratamento neoadjuvante, 

incluindo TILs, CD3, razão CD4/CD8 e FOXP3, com intervalo de confiança (IC) de 95%, 

conforme detalhado na Tabela 10.  

A relação entre os marcadores TILs, CD3, razão CD4/CD8 e FOXP3 como 

preditores de resposta patológica nos tumores triplo-negativos (TNBC) foi analisada para 

avaliar se a população estudada apresenta padrões tumorais consistentes com os descritos 

na literatura e se esses marcadores influenciam positivamente a resposta à quimioterapia. 
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Tabela 10. Resultado da análise de sensibilidade, especificidade, acurácia, VPP, e VPN com a TILs, CD3, 

CD4/CD8 e FoxP3 para a Biopsia e Peça cirúrgica   

Variável Sensibilidade (IC 

95%) 
Especificidade (IC 

95%) 
Acurácia (IC 95%) VPP VPN Critério 

p-

valor 

Biópsia        
Tils  75.0% (48.2% - 101.8%) 33.3% (4.1% - 62.6%) 39.6% (8.3% - 77.8%) 0,43 0,67 >2.00 0,9 

CD3 100.0% (nan% - nan%) 16.7% (-6.4% - 39.8%) 43.8% (5.2% - 85.5%) 0,44 1 >2.00 0,83 

CD4/CD8 50.0% (19.0% - 81.0%) 83.3% (60.2% - 106.4%) 43.8% (5.2% - 85.5%) 0,67 0,71 >0.66 0,67 

FoxP3 50.0% (19.0% - 81.0%) 66.7% (37.4% - 95.9%) 43.8% (5.2% - 85.5%) 0,5 0,67 >1.00 0,91 

Peça ciúrgica      
 

Tils % 75.0% (48.2% - 101.8%) 33.3% (4.1% - 62.6%) 39.6% (0.0% - 85.7%) 0,43 0,67 >20.00 0,73 

CD3 100.0% (nan% - nan%) 33.3% (4.1% - 62.6%) 43.8% (4.2% - 84.0%) 0,5 1 >20.00 0,67 

CD4/CD8 50.0% (19.0% - 81.0%) 83.3% (60.2% - 106.4%) 56.2% (12.5% -100.0%) 0,67 0,71 >1.50 0,82 

FoxP3 50.0% (19.0% - 81.0%) 66.7% (37.4% - 95.9%) 41.7% (0.0% - 84.0%) 0,5 0,67 >3.00 0,94 

VPP, valor preditivo positivo; VPN, valor preditivo negativo; IC, intervalo de confiança 

Adicionalmente foi realizado o teste de Mann-Whitney para examinar a expressão 

das variáveis linfocitárias tanto no tecido tumoral das biópsias quanto na peça cirúrgica. 

Essa análise comparou pacientes que apresentaram resposta ao tratamento neoadjuvante 

com aquelas que não responderam ou que progrediram, conforme os resultados descritos 

na Tabela 11. 

Tabela 11. Resultado da comparação de qualquer resposta patológica com as variáveis linfocitárias em 

tecidos de biópsia e de peça cirúrgica 

  Resposta patológica 

p1 
  

Não                                                      
Mediana (25p - 75p) 

Sim                                       
Mediana (25p - 75p) 

Biópsia    

Tils  14,00 (1,00 - 37,50) 15,00 (1,25 - 2,75) 0,54 

CD3 20,00 (1,75 - 37,50) 17,50 (2,00 - 13,75) 0,75 

CD4/CD8 0,42 (0,11 - 0,63) 0,58 (0,15 - 0,92) 0,39 

FoxP3 1,00 (0,00 - 8,50) 2,00 (0,00 - 19,00) 0,24 

Peça cirúrgica    

Tils  15,00 (4,50 - 51,25) 20,00 (5,75 - 48,75) 0,84 

CD3 15,00 (13,75 - 51,25) 25,00 (21,25 - 41,25) 0,5 

CD4/CD8 1,00 (0,41 - 1,75) 0,66 (0,35 - 1,88) 0,78 

FoxP3 2,00 (1,50 - 16,25) 3,00 (0,25 - 12,00) 0,79 

1-Teste de Mann-Whitney. 

Foram analisados todos os valores de TILs nas amostras de biopsia de pacientes 

com resposta patológica completa (pCR) e foram considerados os intervalos interquartis 

com o valor de 2% no quartil inferior e 32,5% no quartil superior (Figura 9). 
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Figura 9. Valores de TILs em amostras de biopsias com pCR  

 

Após aplicar o teste de Mann-Whitney para comparar a mediana dos valores de 

TILs entre o grupo com resposta patológica completa com as amostras de pacientes sem 

resposta patológica completa e aplicando a curva ROC, o valor de 32,5% foi o que teve 

melhor acurácia para predizer a resposta patológica e foi estipulado como o ponto de corte 

do quartil superior. Então, comparando os grupos com e sem resposta patológica completa 

nesse cut-off, respeitando o intervalo interquartil da amostra analisada, sendo o quartil 

inferior tendo expressão de TILs = 2% e o quartil superior (75%) com expressão de TILs 

= 32,5%, houve significância estatística com p = 0,01 (figura 10). 

 

               

 

Figura 10. Comparação da mediana dos valores de expressão de TILs em amostras com pCR e amostras 

sem pCR 

MINIMO 1,00 

Percentil 25 2,00 

Mediana 10,00 

Percentil 75 32,50 

MAXIMO 90,00 
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Foi realizada uma análise de frequência utilizando o teste de Fisher para investigar 

a relação entre a expressão de TILs e a resposta patológica completa (pCR), conforme 

demonstrado na tabela 12. Observamos que 20% das pacientes com alta expressão de 

TILs apresentara pCR e 46,6% das pacientes com baixa expressão de TILs não 

apresentaram a resposta patológica completa. A figura 11 demostra esse achado 

graficamente. 

Tabela 12. Proporção de indivíduos de acordo com a presença ou ausência de resposta patológica 

completa (pCR) e com o padrão de expressão de TILs, alto ou baixo 

Infiltrados linfocitários tumorais (TILs).  
Alto TILs  Baixo TILS  

p1 
n (%)  n (%) 

Pacientes com pCR 6 (20) 9 (30,0) 0,0103 

Pacientes sem pCR 1 (3,33)        14(46,6)   

1-Valor de p, teste exato de Fisher  

          

 

Figura 11. Expressão de TILs correlacionada com Resposta patológica completa (pCR) 

 

Dentre as pacientes analisadas avaliou-se a quantidade de infiltrados linfocitários 

tumorais (TILs) nos tecidos das biópsias e o nível de resposta associado a essa expressão, 

classificada como baixa ou alta. Além disso, para comparar o nível de resposta com a 

expressão das variáveis linfocitárias nos tecidos tumorais, aplicou-se o teste de Mann-

Whitney, realizando as seguintes comparações: Ausência de resposta vs. Resposta Parcial 

alta; Ausência de resposta vs. Resposta Parcial baixa; Ausência de resposta vs. Resposta 

Patológica completa; Resposta Parcial alta vs. Resposta Parcial baixa; Resposta Parcial 

alta vs. Resposta Patológica completa e Resposta Parcial baixa vs. Resposta Patológica 

completa. Os resultados dessas comparações estão apresentados na Tabela 13. 

