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RESUMO 

 

 

Botelho MCS. Caracterização imunofenotípica do infiltrado inflamatório e 

sua associação com fatores prognósticos e preditivos clássicos nos 

diferentes subtipos moleculares do carcinoma mamário. São Paulo; 2017. 

[Dissertação de Mestrado-Fundação Antônio Prudente]. 

 

Introdução: O microambiente tumoral é um fator chave na agressividade 

tumoral e prevê a resposta a terapias modernas como imunoterapia em alguns 

tipos de tumores. O câncer de mama é altamente heterogêneo nos níveis 

clínico e molecular, com variação morfológica quanto às células inflamatórias 

infiltrando o estroma tumoral. A contagem de linfócitos e macrófagos não faz 

parte das diretrizes atuais devido à falta de dados prognósticos ou preditivos. 

Objetivo: Avaliar a presença, o tipo e o valor prognóstico do infiltrado 

inflamatório em neoplasias mamárias de diferentes subtipos moleculares. 

Métodos: Realizamos um estudo retrospectivo utilizando a análise da 

expressão gênica de um painel de 37 genes relacionados à inflamação em 

101 amostras congeladas de câncer de mama Luminal A, Luminal B, HER2 e 

Triplo Negativo, além de imuno-histoquímica automatizada (IHC) em 663 

amostras de pacientes de câncer de mama invasor emblocadas em parafina, 

organizadas em Tissue Microarrays teciduais com foco na d detecção dos 

linfócitos B (PAX5), linfócitos T (CD3, CD4, CD8, FOXP3) e macrófagos 

(CD68, CD163). Avaliamos o número absoluto de células positivas em três 

campos de grande aumento (400x) do tumor invasivo e as variáveis contínuas 

foram dicotomizadas em baixa x alta por estatística de maximização dos 

pontos de corte. Realizamos as análises estatísticas nos softwares R v3.3.0. 

e SPSS incluindo análise de agrupamento não supervisionado sobre dados 

de expressão gênica para identificar subgrupos e conjuntos de genes, análise 

supervisionada para detectar diferenças entre subtipos moleculares e curvas 

de probabilidade de sobrevivência livre de doença e câncer-específica usando 

o método de Kaplan-Meier. Resultados: Os resultados da expressão gênica 



dois subgrupos de tumores mamários com diferentes perfis dos genes 

relacionados ao infiltrado inflamatório, um deles enriquecido para cânceres 

não luminais, mas sem relação com a sobrevida. Utilizando IHC, os tumores 

TN foram enriquecidos para CD3 (p <0,001), CD68 (p = 0,001) e CD163 (p = 

0,019) e mostraram menos FOXP3 (p <0,001) em comparação com os 

tumores Luminal A. Pacientes com alto CD8, CD68, CD163 e baixo FOXP3 

apresentaram maior probabilidade de recorrência [p <0,005; RR 

respectivamente 2,58 (IC 1,36-4,89) 2,03 (IC 1,21-3,41); 4,78, (IC 1,06-3,01); 

0,554 (IC 0,321-0,955)], mas a alta contagem de CD8 isolada apresentou 

menores taxas de mortalidade (p = 0,021, RR 0,478, IC 0,25-0,90). Ao analisar 

cada subtipo separadamente, altas contagens de CD8, CD163, FOXP3 e 

PAX5 associaram-se com uma maior chance de recorrência das pacientes no 

subtipo Luminal A [p<0,05 respectivamente 6,73 (IC 1,83-24,65); 4,24 (IC 

1,58-11,39); 4,04 (IC 1,12-14,50); 2,27 (IC 0,84-6,15). Já as pacientes do 

subtipo Luminal B tiveram maior risco de vir a óbito quando havia pouca 

presença de CD8 e altas presenças de CD68 e CD163 [p< 0,05 

respectivamente 0,33 (IC 0,12-0,92); 4,77 (IC 1,03-22,08); 4,51, (IC 0,577-

35,271)]. E as pacientes triplo negativo tiveram maior chance de evoluir a óbito 

quando não havia presença das células CD3, CD4 e CD8 (p< 0,05 

respectivamente 0,12 (IC 0,23-0,62); 0,15 (IC 0,03-0,75); 0,15 (IC 0,02-1,19)]. 

Conclusão: Os subtipos moleculares de câncer de mama estão associados 

a diferentes perfis de células inflamatórias e o valor prognóstico das células 

tumorais variam entre os subtipos moleculares. Alta expressão de genes de 

CD8 e alta infiltração de CD8 predominam nos tumores não-luminais e está 

associada com maior risco de recorrência tumoral. 

 

Descritores: Neoplasias da Mama. Sistema Imunológico. Imuno-

Histoquímica. Expressão Gênica. Prognóstico. 



SUMMARY 

 

 

Botelho MCS. [Immunophenotypic characterization of the inflammatory 

infiltrate and its association with classical prognostic and predictive 

factors in the different molecular subtypes of mammary carcinoma]. São 

Paulo; 2017. [Dissertação de Mestrado-Fundação Antônio Prudente]. 

 

Introduction: Tumor microenviroment is a key factor in tumor aggressiveness 

and predicts response to modern therapies as immunotherapy in some tumor 

types. Breast cancer is highly heterogeneous at clinical and molecular levels, 

with great variation regarding inflammatory cells infiltrating the tumor. 

Lymphocyte counting is not part of current guidelines due to lack of prognostic 

or predictive data. Objective: To evaluate the intensity, cell types and 

prognostic value of inflammatory cells in breast neoplasms of different 

molecular subtypes. Methods: We conducted a retrospective study using 

gene expression analysis of a 22-gene panel related to inflammation on 101 

frozen samples of Luminal A, Luminal B, HER2 and Triple Negative breast 

cancers. Yet, we performed automated immunohistochemistry (IHC) staining 

on 663 formalin fixed-paraffin embedded patient samples organized in Tissue 

Microarrays to detect B-cell (PAX5), T-cell (CD3, CD4, CD8, FOXP3) and 

macrophage (CD68, CD163) markers. We counted the absolute number of 

positive cells in three high power fields (400x) of the tumor and continuous 

variables were dichotomized in low x high by maximally selected long-rank 

statistic for cut-points. We conducted all statistical analysis on R software 

v3.3.0. including unsupervised “cluster”ing analysis on gene expression data 

to identify subgroups and gene sets, supervised analysis to detect differences 

across molecular subtypes and disease free survival and cancer specific 

survival using Kaplan-Meier method. Results: Gene expression identified two 

subgroups with distinct inflammatory profiles, one of them enriched for non-

luminal cancers. Using immunohistochemistry, triple negative (TN) tumors 

were enriched for CD3 (p <0.001), CD68 (p = 0.001) and CD163 (p = 0.019) 



and showed less FOXP3 (p <0.001) compared to Luminal A tumors. Tumors 

harboring the combination of high CD8, CD68, CD163 and low FOXP3 were 

more likely to recur [p <0.005; RR respectively 2.58 (CI 1.36-4.89) 2.03 (CI 

1.21-3.41); 4.78 (IC 1.06-3.01); 0.554 (CI 0.321-0.955)], but isolate high CD8 

count had lower mortality rates (p = 0.021, RR 0.478, CI 0.25-0.90). Luminal 

A tumors with high CD8, CD163, FOXP3, and PAX5 counts showed higher 

likelihood of recurrence [p <0,05, respectively, 6,73 (CI 1,83-24,65); 4,24 (IC 

1,58-11,39); 4,04 (CI 1,12-14,50); 2,27 (IC 0,84-6,15). Luminal B subtype 

showed higher risk of death associated with low counts of CD8 and high counts 

of CD68 and CD163 (p <0,05, respectively, 0,33 (CI 0,12-0,92); 4,77 (CI 1,03-

22,08); 4,51, (IC 0,58-35,27)]. Triple Negative presented a higher risk of death 

in the absence of CD3, CD4 and CD8 cells (p <0,05, respectively 0,12 (CI 

0,23-0,62), 0,15 (CI 0,03-0,75); 0,15 (CI 0,02-1,19)]. Conclusion: Breast 

cancer molecular subtypes are associated with distinct inflammatory cell 

profiles and the prognostic value of each cell may vary across molecular 

subtypes. High CD8 gene expression and high CD8 infiltration is characteristic 

of non-luminal tumors and it is associated with higher risk of tumor recurrence. 

 

Key words: Breast Neoplasms. Immune System. Immunohistochemistry. 

Gene Expression. Prognosis 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 O CÂNCER DE MAMA 

 

1.1.1 Epidemiologia 

O projeto Globocan/IARC, realizado em 2012 indicou que, dos 14 

milhões de novos casos de câncer estimados no mundo, mais de 60% 

ocorreriam em países em desenvolvimento, como o Brasil. Para a 

mortalidade, a situação é ainda mais delicada visto que, dos 8 milhões de 

óbitos previstos, 70% ocorreriam nesses mesmos países (FERLAY et al. 

2013). Ao explorarmos o câncer de mama (CM), classificamos como o 

segundo mais frequente no mundo, com cerca de 1,7 milhões de novos casos, 

perdendo apenas para o câncer de pulmão. Ainda assim, ele é o de maior 

incidência e mortalidade em mulheres, representando 12% de todos os novos 

tipos de câncer e 25% de todos os cânceres em mulheres, além de ser o 

responsável por, aproximadamente, 500 mil mortes ocorridas em 2012 

(FERLAY et al. 2013).  

Segundo os dados do programa Surveillance Epidemiology, and End 

Results-SEER (2018), do Instituto Nacional do Câncer nos Estados Unidos, 

durante os anos de 1990 a 2000, a taxa de incidência de câncer de mama 

aumentou cerca de 3% ao ano. Baseando-se na estimativa de câncer de 

mama dos anos 2011 a 2013, aproximadamente 12% das mulheres serão 

diagnosticadas com essa doença ao longo da vida. Em 2018, o Instituto 
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Nacional do Câncer (INCA) estimou 57.960 casos novos de câncer de mama, 

com um risco de 56,20 casos a cada 100 mil mulheres. Apenas em 2016 foram 

estimados 40.000 óbitos devido a esse câncer (Ministério da Saúde 2018). 

Apesar de ser considerado um câncer relativamente de bom 

prognóstico quando diagnosticado e tratado precocemente, as taxas de 

mortalidade por câncer da mama continuam elevadas no Brasil, muito 

provavelmente porque a doença ainda é diagnosticada em estádios 

avançados. A sobrevida média após cinco anos tem apresentado um discreto 

aumento na população de países desenvolvidos, atualmente é de 85%, 

entretanto nos países em desenvolvimento, como no Brasil, a sobrevida 

continua com valores entre 50 e 60% (Ministério da Saúde 2018). 

Segundo a OMS, o número de mortes relacionadas ao câncer no Brasil 

aumentou em 31% entre os anos de 2000 e 2015. Em 2015 foram estimadas 

223.400 mortes, sendo o CM o maior responsável pelas mortes relacionadas 

a câncer nas mulheres (Ministério da Saúde 2018). 

 

1.1.2 Classificação 

O CM é altamente heterogêneo tanto na apresentação clínica, como no 

microscópico e nos achados moleculares e na evolução em cada paciente 

(World Health Organization-WHO 2012). Os fatores prognósticos são 

parâmetros possíveis de serem mensurados no momento do diagnóstico, que 

servem como preditores da sobrevida do paciente. No câncer de mama, são 

consideradas as características demográficas (idade, menopausa entre 

outros) características do tumor (tamanho tumoral, comprometimento 
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linfonodal, tipo histológico) e marcadores biológicos como o padrão de 

expressão dos receptores hormonais (estrógeno e progesterona), bem como 

a amplificação gênica e/ou aumento de expressão da proteína HER2 

(MUGGERUD et al. 2010). 

O sistema de estadiamento utilizado para o câncer de mama é o 

sistema TNM da American Joint Committee on Cancer. O sistema TNM utiliza 

três critérios do momento diagnóstico para avaliar o estágio do câncer e 

estimar o risco de óbito pela doença: o tamanho do tumor, o status dos 

linfonodos regionais e a presença de disseminação sistêmica. Os grupos de 

estágio anatômico do TNM estão associados com sobrevida global (OS) e 

SLD (SOBIN et al. 2012). 

O tamanho do tumor (T) é um parâmetro que mostra excelente 

correlação com a sobrevida global e risco de recorrência. Quanto maior a 

lesão, pior o prognóstico, desde que todas as outras variáveis permaneçam 

comparáveis. Pacientes com tumores < 1,0 cm têm uma sobrevida geral 

próxima de 99% comparado com 89% para tumores entre 1,0 e 3,0 cm e 86% 

para tumores entre 3 e 5 cm (CARTER et al. 1989). Das pacientes com 

tumores menores do que 1,0 cm e sem comprometimento linfonodal e que 

foram acompanhadas por 10 anos, 90% estavam livres da doença 

(FITZGIBBONS et al. 2000; NAROD 2012). 

O status dos linfonodos (N) axilares é avaliado por ressecção cirúrgica 

e posterior análise anatomopatológica, que permite estabelecer o 

comprometimento metastático neles (CARTER et al. 1989). Estudos têm 

descrito que seis linfonodos (LNs) são o mínimo necessário para avaliar 



4 

adequadamente as metástases linfonodais (KATZ et al. 2008), mas 

geralmente são avaliados 10 ou mais LNs (SCHIFFMAN et al. 2011). O 

número de linfonodos comprometidos é importante, porque se tem 

demostrado que existe uma associação entre quantidade de linfonodos 

positivos e o aumento da mortalidade (SCHIFFMAN et al. 2011). Já a 

metástase sistêmica (M) informa se houve ou não migração por via sanguínea 

com implantação e crescimento em órgãos distantes da mama, um achado 

que diminui significativamente a chance de cura e o tempo de sobrevida das 

pacientes (EDGE et al. 2010). No Anexo 2 temos a Tabela de classificação 

dos tumores mamários de acordo com o TNM. 

Ao avaliarmos as categorias T, N e M agrupadas em combinações pré-

estabelecidas elas ficam distribuídas em estádios que variam de I a IV, 

segundo critérios da AJCC de 2010. Estes estádios podem ser 

subclassificados em A e B, para expressar o nível de evolução da doença. 

Dessa forma podemos avaliar melhor a gravidade da doença. Esta é uma 

avaliação importante porque prediz a taxa de sobrevida em 5 anos: 95, 85, 

70, 52, 48 e 18% para os estádios I, IIA, IIB, IIIA, IIIB e IV, respectivamente 

(NEWMAN 2009). A descrição da classificação dos estadiamento está no 

Anexo 3. 

O perfil genético do tumor tem tido um impacto considerável na 

compreensão biológica do CM já que nos últimos 15 anos, 4 subtipos 

moleculares intrínsecos de câncer de mama foram caracterizados. No painel 

da 8 edição da AJCC, que será valido a partir de 2018, os especialistas em 

mama incluíram a incorporação de fatores biológicos como o grau de 



5 

diferenciação histológica do tumor, a expressão de receptores hormonais e 

HER2, além dos painéis prognósticos e preditivos multigênicos para o 

estadiamento, concluindo que o progresso no entendimento da biologia, do 

diagnóstico e da terapêutica tornava obrigatória a incorporação da biologia no 

atual sistema de estadiamento (GIULIANO et al. 2017). 

Os 4 subtipos moleculares do CM mostram diferenças significativas em 

termos da incidência, dos fatores de risco, do prognóstico e da sensibilidade 

aos tratamentos disponíveis. Por meio da análise do perfil de expressão 

gênica os CM são categorizados em luminais (A e B), superexpressor de 

HER2 e basal-símile (PEROU et al. 2000): 

1. Luminal A (LA): Tumores com alta expressão de citoceratinas usualmente 

expressas na célula luminal, como 8 e 18 e receptores hormonais e/ou 

genes relacionados à função destes;  além de possuírem baixa expressão 

de HER2, genes relacionados ao ciclo celular e os usualmente associados 

à diferenciação das células mioepiteliais, como as citoceratinas de alto 

peso molecular 5, 14 e 17, ou ainda o gene EGFR. Neste grupo, 

concentram-se os tumores de pacientes na pós-menopausa, com menor 

agressividade biológica, com boa resposta à hormonioterapia 

(Tamoxifeno ou Inibidores de Aromatase) e relativa resistência à 

quimioterapia.  

2. Luminal B (LB): Perfil transcricional similar ao anterior, porém com uma 

maior expressão de genes relacionados ao ciclo celular, sendo um grupo 

com apresentação clínica e evolução biológica mais heterogênea, sendo 
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a hormonioterapia indicada, e a sensibilidade à quimioterapia maior que 

nos tumores LA. 

3. Enriquecido para HER2 (HER2): tumores com baixa expressão de 

receptores hormonais e hiperexpressão do gene HER2 ou de genes 

relacionados à função deste, tendo como resultado um alto índice 

proliferativo. Representam cerca de 15-20% dos cânceres da mama e 

exibem sensibilidade a quimioterapia e resposta a terapias que bloqueiem 

HER2, como o Trastuzumabe, Pertuzumabe, Lapatinibe. 

4. Basal-símile: Tumores que não expressam receptores hormonais ou 

proteína HER2 e exibem alta expressão de genes relacionados ao ciclo 

celular. Este grupo representa cerca de 15% dos tumores mamários e 

está mais presente nas pacientes jovens em tumores de caráter 

hereditário. Possuem um comportamento biológico agressivo com 

metástases hematogênicas mais frequentes do que os demais tipos de 

tumores mamários e menor propensão a metástases linfática.  

Essa identificação dos subtipos moleculares de câncer de mama e do 

desenvolvimento de assinaturas moleculares prognósticas e preditivas, 

através de perfis de expressão gênica, resultou em um melhor entendimento 

da heterogeneidade biológica do câncer de mama (WEIGELT et al. 2010). 

Embora o padrão-ouro para a classificação molecular do câncer de mama 

continue sendo a expressão gênica, por questões de custo e logística a 

imuno-histoquímica tem sido utilizada para a classificação molecular, sendo 

reconhecida pelos consensos mundiais, estudos comparativos e de meta-

análises (WIRAPATI et al. 2008; HAIBE-KAINS et al. 2008; KIM e PAIK 2011) 
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como uma ferramenta útil no estabelecimento prognóstico e terapêutico do 

câncer de mama. Baseando-se nela e utilizando 4 marcadores (Receptor de 

estrógenos (RE), receptor de progesterona (RP), HER2 e o índice proliferativo 

mensurado pela expressão de Ki-67) os tumores de mama são classificados 

como representadas na Figura 1 (UNTCH et al. 2013 – Consenso de St 

Gallen): 
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Figura 1 - Classificação clínica de câncer de mama invasivo com base na expressão de Receptor de Estrógeno (RE), Receptor 

de Progesterona (RP) e HER2. A expressão de RE, RP e HER2 é observada utilizando imuno-histoquímica. Os cânceres da mama são geralmente 

classificados como Luminal A: expressor de RE e/ou RP com baixo índice mitótico (Ki-67 baixo). Luminal B: expressor de RE e/ou RP com expressão 

de HER2 ou alto índice proliferativo. HER2: expressor de HER2 com índice mitótico variável. Triplo-Negativo: não expressa RE, RP ou HER-2. Ampliação 

original, ×40. Características da faixa etária das pacientes, prognóstico, tipos de tratamento responsivos e carga mutacional em cada subtipo. 
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Segundo a classificação de St Gallen de 2013 (Consenso de St Gallen 

2013) e a ASCO/CAP os subtipos são divididos segundo as seguintes 

porcentagens (HAMMOND et al. 2010): 

1. LA: Positivo para RE (≥1%) e RP (≥20%), Negativo para HER2, Ki-67≤ 

20%; 

2. LB: Positivo para RE (≥1%) com qualquer das 3 situações: RP (<20%), 

HER2 positivo ou Ki-67 ≥ 20%; 

3. HER2: Negativo para RE e RP, positivo para HER2, qualquer Ki-67 

(usualmente > 20%); 

4. TN: Negativo para RE, RP e HER2, qualquer Ki-67 (usualmente >20%).  

 

1.1.3 Tratamento 

O tratamento varia de acordo com o tipo e estágio do tumor. Assim, a 

definição terapêutica é determinada caso a caso, sendo que quando mais 

cedo for descoberta a doença, maiores serão as chances de cura.  

A terapia local é composta pela cirurgia que é a modalidade de 

tratamento mais antiga e, quando o tumor se encontra em estágio inicial e em 

condições favoráveis para a retirada, a mais efetiva (HAMAKER et al. 2013). 

Já a radioterapia utiliza a radiação ionizante e é muito utilizada como terapia 

adjuvante para reduzir o risco de recorrência loco-regional para tumores 

localizados, combinada com cirurgias conservadora ou para tumores que não 

podem ser retirados totalmente por cirurgia, (Early Breast Cancer Trialists' 

Collaborative Group et al. 2014). 
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Há, também, as terapias sistêmicas adjuvantes como a quimioterapia 

a hormônioterapia ou as terapias-alvo, que utilizam medicamentos orais ou 

intravenosos com o objetivo de destruir, controlar ou inibir o crescimento das 

células tumorais que por ventura tenham se disseminado e, portanto, não são 

alvos da cirurgia ou radioterapia. (National Comprehensive Cancer Network-

NCCN 2016). A hormonioterapia tem como objetivo impedir a ação dos 

hormônios e age bloqueando ou suprimindo os efeitos proliferativos deles 

sobre as células neoplásicas da mama (TEVAARWERK et al. 2014). Por fim, 

a terapia-alvo que é um tipo de tratamento que usa drogas ou outras 

substâncias que atacam especificamente às células cancerígenas 

bloqueando alvos moleculares responsáveis pela agressividade tumoral e 

provocam menos danos às células normais (NCCN 2016).  

A quimioterapia neoadjuvante tem sido a estratégia de tratamento 

padrão para pacientes com câncer de mama localmente avançado, 

inflamatório, inoperável ou com metástase para linfonodos regionais 

comprovada. É administrada antes da cirurgia para tentar reduzir o tamanho 

do tumor de modo que ele possa ser retirado com uma cirurgia menos 

extensa. Além disso, administrar o quimioterápico antes do tumor ser 

removido, permite avaliar como o tumor responde ao tratamento. Se o 

primeiro esquema de medicamentos quimioterápicos não reduzir o tumor, o 

médico saberá que outras drogas serão necessárias (NAMURA et al. 2018). 

Ainda assim, mesmo com todas essas possibilidades de tratamento, a 

mortalidade por câncer de mama é alta, o que leva a necessidade de novas 

pesquisas sobre tratamentos. Recentemente, uma nova modalidade 
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terapêutica ganhou espaço no tratamento das neoplasias. A imunoterapia, 

cujo intuito é estimular o sistema imunológico a reconhecer e destruir o tumor, 

foi aprovada para tratar pacientes com melanoma, tumores de pulmão, 

bexiga, linfomas e carcinomas de cabeça e pescoço. tem sido estudada para 

as pacientes de câncer de mama (DENARDO et al. 2011).  

Várias vacinas foram criadas usando peptídeos tumorais, como MUC1, 

CEA e mesmo o HER2. Cada uma dessas foram consideradas seguras e 

imunogênicas, mas sua eficácia e vantagens para sobrevivência do paciente 

foram muito variáveis (MILANI et al. 2014). Porém, nos últimos anos, a 

imunoterapia sofreu uma revolução, Os antagonistas do ponto de controle 

imune específicos para CTLA-4, PD-1 e PD-L1 revolucionaram a terapia do 

câncer, induzindo respostas objetivas duráveis que às vezes se traduzem em 

um benefício de sobrevivência global em vários tipos de câncer embora vários 

medicamentos sejam agora aprovados pela FDA para cânceres múltiplos, 

nenhum ainda foi aprovado para câncer de mama. Mesmo assim, os 

antagonistas de CTLA-4 tremelimumabe e ipilimumabe foram testados em 

pequenos trials clínicos de câncer de mama, com evidência de modulação 

imunológica. Além disso, dados acumulados sugerem que os antagonistas da 

sinalização PD-1 / PD-L1 podem induzir respostas clínicas duradouras em 

alguns pacientes com CM TN metastático e provavelmente também têm 

atividade clínica significativa em alguns pacientes ER+ HER2- também 

(EMENS 2018). No câncer de mama, esse campo ainda tem muito a ser 

explorado, como: quais as células presentes que realmente participam da 
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eliminação do câncer, qual a relação com cada subtipo e em qual caso a 

imunoterapia tem uma melhor resposta (MACCALLI et al. 2017). 

 

1.2 O SISTEMA IMUNE 

 

1.2.1 Classificação 

A homeostasia é a tendência existente em organismos para que haja o 

equilíbrio e conservação de elementos fisiológicos e do metabolismo através 

de alguns mecanismos de regulação. Homeostasia ocorre quando 

substâncias químicas estão em concentrações adequadas, a temperatura é 

estável e a pressão é apropriada. PRADEU et al. (2013) propuseram que o 

sistema imunológico é ativado por uma mudança da homeostasia que é 

mantida por uma rede de ativadores e supressores que possuem atividades 

pro e anti-inflamatórias (EBERL et al. 2015). 

Participam da homeostasia o sistema imune inato e o adaptativo. O 

sistema imune inato utiliza o reconhecimento de padrões de patógenos, 

inespecífico e mais restrito. Dentre os receptores encontram-se o receptor 

Toll-like (TLR), o receptor de lectina do tipo C, receptor do tipo NOD (CAO et 

al. 2016). No sistema imune adaptativo, células dendríticas fagocitam, 

processam e apresentam fragmentos (antígenos) dos patógenos as células-

T, que induzem proliferação policlonal, com um complexo processo de 

recombinação e edição dos genes dos receptores de antígenos diferente em 

cada clone, gerando receptores de reconhecimento mais com afinidades 

diversas aos antígenos apresentados. Os clones com baixa afinidade aos 
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antígenos são induzidos a apoptose e aqueles com alta afinidade 

permanecem por mais tempo e geram células ativadas para produzir em 

grande escala os anticorpos de alta eficiência contra o patógeno em questão. 

Em paralelo, células de memória com mesma capacidade são geradas e 

serão ativadas no caso de reexposição aos mesmos patógenos no futuro, 

gerando uma imunidade duradoura. Este mecanismo, apesar de mais 

complexo, gera respostas mais específicos para o agressor do momento, com 

potencial para reconhecer uma gama mais diversificada de antígenos 

(BOEHM 2011). 

Dentre as células do sistema imune inato, destaca-se a presença dos 

macrófagos.  

Os macrófagos participam em funções variadas incluindo o 

desenvolvimento, a homeostase, a reparação de tecidos e a imunidade (SICA 

e MANTOVANI 2012). Existem vários tipos e estágios de ativação dos 

macrófagos e com limitações das classificações que não conseguem 

representar o complexo ambiente vivo para a maioria dos macrófagos, em que 

muitas citocinas e fatores de crescimento interagem para definir o estado 

diferenciado final. O Projeto de Genoma Imunológico mostra que populações 

de macrófagos residentes em um tecido possuem alta diversidade 

transcricional com sobreposição mínima, sugerindo que existem muitas 

classes de macrófagos (GAUTIER et al. 2012). De forma simplificada, a 

classificação dos macrófagos em M1/M2 é a mais utilizada. Os macrófagos 

foram categorizados em macrófagos M1 "pró-inflamatórios" ou M2 "anti-

inflamatórios" dependendo de uma grande diversidade na liberação de 
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citocinas, marcadores de superfície celular e diferentes perfis de transcrição 

(MANTOVANI e SICA 2010; TIAN e CHEN 2015; CHEN e MELLMAN 2017). 

Os macrófagos de perfil M1, expressam CD80 e CD86, são geralmente 

envolvidos em resistência a agentes patogênicos intracelulares e a tumores 

no contexto das respostas conduzidas por linfócitos T auxiliares (TH1), sendo 

caracterizado como inflamatório, pois produz várias citocinas pró-

inflamatórias como: IL-1, IL-6, IL-12, IL-23, IL-1β, e TNF-α. Além de 

expressarem altos níveis de CCR7, NOS2, calprotectina e CCR2 (ROSTAM 

et al. 2017). Essas citocinas pró-inflamatórias produzidas por macrófagos M1 

ativados são componente importante da defesa do hospedeiro, mas podem 

causar danos extensivos ao hospedeiro. Por exemplo, IL-1, IL-6 e IL-23 foram 

associados ao desenvolvimento e expansão de células TH17 que doenças 

autoimunes (MOSSER e EDWARDS 2010).  

Em contraste, o ambiente de reparo de lesões se associa com a 

presença de macrófagos para o estado anti-inflamatório M2 com aumento da 

produção de citocinas anti-inflamatórias, aliviando a inflamação, e 

promovendo reparação e remodelação de tecidos (BROWN et al. 2009). 

Macrófagos M2 secretam altos níveis de IL-10 e TGF-β, e expressam CD163, 

CD206 e IL-1RA (ROSTAM et al. 2017). Os macrófagos M2 podem ser 

subdivididos em M2a e M2c dependendo de suas funções e perfis de 

expressão gênica (GAUTIER et al. 2012). Os macrófagos M2a são células 

pró-fibróticas e de cicatrização de feridas, produzindo colágeno tipo VI, 

fibronectina e TGF-β, enquanto que os macrófagos M2c são 

predominantemente responsáveis pela regulação imune que está associada 
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à função T-reguladora (Treg) (NOVAK e KOH 2013). Podemos observar 

melhor as diferenças entre M1 e M2 no Quadro 1. 

 

Quadro 1 - Comparação entre as características moleculares dos macrófagos 
M1(pró-inflamatórios) e M2 (anti-inflamatórios).  
 
Propriedades M1 (IFN e lipossacarídeos) M2 (IL-4 e IL-13) 

Fatores de transcrição e 

mediadores de sinal 

1. STAT1 

2. IRF5 

3. SOCS1 

4. NFκβ 

5. STAT6 

6. IRF4 

7. SOC3 

8. KLF4 

9. PPARγ 

10. Proto-oncogene c-Myc 

Receptores de superfície e 

citocinas 

1. IL-12, IL-23, TNF, IL-1, 

(HLA)-DR, CD80, CD86, 

CD169, TLRs 2 e 4 

2. IL-10, antagonista de 

sinal IL-1 e IL-1R2 

MicroRNA 
1. miR-29, miR-33, miR-127, 

miR-155 

2. miR-146a, miR-222, miR-

223, let-7c 

Fonte: Adaptado de UDALOVA et al. (2016) e TAKEYA e KOMOHARA (2016) 

Entre parênteses seus principais ativadores. STAT1-Transdutor de sinal e ativador de 

transcrição 1α. IRF5 – Fator regulatório de interferon 5. SOCS1 – Supressor da sinalização 

de citocina 1. NFκβ – Fator nuclear κβ.  STAT6 - Transdutor de sinal e ativador de transcrição 

6. IRF4 – fator regulatório de interferon 4. SOC3 - Supressor da sinalização de citocina 3. 

PPARγ - Receptor ativado por proliferação de peroxisoma. miR – micro RNA. TLR – 

receptores Toll-like. 

 

A resposta imune adaptativa normalmente inclui 3 etapas: 

reconhecimento e processamento de antígenos, a ativação de células T e B 

e um estágio efetor. Muitos tipos de células imunes estão envolvidos na 

imunidade adaptativa, incluindo células apresentadoras de antígenos, como 

macrófagos e células dendríticas (DCs), células T e células B. 

Todos os linfócitos tem origem comum em uma célula tronco sediada 

na medula óssea mas se desenvolvem e executam suas funções de forma 
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muito variada e podem ser agrupados segundo sua ontogenia e função em 

linfócitos B e T, respectivamente relacionados aos órgãos onde primeiro foram 

descritos, B - Bursa de Fabricius, o órgão das aves correlato a medula óssea 

nos humanos e T – Timo, órgão onde acontece a maturação final dos linfócitos 

T.   

Os linfócitos B agem produzindo anticorpos que são secretados e 

circulam pelo sangue para reconhecer os patógenos e facilitar sua destruição 

por fagócitos, por isto são relacionados a imunidade humoral. Defeitos no 

desenvolvimento, seleção e função das células B levam a autoimunidade, 

malignidade, imunodeficiências e alergias (PIEPER et al. 2013). Esses 

defeitos já haviam sido reconhecidos por Paul Ehrlich em 1897, que 

descreveu que a resposta imune contra auto-antígenos representa uma 

ameaça para o organismo, mesmo sem saber da existência dos anticorpos. 

Todos os linfócitos citados nesta tese apresentam antígenos (CD) que 

são proteínas expressas na superfície das células imunológicas, e funcionam 

como receptores dessas células e caracterizando-as. A duas funções mais 

comumente atribuídas às várias moléculas CD são estimulação e adesão 

intercelulares e transdução de sinais que levam à ativação dos linfócitos 

(ABBAS e LICHTMAN 2005). Os linfócitos B têm como marcador principal o 

CD20, altamente específico e sensível (ALVES et al. 1999), que representa a 

maioria ou todos os linfócitos B (ABBAS e LICHTMAN 2005). Na linhagem T, 

a molécula proteica CD3 é um dos marcadores mais sensíveis e específicos 

para demonstração de diferenciação T (ALVES et al. 1999), presente em 

todos os linfócitos T (marcador pan-T), incluindo os linfócitos Th, T 
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regulatórios (Treg) e T citotóxicos. Os marcadores CD4 e CD8 são também 

marcadores de linfócitos T, sendo CD4 expresso em cerca de 60% das células 

T maduras CD3+, caracterizando os chamados linfócitos T auxiliares ou 

Helper, enquanto o CD8 é expresso em cerca de 30% das células T CD3+ 

(KUMAR et al. 2005; NEDERGAARD et al. 2007), caracterizando os linfócitos 

T citotóxicos. O antígeno CD4 é também expresso nos linfócitos Treg, 

monócitos, macrófagos e DC (NEDERGAARD et al. 2007), mas é possível 

distinguir os linfócitos T auxiliares das demais células CD4+. As células NK 

têm como marcador principal o CD 56. 

Funcionalmente os linfócitos podem ser divididos conforme o tipo de 

resposta que participam em linfócitos adaptativos que incluem células T 

convencionais e células B e o grupo mais heterogêneo de linfócitos inatos que 

incluem células NK, células T invariantes associadas à mucosa, linfócitos 

intraepiteliais, células T γδ. A ampla diferenciação de linfócitos em 

subconjuntos inatos e adaptativos com base em sua função efetora tem sido 

muito útil para atribuir características-chave às respectivas populações de 

linfócitos (BEDOUI et al. 2016). 

Os linfócitos T CD4+ apresentam papel auxiliar, ativando ou modulando 

a intensidade da resposta inflamatória por meio de subconjuntos de células T 

helper (LTH) que participam das repostas TH1, TH2, TH17 e TH9, bem como 

linfócitos T helper foliculares (LTHF) e linfócitos T regulatórios induzidos 

(LTreg) (JOSEFOWICZ et al. 2012), cada uma das quais serve uma função 

especializada e está adaptada para reagir a uma classe específica de 
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patógeno ou para contrabalançar a ativação excessiva do sistema 

imunológico (ZHU et al. 2010).  

Os linfócitos T CD8+ apresentam função citotóxica e menor diversidade 

funcional, mas mais recentemente outros marcadores fenotípicos tem sido 

cada vez mais reconhecida e pode distinguir a eficácia das populações de 

células T CD8+ em diferentes microambientes. As células T CD8+ efetoras 

podem exibir heterogeneidade na sua capacidade de produzir citocinas 

individuais, tais como IFN-γ, TNF ou IL-2 ou β-quimiocinas ou coprodução de 

múltiplas citocinas e quimiocinas, o que se correlaciona com melhor proteção 

contra infecção e imunidade antitumoral aumentada (SEDER et al. 2008; 

YUAN et al. 2008). 

Dependendo das citocinas liberadas, os linfócitos T CD4+ podem se 

diferenciar predominantemente em dois tipos: T-helper (TH) TH1 e TH2. 

Linfócitos T CD4+ tipo TH1 secretam principalmente interferon gama (IFN-γ) 

e IL-12, cuja função principal é estimular a defesa mediada por fagócitos 

contra as infecções, especialmente por microrganismos intracelulares. Já os 

linfócitos tipo Th2 secretam interleucina (IL4, IL-5), cujas funções principais 

são estimular reações imunes mediadas por mastócitos/eosinófilos e 

imunoglobulina E (IgE) (processos alérgicos e parasitários), além de regular 

para baixo as respostas de Th1 (MURPHY e REINER 2002; ABBAS e 

LICHTMAN 2005). 