0

10

20

30

40

50

Tils > 32,5%
com pCR

TILs > 32,5%
sem pCR

TILs < 32,5%
com pCR

TILs < 32,5%
sem pCR

%
 d

e 
in

d
iv

íd
u

o
s

p=0,0103 Eixo

Expressão de TILs e pCR



63 

 

 

 

Foi realizada análise de regressão linear múltipla para avaliar a relação entre os 

valores de TILs e suas variáveis preditoras: CD3, relação CD4/CD8 e FOXP3, tanto em 

tecidos provenientes de biópsias quanto em tecidos da peça cirúrgica. A única variável 

que apresentou significância estatística foi CD3, com p < 0,01, tanto nas biópsias quanto 

nas amostras cirúrgicas (Tabela 14), demonstrando que o CD3 é um bom preditor 

linfocitário para expressão de TILs nessas amostras.  

Tabela 14. Resultado da análise de regressão linear múltipla entre o TILs e as variáveis preditoras CD3, 

CD4/CD8 e FoxP3 para tecido de biópsia e peça cirúrgica 

  r2 B Erro patrão t p      

Biópsia          

CD3 

0,88 

1,2 0,09 13,61 <0,01      

CD4/CD8 4,93 2,63 1,88 0,07      

FoxP3 -0,2 0,18 1,14 0,26      

Peça cirúrgica          

CD3 

0,78 

1,03 0,2 5,05 <0,01      

CD4/CD8 3,29 3,27 1 0,34      

FoxP3 0,51 0,46 1,1 0,3      

Tumores com alto grau de infiltrados linfocitários mostraram aumento 

significativo na expressão de miR-155 quando comparados com tumores com baixo grau 

de infiltrados (2,655 versus 1,310; P=0,0379, teste de Mann Whitney; n=8 por grupo). O 

valor de cutt-off de 1,66 foi determinado pela análise da curva ROC (Figura 12). 

 

Tabela 13. Análise comparativa dos níveis de resposta patológica de acordo com as variáveis 

linfocitárias 

  TILs% 

(Bx) 
CD3 
(Bx) 

CD4/CD8 
(Bx) 

FoxP3 
(Bx) 

TILs % 

(Peça) 
CD3 
(Peça) 

CD4/CD8 
(Peça) 

FoxP3 
(Peça) 

Ausência de resposta vs Resposta Parcial 

Alta 
0.264 0.272 0.380 0.261 0.881 0.453 0.878 0.445 

Ausência de resposta vs Resposta parcial 
Baixa 

0.673 0.691 0.571 0.516 0.822 0.610 0.831 0.682 

Ausência de resposta vs Resposta 

Patológica completa 
0.220 0.555 0.583 0.460 0.822 0.610 0.831 0.682 

Resposta Parcial Alta vs Resposta parcial 

Baixa 
0.649 0.847 0.948 0.694 0.714 0.646 0.646 0.927 

Resposta Parcial Alta vs Resposta 
Patológica completa 

0.121 0.405 0.687 0.636 0.714 0.646 0.646 0.927 

Resposta parcial Baixa vs Resposta 

Patológica completa 
0.305 0.458 0.451 0.373 1.000 1.000 1.000 1.000 

Números da tabela representam os valores de p no teste de Mann-Whitney.   Bx, biópsia anterior à 

terapia neoadjuvante; Peça, tumor residual após terapia neoadjuvante. 
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Figura 12. Expressão de miR-155 de acordo com o grau de infiltração linfocitária. Análise dos valores 

do delta Ct do alvo miR-155, determinado por RT-qPCR, em amostras de tecido de biopsia com baixa 

expressão de TILs e amostras com alta expressão de TILS. *p=0,03 (IC: 0,58 a 1,00) 

 

Tal achado corrobora a importância desse microRNA na biologia do tumor 

mamário e justificou, ainda, a continuidade da análise para avaliar-se qual a acurácia de 

miR-155 na identificação dos tumores com alto infiltrado linfocitário.  

Foi utilizada a análise da curva ROC para determinar a acurácia de miR-155 na 

identificação de tumores com algo grau de infiltração linfocitária, sendo expressa pela 

área sob a curva, AUC, do inglês Area Under the Curve.  

Ao analisar os resultados produzidos em relação ao miR-155 obteve-se um valor 

de AUC de 0,81, considerado uma boa acurácia (Figura 13). O desempenho do 

biomarcador para discriminar os grupos foi estatisticamente significativo, com p = 

0,0357. Isso nos permite propor que o miR-155 seja um potencial biomarcador para 

identificar tumores com alta expressão TILs.  

 

 

Figura 13. Análise da acurácia da expressão de miR-155 em identificar indivíduos com alta 

infiltração linfocitária. Utilizou-se a metodologia da curva ROC, com dados de expressão de miR-155 e 
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de grau de infiltração linfocitária, alta ou baixa. Área sob a curva (AUC) resultante foi de 0,81, com 

p=0,0357. 

Para determinar o cut-off da expressão de miR-155, foi escolhido o maior valor 

de razão de verossimilhança (Likelihood Ratio, LR), que foi de 6,0, resultando em alta 

sensibilidade (75%) e alta especificidade (87,5%). Com esses parâmetros, estabeleceu-se 

um cut-off de 1,66, gerando uma acurácia de 81% com p = 0,0357 (IC 95%: 0,58 a 1,00). 

Como passo seguinte do estudo, buscou-se examinar se uma combinação de dois 

alvos, com estrutura química distinta e obtidos por metodologias diferentes, poderia 

melhorar o desempenho do biomarcador.  Ou seja, combinamos resultados de miR-155 

(molécula de RNA não-codificante, identificada por RT-qPCR) com resultados de uma 

proteína de superfície celular linfocitária, CD3 (identificada por imuno-histoquímica), 

ambas moléculas presentes na biópsia tumoral.  