A formação da resposta imune TH1 é determinada principalmente por 

características do antígeno, o tipo de célula dendrítica apresentando o 

antígeno e pelo perfil de citocinas das células envolvidas na polarização de 
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linfócitos TH naive. Os linfócitos CD4+ TH1 produzem IFNγ, IL-2 e linfotoxina 

α, que medeiam à imunidade celular (ZHU e PAUL 2008). No corpo humano, 

os linfócitos TH1 podem ativar monócitos e células NK secretando IFNγ e 

aumentar significativamente sua capacidade de eliminar os patógenos 

intracelulares. A resposta imune TH1 resulta na formação de um grupo das 

células citotóxicas CD8+ (Tc). Essas células reconhecem antígenos 

específicos na superfície da célula juntamente com o principal complexo de 

histocompatibilidade (MHC) classe I, e quando ativadas, secretam um 

conjunto de proteínas que induzem à apoptose, como perforina, granzima, 

linfotoxina α, IFN-γ entre outros (ZHANG et al. 2014). 

Além dos linfócitos, os macrófagos de perfil M1 são células-chave para 

a resposta TH1 e sua principal função é sua atividade fagocítica como descrito 

na página 14. Um macrófago adquire o fenótipo M1 em resposta às citocinas 

TH1: IFNγ, TNF e de alguns componentes bacterianos (ROSTAM et al. 2017). 

Sendo caracterizados pela produção de fatores pró-inflamatórios como IL-6, 

IL-12, IL-23 e TNF. Além disso, os macrófagos M1 têm alta expressão das 

moléculas MHC de classe II que são necessárias para a apresentação do 

antígeno. Devido a isso, os macrófagos são um elo de conexão entre o 

sistema imune inato e adaptativo. Além disso, macrófagos ativados com 

fenótipo M1 podem produzir CXCL10 (Ligante de quimiocina 10 (motivo 

CXC)), que é um atrativo para células CD8+ e CD4+ TH1 (MARTINEZ e 

GORDON 2014). 

A resposta TH2 é composta por linfócitos TH2, linfócitos B, macrófagos 

de perfil M2 e neutrófilos e fibroblastos. A diferenciação de linfócitos TH2 é 
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principalmente induzida por IL-4, sendo as células TH2 capazes de produzir 

IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13. Além disso, os linfócitos TH2 expressam o 

ligante de CD40 ligado à membrana (CD40L), que interage com o receptor 

CD40 (CD40R) nos linfócitos B, ativando-os, e levando à produção de 

anticorpos (ZHU e PAUL 2008). 

No corpo humano, a diferenciação de macrófagos M2 é induzida, 

principalmente, por IL-4, IL10 e IL-13 e podem ser subdivididos em subtipos 

M2a, M2b, M2c e M2d. A diferenciação para M2 também pode ser induzida 

por parasitas, complexos imunes, sistema complemento, células apoptóticas, 

e o fator estimulante de colônia de macrófagos (MCSF) e TGFβ (MARTINEZ 

e GORDON 2014). IL-10 secretada por macrófagos M2 e linfócitos TH2 

mostrou aumentar a expressão do ligante 1 do receptor de morte celular 

programada (PDL1), que finalmente resulta em redução da citotoxicidade e 

supressão da proliferação de células CD8+ (KUANG et al. 2009). No Quadro 

2 temos um resumo das diferentes células imunes e suas funções. 
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Quadro 2 - Células do sistema imune.  
 
Célula Marcador Subtipo Função 

LTC CD3, CD8 - Citólise de células infectadas 

LTA CD3, CD4, CXCR3 TH1 Resposta a patógenos intracelulares 

 CD4, CCR4, Crth2 TH2 Resposta a parasitas 

 CD25, FOXP3, 

CTLA-4 

Treg Auto tolerância 

 Bcl6, IL-21,  Tfh Auxilia o linfócito B 

 IL-6, IL17, IL-23 TH17 Resposta a fungos e bactérias extracelulares 

B CD19, CD20, CD21, 

IgM 

- Produção de anticorpos 

M CD80 M1 Inflamação e resposta patógenos intracelulares 

 CD163 M2 Angiogênese e resposta anti-inflamatória 

Seus marcadores, subtipos e função. LTC - linfócito T citotóxico. LTA - linfócito T auxiliar. 

LTH1 – linfócito T helper de resposta 1. LTH2 – linfócito T helper de resposta 2 LTreg - linfócito 

T auxiliar regulador. LB - Linfócito B. M – macrófagos. M1 – macrófagos de perfil M1. M2 - 

macrófagos de perfil M2. 

 

1.2.2 A Imunovigilância 

Há mais de um século, a ideia de que o sistema imune pode interferir 

no câncer tem sido debatida. Foi Paul Enrich que citou uma possível relação 

entre câncer e o sistema imune, enfatizando a importância da resposta imune 

na eliminação do câncer (EBERL 2016). 

Esse avanço forneceu a base sobre a qual BURNET (1957) construiu 

sua hipótese de imunovigilância do câncer, um conceito que formalmente 

prevê a imunidade adaptativa como responsável pela prevenção de 

desenvolvimento do câncer em hospedeiros imunocompetentes.  

Modelos de camundongos nocaute tornaram-se comuns, permitindo 

aprofundar no entendimento do papel da imunidade no controle do câncer. A 

descoberta do interferon-γ (IFN-γ) na rejeição de células tumorais 
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transplantadas gerou interesse na imunossupressão causada pelo câncer 

(DIGHE et al. 1994). Outros experimentos com camundongos demonstraram 

que aqueles que não possuíam a IFN-γ eram mais suscetíveis à formação de 

tumores primários espontâneos e induzidos por carcinógenos (KAPLAN et al. 

1998; SHANKARAN et al. 2001). Outros estudos começaram a relatar 

resultados semelhantes e coletivamente esses achados documentaram que o 

sistema imunológico pode funcionar como um supressor tumoral extrínseco 

(SMYTH et al. 2000; GIRARDI et al. 2001; STREET et al. 2002). 

 O conjunto de avanços sobre o tema nas últimas décadas levou a 

incorporação da relação da célula tumoral com o sistema imune na lista de 

caraterísticas essenciais das células tumorais no artigo clássico escrito por 

HANAHAN e WEINBERG (2011). 

 

 

Fonte: Adaptado de HANAHAN e WEINBERG (2011) 

Figura 2 - Características funcionais das células tumorais. As setas indicam 

aqueles diretamente relacionados com o conceito de imunovigilância. 
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A depender de vários fatores do tumor e do hospedeiro a 

imunovigilância pode resultar em 3 desfechos: eliminação, equilíbrio ou fuga, 

que podem inclusive serem fases sequenciais ao longo do desenvolvimento 

de um tumor (MOHME et al. 2017). A eliminação representa o conceito original 

de imunossupressão de câncer pelo qual o sistema imune detecta e elimina 

as células tumorais que se desenvolveram quando mecanismos de supressão 

de tumor intrínsecos falharam. Diz-se que a fase de eliminação está completa, 

quando todas as células tumorais são erradicadas com sucesso, ou 

incompleta, quando apenas algumas das células tumorais são eliminadas 

(DUNN et al. 2004; SWANN e SMYTH 2007; CAVALLO et al. 2011). 

Na fase de equilíbrio, o sistema imune do hospedeiro e qualquer 

variante de célula tumoral que sobreviveu à fase de eliminação entram num 

equilíbrio dinâmico, levando a uma imunoedição, na qual as células 

imunitárias e as suas citocinas exercem uma potente e implacável pressão de 

seleção nas células tumorais, sendo o suficiente para restringir, mas não 

extinguir completamente células tumorais geneticamente instáveis e 

mutantes. Embora muitas das variantes de células tumorais originais sejam 

destruídas, podem surgir novas variantes com mutações diferentes que lhes 

proporcionam maior resistência ao ataque imunitário. As células tumorais que 

eventualmente resistirem ao cerco imunológico do hospedeiro na fase de 

equilíbrio possuem alta heterogeneidade e instabilidade genética, sendo 

possivelmente as principais forças que permitem sua sobrevivência. O 

resultado final do processo de imunoedição é uma nova população de clones 
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tumorais com reduzida imunogenicidade (SWANN e SMYTH 2007; CAVALLO 

et al. 2011). 

Durante a fase de escape, o sistema imunológico não é capaz de 

restringir o crescimento do tumor. Esta capacidade das células cancerosas de 

evadir à rede protetora do sistema imunológico é considerada uma das 10 

características essenciais do câncer (CAVALLO et al. 2011; BIDWELL et al. 

2012). 

 

1.2.3 O câncer de mama e o sistema imune 

A relação entre o sistema imune e o câncer de mama teve o foco nos 

linfócitos nos seus primeiros estudos, realizados em meados de 1980 por 

diferentes pesquisadores (BHAN e DESMARAIS 1983; ROWE e BEVERLEY 

1984; HURLIMANN e SARAGA 1985). As células dendríticas, também foram 

muito estudadas posteriormente, principalmente com relação aos antígenos 

associados aos tumores (AATs) e reforçando a ideia da importância da 

resposta dependente de antígeno (GABRILOVICH et al. 1997; COVENTRY et 

al. 2002; MCDERMOTT et al. 2002-2003). Embora o câncer de mama tenha 

menos antígenos novos que outros tumores, ainda é possível encontrá-los e 

associá-los a respostas imunes adaptativas (SCHUMACHER e SCHREIBER 

2015). Novos AATs foram descobertos, como o receptor do fator de 

crescimento epidérmico 2 (HER2), mucina 1 (MUC-1), antígeno 

carcinoembriogenico (CEA), a transcriptase reversa da telomerase humana 

(hTERT) e o gene do tumor de Willms (WT1), sendo todos essas proteínas 

normais superexpressas no câncer de mama (CRISCITIELLO 2012). 
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Estudos verificaram que o número de linfócitos intratumorais CD3+ da 

biopsia pré-tratamento eram significativamente maiores nos pacientes que 

tinham resposta patológica completa após quimioterapia neoadjuvante 

(HORNYCHOVA et al. 2008; DENKERT et al. 2010). Estudos descobriram 

que linfócitos estromais e intratumorais têm valor preditivo para indicar uma 

melhor resposta patológica e que linfócitos estromais podem prever a 

resposta ao tratamento no cenário neoadjuvante (DENKERT et al. 2010; 

WEST et al. 2011; YAMAGUCHI et al. 2012; ISSA-NUMMER et al. 2013; 

DENKERT 2013). 

A presença histológica dos linfócitos em meio ao tumor indica que há 

um reconhecimento do corpo frente ao tumor, provavelmente na intenção de 

erradica-lo, porém essa resposta é ineficaz. Uma evidência de que tal falha 

existe é a atividade citotóxica causada por PRF1 e GZMA, citocinas 

provenientes de LTC, e que no CM não é maior que a atividade encontrada 

no tecido mamário normal (ROONEY et al. 2015). Existem várias explicações 

para a falha imune, entre elas a expressão de PD1 e CTLA-4 pelos tumores 

de mama que e suprimem a função do sistema imune (VARN et al. 2016), 

além da capacidade do tumor de suprimir a expressão de antígenos mais 

imunogênicos e do HLA que auxilia na apresentação dos antígenos 

(SCANLAN e JÄGER 2001; KIM et al. 2007).  

O CM é infiltrado com uma grande variedade de tipos celulares do 

sistema imune, desses os linfócitos T são os mais estudados. A quantidade 

de células T presentes nos tumores varia de 1 a 45% da massa celular tumoral 

nos diversos tumores (LEE et al. 1985). Elas foram separadas em 3 grupos, 
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as células T citotóxicas (CD8+), as células T auxiliar (CD4+) e as células T 

regulatórias (CD4+, FOXP3+ e CD25+), mas as quantidades certas de cada 

grupo ainda são motivos de discórdia na literatura (BAXEVANIS et al. 1994; 

STEWART e HEPPNER 1997; GENTLES et al. 2015).  

Os LTCs estão associados com o fenótipo basal e alto grau histológico 

e, mesmo associado a marcadores de pior prognostico, está correlacionado 

com uma resposta patológica completa à quimioterapia neoadjuvante por 

vários estudos (MAHMOUD et al. 2011; LIU et al. 2012; BROWN et al. 2014; 

VARN et al. 2016). Estudos mostram que o LTC de memória pode ser um fator 

associado a uma melhor resposta do tumor a quimioterapia, logo, relacionado 

a um melhor prognóstico (VARN et al. 2016). 

Já os LTAs podem ativar as outras células do sistema imune e estão 

aumentados no câncer de mama. Porém a sua polarização faz toda a 

diferença na resposta tumoral, pois enquanto os LTH1 promovem a resposta 

antitumoral pela secreção de IFN-γ, os LTH2 estão envolvidos com a 

imunossupressão e promoção da anergia e exaustão de células T pela 

secreção de IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13 (ZHU e PAUL 2008). Além dessas 

atividades, as células T CD4+ podem desenvolver uma propriedade de células 

T CD8+, potencial de células T citotóxicas mediada por granzima também é 

exercida por células T CD4+. No entanto, as condições que induzem a 

produção de granzimas pelos LTH não são inteiramente compreendidas 

(DONNARUMMA et al. 2016). 

Os LTreg são responsáveis pela imunossupressão, contribuindo para 

o escape tumoral estando presentes em maior número no tumor que no tecido 
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normal. Aumento do número de Tregs foi correlacionado com menor tempo 

de recorrência e SCE, além de estar associado a fatores prognósticos 

negativos, como baixo grau de diferenciação tumoral, envolvimento linfonodal 

e negatividade de estrógeno (BATES et al. 2006). 

Até hoje, as pesquisas que correlacionam o sistema imune, 

diagnóstico, prognóstico e sobrevivência de câncer de mama têm sido 

limitadas a respostas mediadas pelas respostas de células T. Em sua 

definição do escore imune, FRIDMAN et al. (2011) raramente mencionam 

células B ou células plasmáticas. No entanto existem provas consideráveis da 

presença destas células em tumores, especialmente no câncer da mama 

(CORONELLA et al. 2002). Mais recentemente, dois estudos independentes 

forneceram informações úteis sobre o papel prognóstico das células B no 

câncer. SCHMIDT et al. (2008, 2012) relataram dados convincentes que 

validam a assinatura de células B como o fator prognóstico mais robusto no 

câncer de mama e em outros tumores humanos. 

Os macrófagos compõem a maior parte das células inflamatórias nos 

tumores de mama e contribuem com aumento dos níveis de fatores de 

crescimento, hormônios e citocinas (REED e SCHWERTFEGER 2010; 

COUSSENS e POLLARD 2011; HODSON et al. 2013). O aumento do número 

de macrófagos associados aos tumores (MAT) é observado no tecido da 

mama (MUKHTAR et al. 2012; BHATELIA et al. 2014), contribuindo para o 

escape de células tumorais do sistema imunológico residente (DENARDO e 

COUSSENS 2007). O aumento da densidade de macrófagos em biópsias pré-

tratamento de pacientes com câncer de mama correlaciona-se com uma 
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redução da sobrevida livre de recorrência e sobrevida global (LEEK et al. 

1996; BINGLE et al. 2002; MAHMOUD et al. 2012). Portanto, os esforços se 

concentraram na compreensão dos mecanismos pelos quais os macrófagos 

contribuem para o crescimento e progressão do câncer de mama e esses 

tópicos foram revisados extensamente (BALKWILL et al. 2005; CONDEELIS 

e POLLAND 2006; QIAN e POLLARD 2010; SICA e MANTOVANI 2012). Em 

estudos recentes utilizando técnicas de imagem intravital, LOHELA et al. 

(2014) demonstraram que a depleção prolongada de células supressoras 

derivadas mieloides em um modelo de câncer de mama resultou em 

crescimento tardio do tumor, diminuição da angiogênese e menos metástases 

pulmonares. Além disso, a produção de fatores de crescimento e remodelação 

do câncer de mama por MATs têm sido implicados na promoção da 

resistência do câncer a agentes quimioterapêuticos, tais como Paclitaxel, 

Doxorrubicina e Etoposide (RUFFELL e COUSSENS 2015). Finalmente, 

numerosos estudos têm proporcionado evidências de MATs interagindo com 

células do sistema imune adaptativo, principalmente linfócitos T CD4+ e 

CD8+, suprimindo direta e indiretamente seus efeitos antitumorais 

(DENARDO et al. 2009; DOEDENS et al. 2010; RUFFELL et al. 2014). 

Como podemos observar no Quadro 3, mesmo com tantos estudos 

relacionando o sistema imune e o câncer de mama, não é possível encontrar 

na literatura um consenso de qual é o melhor método de avaliação do infiltrado 

inflamatório, quais células a serem analisadas, o cut-off ideal delas e se todos 

ou apenas um subtipo especifico de câncer de mama têm essas células 

correlacionadas com valores prognósticos e predição de desfecho. Ainda há 
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muito a ser explorado no câncer de mama como quais as células inflamatórias 

presentes que apresentam eficiência na eliminação do câncer, qual a relação 

com cada subtipo e em quais casos a imunoterapia induz uma melhor 

resposta (MACCALLI et al. 2017). 
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Quadro 3 - Lista de alguns trabalhos de contagem do infiltrado inflamatório 
mostrando diferentes métodos de avaliação.  
 
Autor Subtipo 

avaliado 
Número de 
casos 

Método Células avaliadas Cut off usado 

Adams et al. 2014 TN 481 HE  E 0; 10; 20-40; 50-
80% 

Ali et al. 2014 * Todos 12439 TMA, IHQ  E e intratumoral (I); CD8 
e FOXP3 

 

Baker et al. 2011 Todos 1953 IHQ E e I; CD8 0 
Buisseret et al. 
2016 

Todos 125 Citometria e 
IHQ 

E, CD4, CD8 e CD19 <84; 85-275; > 
276TIL/mg 
IHQ – Mediana 

Denkert et al. 2010 Todos - IHQ e PCR E e I; CD3; CD20 0; 1-10%; 11 –
30%; 31-60%; 61-
100% 

Denkert et al. 2016 Todos 120 HE  60% 
Eiró et al. 2012 Todos 102 IHQ E; CD3, CD20 e CD68 Média de 5 áreas. 

Classificados pela 
mediana. 

Hornychova et al. 
2008 

Todos 73 HE biopsia E; CD3, CD68 Média 

Lee et al. 2013 Todos 175 He e IHQ  E; CD4, CD8 e FOXP3 0; <10%; > 10 e < 
1/3; > 1/3 

Liu et tal. 2012 Todos 3992 TMA, IHQ  E; CD8 0 
Loi et al. 2013 Todos 2009 HE  Estroma (E) 10% 
Loi et al. 2014 Todos 934 HE  E Presença/ 

ausência 
Mahmoud et al. 
2011 

Todos 1334 TMA, IHQ E e I; CD8 2 células 

Mani et al. 2016 Todos 93 IF E; CD3, CD8 e CD20 Média 
Murri et al. 2008 Todos 168 IHQ E; CD4, CD8 e CD68 Volume do 

infiltrado/área total.
Nabholtz et al. 
2014 

TN 47 HE e IHQ  E; CD8  Continua 

Oda et al. 2012    E; CD8, FOXP3 e IL-17F Média de 5 áreas 
Safonov et al. 2017 Todos 817 RNA-Seq E FDR 
Salgado et al. 2015 Todos 1058 HE E Porcentagem 
Schalper et al. 
2014 

Todos 636 IF de RNAm PD-1 0; <30%; > 30 e < 
60%; > 60% 

Schmidt et al. 2012  845 IHQ e 
Expressão 

IGCK Brier Score 

West et al. 2011 Todos 255 TMA, IHQ  E; CD3, CD8, CD4, 
CD20, TIA-1. 

10% 

Podemos observar células avaliadas, cut-off empregado, local de avaliação e anticorpos 

usados. HE = Hematoxilina Eosina. E = estroma. I = intratumoral. TMA = tissue microarray. 

IHQ = imuno-histoquímica. PCR = reação em cadeia da polimerase. Estudos com “*” são 

estudos de metanálise. 
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1.3 JUSTIFICATIVA 

 

Com esse trabalho, buscamos melhor caracterizar o infiltrado 

inflamatório no carcinoma mamário e achar uma forma de avaliar essas 

células que possa ser aplicável na rotina diagnóstica. Como mostrado acima, 

a interface entre o câncer de mama e os sistemas imune inato e adaptativo 

começou a ser caracterizado, porém muito ainda precisa ser estudado, já que 

na literatura não há consenso sobre a melhor forma de avaliação do sistema 

imune e de qual ou quais células contribuem substancialmente para a 

“assinatura imunitária” tumoral. Ainda não foi houve um trabalho que avaliasse 

tantos subtipos de linfócitos e macrófagos com diferentes marcadores em uma 

casuística grande e representativa da descrita na literatura. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Caracterizar o infiltrado inflamatório imunofenotipicamente, através de 

expressão gênica e proteica, e associá-lo a fatores prognósticos e preditivos 

clássicos nos diferentes subtipos moleculares do carcinoma mamário 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Avaliar as características morfológicas e de marcações das células 

presentes no infiltrado inflamatório tumoral. 

2. Caracterizar o microambiente inflamatório em cada subtipo molecular 

do câncer de mama. 

3. Testar a associação dos elementos do infiltrado inflamatório com os 

fatores prognósticos clássicos, SLD e SCE. 

 

 



33 

 

3 METODOLOGIA 

 

 

O estudo realizado foi do tipo retrospectivo com duas abordagens, 

expressão gênica e imuno-histoquímica, e duas populações diferentes de 

pacientes com câncer de mama. E foi aprovado pelo comitê de ética sob o 

número 2024/15 (Anexo 1). 

O estudo da expressão gênica foi realizado previamente pela Dra. 

Mabel Pinilla-Fernández, sob orientação da Dra. Dirce Carraro, por ocasião 

da sua tese de Doutorado na Fundação Antônio Prudente que avaliou o perfil 

genético e sua relação com o acometimento linfonodal no câncer de mama.  

Obtivemos os dados brutos resultantes do seu experimento, que utilizou RNA 

extraído de amostras microdissecadas, para a reanálise focada no 

componente inflamatório destes tumores.  

O estudo imuno-histoquímico foi realizado nas lâminas originadas da 

coleção de Tissue Microarrays (TMAs) construídos entre 2007 e 2016 no 

Departamento de Patologia do A.C.Camargo Cancer Center para diferentes 

finalidades. O total de casos avaliáveis entre os TMAs foi de 663 casos. Os 

dados clínicos de seguimento foram atualizados até dezembro de 2016. 
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3.1 EXPRESSÃO GÊNICA 

 

Na expressão gênica executamos a reanálise dos dados da tese da 

Dra. Mabel Pinilla-Fernández para avaliar a importância do infiltrado 

inflamatório no câncer de mama. A técnica de microdissecção não permite 

separar os linfócitos intraepiteliais e o resultado do nosso estudo se refere 

mais aos linfócitos intraepiteliais. Como DENKERT et al. (2010) descreveu 

que não há diferença entre a avaliação de linfócitos estromais ou 

intraepiteliais, a realização da microdissecção a laser realizada para a análise 

da Dra. Pinilla-Fernandez, é uma interferência que não deve causar um 

impacto significativo na interpretação.  

 

3.1.1 Casuística 

 Para as análises da expressão gênica a Dra. Pinilla-Fernández 

escolheu 101 casos de carcinoma ductal invasivo de mama coletados entre 

2002 e 2010 provenientes do biobanco do A.C.Camargo Cancer Center. 

Todas as pacientes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido 

no momento da coleta.  

As amostras foram divididas, baseadas na expressão IHQ dos receptores 

hormonais ER e PR, do HER2 e Ki-67, e foram considerados, quando 

existiam, os dados de FISH relacionado ao gene HER2. Os grupos foram 

então denominados como (PEROU et al. 2000; HAMMOND et al. 2010): 

1. Luminal A: Positivo para RE (≥1%) e RP (≥20%), Negativo para 

HER2, Ki-67 (<15%). 
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2. Luminal B: Positivo para RE (≥1%) e HER2 positivo. 

3. Luminal B’: Positivo para RE (≥1%), HER2 negativo com RP e Ki-67 

(≥15)%. 

4. HER2: Negativo para RE e RP, positivo para HER2, qualquer Ki-67 

(usualmente >15%) 

5. TN: Negativo para RE, RP e HER2, qualquer Ki-67 (usualmente >15%). 

A metodologia usada pela Dra. Pinilla-Fernández será descrita 

resumidamente (PINILLA-FERNÁNDEZ 2015). A Dra. Pinilla-Fernández 

selecionou áreas de tecido normal e tumoral, as excluiu por micro-dissecção 

a laser a área estromal. Depois extraiu os RNAs das amostras, converteu-os 

em cDNA e os amplificou-os. 

As amostras tumoral e normal foram marcadas com cianinas 

fluorescentes diferentes então misturadas e hibridadas em uma mesma 

lâmina para realização do “microarray” competitivo. Nessa hibridação as 

amostras “competem” pelas sondas. Uma vez excitadas as cianinas emitem 

um sinal proporcional ao número de moléculas hibridadas, que é captado pelo 

“scanner”. Caso não exista nenhum material que se hibrida com a sonda, não 

há emissão de cor, caso haja a mesma quantidade de cDNAs provenientes 

de cada uma das amostras, a cor emitida é amarela. Se houver mais da 

amostra normal, a cor que se sobressai é a verde e se ocorrer de ter mais da 

amostra tumoral, a cor mais destacada é a vermelha. Logo, os valores de 

fluorescência obtidos revelam níveis relativos de expressão de cada transcrito 

na amostra comparada com a amostra referência. No total, havia 244mil 

sondas, compreendendo regiões intrônicas e exônicas tanto da fita molde de 
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DNA, quanto da fita oposta. No Anexo 4 encontram-se os detalhes da 

metodologia. A Figura 4 mostra os principais passos da metodologia. 
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Figura 3 - Descrição dos passos da metodologia de análise de perfis 

diferenciais de RNA por microarrays usada pela Dra. Pinilla-Fernández, desde 

isolamento da amostra até a hibridação. Primeiramente houve a seleção das áreas 

tumoral e normal para microdissecção a laser. Ambos os RNAs foram marcados, e 

convertidos em cDNA. Ambos os cDNAs foram amplificados e convertidos em cRNA. O cRNA 

tumoral foi marcado com Cy3 e o cRNA normal foi marcado com Cy5. Depois ambos foram 

colocados na lâmina de hibridação e competiram pelas sondas  
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3.1.2 Escolha dos genes para análise 

Para avaliarmos o infiltrado inflamatório através da expressão gênica 

no câncer de mama, escolhemos os genes relacionados a antígenos de 

superfície linfocitários ou dos macrófagos, fatores de transcrição específicos 

das linhagens ou estágios maturativos ou ainda produtos da secreção destas 

células baseando-nos na literatura, (ZHU e PAUL 2008; FU et al. 2008; 

BINDEA et al. 2013; CHARBONNEAU et al. 2014; CORLISS et al. 2016), 

conforme lista abaixo: 

1. Comum às linhagens de macrófagos e linfócitos: CD48 e TMEM173 

2. Células NK: CXCL9, iNOS, IRF1, IRF4, PIN1, PRF1, SIGGIR, TRL1, 

TRL2 e TRL4 

3. Macrófagos: CD68, CD86, CD163, CD206, IL-1β, IL-10, IL-12, IL-R1 I, 

IL-R1 II e TGF-β 

4. LB: CD19, CD20, CXCL13 e IL-6 

5. LTA: CCL1, LCK, CD4 e CD28 

6. LTreg: CCL20, CD4, CD274 e SNCA  

7. LTC: CCL1, CCL5, CCL15, CCL18, CD8a, GZMA, GZMB, LCK 

A descrição de função de todos esses genes encontra-se no Anexo 6. 

A partir da lista dos genes selecionados para a análise citados acima, 

identificamos suas sondas correspondentes na plataforma Array e a partir dos 

dados estabelecidos, geramos uma tabela com as respectivas informações. 

Os genes selecionados em nossa lista que não estavam disponíveis na 

plataforma, como o CTLA-4, FOXP3 e TNF-α foram excluídos da análise.  
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Os dados de expressão gênica foram analisados usando o programa 

Multi Experiment Viewer (MeV) e apresentados como “heatmap” 

(http://mev.tm4.org/). 

O MeV é um software com licença gratuita desenvolvido especialmente 

para realizar diversas análises de dados genômicos de larga escala. Possui 

diversos algoritmos desenvolvidos para analises estatísticas, visualização e 

exploração de dados de microarray, descoberta de padrões biológicos e 

agrupamento de dados (MeV - TM4).  

Para a análise estatística utilizamos a distância euclidiana. Todos os 

agrupamentos foram testados por cem “boostraps” para verificar a força do 

agrupamento gerado. Consideramos os valores de p e de FDR significativos 

quanto esses foram menores que 0,05.  

 

3.2 IMUNO-HISTOQUÍMICA 

 

3.2.1 Casuística 

Foram usados oito TMAs previamente construídos sob estratégias 

variadas do Departamento de Patologia do AC Camargo Cancer Center. 

Todos os TMAs foram construídos com 2 amostras de 1mm em cada tumor, 

selecionadas para representar a heterogeneidade tumoral, e continham áreas 

de tumor e estroma de permeio, mas na construção original do TMA não 

houve a intenção de representar áreas enriquecidas para o infiltrado 

inflamatório. Obtivemos 663 casos de carcinoma mamário diagnosticados 

entre 2000 e 2012 e com seguimento variando de 4 a 220 meses. (Mediana: 
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75 meses). Foram excluídos os casos em que o material biológico não se 

encontrava disponível para a pesquisa ou que o prontuário não foi 

devidamente preenchido. Desses temos TMAs temos: 

1. Um TMA de carcinoma mamário invasivo dos subtipos Luminais A e B 

(TMA31 com 119 amostras). 

2. Um TMA de carcinoma mamário invasivo do subtipo Triplo-Negativo 

(TMA41 com 75 amostras). 

3. Quatro TMAs de carcinoma mamário invasivo de todos os subtipos 

(TMA42 com 159 amostras; TMA43 com 138 amostras; TMA45 com 

143 amostras; TMA46 com 125 amostras). 

4. Um TMA de carcinoma mamário Invasivo do tipo Lobular (TMA49 com 

105 amostras) 

5. Um TMA de carcinoma mamário invasivo HER2 positivos, incluindo 

casos dos subtipos HER2 e Luminais B (TMA HER2 com casos). 

Somando os casos de todos os TMAs, teríamos 767 amostras, porém 

algumas se encontravam repetidas em diferentes TMAs e algumas amostras 

foram perdidas durante a reação imuno-histoquímica. Deixando-nos com 633 

amostras avaliáveis.  Aas lâminas passaram por um banho de parafina e 

foram armazenadas à - 20°C até o momento da realização da imuno-

histoquímica (IHQ). A Figura 5 mostra como ficam as lâminas após as 

reações. 
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Figura 4 - Visão panorâmica de uma lâmina de Tissue Microarray corada por 

imuno-histoquímica.  As posições de cada amostra nos eixos X e Y se relacionam com 

os dados clínicos em uma planilha de dados. Notem a ausência de alguns tumores por perda 

no momento do corte histológico ou desgaste da amostra no bloco do TMA. (TMA 49; PAX5)  

 

3.2.2 Imuno-Histoquímica 

 A coloração IHQ foi realizada automaticamente com o equipamento 

Ventana Benchmark® ULTRA (MAYR et al. 2009). As lâminas foram 

identificadas com as etiquetas de códigos de barras e desparafinadas em 

solução de EZ PREP. A recuperação antigênica foi realizada por calor em 

solução CC1 com pH alto, a 96ºC, em tempo previamente padronizado para 

cada anticorpo, como mostrado no Quadro 4. O bloqueio da peroxidase 

endógena por 5 minutos utilizou o reagente de bloqueio de peroxidase 

(UltraView Universal DAB Inhibitor (3% H202). As lâminas foram então lavadas 
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em solução de lavagem (Wash buffer) e o anticorpo primário foi incubado, 

conforme o tempo padronizado descrito no Quadro 4. As lâminas foram 

novamente lavadas e incubadas com polímero HRP (HRP Multimer), com 

subsequentes lavagens em tampão. Então, procedeu-se a incubação com o 

cromógeno diaminobenzidina (DAB), passagem em tampão de lavagem e, 

posteriormente, as lâminas foram contra-coradas com Hematoxilina de Harris. 

Por fim, as lâminas foram lavadas, passadas em água com detergente para 

retirada do LCS, seguida de lavagem em água corrente e destilada, passadas 

em xilol, álcool e montadas. 
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Quadro 4 - Características técnicas dos protocolos das reações de coloração imuno-histoquímica. Com a marca e clone do 
anticorpo, tempo da recuperação antigênica, diluição do anticorpo, tempo de exposição ao anticorpo, o local da marcação e o kit usado para a reação 
de imuno-histoquímica. 
 

Anticorpo Marca Clone Recuperação 

antigênica 

Diluição Tempo de 

exposição 

Marcação Kit usado 

CD3 Ventana 2GV6 20’ Pronto 32’ Membranar UltraView Universal 

DAB Kit 

CD4 Ventana SP35 36’ Pronto 32’ Membranar UltraView Universal 

DAB Kit 

CD8 Ventana SP57 36’ Pronto 32’ Membranar UltraView Universal 

DAB Kit 

CD68 Ventana KP1 36’ Pronto 32’ Citoplasmática UltraView Universal 

DAB Kit 

CD163 Ventana MRQ-26 36’ Pronto 32’ Citoplasmática UltraView Universal 

DAB Kit 

FOXP3 Abcam 236A/ E7 36’ 1:250 32’ Nuclear UltraView Universal 

DAB Kit 

PAX-5 Ventana SP34 64’ Pronto 32’ Nuclear UltraView Universal 

DAB Kit 
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3.2.3 Quantificação da reação de Imuno-Histoquímica 

Para avaliar a marcação dos anticorpos, a célula considerada positiva 

foi avaliada quanto a forma e sublocalização celular esperada: quando houve 

marcação membranar nos casos dos imunomarcadores CD3, CD4, CD8; 

citoplasmática em CD68 e CD163; e marcação nuclear nos imunomarcadores 

FOXP3 e PAX5.  

Contamos o número de células imunomarcadas em três campos de 

grande aumento (400x) conforme protocolo de SEO et al. 2013. A média das 

três áreas foi o valor final usado para as análises estatísticas. 

 

3.2.4 Análise Estatística 

 As características do paciente foram expressas como frequências 

absolutas e relativas para variáveis qualitativas e média, mediana, desvio 

padrão para variáveis quantitativas. Para a determinação de dois grupos a 

serem comparados com relação a um ponto de corte simples foi usada a 

estimativa do ponto máximo da estatística log-rank padronizada, proposta por 

LAUSEN e SCHUMACHER (1992) com o programa R versão 3.3.0.  

Consideramos a estatística de log-rank maximizada selecionada para pontos 

de corte entre 5 % e 95% de quantificação de medida contínua (delta T). Na 

Figura 6 podemos notar os gráficos que a metodologia de maximização do 

ponto de corte, comparando todos os valores possíveis de separação (eixo X) 

e a diferença entre os grupos gerados (eixo Y). 
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Figura 5 - Exemplo dos gráficos obtidos pela metodologia de estimativa de 

maximização do ponto de corte pelo teste estatístico log-rank. (CD3: ponto de 

corte = 4,667, correlacionado a óbito). 
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Foi usado o estimador de Kaplan-Meier da função de sobrevivência, 

tanto para a SLD a SCE, para análise de sobrevivência. A análise de SCE 

revela a porcentagem de pacientes no estudo que não morre devido ao câncer 

de mama em um determinado período de tempo. As pacientes que morreram 

de causas não relacionadas ao câncer, não afetam as probabilidades de 

sobrevida. Já a SLD analisa o período de tempo após o tratamento do câncer 

de mama, durante o qual a paciente sobrevive sem sinais da doença, para 

essa análise excluímos os casos de estadiamento IV. O teste log-rank foi 

aplicado para comparar a distribuição de sobrevivência entre os grupos 

criados acima. O modelo de Cox semi-paramétrico de riscos proporcionais 

(COX 1972) foi utilizado para descrever a relação entre os tempos de 

sobrevivência e recidiva e a covariável definida em relação a um ponto de 

corte. No modelo de Cox multivariado utilizamos as variáveis prognosticas 

clássicas: estadiamento clínico, grau histológico do tumor (SBR), 

acometimento linfonodal e subtipos moleculares. Avaliamos a hipótese 

proporcional dos chamados resíduos de SCHOENFELD (1982) e 

GRAMBSCH e THERNEAU (1994). Em todos os casos, temos evidências de 

que as covariáveis têm um efeito constante ao longo do tempo. 

Para comparação entre os grupos Luminais e Não-Luminais; e HER2 

Positivos e HER2 Negativos; foi usado o teste de Kolmogorov-Smirnov para 

testar a normalidade das amostras e o teste de Mann-Whitney para a 

comparação entre os grupos. Para avaliar os marcadores nos diferentes 

subtipos, usamos o teste de Kruskall-Walis. 