Nesta segunda etapa experimental, que incluiu cálculos da expressão de miR-155 

associada ao CD3, os achados do ensaio anterior foram corroborados, melhorando a 

discriminação entre os grupos experimentais. Conforme apresentado na Figura 14, 

tumores com alto grau de infiltração linfocitária mostraram um aumento significativo na 

expressão combinada de miR-155 e CD3 quando comparados a tumores com baixa 

infiltração (2,185 versus 1,010; P = 0,0003, teste de Mann-Whitney; n = 8 por grupo). 

Nas análises, os valores de CD3 foram transformados em logaritmo para alinhá-los aos 

valores de RT-qPCR de miR-155, minimizando assim as variações numéricas e 

facilitando a análise dos dados. 

 

 

Figura 14. Expressão de miR-155 e CD3 de acordo com o grau de infiltração linfocitária. Análise dos 

valores do delta Ct da média de miR-155 com log de CD3, determinado por RT-qPCR, em amostras de 
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tecido de biopsia com baixa expressão de TILs e amostras com alta expressão de TILS com *p=0,01 (IC: 

0,93 a 1,00). 

 

Os resultados de qPCR mostraram que tumores com alto grau de infiltrados 

apresentam o dobro do valor de expressão combinada de miR-155 associado a CD3, ou 

seja, essa combinação de alvos apresenta capacidade significativa de discriminar os 

grupos experimentais, seguindo-se para a determinação da acurácia desses biomarcadores 

combinados pela curva ROC.   

A análise da curva ROC revelou uma acurácia significativa de 98% (p=0,0011 (IC 

95%: 0,93 a 1,00) (Figura 15). A razão de verossimilhança aumentou de 6.0, no ensaio 

anterior apenas com miR-155, para 8.0. Houve, ainda, aumento na sensibilidade do teste 

com a combinação miR-155 e CD3.  A sensibilidade alcançou 100%, ou seja, todos os 

tumores com altos infiltrados, os verdadeiros positivos, foram corretamente identificados.  

 

 

Figura 15. Análise da acurácia da expressão de miR-155 e de CD3 em identificar indivíduos com alta 

infiltração linfocitária. Foi utilizada a metodologia da curva ROC, baseada na média da expressão de miR-

155 e do log de CD3, para tumores com grau de infiltração linfocitária alta ou baixa. Área sob a curva 

(AUC) resultante foi de 0,98, com p=0,011. 
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V. DISCUSSÃO 

 

 A literatura é bastante ampla sobre dados de câncer de mama, e as características 

raciais, culturais e ambientais interferem nos dados epidemiológicos de cada região do 

mundo, trazendo variações interpopulacionais (9) 

A média de idade na população feminina na América do sul com câncer de mama 

é de 56 anos (6), enquanto a média nas mulheres com câncer de mama triplo-negativo 

(TNBC) tem sido descrita como 51 anos (DP: 11 anos) (210). Nossas pacientes estudadas 

tinham média de 55 anos (DP: 13 anos).  

Algumas características epidemiológicas são importantes serem descritas pois 

existem os fatores protetores e o risco relativo de câncer de mama diminui em 4,3% (IC 

95% 2,9-5,8; p<0,0001) para cada 12 meses de amamentação, e cada parto confere uma 

redução de 7,0% (5,0-9,0; p<0,0001) do risco (211). Nesse estudo 89.2% das pacientes 

tiveram pelo menos um parto e 86,5% amamentaram.  

Quanto aos fatores de risco, um dado bem descrito na literatura é a associação do 

alcoolismo com o câncer de mama. O risco relativo é de 1,12 (1,10 – 1,14) para uma dose 

de álcool/dia (212). Apesar disso, apenas 16%, a minoria das pacientes, relataram 

consumir bebida alcoólica ao longo da vida. 

Outro fator de risco importante é a história familiar, o risco aumenta mesmo que 

só tenha um familiar de primeiro ou segundo grau com câncer de mama e o Hazard Ratio 

(HR) descrito é 1,77. Quando há dois ou mais familiares com história positiva o HR é de 

2,52, isso independente do perfil molecular (213). Na nossa população, quase metade das 

pacientes (46%) tinha história de câncer de mama em algum parente de primeiro ou sendo 

grau. 

Esse risco é independente de mutações genéticas, quando analisamos o risco em 

pacientes com mutação a chance de desenvolver essa neoplasia maligna é de 5 a 10%. Os 

principais genes relacionados são os de alta penetrância como BRCA 1 e 2 e PT53, porém 

mutação de genes de moderada e baixa penetrância como CHECK2, CDH1, RAD50, 

BRIPI 1 e PALB 2 também interferem favorecendo uma maior susceptibilidade a câncer 

de mama nas pacientes com essas mutações genéticas (214). O risco de desenvolver 

câncer de mama ao longo da vida é de 57% para portadoras de mutação em BRCA1 e 

49% para as mutações me BRCA 2 (215). 

O acesso ao teste genético no Distrito Federal, bem como em todo Brasil, é 

limitado principalmente pelo custo. Considerando esse aspecto, 51,4% das pacientes não 
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realizaram teste genético. Do total, 5,4% tinham mutações no gene BRCA1, 2,7% no 

BRCA2, e 5,4% no gene TP53, isso configura que 33% das pacientes que fizeram o teste 

eram mutadas. 

O câncer de mama triplo negativo está descrito entre os tipos mais agressivos de 

câncer de mama e um dos parâmetros que mede esse dado é a mortalidade diretamente 

relacionada à doença. Foram à óbito pelo TNBC na amostra estudada 21,6% das 

pacientes, portanto 78,6% permaneceram vivas durante o período de análise. Na 

literatura, o melhor padrão de sobrevivência foi observado entre mulheres com subtipo 

HR+/HER2- (taxa de sobrevivência de 92,5% em 4 anos), seguido por HR+/HER2+ 

(90,3%), HR-/HER2+ (82,7%) e, finalmente, pior sobrevivência para o subtipo triplo-

negativo (77,0%) (216). 

A mama que desenvolve o câncer sempre foi uma questão de curiosidade para 

definir se o lado interfere de fato na frequência da neoplasia mamária, a razão de 

lateralidade descrita na literatura é de 1,05 a 1,26 com frequência aumentada do lado 

esquerdo (217). Porém no nosso estudo a razão foi de 1,17 a favor da mama direita, porém 

não consideramos um fator de discordância importante, uma vez que a lateralidade não é 

fator de risco e esse dado é apenas uma descrição de frequência. 

Todas as pacientes estudadas tinham tipo histológico de carcinoma ductal invasivo 

sem tipo especial. Isso pode ser consequência de o número amostral não ser tão alto. A 

maioria, cerca de 90%, dos carcinomas de mama triplo negativos são assim classificados 

(218), porém cerca de 1% dos carcinomas descritos na literatura são metaplásico, 3% a 

5% são medulares e nesses tipos histopatológicos a grande maioria é do subtipo triplo 

negativo (219).  