Para todos os casos adotamos um nível de significância de 5%. 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 A EXPRESSÃO GÊNICA 

 

4.1.1 Casuística  

Para esta metodologia de avaliação de expressão de genes 

relacionados ao sistema imune utilizamos dados previamente obtidos na tese 

da Dra. Pinilla-Fernández. Excluímos de cada análise os casos onde as 

informações mínimas sobre dados clínicos do diagnóstico, tratamento ou 

seguimento estavam ausentes. O trabalho da Dra. Pinilla-Fernández incluiu 

101 pacientes cujas características clínicas e patológicas disponíveis estão 

descritas a seguir na Tabela 1: 
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Tabela 1 - Características clínico-patológicas das amostras da Dra. Pinilla-
Fernández.  
 

 Categoria N Sobrevida em 120 meses (%) Valor p

Estadiamento clínico 

I 26 100 

>0,001
II 38 87 

III 24 85 

IV 1 - 

Acometimento Linfonodal 
Sim 42 97 

0,099 
Não 44 84 

Grau nuclear 

1 10 99 

0,622 2 35 92 

3 49 89 

Grau Histológico 

1 11 100 

0,852 2 37 90 

3 46 88 

Subtipo 

Luminal A 21 100 

0,057 

Luminal B 38 100 

HER2 12 90 

Triplo Negativo 12 88 

Basal 13 67 

Invasão Vascular 
Sim 5 53 

0,001 
Não 89 92 

Invasão Perineural 
Sim 13 91 

0,989 
Não 81 85 

Invasão Linfática 
Sim 27 76 

0,008 
Não 67 96 

Inflamação 
Ausente/Discreta 56 88 

0,901 
Moderada/Extensa 39 92 

Recidiva 
Sim 18   

Não 80   

Óbito 
Sim 7   

Não 89   

Em negrito encontramos as características mais presentes nas pacientes e os valores de p 

estatisticamente significativos. Aqueles cujo teste de sobrevida não foi válido devido ao 

número insuficiente de eventos foram colocadas como “- “. 
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4.1.2 A Análise da Expressão Gênica 

Os ensaios de microarray foram analisados com auxílio do software 

Gene Spring GX 12,1 (Agilent Technologies), seguindo as recomendações do 

programa. Foi realizada uma abordagem de análise dos componentes 

principais, que evidenciou que as amostras apresentavam um padrão 

uniforme e controles positivo e negativos válidos. 

Após a aplicação do filtro que retirou todos os ruídos de fundo que 

poderiam corresponder a falsos valores, encontramos com resultados 

avaliáveis 40 dos 45 genes escolhidos para o estudo.  Encontravam-se na 

lâmina quantidades diferentes de sondas para cada um dos genes 

relacionados, totalizando 74 sondas disponíveis para a análise do sistema 

imune nos carcinomas mamários. Esses foram então, submetidos ao 

agrupamento hierárquico seguindo a recomendação de GATZA et al. (2010) 

(distância euclidiana) e foi gerado o “heatmap” da Figura 6. 
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Figura 6 - Resultado gráfico (Heatmap) da análise de agrupamento 

hierárquico dos genes relacionados ao infiltrado inflamatório nas amostras de 

carcinoma mamário, revelando dois grupos com perfil de expressão 

diferentes. No dendograma as cores representam a força dessas separações. A cor preta 

demonstra um suporte de 100% das vezes testadas, indicando que esses “clusters” A e B 

formados são fortes. Já as outras cores variam de 0 a 50% de suporte. Temos a marcação 

por cores dos subtipos acima do dendograma. Em vermelho estão os genes superexpressos 

e em verde os genes menos expressos em relação a amostra normal.  
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No “heatmap” é possível notar a formação de dois grandes grupos na 

primeira separação hierárquica, demarcada pela cor preta da chave. Os 

grupos de amostras formados estão descritos na Tabela 2. Os grupos criados 

estiveram associados estatisticamente com a intensidade do infiltrado 

inflamatório observado histologicamente, com o grau histológico tumoral e 

com o subtipo molecular. 

 

Tabela 2 - Características clínico-patológicas das amostras que foram 
clusterizadas formando os grupos da Figura 6.  
 

 Categoria N Grupo A Grupo B Valor p 

Estadiamento 
clínico 

I 26 11 15 

0,526 

II 38 15 23 

III 24 14 10 

IV 1 - 1 

Inderteminado 12 - - 

Acometimento 
Linfonodal 

Sim 42 21 21 

0,296 Não 44 19 25 

Inderteminado 15 - - 

Grau nuclear 

1 10 1 9 

0,331 
2 32 12 20 

3 49 18 21 

Inderteminado 7 - - 

Grau Histológico 

1 11 4 7 

0,043 
2 37 12 25 

3 46 28 18 

Inderteminado 7 - - 

Subtipo 

Luminal A 24 11 13 

0,022 

Luminal B 40 14 26 

HER2 12 10 2 

Triplo Negativo 12 8 4 

Basal 13 7 6 

Invasão Vascular 

Sim 6 2 4 

0,924 Não 89 44 45 

Inderteminado 6 - - 

Invasão Perineural 

Sim 13 5 8 

0,789 Não 81 40 41 

Inderteminado 7 - - 
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Cont/Tabela 2 
 

 Categoria N Grupo A Grupo B Valor p 

Invasão Linfática 

Sim 27 16 12 

0,548 Não 67 30 37 

Inderteminado 6 - - 

Inflamação 

Ausente/Discreta 56 16 40 

<0,001 Moderada/Extensa 39 30 9 

Inderteminado 7 - - 

Recidiva 

Sim 18 8 10 

0,665 Não 80 32 39 

Inderteminado 3 - - 

Óbito 

Sim 7 3 4 

0,852 Não 89 41 48 

Inderteminado 7 - - 

Em negrito encontram-se as categorias mais enriquecidas nos grupos e os valores de p 

estatisticamente significativos. O Grupo A está à esquerda na Figura 6 e o grupo B à direita 

na Figura 6. Aqueles cujo teste estatístico não foi válido devido ao número insuficiente foram 

colocadas como “- “. 

 

O grupo A possui 43 das 101 amostras e, proporcionalmente está 

enriquecido de casos TN (8 casos de 12 no total) e HER2 positivos (10 casos 

de 12 no total), além de um grau histológico mais agressivo e com maior 

intensidade no infiltrado inflamatório observado histologicamente. Já no 

subgrupo B, ressalta-se a presença da maioria dos casos luminais (39 casos 

de 64 no total), grau histológico 2 e infiltrado inflamatório de menor 

intensidade.  

Ao realizarmos as análises de sobrevida entre os dois grupos não 

observamos diferença estatisticamente significativa entre eles, embora as 

curvas de sobrevida câncer específica se mantenham separadas ao longo de 

todo o seguimento. Como podemos observar, nesta casuística observada o 

óbito por câncer foi um evento raro e o grupo com pior sobrevida ainda 

manteve taxas acima de 90% de sobrevida após 120 meses de seguimento. 
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Figura 7 - Curvas de SCE e SLD dos grupamentos da “clusterização usando 

o método de Kaplan-Meier. Na figura a esquerda temos a curva de SCE. Na figura a 

direita temos a curva de SLD. Em ambas o grupo A da figura 9 está na cor azul e o grupo B 

de verde.  

 

Os genes mais relevantes para determinação dos grupos estão 

demonstrados no Quadro 5 e marcados na Figura 8. No Apêndice 1 encontra-

se o Quadro completo dos genes e sondas, médias entre os grupos, valores 

de FDR e valores de p. 
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Quadro 5 - Lista de sondas de RNAm mais relevantes para a determinação 
dos grupos moleculares definidos pela expressão dos genes relacionados ao 
infiltrado inflamatório nas amostras de câncer de mama.  
 

Gene sonda 
Média grupo 

A 
Média grupo 

B 
Fold Change Valor de p FDR 

IRF4_p1 2,0233445 -0,7859047 -2,8092492 5,98E-11 4,43E-09 

CXCL9 8,442738 5,7463036 -2,6964344 1,75E-09 3,23E-08 

IL-1R II_p1 0,87509483 -1,6579199 -2,5330147 3,47E-10 1,28E-08 

GZMB 3,542044 1,0449185 -2,4971255 1,35E-09 3,34E-08 

GZMA 0,93094534 -1,2816103 -2,2125556 4,81E-08 7,12E-07 

CCL18_p1 4,888577 2,7282608 -2,1603162 7,08E-06 4,36E-05 

CD163_p1 6,7603984 4,8743625 -1,8860359 8,38E-08 7,76E-07 

CD28 -1,4550672 -3,3353095 -1,8802423 8,03E-08 8,49E-07 

CD48_p2 -1,2918128 -3,0890331 -1,7972203 5,82E-08 7,18E-07 

CD19 -1,5926906 -3,186549 -1,5938584 2,03E-06 1,50E-05 

CD163_p2 4,249242 2,8908625 -1,3583795 5,97E-04 0,0022086

TLR2 3,0121515 1,6631612 -1,3489903 2,40E-07 1,98E-06 

CD8a (MAL) _p1 -2,5644324 -3,8851871 -1,3207547 8,43E-04 0,0028362

CD86 4,355176 3,039822 -1,315354 3,87E-04 0,0015087

IL-1 beta -3,097316 -4,322413 -1,225097 9,96E-05 5,26E-04 

CD68 2,9941328 1,8046992 -1,1894336 2,38E-06 1,60E-05 

TLR1 2,5524895 1,3772388 -1,1752507 2,25E-04 0,0011115

TLR4_p2 2,4274368 1,2618816 -1,1655552 6,71E-05 3,82E-04 

TGF-b_p7 -0,54976726 -1,6520457 -1,1022784 0,0037705 0,0111608

CD3d -2,8578699 -3,8426168 -0,9847469 3,77E-04 0,0015502

LCK -3,799933 -4,777452 -0,977519 7,83E-04 0,0027590

IL-6 -1,2920308 -2,2669363 -0,9749055 2,38E-04 0,0011001

TGF-b_p5 -1,3685428 -2,3319235 -0,9633807 0,0032141 0,0099101

CD4_p2 2,6893573 2,0170143 -0,672343 0,0045237 0,0128753

TMEM173 1,3759522 0,70916986 -0,6667823 2,54E-04 0,0011072

 
Estão demonstrados os valores médios de expressão em cada grupo, o fold change, e os 

valores de p da diferença observada e False Discovery Rate. 
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Figura 8 – “Heat-map” com genes marcados. Estão assinalados com setas 

vermelhas as sondas que estão diferencialmente expressas nos dois grupos. 
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Pelo “fold change” e valor de p mostrados no Quadro 5, podemos notar 

que os genes que estão diferencialmente expressos nos dois grupos são 

relacionados com as linhagens: 

1. Reposta imune inata: TLR1, TLR2, TLR4 e Tmem173 

2. Linhagem linfocitária T: CCL18, CD3d, CD4, CD8, CXCL9, GZMA, 

GZMB, IRF-4 e LCK. 

3. Linhagem linfocitária B: CD19 e CD48 

4. Linhagem linfocitária regulatória: CD28 e IL-6 

5. Linhagem mieloide: IL-1β, IL-1RII, CD68, CD86, CD163 e TGF- β.  

Notamos, também, que todos estão menos expressos no segundo 

grupo, que é o enriquecido de luminais.  

 

4.2 IMUNO-HISTOQUÍMICA 

 

4.2.1 Casuística 

Usamos neste estudo um total de 8 TMAs contendo 925 amostras, 

dessas 158 encontravam-se repetidas, e houveram perdas por motivos 

diversos (27 amostras não tinham a interface estroma tumor, 41 encontravam 

repetidas em diferentes TMAs e 36 casos estavam com dados clínicos 

incompletos, como podemos observar no fluxograma da Figura 9). No final, 

os oito TMAs totalizaram 663 amostras de pacientes, descritas na Tabela 3. 
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Figura 9 - Fluxograma dos critérios de exclusão das amostras na avaliação 

por IHQ. No final foram consideradas apenas amostras que possuíam material avaliável, 

não estavam duplicadas e cujo prontuário encontrava-se completo. 
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Tabela 3 - Características clínico-patológicas das pacientes usadas para 
imuno-histoquímica.  
 

 Categoria N 
Sobrevida 
em meses 

Valor p 

Estadiamento clínico 

I 191 150,65 

>0,001 
II 217 145,70 

III 140 135,04 

IV 43 73,99 

Acometimento Linfonodal 
Sim 265 131,44 

>0,001 
Não 327 164,35 

Grau nuclear 

1 47 164,65 

0,060 2 216 143,82 

3 366 139,21 

Histologia 

Ductal 493 141,62 

0,220 Lobular 139 156,15 

Outros 27 159,54 

Grau Histológico 

1 124 161,30 

>0,001 2 312 152,55 

3 187 137,30 

Subtipo 

Luminal A 231 146,28 

0,001 
Luminal B 188 138,30 

HER2 43 120,20 

Triplo Negativo 96 129,24 

Invasão Vascular 
Sim 15 88,12 

0,062 
Não 613 150,59 

Invasão Perineural 
Sim 62 138,19 

0,989 
Não 567 150,00 

Invasão Linfática 
Sim 116 117,24 

0,075 
Não 514 153,45 

Inflamação 
Ausente/Discreta 379 151,12 

0,789 
Moderada/Extensa 246 146,93 

Quimioterapia Neoadjuvante 
Sim 134 126,41 

>0,001 
Não 500 155,09 

Recidiva 
Sim 133   

Não 530   

Óbito 
Sim 81   

Não 582   

Características clínico-patológicas tratamento e do seguimento das 663 pacientes 

diagnosticadas com carcinoma mamário invasor e amostras disponíveis nos blocos de tissue 

microarray para estudo imuno-histoquímico. Em negrito estão as categorias mais 

enriquecidas e os valores estatisticamente significativos. 
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Todos as amostras presentes nos TMAs foram avaliadas com relação 

à presença ou ausência de marcação e os tipos celulares marcados. Os 

imunomarcadores foram avaliados individualmente quanto à sua relação com 

a SCE e livre de doença. 

Como estadiamento clínico, grau histológico, acometimento linfonodal 

e subtipos estão entre os fatores prognósticos clássicos do câncer de mama 

e apresentam relevância estatística na sobrevida dentro da nossa amostra 

(todos possuem p<0,05), adicionamos esses fatores como covariáveis para a 

análise multivariada através do modelo de regressão múltipla de Cox. 

 

4.2.2 Reação de Imuno-Histoquímica 

Nas Figuras 10 e 11 vemos as marcações das reações de imuno-

histoquímica dos sete marcadores: CD3 (linfócitos T no geral), CD4 (linfócitos 

T auxiliares), CD8 (linfócitos T citotóxicos), CD68 (macrófagos no geral), 

CD163 (macrófagos regulatórios), FOXP3 (linfócitos T regulatórios) e PAX5 

(linfócitos B). 
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Figura 10 - Fotomicrografias das colorações imuno-histoquímicas representando a heterogeneidade quanto as populações de 

células inflamatórias no câncer de mama. Anticorpos anti-CD3, CD4 e CD8, 100x. À esquerda pode-se notar os casos de infiltrado 

inflamatório escasso, no meio os casos de infiltrado inflamatório moderado e por último, a direta, o infiltrado intenso. CD3, CD4 e CD8 possuem marcação 

membranar.  
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Figura 11 - Fotomicrografias das colorações imuno-histoquímicas representando a heterogeneidade quanto as populações de 

células inflamatórias no câncer de mama. Anticorpos anti-CD68, anti-CD163, anti--FOXP3 e anti-PAX5, 100x. À esquerda pode-

se notar os casos de infiltrado inflamatório escasso, no meio os casos de infiltrado inflamatório moderado e por último, a direta, o infiltrado intenso. CD68 

e CD163 possuem marcação citoplasmática.  
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Podemos observar que todas as marcações foram específicas para as 

células que se encontraram no estroma, o que facilitou a contagem das 

células com os imunomarcadores selecionados. As células marcadas pelos 

anticorpos CD3, CD4 e CD8 apresentaram marcação de membrana; CD68 e 

CD163 marcação citoplasmática; FOXP3 e PAX5 marcação nuclear, 

conforme esperado pela sublocalização celular das proteínas 

correspondentes. 

 

4.2.3 Comparação dos Imunomarcadores 

Primeiramente, analisamos a presença de cada marcador 

individualmente em cada um dos 4 subtipos: Luminais A, Luminais B, HER2 e 

Triplo Negativo. No Quadro 6 temos as quantidades de amostras de cada um 

dos subtipos: 

 

Quadro 6 - Quantificação das amostras nos diferentes subtipos 
 

Subtipo Quantidade 

Luminal A 231 

Luminal B 188 

HER2 43 

Triplo Negativo 96 

 

Nas páginas seguintes, as Tabelas 4 a 10 e Figuras (gráficos) 12 a 18 

demonstramos as comparações das quantificações de cada anticorpo entre 

os subtipos moleculares do câncer de mama. 
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CD3 

Na Figura 12 e na Tabela 4 e podemos notar como foi a comparação 

grupo a grupo para o anticorpo CD3 e quais são as diferenças 

estatisticamente significativas. 

 

 

Figura 12- Valores médios do número de células imunomarcadas com o 

anticorpo CD3 nos diferentes subtipos moleculares de carcinoma mamário. 

Em colchetes notamos as comparações que foram estatisticamente significativas 

 

Tabela 4 - Valores médios do número de células imunomarcadas com o 
anticorpo CD3 em cada subtipo molecular do câncer de mama.  
 

Grupo 1 X Grupo 2 Média Grupo 1 Média Grupo 2 Valor de p 

LumA X LumB 1,258 3,450 0,785 

LumA X HER2 1,258 5,208 0,646 

LumA X TN 1,258 12,574 <0,001 

LumB X HER2 3,450 5,208 1,000 

LumB X TN 3,450 12,574 <0,001 

HER2 X TN 5,208 12,574 0,023 

LA = Luminal A. LB = Luminal B. HER2 = Superexpressor de HER2. TN = Triplo Negativo. 

Em negrito encontram-se os valores de p estatisticamente significativos. Os valores 

representam a média de todos os casos dentro de um subtipo molecular. Em cada caso 3 

campos de grande aumento foram avaliados e a média aritmética da densidade dos 3 campos 

foi utilizada para os cálculos estatísticos.  
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Na Tabela 4 estão expressos os valores da quantificação de CD3 em 

cada um dos subtipos. Podemos notar que CD3 encontra-se diferencialmente 

expresso no subtipo triplo negativo, estando mais presente nesse subtipo que 

nos outros. 