Em uma coorte com 1.600 pacientes, sendo 11% TNBC (180 pacientes) 

demonstrou que 54,4% dessas tinham linfonodos axilares positivos para malignidade ao 

diagnóstico, quando 45,6% eram clinicamente N1 ou N2 nos outros subtipos, e 64,5% 

tinham tumores maiores que 2 cm contra 37,4% dos demais tumores de mama, isso prova 

que esse subtipo molecular confere estadiamentos mais avançados ao diagnósticos 

quando comparados aos outros subtipos. Há ainda a descrição de 90,2% dos TNBC serem 

grau 2 ou 3 (111). Na nossa amostra 54% era axila com linfonodos positivos e 87,3% 

eram tumores ≥ cT2, e 100% da nossa amostra era grau 2 ou 3, concordando com a 

literatura. 

Ainda no contexto do estadiamento clínico, analisando outros dados publicados, 

em uma coorte de 304 pacientes, 71% eram N0, ou seja, axila clinicamente negativa ao 



69 

 

 

diagnóstico (220). Apenas 46% das nossas pacientes se enquadravam nesse status axilar, 

fato que pode ser atribuído à demora ao diagnóstico em uma população de país 

subdesenvolvido como o Brasil. Quanto ao grau tumoral, essa mesma coorte teve quase 

85,7% das pacientes com grau 3. Nosso dado é parecido com 70,3% dos casos de tumores 

pouco diferenciados. 

Em uma publicação de 2016 está descrito em banco de base do SEER com 18.855 

pacientes com TNBC a seguinte informação sobre estadiamento comparada aos nossos 

dados (221): IA (35,6%) vs (13,5%); IIA (28,7%) vs (24,3%); IIB (13,0%) vs (24,3%); IIIA 

(7,4%) vs (21,6%); IIIB (3,8%) vs (16,2%). 

 A base de dados mostra quase 37% das pacientes descritas são diagnosticadas em 

estadiamento inicial com tumores menores que 2 cm. Nesse estadiamento só encontramos 

13,5% das pacientes. Uma das hipóteses para esse dado ser discrepante é o fato de 

fazermos diagnósticos mais tardios no Brasil devido à dificuldade de acesso das pacientes 

que dependem do Sistema Único de Saúde. 

A associação do alto índice de proliferação tumoral, representada pelo Ki67, com 

os TNBC já está bem estabelecida na literatura. Em uma publicação que analisou a 

expressão do Ki67 como um biomarcador para cada subtipo molecular de câncer de mama 

mostrou que 60% das pacientes tinham Ki67 considerado elevado acima de 15% (222). 

Destaca-se que um estudo anterior identificou índice elevado de Ki67 em proporção ainda 

maior dos indivíduos, alcançando 83% das pacientes (223). Todas as nossas pacientes 

tinham Ki67 superior a 30% com média de 63%, confirmando que em TNBC o Ki67 é 

rotineiramente elevado. 

Na literatura, 40% a 50% dos TNBC atingem resposta patológica completa (pCR) 

após quimioterapia neoadjuvante (224). Na nossa amostra esse dado foi 44,1%, bastante 

similar aos números publicados.  

Regimes de quimioterapia neoadjuvante baseados em antraciclina associada a 

ciclofosfamida e taxano (AC + T) são os de escolha para tratamento de TNBC maiores 

que 1 cm (67). Tumores T1a ou T1b, ou seja, menores que esse ponto de corte devem ter 

a cirurgia como opção de tratamento primário (218). Apenas 3% das pacientes estudadas 

usaram esquema de carboplatina na quimioterapia neoadjuvante, 97% delas fizeram 

esquema AC + T.  

Após a publicação do estudo KeyNote522, pacientes com tumores triplo-negativo 

localmente avançados, maiores que 2 cm e/ou com linfonodos axilares positivos ao 

diagnóstica devem preferencialmente serem submetidas à taxano associado à carboplatina 
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e pembrolizumabe seguido de antraciclina e ciclofosfamida (118). Esses dados são 

impactantes, mas não podemos inferir que o esquema escolhido para nossas pacientes foi 

incompleto, mesmo com tumores localmente avançados, isso pois a publicação que 

mudou a prática clínica ocorreu em 2022 e a maioria das pacientes analisadas foram 

selecionadas antes desse período, portanto o esquema escolhido ainda era o mais 

adequado.  

Dados cirúrgicos disponíveis em publicação recente para 604 pacientes 57,3% 

foram submetidos à cirurgia conservadora e 42,7% foram submetidos a mastectomia 

(225). Semelhante a esses dados, uma coorte de 275 pacientes, na qual 52% foram 

submetidas à cirurgia conservadora e 37,9% à cirurgia mamária radical (226). Para nossas 

pacientes esse dado foi de 29,7% submetidas a cirurgias menores e 67,6% à mastectomia. 

Fato que pode ser explicado pelo diagnóstico mais tardio e estadiamentos mais avançados 

nessa população que analisamos.  

Entender a resposta desses tumores ao tratamento sistêmico é um dos principais 

pontos desse estudo. Em uma publicação de 2021 em uma população brasileira 12% das 

pacientes praticamente não tiveram resposta patológica, enquanto esse número foi de 

8,8% nas nossas pacientes. Uma resposta baixa foi descrita em 21% das pacientes 

comparada as nossas 23,5%; a descrição dessa coorte teve resultados mais baixos que os 

nosso ao analisar uma boa resposta à terapia neoadjuvante em apenas 8% das pacientes, 

nós encontramos 23,5% das pacientes nesse contexto. A resposta patológica completa foi 

bem similar 42% publicado e 44,1% no nosso estudo (227). Essa comparação é 

importante pois analisa perfil demográfico semelhante e terapia neoadjuvante também 

bastante parecida. 

 Analisar o status axilar após a quimioterapia neoadjuvante é fundamental para 

estabelecer o prognóstico da pacientes, sabendo que pacientes que continuam com células 

neoplásicas após o tratamento sistêmico possuem pior prognóstico. Em uma publicação 

de 2021 em uma população brasileira, 45,8% das pacientes estudadas mantiveram axila 

com linfonodos positivos para doença maligna enquanto 54,2% apresentaram 

estadiamento patológico pN0 (227). Nossos números nessa esfera analítica demonstraram 

70,6% das pacientes com axila negativa pós quimioterapia neoadjuvante.  

Algumas publicações são emblemáticas no que tange a oncologia mamária, e uma 

delas foi a publicação do estudo CREATE-X em 2017 que após randomizar pacientes 

com tumor residual após quimioterapia neoadjuvante para receber capecitabina adjuvante 

comparada com pacientes que receberam placebo, o grupo de pacientes TNBC tiveram 



71 

 

 

sobrevida livre de doença de 69,8% versus 56,1% e sobrevida Global de 78,8% versus 

70,3% em cinco anos favorecendo o grupo do tratamento (129). Apesar de 55,9% das 

pacientes estudadas não terem atingido resposta patológica completa, apenas 24,5% do 

total, ou 47,3% das pacientes sem pCR fizeram capecitabina adjuvante. Esse dado poderia 

ser maior considerando que o período usado para seleção de pacientes coincide com a 

publicação. Porém alguns pontos devem ser ressaltados e o primeiro deles é que o serviço 

público só aderiu essa terapêutica a partir de 2023, outro ponto é que algumas dessas 

pacientes evoluíram com metástase visceral precoce sendo direcionadas para outros 

tratamentos. Houve ainda pacientes que tiveram condições clínicas para esse tratamento 

adjuvante. 

 É motivo de preocupação o tempo entre o fim do tratamento sistêmico e a cirurgia 

proposta para cada paciente, que deve ser idealmente entre 4 e 8 semanas (228). Dados 

da literatura mostram uma média de 30 dias, dentro do proposto (229). Porém nossa média 

foi de 3,52 meses ou 105 dias, mas isso aconteceu como consequência do fato de que uma 

paciente teve um intervalo de sete meses e outra de dez meses. Analisando nossos dados, 

a mediana foi de 2 meses de intervalo, mais consistente com a literatura. 

A radioterapia segue critérios impostos pelo estadiamento TNM, portanto 

qualquer cirurgia conservadora que não tenha contraindicação deve ser irradiada, e após 

mastectomia as principais indicações são 4 ou mais linfonodos comprometidos por 

doença ou estadiamento III (230).  

As publicações nesse contexto focam em discutir recorrência local após esse 

tratamento para certificar a eficácia da radioterapia. Em um trabalho com 77 pacientes, 

57,1% foram submetidas à mastectomia e 38,9% do total de pacientes representavam as 

pacientes que foram submetidas a cirurgia radical seguida de radioterapia, do universo 

apenas desse tipo de cirurgia foram 47,7% pacientes encaminhadas para esse tratamento 

local adjuvante (231). Do nosso total de pacientes, 67,5% foram submetidas a 

mastectomia, e 51,3% foram pacientes submetidas à cirurgia radical seguida de 

radioterapia, mas ao analisar apenas as pacientes desse grupo cirúrgico 76% se 

enquadram nesse combo de tratamento. Isso pode ser explicado pelo fato de o diagnóstico 

na nossa população acontecer mais em estadiamentos localmente avançados.  

Entender a expressão dos infiltrados linfocitários nesses tumores é um ponto 

crucial nesse estudo, uma vez que que a literatura relaciona o aumento da expressão de 

TILs com maiores índices de resposta patológica completa (232). A densidade mínima 

de TILs no estroma tumoral não tem um valor estipulado para análise, estudos conseguem 
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fazer análise com densidade média pouco acima de 10% no estroma tumoral de tumores 

triplo negativos (233), nossa média de densidade de TILs foi de 25% consagrando como 

adequadas as amostras analisadas.  

Em uma meta-análise que teve objetivo investigar o valor prognóstico dos TILs 

em TNBC, considerou 30% ponto de corte para separar em alta e baixa expressão de TILs 

após levantar as médias dos estudos analisados (232). Nosso ponto de corte foi 32,5% 

após comparar as medianas dos grupos de pacientes com e sem pCR, valor bem similar a 

literatura.  

Em publicação recente, em que buscou-se analisar a sensibilidade e especificidade 

dos TILs para predizer resposta patológica completa em TNBC, encontrou-se 

sensibilidade de 78%, especificidade de 50% com acurácia de 66,7% (234). Nossos dados 

variaram entre: sensibilidade de 75%, especificidade de 33% e acurácia de 40%. Essas 

variações entre amostras são esperadas uma vez que os tumores são heterogêneos e os 

TILs não são os únicos fatores que interferem na resposta patológica, mas a proximidade 

das análises mostra como o infiltrado linfocitário se comporta como preditor de resposta 

nesses tumores triplo-negativos.  

No entanto, falta uma recomendação formal de um valor de corte clinicamente 

relevante que categorize os tumores de mama como tendo alta infiltração linfocítica, o 

que dificulta o estabelecimento de um padrão universal para essa variável como 

biomarcador de resposta terapêutica. Meta-análises revelam valores de corte que variam 

de 10 a 60%  (208,235). 

A relevância de TILs elevados como biomarcadores de boa resposta terapêutica 

tem maior valor clínico para tumores TNBC em comparação com outros subtipos de 

câncer de mama (236). Ochi et al (237) categorizaram os tumores em três grupos: TILs 

baixos (0-9%), intermediários (10-49%) e TILs altos (≥50%), sendo este último 

conhecido como CB predominantemente linfocitário (LP). As taxas de pCR em tumores 

TNBC com TILs baixos são de 4%, em comparação com 43,6% naqueles com TILs 

intermediários ou altos. Em tumores HER-2-positivos, as taxas de pCR são de 26% vs. 

51,9%, respectivamente, e significativas em ambos os casos (237). 

Loi et al. (238) observaram TILs mais elevados em TNBC (n = 134) e HER2+ (n 

= 209) em comparação com subtipos de câncer de mama luminal (n = 591). A mediana 

do segundo quartil da expressão de TILs foi de 25,0, 15,0 e 7,5% para esses tipos de 

tumores, respectivamente. Apesar da variabilidade substancial nas porcentagens de 

infiltração para os grupos TNBC, HER2+ e luminal, o quartil superior apresentou 40,0, 
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30,0 e 12,5% de infiltração, respectivamente (237). Isso está alinhado com os achados de 

Stanton et al, que demonstraram TNBC e HER2+ como subtipos mais frequentes de alta 

expressão de TILs  (239,240). Denkert et al. reforçaram esses achados, relatando altas 

porcentagens de TILs (> 60%) em 30% dos tumores de TNBC, 19% em HER2+ e 13% 

em tumores luminal-HER2-negativos (165). 

 Loi et al identificaram TILs (alta expressão com ponto de corte ≥ 50%) como 

preditores de bom prognóstico para sobrevida livre de doença a distância em TNBC, mas 

não em HER2+ ou luminal (238). Além disso, Russo et al. (241) corroboraram esses 

achados ao utilizar TILs ≥ 30% para a classificação de alta expressão, um ponto de corte 

derivado de Liu et al (242).  