 

CD4 

Na Figura 13 e na Tabela 5 podemos notar como foi a comparação 

grupo a grupo para o anticorpo CD4 e onde foram encontradas as diferenças 

estatisticamente significativas. 

 

 
Figura 13 - Valores médios do número de células imunomarcadas com o 

anticorpo CD4 nos diferentes subtipos moleculares de carcinoma mamário. 

Em colchetes notamos as comparações que foram estatisticamente significativas 
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Tabela 5 - Valores médios do número de células imunomarcadas com o 
anticorpo CD4 em cada subtipo molecular do câncer de mama. 
 

Grupo 1 X Grupo 2 Média Grupo 1 Média Grupo 2 Valor de p 

LumA X LumB 4,593 8,341 0,067 

LumA X HER2 4,593 15,007 <0,001 

LumA X TN 4,593 13,955 0,007 

LumB X HER2 8,341 15,007 0,155 

LumB X TN 8,341 13,955 0,329 

HER2 X TN 15,007 13,955 1,000 

LA = Luminal A. LB = Luminal B. HER2 = Superexpressor de HER2. TN = Triplo Negativo. 

Em negrito encontram-se os valores de p estatisticamente significativos. 

 

Na Tabela 5 estão os dados das médias de imunomarcação para o 

anticorpo CD4 em cada subtipo. É possível distinguir o grupo Luminal A, que 

possui menor positividade que os outros subtipos. A diferença entre os LA e 

os não-Luminais é estatisticamente significativa (HER2 p<0,001 e TN 

p=0,007). 
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CD8 

Na Figura 14 e na Tabela 6 podemos notar como é a comparação grupo 

a grupo para o anticorpo CD8. Não foram encontradas diferenças 

estatisticamente significativas. 

 

 

Figura 14 - Valores médios do número de células imunomarcadas com o 

anticorpo CD8 nos diferentes subtipos moleculares de carcinoma mamário. 

 

Tabela 6 - Valores médios do número de células imunomarcadas com o 
anticorpo CD8 em cada subtipo molecular do câncer de mama. 
 

Grupo 1 X Grupo 2 Média Grupo 1 Média Grupo 2 Valor de p 

LumA X LumB 7,923 10,655 0,368 

LumA X HER2 7,923 12,072 0,467 

LumA X TN 7,923 13,648 0,665 

LumB X HER2 10,655 12,072 0,897 

LumB X TN 10,655 13,648 0,727 

HER2 X TN 12,072 13,648 0,598 

LA = Luminal A. LB = Luminal B. HER2 = Superexpressor de HER2. TN = Triplo Negativo. 

Em negrito encontram-se os valores de p estatisticamente significativos. 
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 Aqui observamos a quantificação média das células marcadas por 

CD8. Nota-se que os subtipos possuem praticamente a mesma quantidade 

de células imunomarcadas, não havendo diferenças estatisticamente 

significativas entre os subgrupos. 

 

CD68 

Na Figura 15 e na Tabela 7 podemos notar como foi a comparação 

grupo a grupo para o anticorpo CD68 e onde foram encontradas as diferenças 

estatisticamente significativas. 

 

 
Figura 15 - Valores médios do número de células imunomarcadas com o 

anticorpo CD68 nos diferentes subtipos moleculares de carcinoma mamário. 

Em colchetes notamos as comparações que foram estatisticamente significativas. 
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Tabela 7 - Valores médios do número de células imunomarcadas com o 
anticorpo CD68 em cada subtipo molecular do câncer de mama.  
 

Grupo 1 X Grupo 2 Média Grupo 1 Média Grupo 2 Valor de p 

LumA X LumB 14,009 17,510 0,913 

LumA X HER2 14,009 22,756 0,070 

LumA X TN 14,009 29,146 0,013 

LumB X HER2 17,510 22,756 0,416 

LumB X TN 17,510 29,146 0,554 

HER2 X TN 22,756 29,146 1,000 

LA = Luminal A. LB = Luminal B. HER2 = Superexpressor de HER2. TN = Triplo Negativo. 

Em negrito o valor de p estatisticamente significativo. 

 

 Ao analisarmos a Tabela 7 de imunomarcação média para o anticorpo 

CD68, notamos que os subtipos não luminais apresentam uma positividade 

maior, mas apenas a diferença entre os grupos Luminal A (≈6 células 

marcadas) e Triplo Negativo (≈16 células marcadas) foi estatisticamente 

significativa (p=0,013). 
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CD163 

Na Figura 16 e na Tabela 8 podemos notar como foi a comparação 

grupo a grupo para o anticorpo CD163 e a diferença estatisticamente 

significativa. 

 

 

Figura 16 - Valores médios do número de células imunomarcadas com o 

anticorpo CD163 nos diferentes subtipos moleculares de carcinoma mamário. 

Em colchetes notamos as comparações que foram estatisticamente significativas. 

 

Tabela 8 - Valores médios do número de células imunomarcadas com o 
anticorpo CD163 em cada subtipo molecular do câncer de mama.  
 

Grupo 1 X Grupo 2 Média Grupo 1 Média Grupo 2 Valor de p 

LumA X LumB 3,945 5,064 1,000 

LumA X HER2 3,945 3,978 1,000 

LumA X TN 3,945 22,885 <0,001 

LumB X HER2 5,064 3,978 1,000 

LumB X TN 5,064 22,885 <0,001 

HER2 X TN 3,978 22,885 1,000 

LA = Luminal A. LB = Luminal B. HER2 = Superexpressor de HER2. TN = Triplo Negativo. 

Em negrito o valor de p estatisticamente significativo. Em negrito o valor de p estatisticamente 

significativo. 
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Os grupos Luminais A (≈4 células marcadas) e B (≈5 células marcadas) 

possuem significativamente menos células CD163 positivas do que o subtipo 

Triplo Negativo (≈ 23) (p<0,001). 

 

FOXP3 

Na Figura 17 e na Tabela 9 podemos notar como foi a comparação 

grupo a grupo para o anticorpo FOXP3 e onde foram encontradas as 

diferenças estatisticamente significativas. 

 

 
Figura 17 - Valores médios do número de células imunomarcadas com o 

anticorpo FOXP3 nos diferentes subtipos moleculares de carcinoma mamário. 

Em colchetes notamos as comparações que foram estatisticamente significativas. 
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Tabela 9 - Valores médios do número de células imunomarcadas com o 
anticorpo FOXP3 em cada subtipo molecular do câncer de mama.  
 

Grupo 1 X Grupo 2 Média Grupo 1 Média Grupo 2 Valor de p 

LumA X LumB 0,401 0,470 1,000 

LumA X HER2 0,401 0,640 1,000 

LumA X TN 0,401 0,228 0,001 

LumB X HER2 0,470 0,640 1,000 

LumB X TN 0,470 0,228 0,023 

HER2 X TN 0,640 0,228 0,158 

LA = Luminal A. LB = Luminal B. HER2 = Superexpressor de HER2. TN = Triplo Negativo. 

Em negrito o valor de p estatisticamente significativo. 

 

O marcador FOXP3 possui raras células (média menor que 1) 

marcadas em qualquer dos subtipos, sem utilidade na diferenciação entre os 

subtipos. 

 

PAX5 

Na Figura 18 e na Tabela 10 podemos notar como é a comparação 

grupo a grupo para o anticorpo PAX5. Não foram encontradas diferenças 

estatisticamente significativas. 
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Figura 18 - Valores médios do número de células imunomarcadas com o 
anticorpo PAX5 nos diferentes subtipos moleculares de carcinoma mamário. 
 

Tabela 10 - Valores médios do número de células imunomarcadas com o 
anticorpo PAX5 em cada subtipo molecular do câncer de mama.  
 

Grupo 1 X Grupo 2 Média Grupo 1 Média Grupo 2 Valor de p 

LumA X LumB 1,429 2,882 0,235 

LumA X HER2 1,429 2,015 0,569 

LumA X TN 1,429 5,385 0,112 

LumB X HER2 2,882 2,015 0,475 

LumB X TN 2,882 5,385 0,326 

HER2 X TN 2,015 5,385 0,248 

LA = Luminal A. LB = Luminal B. HER2 = Superexpressor de HER2. TN = Triplo Negativo. 

Em negrito o valor de p estatisticamente significativo. 

 

 Após comparar todos os subtipos nota-se que as maiores diferenças 

se fazem entre os subtipos Luminal A e Triplo-Negativo, sendo o segundo 

grupo enriquecido de células positivas para CD3, CD4, CD68, CD163 e 

FOXP3. 
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4.2.4 Análise de Sobrevida 

Realizamos as análises de sobrevida câncer específica e sobrevida 

livre de doença para cada um dos imunomarcadores, com cada um dos de 

seus pontos de corte específicos segundo a metodologia de maximização. 

Todos os pontos de corte utilizados, assim como as curvas de sobrevida de 

todos os imunomarcadores se encontram no Apêndice 2. Representamos 

aqui apenas curvas que foram estatisticamente significativas. 

 

4.2.4.1 Sobrevida Câncer-Específica 

Apenas a positividade para o anticorpo anti-CD8 apresentou relevância 

estatística quanto a sobrevida câncer específica, tendo um caráter protetor. 

 

Figura 20 - Curva de Sobrevida Câncer Específica para o câncer de mama 

em função do número de células CD8 positivas. Método de Kaplan-Meier e 

estatística de log-rank. CD8: ponto de corte=0 células (p=0,021).  
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A Tabela 11 demonstra a diferença de sobrevida aos 120 meses para 

entre os casos com e sem marcação para CD8.  

 

Tabela 11 - Comparação da proporção de indivíduos vivos (com ou sem 
doença; Sobrevida Câncer Específica) após 10 anos de seguimento, em 
função da presença de linfócitos CD8 positivos.  
 

Marcador Ponto de corte Sobrevida em 120 meses 

(%) 

Valor de p 

CD8 0 Menor: 57% 

Maior: 88% 

0,021 

 

Após o cálculo das curvas de sobrevida empregamos o modelo de 

regressão de Cox univariado, incluindo apenas o marcador estatisticamente 

significativo, como mostrado na Tabela 12, para associá-lo com seu perfil, seja 

ele de protetor contra o tumor, quanto de potencializador da agressividade 

tumoral. 

 

Tabela 12 - Modelo de regressão de Cox univariada para sobrevida câncer 
específica em função da ausência de linfócitos CD8 positivos.  
 

   Intervalo de confiança  

Marcadores Grupo de risco Risco Relativo Inferior Superior Valor de p

CD8 Igual a 0 0,487 0,253 0,905 0,023 

Podemos observar os pontos de corte do marcador, o grupo de maior risco em relação ao 

ponto de corte, o risco relativo, o intervalo de confiança e o valor de p. Em negrito encontra-

se o valor de p estatisticamente significativo. 

 

O CD8 manteve seu valor estatístico com o modelo de regressão 

univariado de cox. As pacientes que não possuem as células imunomarcadas 

tem mais que o dobro de chance de evoluir a óbito. 
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Após realizarmos as curvas de sobrevida câncer especifica e o modelo 

de regressão de Cox univariado, utilizamos o modelo de regressão múltipla 

de Cox com cada marcador e estadiamento clínico, acometimento linfonodal, 

grau histológico e subtipos moleculares, já que essas variáveis mostraram 

associação estatisticamente significante com sobrevida (todos com p≤0,05). 

Os valores de todos encontram-se no Apêndice 2.  

 

Tabela 13 – Risco relativo para os fatores prognósticos clássicos e presença 
de linfócitos CD8 através da regressão de Cox multivariada aplicada à 
sobrevida câncer específica  
 

   Intervalo de confiança  

Marcador Grupo de risco
Risco 

Relativo 
Inferior Superior Valor de p 

CD8 Igual a 0 0,593 0,253 1,387 0,288 

Usamos como fatores prognósticos o estadiamento clínico, SBR, acometimento linfonodal e 

subtipo molecular. Podemos observar os pontos de corte do marcador, o grupo de maior risco 

em relação ao ponto de corte, o risco relativo, o intervalo de confiança e o valor de p. Em 

negrito encontra-se o valor de p estatisticamente significativo. 

 

Podemos notar que CD8 não se mostrou independentemente 

associado à SCE. 

 

4.2.4.2 Sobrevida Livre de Doença 

Após a realização do teste de maximização dos pontos de corte para 

todos os marcadores com relação à recorrência, foram realizadas as curvas 

de SLD utilizando o método de Kaplan-Meier com o cálculo de log-rank. 

Todos os pontos de corte utilizados, assim como as curvas de 

sobrevida livre de doença de todos os imunomarcadores se encontra no 
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Apêndice 3. A seguir estarão representadas as curvas de sobrevida cujos 

marcadores imuno-histoquímicos apresentaram significância estatística.   

 

 

 

Figura 19 - Curvas mostrando a proporção de indivíduos Livre de Doença 

calculado pelo método de Kaplan-Meier e estatística de log-rank em função 

das subpopulações de células inflamatórias. CD8: ponto de corte de 38 (p=0,003). 

CD68: ponto de corte de 26 (p=0,006). CD163: ponto de corte de 4 (p=0,027). FOXP3: ponto 

de corte: 0 (p=0,031).  

 

A Tabela 14 resume os achados estatísticos em relação a SLD em cada 

um dos marcadores e seus respectivos pontos de corte.  
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Tabela 14 – Comparação das proporções de indivíduos livre de doença aos 
10 anos de seguimento, de acordo com ponto de corte maximizado em cada 
imunomarcador.  
 

Em negrito os valores de p com significância estatística. 

 

 Ao avaliarmos o imunomarcador CD8, associado aos linfócitos T 

citotóxicos, notamos que a alta concentração de células marcadas (mais que 

38 células), tem uma relação com um pior prognóstico, relacionando-se então 

com uma maior chance de recorrência da doença.  

 Da mesma forma, CD68 que é um imunomarcador para macrófagos 

em geral e CD163 que é um marcador específicos de macrófagos de perfil 

M2, relacionam-se ambos com um pior prognóstico e maior probabilidade de 

recorrência da doença. 

Marcador Ponto de corte 
Sobrevida em 120 meses 

(%) 
Valor de p 

CD3 13 
Menor:84%  

0,184 
Maior:77% 

CD4 32 
Menor: 85% 

0,192 
Maior:68% 

CD8 38 
Menor: 65% 

Maior: 61% 
0,003 

CD68 26 
Menor: 80% 

Maior: 68% 
0,004 

CD163 4 
Menor: 81% 

Maior: 72% 
0,027 

FOXP3 0 
Menor: 73% 

Maior: 81% 
0,031 

PAX5 11 
Menor:83% 

0,420 
Maior:79% 
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 Por fim, a presença de linfócitos T regulatórios, imunomarcados pelo 

anticorpo FOXP3, está associado com uma menor probabilidade de 

recorrência da doença, portanto relacionando-se com um melhor prognóstico. 

 

Tabela 15 - Risco relativo de sobrevida livre de doença obtido pela regressão 
de Cox univariada para os imunomarcadores selecionados pela significância 
estatística no método de Kaplan-Meier.  
 

   Intervalo de confiança  

Marcadores Grupo de risco Risco Relativo Inferior Superior Valor de p

CD3 Abaixo de 13 0,640 0,329 1,243 0,212 

CD4 Acima de 32 1,671 0,767 3,640 0,228 

CD8 Acima de 38 2,578 1,359 4,891 0,004 

CD68 Acima de 26 2,032 1,211 3,408 0,007 

CD163 Acima de 4 1,787 1,062 3,008 0,029 

FOXP3 Igual a 0 0,554 0,321 0,955 0,033 

PAX5 Igual a 0 1,324 0,535 3,279 0,560 

Podemos observar os pontos de corte do marcador, o grupo de maior risco em relação ao 

ponto de corte, o risco relativo, o intervalo de confiança e o valor de p. Em negrito encontra-

se o valor de p estatisticamente significativo. 

 

Podemos observar na Tabela 15 da regressão univariada de Cox 

relacionada à SLD que os marcadores CD8, CD68, CD163 e FOXP3 

apresentam compatibilidade com as curvas de Kaplan-Meier. Enquanto a 

presença densa de linfócitos CD8+ e células CD68+ dobram as chances de 

recorrência, a infiltração de macrófagos CD163+ aumenta as chances de 

recorrência em cerca de 79%, e a presença de linfócitos FOXP3+ diminui a 

chance de recorrência em 55%.  

No modelo de regressão múltipla de Cox multivariado, incluímos além 

dos marcadores descritos no parágrafo anterior, também fatores prognósticos 

clássicos do câncer de mama que se mostraram associados estatisticamente 
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com recorrência no nosso estudo (estadiamento clínico, acometimento 

linfonodal, grau histológico e subtipos moleculares).   

 

Tabela 16 - Risco Relativo de recorrência do câncer de mama em 120 meses 
segundo o modelo de regressão de Cox multivariada para os fatores 
prognósticos clássicos e marcadores imuno-histoquímicos com relevância 
estatística na analise univariada.  
 

Usamos como fatores prognósticos o estadiamento clínico, SBR, acometimento linfonodal e 

subtipo molecular. Podemos observar os pontos de corte do marcador, o grupo de maior risco 

em relação ao ponto de corte, o risco relativo, o intervalo de confiança e o valor de p. Em 

negrito encontra-se o valor de p estatisticamente significativo. 

  

  Intervalo de confiança   

Categorias Grupo de risco
Risco 

Relativo 
Inferior Superior Valor de p 

Estadiamento 1     0,891 

Estadiamento 2  0,832 0,251 2,755 0,736 

Estadiamento 3  0769 0,258 2,295 0,638 

N 1     0,013 

N 2  0,155 0,040 0,595 0,007 

N 3  0,148 0,450 0,485 0,002 

N 4  0,307 0,118 0,800 0,016 

Grau Histológico 1     0,006 

Grau Histológico 2  0,152 0,035 0,662 0,012 

Grau Histológico 3  0,432 0,240 0,853 0,014 

Subtipo LumA     0,760 

Subtipo LumB  0,334 0,143 0,780 0,011 

Subtipo Her2  0,749 0,365 1,535 0,430 

Subtipo TN  0,855 0,321 2,276 0,753 

CD3 Abaixo de 13 1,856 0,775 4,456 0,136 

CD4 Acima de 32 1,259 0,515 3,078 0,606 

CD8 Acima de 38 1,750 0,892 3,430 0,103 

CD68 Acima de 26 1,058 0,540 2,074 0,869 

CD163 Acima de 4 1,550 0,825 2,914 0,173 

FOXP3 Igual a 0 0,665 0,341 1,298 0,232 

PAX5 Igual a 0     
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Nenhum marcador se mostrou como um fator prognóstico 

independente dos fatores preditivos clássicos. 