Em uma análise de 41 amostras de TNBC, Russo et al constataram que 34% 

apresentavam TILs >30%, com uma taxa de pCR de 78,6% (11/14) em comparação com 

14,8% (4/27) naqueles com TILs <30%. Além disso, uma taxa de pCR significativa de 

71,4% foi observada em indivíduos HER2+ com TILs >30% (241). 

Um aspecto fundamental do uso de TILs para prognóstico é determinar a 

porcentagem apropriada de infiltração linfocítica que caracteriza os tumores com alta 

expressão de TILs. Um valor de corte amplamente aceito é de 50% para alta infiltração 

linfocítica, conforme recomendado pelo TILs Working Group (163). Estabelecer esse 

limiar é fundamental para as decisões de tratamento e a avaliação prognóstica. 

Salgado et al propuseram a classificação de LPBC para tumores com “mais 

linfócitos do que células tumorais”, o que significa que apresentam 50-60% de infiltração 

linfocítica (163). Denkert et al. relataram que 40% dos pacientes com alta expressão 

(>50% de TILs) alcançaram pCR em comparação com 7% dos pacientes sem infiltração 

linfocitária (165). 

O uso de um ponto de corte de TILs >50% como marcador significativo de 

infiltração apresenta limitações em relação à sensibilidade, visto que relativamente 

poucos tumores de mama atingem esse ponto de corte. Stanton et al (57, 63) constataram 

que aproximadamente 20% dos tumores TNBC e HER2+ apresentam expressão de TILs 

>50% (240).  

Denkert et al. avaliaram 3.771 amostras, relatando pCR em 50% dos tumores 

TNBC com alto TIL e 48% dos tumores HER2+ com alto TIL (>60% TILs) (53). As 

taxas de pCR para TNBC e HER2+ com infiltração intermediária (11-59%) foram de 31 

e 39%, respectivamente. Portanto, um ponto de corte entre 11 (baixa infiltração) e 50% 
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(alta infiltração) poderia aumentar a sensibilidade para identificar indivíduos com 

prognóstico favorável sem comprometer a precisão discriminativa (165). 

Alguns estudos utilizaram pontos de corte entre 30 e 50% para definir alta 

expressão de TILs. Uma análise da Bélgica utilizou um ponto de corte de 40% (243), 

enquanto outros estudos na Venezuela, Bélgica e Itália utilizaram um ponto de corte de 

30% (241,244,245). 

 Uma avaliação mais ampla dos pontos de corte foi realizada em dois estudos 

multicêntricos. Um incluiu Austrália, Europa (França, Itália, Finlândia, Bélgica, 

Alemanha) e os Estados Unidos, que avaliou amostras de pacientes com TNBC para 

avaliar o valor prognóstico dos TILs (246), e outro envolvendo quatro centros da França, 

Itália e Coreia do Sul (209). 

Em 2.148 indivíduos, o TIL exibiu um intervalo interquartil de 10 a 30%, com 

uma mediana de 15%. Notavelmente, cerca de um terço dos pacientes apresentaram TILs 

≥30%, ampliando o grupo de indivíduos beneficiados pelo biomarcador em comparação 

com estudos que utilizaram TILs de 50%, o que estava presente em um quinto dos 

pacientes (238,239). O ponto de corte de 30% alinha-se com o Q3, indicando 30% de 

infiltração linfocitária como parâmetro limite (246). 

Park et al. investigaram se TILs ≥30% identificam aqueles que podem não 

necessitar de quimioterapia adjuvante. Pacientes com TNBC em estágio I (n=74) 

apresentaram sobrevida livre de doença em 5 anos de 91% (IC de 95% 84-96%) e 

sobrevida global de 98% (IC de 95% 95-100%). Esse estudo utilizou o ponto de corte de 

30%, consistente com Loi et al. (246). Sua mediana foi menor (10 vs. 15%), enquanto o 

terceiro quartil permaneceu em 30%, confirmando sua consistência (209). 

TILs estromais ≥ 30% podem representar um subgrupo de pacientes com TNBC 

estágio I com excelente prognóstico sem terapia adjuvante. Isso sugere que grupos 

vulneráveis, como idosos ou aqueles com comorbidades, podem ser poupados da 

toxicidade e dos custos da quimioterapia adjuvante sem comprometer as taxas de 

sobrevida. Além disso, a avaliação de TILs a 30% pode gerar boa reprodutibilidade entre 

patologistas, visto que, nesse nível, as diferenças visuais são mais fáceis de serem 

detectadas. No entanto, o uso de biomarcadores exige cautela em relação aos critérios 

diagnósticos clínicos estabelecidos, como tamanho do tumor e estado dos linfonodos, 

para refinar a análise patológica e os insights terapêuticos para cada caso clínico (247). 

Russo et al., Floris et al. e Dieci et al. demonstraram boa capacidade discriminativa 

com um ponto de corte de TIL de 30% (241,244,245). Russo et al relataram uma 
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incidência cinco vezes maior de pCR em pacientes com TILs ≥30% em comparação com 

aqueles com TILs <30% (58,5 vs. 11,0%) (241). 

Limiares de TIL de 30% ou 50% não apenas servem como biomarcadores 

promissores para orientar a redução da quimioterapia em TNBC em estágio inicial, mas 

também informam decisões terapêuticas relacionadas a inibidores de ponto de controle 

imunológico. A mensuração da expressão de TIL e PD-L1 auxilia na identificação de 

tumores imunoenriquecidos, melhorando assim a seleção de pacientes com TNBC 

avançado com probabilidade de resposta a inibidores de PD-1/PD-L1 (248). 

O limite de 30% é particularmente inclusivo, permitindo a identificação de uma 

população de pacientes mais ampla em comparação com o limite mais rigoroso de 50%, 

que é menos frequentemente alcançado na prática clínica (239,240) 

Após essa vasta revisão encontramos e determinamos nosso valor de corte baseado 

no quartil superior de número de amostras das nossas paciente de 32,5%, o que está bem 

consistente com a literatura, conforme mostrado na tabela 12 e Figuras 10 e 11. 

Compreendendo o papel dos TILs na oncologia mamária surgiu então a 

necessidade de entender quais seriam os fatores que interferem no aumento desses 

infiltrados nesses tumores. Encontramos o CD3 como a principal variável preditora de 

TILs na nossa amostra em análise de regressão linear múltipla com p < 0,01 e isso é 

comprovado pela literatura, quando também foi demonstrado que o CD3 teve maior 

impacto como memória citotóxica efetiva (162).   

Embora a amostra seja relativamente pequena reconhecemos que a busca por 

novos marcadores deve começar com um número reduzido de amostras para avaliar sua 

relevância, antes de investir tempo e recursos em uma amostra maior. Optou-se por 

microRNAs por serem biomarcadores viáveis para estudo nas biópsias tumorais 

permitindo escalabilidade na translação do laboratório de pesquisa para laboratório 

clínico, já que se baseia em reações de qPCR, técnica que já é utilizada em outros testes 

de oncologia que examinam a expressão múltiplos alvos para fins de diagnóstico e 

prognóstico (249). 

Quanto ao tema específico do presente estudo, há evidências científicas sólidas de 

que microRNAs regulam a comunicação de células do sistema imune no ambiente do 

tumor mamário, com papel na tumorigênese (250). Neste sentido um trabalho anterior 

evidenciou que a expressão do microRNA miR-155 se mostrou promissora como preditor 

da expressão de TILs (251). No entanto, tal achado precisaria ser examinado em novas 
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coortes de pacientes para validações adicionais, envolvendo instituições de outros países, 

como nos hospitais do Distrito Federal do presente estudo. 

Fazendo análise a nível molecular o miR-155 mostrou sua relação positiva 

importante com fatores prognósticos do TNBC como já apresentado anteriormente. 

Justamente por isso foi importante calcular a influência desse microRNA na expressão de 

TILs, e encontramos uma acurácia de 81% e p = 0,03 nessa relação molecular. A 

afirmação de que a superexpressão de miR-155 aumenta a infiltração imunológica 

antitumoral foi feita em 2022 quando, in vitro, demostraram que o aumento de miR-155 

favoreceu o combate tumoral com maior recrutamento de células imunológicas e a sua 

deficiência esteve relacionada com a progressão tumoral por falta de recrutamento das 

células imunes (251). 

Uma das perguntas biológicas foi se a combinação miR-155 + CD3 iria corroborar 

os dados de miR-155 isoladamente e se, ao combinarem-se esses dois alvos de natureza 

distinta, haveria melhora no desempenho do biomarcador de infiltração linfocitária, ou 

seja, se ficaria mais acurado, sensível, e específico, com uma superior razão de 

verossimilhança.   

 Considerando que os tumores de mama triplo negativo são heterogêneos e o 

impacto do tratamento dos mesmos é multifatorial, a associação da variável linfocitária 

que mais prediz a expressão de TILs, o CD3, com a variável molecular estudada, miR-

155 como cofatores responsáveis em favorecer o ambiente imunológico no TNBC 

demonstrou na nossa amostra acurácia de 98% com p = 0,01, sendo descrito pela primeira 

vez esse importante dado.  
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VI. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

A investigação de biomarcadores, como linfócitos infiltrantes tumorais (TILs) e 

microRNAs, é fundamental na oncologia mamária, especialmente no câncer de mama 

triplo negativo (TNBC), um subtipo agressivo. 

A presença de TILs, que indicam uma resposta imunológica eficaz, está ligada a 

melhores prognósticos, destacando seu papel como marcadores de eficácia de tratamento. 

O presente estudo mostrou uma maior proporção de resposta patológica completa em 

pacientes com TNBC com altos níveis de TILs, e essa diferença foi significativa. 

Os microRNAs desempenham um papel crucial na regulação de processos 

tumorais, incluindo proliferação celular e metástase, e são potenciais biomarcadores na 

oncologia mamária. 

O miR-155 isoladamente demonstrou um bom preditor molecular de TILs nos 

tumores de mama triplo-negativos, com acurácia de 81%. E a associação de miR-155 e 

CD3 demonstrou uma acurácia (98%) ainda maior na identificação de TNBC com altos 

níveis de infiltração linfocitária. 

Esses resultados são promissores para o desenvolvimento de ferramentas 

diagnósticas e prognósticas mais precisas, permitindo tratamentos personalizados e 

melhor manejo clínico. Entretanto é crucial realizar novos estudos com um número 

ampliado de amostras em coortes independentes para validar essas descobertas. 

A ampliação das pesquisas sobre esses biomarcadores poderá enriquecer a 

compreensão da biologia tumoral e facilitar a adoção de estratégias terapêuticas 

inovadoras na oncologia mamária. 

Considerando avanços posteriores os resultados do presente estudo, na busca de 

um biomarcador de infiltração linfocitária na biópsia poderiam no futuro, motivar 

pesquisas translacionais para um biomarcador circulante, ou seja, nas biópsias líquidas a 

partir de amostras do sangue, desde que houvesse boa acurácia de miR-155 nas biopsias 

tumorais como ponto de partida. 
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VIII. ANEXOS 

 

ANEXO 1: Figuras 16 e 17 

 

Figura 16. Classificação 2 de estadiamento de acordo com AJCC UICC 8th edição.  
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Figura 17. Classificação 3 de estadiamento de acordo com AJCC UICC 8th edição. 
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ANEXO 2: Parecer do CEP 
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ANEXO 3: Termo de consentimento instituição privada 

 

       
 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido – TCLE 
Convidamos a Senhora a participar voluntariamente do projeto de pesquisa A influência genética 

da célula tumoral do câncer de mama triplo negativo para expressão de TILs analisada e uma população 
Brasileira, sob a responsabilidade da pesquisadora Miriam Monteiro Alvares Vilela, doutorando do 
Programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde da UnB. O projeto consta de análise de dados em 
prontuário e estudo em blocos de parafina de tecido tumoral. O objetivo desta pesquisa é analisar 
marcadores que podem influenciar na resposta patológica do câncer de mama triplo negativo associado 
à infiltrado inflamatório desses tumores. A senhora receberá todos os esclarecimentos necessários antes 
e no decorrer da pesquisa e lhe asseguramos que seu nome não aparecerá sendo mantido o mais rigoroso 
sigilo pela omissão total de quaisquer informações que permitam identificá-la. A sua participação se dará 
por meio de autorizar o acesso aos dados de seu prontuário e dos materiais biológicos (blocos de parafina) 
para a realização da pesquisa. O risco decorrente de sua participação na pesquisa é o consumo do material 
biológico do tumor arquivado em bloco de parafina. Para minimizar esse risco foi adotado o seguinte 
critério de exclusão: “Material de peça cirúrgica com apenas um bloco para estudo. Os casos selecionados 
devem ter ao menos dois blocos de parafina com material suficiente para estudos de imunohistoquímica. 

Se a senhora aceitar participar, estará contribuindo para a descoberta de novos 
marcadores de microRNA ou circRNA associados ao infiltrado inflamatório no câncer de mama triplo 
negativo. Além disso, pode-se estabelecer correlações clínico- patológicas, de cunho prognóstico, 
específicas com esses marcadores. 