 Por ultimo, antes de estudar os subtipos moleculares individualmente, 

avaliei a relação entre os linfocitros T citotóxicos e os linfocitos T regulatórios, 

classificando-os em duas categorias: uma na qual há um uma quantidade alta 

de linfócitos T citotóxicos (CD8 alto) e linfocitos Treg baixos (FOXP3 baixo) e 

a outra na qual há poucos linfocitos T citotóxicos (CD8 baixo) e muitos 

linfócitos Treg (FoxP3 alto). Mas esses dois perfils nao se mostraram 

significativamente diferentes tanto em relação a sobrevida livre de doença, 

quanto em  relação a sobrevida livre específica.   
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Figura 20 - Curvas de sobrevida câncer específica e SLD da correlação 

CD8/FOXP3. SCE com todos os subtipos (p=0,591). SLD com todos os subtipos (p=0,591). 

Não foi possível realizar a mesma analise com cada subtipo individualmente pois o número 

de eventos era muito pequeno e impossibilitava a estatística. 

 

  



82 

 

4.2.5 Comparação dos Subtipos Moleculares 

Separamos os subtipos moleculares de câncer de mama, para avaliar 

o perfil de células inflamatórias e sua influência prognóstica nos subtipos 

individualmente. Os pontos de corte foram recalculados para cada subtipo.  

 

Quadro 7 - Relação dos diferentes pontos de corte tanto em quando 
avaliamos todos os subtipos moleculares, como quando o cálculo foi feito para 
cada subtipo individualmente na sobrevida câncer especifica.  
 

 Sobrevida Câncer específica – Pontos de corte e valores de p 

 Todos p LA p LB p TN p HER2 p 

CD3 5 0,308 0 0,165 20 0,428 0 0,002 0 0,296 

CD4 0 0,416 9 0,448 0 0,237 1 0,002 3 0,437 

CD8 0 0,021 3 0,155 1 0,025 6 0,037 9 0,437 

CD68 1 0,057 3 0,606 7 0,027 7 0,115 - - 

CD163 0 0,835 1 0,093 0 0,33 83 0,115 - - 

FOXP3 1 0,449 1 0,292 1 0,956 12 0,330 1 0,437 

PAX5 1 0,076 0 0,184 1 0,104 3 0,668 0 0,238 

Usamos a metodologia de estimativa de maximização do ponto de corte pelo teste estatístico 

log-rank. Em negrito encontra-se o valor de p estatisticamente significativo. 
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Quadro 8 - Relação dos diferentes pontos de corte tanto em quando 
avaliamos todos os subtipos moleculares, como quando o cálculo foi feito para 
cada subtipo individualmente em relação a sobrevida livre de doença. 
 

 Sobrevida Livre de Doença – Pontos de corte e valores de p 

 Todos p LA p LB p TN P HER2 P 

CD3 13 0,184 1 0,413 9 0,606 1 0,068 0 0,916 

CD4 32 0,192 13 0,132 12 0,18 2 0,096 3 0,096 

CD8 38 0,003 29 0,001 30 0,194 38 0,157 9 0,157 

CD68 26 0,006 49 0,126 7 0,454 84 0,181 29 0,181 

CD163 4 0,027 4 0,002 2 0,696 12 0,471 1 0,471 

FOXP3 0 0,031 1 0,021 0 0,128 0 0,082 1 0,082 

PAX5 11 0,542 1 0,047 0 0,127 3 0,240 0 0,240 

Usamos a metodologia de estimativa de maximização do ponto de corte pelo teste estatístico 

log-rank. Em negrito encontra-se o valor de p estatisticamente significativo. 

 

Luminal A 

Primeiramente realizamos as análises de SCE nesse subtipo, mas 

nenhum marcador se mostrou com uma estatística relevante. No Apêndice 4 

podemos observar todas as curvas de sobrevidas desse caso, além da 

regressão de Cox univariada. 

Ao realizarmos a análise de SLD notamos relevância estatística em 

alguns marcadores, sendo eles CD8, CD163 e PAX5. Os gráficos e o modelo 

de regressão de Cox univariado dos demais marcadores (CD3, CD4, CD68 e 

FOXP3) se encontram no Apêndice 4. 
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Figura 21 - Curvas mostrando a proporção de indivíduos Livre de Doença 

calculado pelo método de Kaplan-Meier e estatística de log-rank em função 

das subpopulações de células inflamatórias. CD8: ponto de corte de 38 (p<0,001). 

CD163: ponto de corte de 4 (p=0,002). PAX5: ponto de corte de 11 (p=0,020).  

 

Realizamos então os modelos de regressão de Cox univariados com 

esses marcadores. 
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Tabela 17 - Modelo de regressão de Cox univariada aplicada à SLD no 
subtipo LA.  
 

   Intervalo de confiança  

Marcadores Grupo de risco Risco Relativo Inferior Superior Valor de p

CD8 Acima de 38 7,367 2,017 26,908 0,003 

CD163 Acima de 4 3,387 1,231 9,323 0,018 

PAX5 Acima de 11 4,888 1,111 21,507 0,036 

Em negrito os valores de p estatisticamente significativos. 

 

Os imunomarcadores CD8, CD163 e PAX5 mantiveram seu valor 

estatístico pela análise do modelo de Cox Univariado. 

Utilizando apenas o subtipo LA, recalculamos os pontos de corte para 

todos os imunomarcadores com relação a óbito, e foram calculadas as curvas 

de sobrevida utilizando o método de Kaplan-Meier e o cálculo de log-rank, 

mas não houve nenhuma estatística significativa como podemos observar no 

Apêndice 5. Ao realizarmos o mesmo procedimento para recorrência, o 

imunomarcador FOXP3 mostrou estar associado com a recorrência da 

doença (p=0,021), como podemos observar na Figura 22. 
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Figura 22 - Curvas de SLD com pontos de corte específicos para LA dos 

marcadores CD8, CD163, FOXP3 e PAX5. Nas quais foram empregadas o método 

de Kaplan-Meier e estatística de log-rank. CD8 ponto de corte: 29 (p=0,001). CD163 ponto de 

corte: 4 (p=0,002). FOXP3 ponto de corte: 1 (p=0,021). PAX5 ponto de corte: 1 (p=0,047). 

 
Realizamos então os modelos de regressão de Cox univariados com 

esses marcadores, com os resultados mostrados na Tabela 18. 

 

Tabela 18 - Modelo de regressão de Cox univariado aplicada à SLD com 
ponto de corte específico do subtipo LA.  
 

   Intervalo de confiança  

Marcadores Grupo de risco Risco Relativo Inferior Superior Valor de p 

CD8 Acima de 29 6,732 1,838 24,654 0,004 

CD163 Acima de 4 4,238 1,578 11,386 0,004 

FOXP3 Acima de 1 4,037 1,124 14,499 0,032 

PAX5 Acima de 1 2,273 0,840 6,151 0,053 

Os pontos de corte usados são os calculados para o subtipo LA. Em negrito os valores de p 

estatisticamente significativos. 
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Nota-se que com relação ao modelo de Cox CD8, CD163 e FOXP3 

mantiveram seu valor estatístico, já PAX5, encontra-se no limite para a 

significância. As curvas de SLD dos outros imunomarcadores, assim como o 

modelo de Cox univariado se encontram no Apêndice 5. 

 

Luminal B 

Ao realizar as análises de SCE para o subtipo LB, notamos que apenas 

o CD163 era estatisticamente significativo, na Figura 23 podemos observar a 

curva de sobrevida câncer especifica desse marcador. Ao realizarmos os 

testes estatísticos observamos que nenhum dos imunomarcadores estava 

correlacionado a SLD nesse subtipo. No Apêndice 6, observam-se as curvas 

de SCE e SLD, além da regressão de Cox univariada. 

 

 

Figura 23 - Curva de SCE do marcador CD163 no subtipo LB. Na qual foi 

empregada o método de Kaplan-Meier e estatística de log-rank. CD163 ponto de corte: 0 

(p=0,033).  
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Realizamos então o modelo de regressão de Cox univariado com 

CD163. 

 

Tabela 19 - Modelo da regressão de Cox univariada aplicada à sobrevida 
câncer especifica no subtipo LB.  
 

   Intervalo de confiança  

Marcadores Grupo de risco Risco Relativo Inferior Superior Valor de p 

CD163 Acima de 0 1,243 0,459 3,370 0,056 

Não há nenhum valor menor que 0,05, apenas CD163 que é borderline. 

 

Utilizando apenas o subtipo LB, recalculamos os pontos de corte para 

todos os imunomarcadores com relação a óbito, e foram calculadas as curvas 

de sobrevida utilizando o método de Kaplan-Meier e o cálculo de log-rank, e 

os imunomarcadores CD8, CD68 e CD163 encontram-se estatisticamente 

significativos, como podemos observar na Figura 24. Ao realizarmos o mesmo 

procedimento para recorrência, nenhum dos imunomarcadores se mostrou 

estatisticamente significativo. Os outros imunomarcadores, assim como o 

modelo de cox univariado se encontram no Apêndice 7. 
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Figura 24 - Curvas de SCE dos marcadores CD8, CD163 e PAX5 com ponto 

de corte específico para o subtipo LB. Nas quais foram empregadas o método de 

Kaplan-Meier e estatística de log-rank. CD8 pontos de corte: 1 (p=0,025). CD68 ponto de 

corte: 7 (p=0,027).CD163 pontos de corte: 0 (p=0,002). 

 

Realizamos então os modelos de regressão de Cox univariados com 

esses marcadores. 
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Tabela 20 - Modelo de regressão de Cox univariado aplicada à sobrevida 
câncer especifica com os pontos de corte específicos do subtipo LB.  
 

   Intervalo de confiança  

Marcadores Grupo de risco Risco Relativo Inferior Superior Valor de p 

CD8 Abaixo de 1 0,331 0,120 0,916 0,033 

CD68 Acima de 7 4,767 1,029 22,078 0,046 

CD163 Acima de 0 1,243 0,459 3,370 0,056 

Os pontos de corte usados são os calculados para o subtipo LB. Em negrito os valores de p 

estatisticamente significativos. 

 

Triplo-Negativo 

Assim como nos casos anteriores, fizemos as curvas de SCE e SLD 

relacionando os imunomarcadores ao subtipo Triplo-Negativo. Apenas CD4 

correlacionou-se estatisticamente, à SCE, como mostrado na figura 25. No 

Apêndice 8 podemos observar todas as curvas e a análise do modelo de 

regressão de Cox em cada um desses marcadores. 

 

 
Figura 25 - Curva de sobrevida câncer especifica do marcador CD4 no 

subtipo TN. Na qual foi empregada o método de Kaplan-Meier e estatística de log-rank. 

CD4 ponto de corte: 0 (p=0,026).  
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Tabela 21 - Modelo de regressão de Cox univariado aplicada à sobrevida 
câncer especifica no subtipo TN.  
 

   Intervalo de confiança  

Marcadores Grupo de risco Risco Relativo Inferior Superior Valor de p 

CD4 Igual a 0 0,213 0,048 0,951 0,043 

Em negrito o valor de p estatisticamente significativo. 

 

Utilizando apenas o subtipo TN, recalculamos os pontos de corte para 

todos os imunomarcadores com relação a óbito, e foram calculadas as curvas 

de sobrevida utilizando o método de Kaplan-Meier e o cálculo de log-rank, e 

os imunomarcadores CD3, CD4 e CD8 encontram-se estatisticamente 

associados, como podemos observar na Figura 26. Ao realizarmos o mesmo 

procedimento para recorrência, nenhum dos imunomarcadores se mostrou 

estatisticamente significativo. Os outros imunomarcadores, assim como o 

modelo de cox univariado se encontram no Apêndice 9. 
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Figura 26 - Curvas de SCE dos marcadores CD3, CD4 e CD8 com ponto de 

corte específico do subtipo TN. Nas quais foram empregadas o método de Kaplan-

Meier e estatística de log-rank.CD3 ponto de corte: 0 (p=0,002). CD4 ponto de corte: 1 

(p=0,002). CD8 ponto de corte: 6 (p=0,037). 

 

Realizamos então os modelos de regressão de Cox univariados com 

esses marcadores. 
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Tabela 22 - Modelo de regressão de Cox univariado aplicada à sobrevida 
câncer especifica com os pontos de corte específicos do subtipo TN.  
 

   Intervalo de confiança  

Marcadores Grupo de risco Risco Relativo Inferior Superior Valor de p 

CD3 Igual a 0 0,119 0,023 0,616 0,011 

CD4 Abaixo de 1 0,146 0,028 0,752 0,021 

CD8 Abaixo de 6 0,146 0,018 1,186 0,057 

O ponto de corte usado foi específico para o subtipo TN. Em negritos os valores de p 

estatisticamente significativos. 

 

HER2 

Não houve nenhum resultado de valor estatisticamente significativo em 

relação a SCE e SLD no subtipo HER2. As curvas de SCE e SLD se 

encontram no Apêndice 10, mas como há poucas pacientes, não foi possível 

realizar o modelo de regressão de Cox univariado dessas amostras. Mesmo 

ao recalcular os pontos de corte, as curvas de SCE e SLD não foram 

significativas, como mostrado no Apêndice 11. 

 

4.2.6 Avaliação dos Grupos 

 Ao analisarmos tanto a expressão gênica quanto a imuno-histoquímica 

temos dois grupos de amostras com características marcantes, o grupo das 

amostras enriquecidas para os receptores de estrógeno e progesterona (os 

luminais) e o outro grupo de pacientes, com a maioria das pacientes que 

expressam HER2. Quando realizamos a segregação em subtipos, não foi 

possível avaliar apenas o subtipo HER2, decidimos, então agrupas as 

amostras segundo duas outras categorizações: Luminais e não Luminais e 

HER2 positivos e HER2 negativos. 
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1. Grupo Luminais X Não Luminais 

 

Os 663 casos de estudados foram separados em Luminais e não-

Luminais, geramos então as curvas de SCE e SLD (Figura 27). 

 

 

Figura 27 - Curvas de SCE e SLD comparando os grupos Luminais versus 

não-Luminais. Nas quais foram empregadas o método de Kaplan-Meier e estatística de 

log-rank. Lum = Luminais e NLum = Não Luminais 

 

Pode-se observar que os grupos são relacionados à SCE e SLD. 

Analisamos então como se comportavam os marcadores nesses grupos e 

obtivemos a relação descrita na Tabela 23. 
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Tabela 23 - Valores médios de células imunomarcadores nas categorias 
Luminais e Não-Luminais. 
 

 Luminal Não-Luminal  

Marcador Pacientes Média Pacientes Média Valor de p 

CD3 403 2,457 89 10,588 <0,0001 

CD4 401 5,999 91 14,232 <0,0001 

CD8 401 8,331 94  13,262 0,020 

CD68 319 14,213 81 27,963 <0,0001 

CD163 335 4,070 79 19,294 <0,0001 

FOXP3 358 0,400 82 0,354 0,080 

PAX5 383 1,781 86 4,523 0,186 

Em negrito os valores que são estatisticamente significativos 
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Figura 28 - Gráficos que mostram as diferenças de frequência dos 

marcadores acima e abaixo da média nos grupos Luminais e Não-Luminais. 

Em roxo temos os grupos Luminais e em Azul os Não luminais. E a esquerda a quantidade 

de células abaixo da média e a esquerda a quantidade de células acima da média. Com 

asterisco encontram-se os marcadores que se encontraram diferencialmente expressos nos 

grupos. 
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Ao avaliarmos a Figura 28 e a Tabela 23, conclui-se que uma maior 

concentração de células CD3, CD4, CD8, CD68 e CD163 positivas estão, 

proporcionalmente, mais presentes no grupo Não-Luminal, que é grupo de 

pior sobrevida nas nossas análises. 

 

2. Grupo HER2 positivo X HER2 negativo 

 

As amostras também foram comparadas com relação à expressão de 

HER2. 

 

 

Figura 29 - Curvas das SCE e SLD comprando os grupos HER2 Positivo e 

HER2 negativo. Nas quais foram empregadas o método de Kaplan-Meier e estatística de 

log-rank. HER2: HER2 positivos e NHER2: HER2 negativo 

 

Pode-se observar que os grupos HER2 positivo e HER2 negativos não 

apresentam diferença com relação à SCE. O grupo HER2 positivo apresentou 
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pior SLD. Analisamos então como se comportavam os marcadores nesses 

grupos e obtivemos a relação descrita. 

 

Tabela 24 - Comparação dos marcadores nos subtipos HER2 positivos e 
HER2 negativos.  
 

 HER2 Positivos HER2 Negativos  

Marcador Pacientes Média Pacientes Média Valor de p 

CD3 76 4,561 414 3,817 0,139 

CD4 73 11,171 416 6,895 0,003 

CD8 76 12,702 416 8,604 0,343 

CD68 41 17,219 357 16,796 0,191 

CD163 42 5,500 370 5,500 0,500 

FOXP3 71 0,629 367 0,348 0,032 

PAX5 73 2,840 394 2,161 0,038 

Em negrito os valores que são estatisticamente significativos. 
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Figura 30 - Gráficos que mostram os as diferenças de frequência dos 

marcadores acima e abaixo da média nos grupos HER2 positivos e HER2 

negativos. Em azul escuro temos os grupos HER2+ e em azul claro os HER2-. E a esquerda 

a quantidade de células abaixo da média e a esquerda a quantidade de células acima da 

média. Com asterisco encontram-se os marcadores que se encontraram diferencialmente 

expressos nos dois grupos. 
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Ao avaliarmos a Tabela 24 e a Figura 29 podemos notar todos os 

marcadores possuem valores brutos mais altos nos casos HER2 negativos, 

mas apenas CD4, FOXP3 e PAX5 possuem uma diferença estatisticamente 

significativa. 

Encontram-se, recorrentemente na literatura, associados a valores 

preditivos e prognósticos, a análise da combinação dos marcadores CD8 e 

FOXP3, na qual se criam dois grupos: um com CD8 alto e FOXP3 baixo e 

outro com CD8 baixo e FOXP3 alto. As análises de SCE e SLD desses grupos 

foi realizada e não foi possível obter um resultado estatisticamente 

significativo ao avaliarmos todos os subtipos ao mesmo tempo como 

demonstrado no Apêndice 11. Não realizamos a análise de cada subtipo 

raridade dos eventos. 