A Senhora pode se recusar a responder (ou participar de qualquer procedimento) qualquer 
questão que lhe traga constrangimento, podendo desistir de participar da pesquisa em qualquer 
momento sem nenhum prejuízo para a senhora. Sua participação é voluntária, isto é, não há pagamento 
por sua colaboração. Todas as despesas que a senhora tiver relacionadas diretamente ao projeto de 
pesquisa serão cobertas pelo pesquisador responsável. 

Caso haja algum dano direto ou indireto decorrente de sua participação na pesquisa, a 
senhora deverá buscar ser indenizado, obedecendo-se as disposições legais vigentes no Brasil. Os 
resultados da pesquisa serão divulgados na Universidade de Brasília podendo ser 
publicados posteriormente. Os dados e materiais serão utilizados somente para esta pesquisa e ficarão 
sob a guarda do pesquisador por um período de cinco anos, após isso serão destruídos. 

Se a Senhora tiver qualquer dúvida em relação à pesquisa, por favor telefone para: Miriam 
Monteiro Alvares Vilela no Hospital de base, no respectivo telefone (61) 3550-8863, ou para o e-mail 
miriam_alvares@yahoo.com.br. 

Ressalta-se que quanto às medidas de proteção de dados individuais, resultados de exames e 
testes, bem como dos prontuários, somente serão acessíveis à equipe de pesquisa, não sendo permitido 
o acesso a terceiros. 

Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Instituto de Gestão Estratégica de 
Saúde do Distrito Federal – IGESDF. O CEP é composto por profissionais de 
diferentes áreas cuja função é defender os interesses dos participantes 
da pesquisa em sua integridade e dignidade e contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de 
padrões éticos. As dúvidas com relação à assinatura do TCLE ou os direitos do participante da pesquisa 
podem ser esclarecidos pelo telefone (61) 3550-8900 ramal: 9167 ou do e-mail cep@igesdf.org.br, horário 
de atendimento de 08:00hs às 12:00hs e de 13:00hs às 17:00hs, de segunda a sexta-feira. 

Caso concorde em participar, pedimos que assine este documento por gentileza,  

___________________________________________________________ 

  Nome Completo 

___________________________________________________________ 

  Assinatura (Paciente ou representante legal) 

____________________________________________________________ 

Dra. Miriam Monteiro Alvares Vilela  
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ANEXO 4: Termo de consentimento instituição pública 

 

 
 
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido – TCLE 

Convidamos a Senhora a participar voluntariamente do projeto de pesquisa A influência genética 
da célula tumoral do câncer de mama triplo negativo para expressão de TILs analisada e uma população 
Brasileira, sob a responsabilidade da pesquisadora Miriam Monteiro Alvares Vilela, doutorando do 
Programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde da UnB. O projeto consta de análise de dados em 
prontuário e estudo em blocos de parafina de tecido tumoral. O objetivo desta pesquisa é analisar 
marcadores que podem influenciar na resposta patológica do câncer de mama triplo negativo associado 
à infiltrado inflamatório desses tumores. A senhora receberá todos os esclarecimentos necessários antes 
e no decorrer da pesquisa e lhe asseguramos que seu nome não aparecerá sendo mantido o mais rigoroso 
sigilo pela omissão total de quaisquer informações que permitam identificá-la. A sua participação se dará 
por meio de autorizar o acesso aos dados de seu prontuário e dos materiais biológicos (blocos de parafina) 
para a realização da pesquisa. O risco decorrente de sua participação na pesquisa é o consumo do material 
biológico do tumor arquivado em bloco de parafina. Para minimizar esse risco foi adotado o seguinte 
critério de exclusão: “Material de peça cirúrgica com apenas um bloco para estudo. Os casos selecionados 
devem ter ao menos dois blocos de parafina com material suficiente para estudos de imunohistoquímica. 

Se a senhora aceitar participar, estará contribuindo para a descoberta de novos 
marcadores de microRNA ou circRNA associados ao infiltrado inflamatório no câncer de mama triplo 
negativo. Além disso, pode-se estabelecer correlações clínico- patológicas, de cunho prognóstico, 
específicas com esses marcadores. 

A Senhora pode se recusar a responder (ou participar de qualquer procedimento) qualquer 
questão que lhe traga constrangimento, podendo desistir de participar da pesquisa em qualquer 
momento sem nenhum prejuízo para a senhora. Sua participação é voluntária, isto é, não há pagamento 
por sua colaboração. Todas as despesas que a senhora tiver relacionadas diretamente ao projeto de 
pesquisa serão cobertas pelo pesquisador responsável. 

Caso haja algum dano direto ou indireto decorrente de sua participação na pesquisa, a 
senhora deverá buscar ser indenizado, obedecendo-se as disposições legais vigentes no Brasil. Os 
resultados da pesquisa serão divulgados na Universidade de Brasília podendo ser 
publicados posteriormente. Os dados e materiais serão utilizados somente para esta pesquisa e ficarão 
sob a guarda do pesquisador por um período de cinco anos, após isso serão destruídos. 

Se a Senhora tiver qualquer dúvida em relação à pesquisa, por favor telefone para: Miriam 
Monteiro Alvares Vilela no Hospital de base, no respectivo telefone (61) 3550-8863, ou para o e-mail 
miriam_alvares@yahoo.com.br. 

Ressalta-se que quanto às medidas de proteção de dados individuais, resultados de exames e 
testes, bem como dos prontuários, somente serão acessíveis à equipe de pesquisa, não sendo permitido 
o acesso a terceiros. 

Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Instituto de Gestão Estratégica de 
Saúde do Distrito Federal – IGESDF. O CEP é composto por profissionais de 
diferentes áreas cuja função é defender os interesses dos participantes 
da pesquisa em sua integridade e dignidade e contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de 
padrões éticos. As dúvidas com relação à assinatura do TCLE ou os direitos do participante da pesquisa 
podem ser esclarecidos pelo telefone (61) 3550-8900 ramal: 9167 ou do e-mail cep@igesdf.org.br, horário 
de atendimento de 08:00hs às 12:00hs e de 13:00hs às 17:00hs, de segunda a sexta-feira. 

Caso concorde em participar, pedimos que assine este documento por gentileza,  

___________________________________________________________ 

  Nome Completo 

___________________________________________________________ 

  Assinatura (Paciente ou representante legal) 

____________________________________________________________ 

Dra. Miriam Monteiro Alvares Vilela  
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ANEXO 5: Extração de RNA de amostras fixadas em formol e embebidas em 

parafina (FFPE) – RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit for FFPE 

 

 

 ANEXO 6: Quantificação de RNA e miRNA por fluorimetria - Qubit 2.0 
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ANEXO 7: Protocolo TaqMan miRNA Avanced Assay 

 

 

  