 

4.3 ASSOCIAÇÃO DA EXPRESSÃO EM LARGA ESCALA E A 

IMUNO-HISTOQUÍMICA 

 

Para melhor visualização dos resultados de ambas as técnicas 

decidimos dividir as células inflamatórias em dois grandes grupos, o grupo 

linfocitário e o grupo mieloide. 

 

4.3.1 Linhagem linfocitária 

 Ao analisarmos a linhagem linfocitária, avaliamos o perfil geral dos 

linfócitos, definidos na imagem como comum, além de quatro perfis da 

linhagem linfocitária, os linfócitos T auxiliares (CD4+), os linfócitos T 
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citotóxicos (CD8+), os linfócitos T regulatórios (FOXP3+) e os linfócitos B 

(CD20+). 

 

 
 
Figura 31 - Esquema de marcadores relacionados com os diferentes subtipos 
de linfócitos. De laranja estão às sondas diferencialmente expressas na análise da 
expressão genica. De verde temos os imunomarcadores usados para imuno-histoquímica. 
Apenas as sondas com diferença estatística estão representadas na figura. 
 

 Ao avaliarmos os linfócitos, duas populações se sobressaem nos 

resultados conjuntos, a citotóxica e a regulatória.  

A linhagem de linfócitos citotóxica, CD8+, quando presente associa-se 

com um caráter protetor quando relacionada com SCE, mas ao se ter um 

infiltrado inflamatório maciço dessas células, com mais de 38 células 

marcadas, possui um perfil relacionado com a maior probabilidade de 

recorrência. 

A linhagem de FOXP3+, de linfócitos T regulatório, quando presente 

esteve associada com uma melhor SLD estando associada com uma menor 

probabilidade de recorrência. 
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4.3.2 Linhagem Mieloide 

Ao analisarmos a linhagem mieloide, avaliamos o perfil geral dos 

macrófagos, definidos na imagem como comum, além do perfil regulatório.  

 

 

 

Figura 32 - Esquema de marcadores relacionados com as populações de 

macrófagos. De laranja estão às sondas diferencialmente expressas na análise da 

expressão genica. De verde temos os imunomarcadores usados para imuno-histoquímica. 

Apenas as sondas com diferença estatística estão representadas na figura.  

 

 O estudo avaliou os macrófagos com um pan-marcador, o CD68 e os 

de perfil M2, com o marcador CD163, e ambos foram relacionados com uma 

pior SLD estando associado com maior chance de recorrência. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

A avaliação do infiltrado inflamatório nos tumores da mama não é parte 

da rotina diagnóstica, apesar dos estudos publicados ressaltando seu valor 

prognóstico e preditivo (RAVELLI et al. 2017). O não uso de caracterização 

do sistema inflamatório no microambiente tumoral é decorrente da falta de 

estudos com replicabilidade na rotina dos laboratórios de patologia (SAVAS 

et al. 2016; INGOLD-HEPPNER et al. 2016). Na literatura encontram-se vários 

trabalhos utilizando as diversas técnicas como: Hematoxilina Eosina, IHQ 

single e multiplex, imuno-fluorescência, citometria de fluxo e quantificação do 

RNAm, com resultados diferentes relacionados a valores preditivos e 

prognósticos, visto que as células imunes foram avaliadas como um 

agrupamento de células presentes na porção intratumoral ou no estroma, 

sendo possível caracteriza-las em diferentes conjuntos, utilizando um ou mais 

imunomarcadores, como CD3 para linfócitos, CD4, para LTA, CD8 para LTC, 

CD68 para macrófagos ou CD163 para macrófagos de perfil M2, dificultando 

assim a comparação entre as metodologias e estabelecimento daquela com 

melhor aplicabilidade. Pode-se, também, correlacionar às células imunes com 

um subtipo específico ou todos ao mesmo tempo, e mesmo os pontos de 

cortes usados na avaliação variam em praticamente todos os artigos, como é 

possível visualizar no Quadro 3 (DENKERT et al. 2016; MANI et al. 2016; 

BUISSERET et al. 2016; SAFONOV et al. 2017). Esse trabalho visa 

demonstrar um método de avaliação do infiltrado inflamatório que seja 
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aplicável na clínica de forma simples, reprodutível, custo-efetivo e informativo. 

Todos os marcadores utilizados neste estudo mostraram excelente qualidade 

técnica nas reações e facilidade na interpretação e contagem das células 

inflamatórias. 

 A população usada no “RNAarray” é um pouco diferente da descrita na 

literatura, pois não possui a maioria dos casos classificados como SBR1 ou 

do subtipo Luminal A. Já a população usada para avaliação por IHQ, ainda 

que tenha sido proveniente de oito TMAs diferentes escolhidos para trabalhos 

distintos, com objetivos específicos, se fez muito parecida com a descrita na 

literatura. Segundo o SEER (2018), a porcentagem de pacientes 

sobreviventes em 5 anos é de 89,7% enquanto a porcentagem da população 

do estudo está em torno 88%. Apesar da idade mediana (54 anos) ser um 

pouco menor que a descrita (69 anos) e termos uma quantidade maior de 

casos da classificação SBR2 que o normal (superando a classificação de 

SBR1) (SEER), os outros dados estão de acordo com a literatura. Mesmo com 

as diferenças nas áreas avaliadas, sendo as células do “RNAarray” 

provenientes da região intratumoral e as da IHQ encontradas no estroma, os 

resultados puderam ser comparáveis visto que trabalhos anteriores avaliaram 

as regiões intratumoral e estromal e observaram que tanto macrófagos 

(GWAK et al. 2015) quanto os linfócitos (DENKERT et al. 2010) possuem uma 

ótima correlação entre as estas regiões. 

 Os linfócitos são, dentre todas as células do sistema imune, os mais 

estudados e associados com prognóstico e resposta a medicamentos. 

Usamos o marcador CD3 como um marcador geral de linfócitos, e ele não 
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mostrou qualquer associação com as sobrevida câncer específica e sobrevida 

livre de doença sendo coerente com outros dados da literatura (ALKATOUT 

et al. 2017; OKABE et al. 2017), embora haja um estudo de 2013 por 

RATHORE et al. que tenha associado o CD3 como um fator prognóstico 

protetor, na sobrevida livre de doença. A presença de células CD3 marcadas 

é mais frequente em tumores não luminais, tanto em nosso estudo, como na 

literatura (MAO et al. 2016; OKABE et al. 2017). 

O linfócito T citotóxico é capaz de eliminar as células tumorais (XU et 

al. 2017; ZHANG HD et al. 2017; PRUNERI et al. 2018), e se mostrou 

relevante tanto na análise de expressão genica, quanto na de imuno-

histoquímica no nosso estudo. Na expressão gênica, podemos notar que não 

apenas o marcador membranar está diferencialmente expresso (CD8a), como 

as enzimas relacionadas aos grânulos citotóxicos secretados e relacionados 

a sua capacidade de eliminar células (GZMA e GZMB), demostrando que os 

linfócitos intratumorais ainda estão ativos, principalmente no grupamento não 

luminal. Ao analisá-los na IHQ, pelo marcador CD8, notamos que esses se 

encontram mais presentes nos subtipos não luminais, corroborando os 

resultados da expressão gênica. A presença deles se relaciona com a SCE, 

possuindo um caráter protetor, diminuindo as chances de óbito em torno de 

50%, como descrito na maioria dos estudos encontrados na literatura 

(RATHORE et al. 2014; ALI et al. 2016; MAO et al. 2016; LU et al. 2017; 

OKABE et al. 2017; PRUNERI et al. 2018). Porém quando presente em 

quantidades maiores (média acima de 38 células imunomarcadas em 3 

campos de grande aumento, 400x) o CD8 esteve relacionado com uma maior 
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probabilidade de metástase em nossas amostras, praticamente dobrando as 

chances de essas pacientes recorrerem. Esse resultado, talvez, possa ser 

explicado por um trabalho de DONGRE et al. (2017) publicado recentemente 

que diz que a transição epitélio-mesênquima (TEM), um dos fatores 

importantes para metástase, inibe as células CD8 positivas nos carcinomas 

mamários, então é possível que tais células estejam presentes mas inibidas e 

não exerçam seu papel protetor. O entendimento que ainda carece de 

validações seria que o sistema imune reconhece o tumor por meio dos seus 

neoantígenos é identificado pelas células CD8 positivas, que são recrutadas 

para o local, desativadas por efeitos da TEM e não eliminadas, justificando a 

presença em altas concentrações dessas células e sua associação com 

metástase.  

Os linfócitos T CD4 positivos possuem diversas funções, sendo 

chamados de auxiliares por mediar diversas ativações no sistema imune. Na 

literatura, essas células estão mais presentes nos casos HER2 positivos na 

literatura (HEIMES et al. 2017; CHUNG et al. 2017), e associados à sobrevida 

global e sobrevida livre de doença, ambos, com caráter protetor. Na nossa 

casuística, também detectamos o enriquecimento no subtipo Her2 do câncer 

de mama, entretanto não foi possível associar as células CD4+ com 

desfechos favoráveis ou desfavoráveis para as pacientes. 

 Uma parcela dos LTH que é muito relacionado estudada e relacionada 

com a SCE é o de linfócitos T regulatórios que são capazes de silenciar a 

resposta imune antitumoral e associa-se com piores prognósticos. Nesse 

estudo, esse perfil foi analisado na IHQ pela marcação de FOXP3. No geral, 
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poucas células foram encontradas, sendo o subtipo TN aquele cuja média de 

células encontradas foi maior, conforme o descrito na literatura (GOODEN et 

al. 2011; ASANO et al. 2016; QIAN et al. 2017; ALKATOUT et al. 2017) Essas 

células foram relacionadas com a SLD, relacionando-se com um melhor 

prognostico, independentemente de fatores prognósticos clássicos, como 

estadiamento clinico, SBR e subtipo molecular. As pacientes que não 

possuem essas células, tem o dobro da chance de terem uma recorrência. O 

papel dos linfócitos T regulatórios ainda é muito controverso no câncer de 

mama. Uma metanálise de 2011 relatou que na literatura o valor prognóstico 

das células T FOXP3 em 58 estudos variou de ruim (n = 23), neutro (n = 23), 

e bom (n = 12) (GOODEN et al. 2011). Os estudos mais recentes reforçam 

essa contradição do valor prognóstico das células FOXP3+ (QIAN et al. 2017; 

ALKATOUT et al. 2017). 

As células PAX5 positivas (linfócitos B) estiveram mais presentes no 

subtipo TN no nosso estudo, mas sem associação com eventos adversos., A 

literatura também não demonstra associação dessas células com sobrevidas 

nos subtipos de CM. 

 A avaliação da linhagem mieloide esteve representada nas análises da 

expressão gênica pelas sondas direcionadas para os genes CD68, CD86, 

CD163 e genes codificadores do receptor IL-1RII e das citocinas IL-1β e TGF-

β. No estudo imuno-histoquímico, usamos os imunomarcadores CD68 e 

CD163, ambos de marcação citoplasmática. A marcação pelo anticorpo anti-

CD68 engloba as duas principais populações de macrófagos: M1 associada 

com efeitos antitumorais e a M2 associada com efeitos pró-tumorais. A 
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população de macrófagos M2 é a mais encontrada nos carcinomas mamários, 

identificada pelo marcador CD163 (ZHANG B et al. 2017; YANG et al. 2017; 

TASHIREVA et al. 2017; ZHAO et al. 2017). Tanto as células CD68, quanto 

as CD163 foram mais encontradas no subtipo TN, como na literatura (SOUSA 

et al. 2015; ZHANG HB et al. 2017). Os dois marcadores se relacionaram com 

a SLD, sendo ambos associados com um pior prognóstico, conforme já 

descrito anteriormente na literatura (SOUSA et al. 2015; SHABO et al. 2015; 

XU et al. 2017; ZHANG HB et al. 2017; MORITA et al. 2017).  

 Nosso estudo traz uma contribuição original à literatura quanto ao valor 

prognóstico dessas células em cada subtipos moleculares de câncer de mama 

analisado separadamente. No subtipo Luminal A encontramos que a presença 

das células CD8, CD163, FOXP3 e PAX5 são todas associadas com menor 

sobrevida livre de doença, minimamente dobrando as chances de recorrência. 

As análises no subtipo Luminal B sugerem um papel protetor das células CD8 

na sobrevida câncer específica. Já a presença das células CD68 e CD163 no 

subtipo Luminal B foram associadas com pior sobrevida câncer específica, 

quadruplicando as chances de óbito. No subtipo Triplo-Negativos foram as 

células CD3, CD4 e CD8 que se destacaram, todas associadas com uma 

melhor sobrevida câncer específica, diminuindo as chances de óbito em 80%. 

A associação entre CD8/FOXP3 e valores preditivos e prognósticos 

encontrada na literatura, não foi estatisticamente relevante nas nossas 

análises. 

 Apesar de todos os resultados que obtivemos com o trabalho, também 

vale ressaltar que outras metodologias, que conseguissem avaliar mais de um 
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imunomarcador ao mesmo tempo, como a citometria de fluxo ou mesmo a 

imuno-fluorescência, nos permitiriam uma melhor caracterização das células 

presentes nos subtipos tumorais e seus estados de ativação. As principais 

limitações do nosso estudo foram a avaliação do infiltrado inflamatório em 

regiões (intraepitelial e estromal) nos dois métodos utilizados, embora existam 

dados de não inferioridade entre a avaliação entre um ou outro compartimento 

(GWAK et al. 2015; DENKERT et al. 2016) Além disto, a escolha do TMA 

como material de análise, pode ser considerada um fator limitante para o 

estudo visto que as áreas selecionadas não abrangem o tumor como um todo 

e pode ser que algumas dessas áreas usadas na avaliação fossem mais 

enriquecidas ou desfavorecidas do parâmetro geral de inflamação do tumor.  

Contudo, este método reduziu amplamente o custo de reagentes e nos 

permitiu a análise de múltiplos marcadores me mais de 600 amostras com 

seguimento de longo prazo. 

 Ainda assim, o projeto permitiu ampliar a visão sobre um assunto ainda 

controverso e contribui para a transferência do conhecimento para a 

aplicabilidade clínica da avaliação do sistema inflamatório em tumores de 

mama. O estudo corrobora a literatura mais recente valoriza o microambiente 

tumoral para a predição do comportamento tumoral e propõe uma forma de 

avaliação aplicável em todos os laboratórios de patologia.  

 Os resultados do trabalho indicam a IHQ como o melhor método de 

quantificação do infiltrado inflamatório na rotina, focando principalmente nos 

marcadores de LTC (CD8), Tregs (FOXP3) e macrófagos (CD68 e CD163), já 
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técnica está disponível na grande maioria dos laboratórios e pode ser aplicada 

sem grande complexidade pelos patologistas. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

 Nosso estudo conseguiu quantificar e identificar diferenças de várias 

subpopulações de células inflamatórias (Macrófagos em geral, Macrófagos 

M2, Linfócitos T em geral, Linfócitos T auxiliares, Linfócitos T citotóxicos, 

Linfócitos T regulatórios e Linfócitos B em geral, nos diversos subtipos 

moleculares do câncer de mama, tanto pela expressão gênica, quanto pela 

IHQ. Houve considerável sobreposição nos resultados obtidos com as duas 

metodologias apesar da avaliação e amostras e compartimentos tumorais 

diferentes, o que reflete uma interessante validação biológica. A imuno-

histoquímica apresentou uma qualidade técnica e facilidade para avaliação 

em casos individuais que a credenciam como método de escolha para a rotina 

diagnóstica. 

 No câncer de mama em geral a associação de células CD8 com um 

melhor prognóstico na SCE, porém a presença abundante de células CD8 se 

relacionou com pior prognóstico na SLD. Ainda com relação a SLD, as células 

FOXP3 são associadas a um melhor prognóstico enquanto a presença de 

CD68 e CD163 estão associados a um pior prognóstico. O subtipo TN é o que 

possui a maior intensidade do infiltrado inflamatório como um todo e também 

de todas as células analisadas, enquanto o de menor intensidade é o subtipo 

LA. 

 O subtipo LA é o que possui menor quantidade de células inflamatórias, 

estando a presença de células PAX5, CD8 e CD163 associadas a um pior 
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prognóstico na análise univariada, com risco relativo até 7 vezes maior para o 

marcador CD163. O subtipo LB teve a presença de CD8 associadas a um 

melhor prognóstico na SCE e a presença de CD68 e CD163 estão associados 

a um pior prognóstico na SCE na análise univariada, com risco relativo até 4 

vezes maior para o marcador CD68. Já o subtipo TN é o mais enriquecido de 

células inflamatórias e as subpopulações de células CD3, CD4 e CD8 

mostraram associação com um pior prognóstico na SCE na análise 

univariada, com risco relativo de óbito pela doença até 9 vezes maior para o 

marcador CD4. 
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Anexo 1 - Carta de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa-CEP 

 

 

 

  



 

 

Anexo 2 - Tabela de classificação dos carcinomas mamários segundo o TNM 
de acordo com o preconizado pelo AJCC de 2010. 
 
 

Tumor Primário (T)  

Tis Carcinoma intraductal, lobular in situ 

T1 Tumor menor ou igual a 2cm em sua maior dimensão 

T1a Tumor até 0,5cm 

T1b Tumor de 0,6 a 1cm 

T1c Tumor de 1,1 a 2cm 

T2 Tumor de 2,1 a 5cm 

T3 Tumor maior que 5cm 

T4 
Tumor de qualquer diâmetro com invasão direta da pele ou 
caixa torácica 

T4a Extensão à parede torácica 

T4b 
Edema ou ulceração de pele da mama ou nódulos cutâneos 
satélites restritos a própria mama 

T4c Associação de T4a e T4b 

T4d Carcinoma inflamatório 

Linfonodos (N)  

Nx Os linfonodos não podem ser avaliados (remoção previa) 

N0 Ausência de metástase para linfonodo 

N1 Acometimento de linfonodos axilares ipsilaterais móveis 

N1mic 
Acometimento microscópico de linfonodos axilares ipsilaterais 
móveis 

N2 Acometimento de linfonodos axilares ipsilaterais fixos 

N3 
Acometimento de linfonodos da cadeia mamária interna 
ipsilateral 

Metástases (M)  

M0 Sem metástase 

M1 Metástase a distância 

 
 
 
 
 



 

 

Anexo 3 - Tabela de classificação do estadiamento do paciente Segundo o 
AJCC de 2010. 
 
 
Classificação do estadiamento do paciente segundo o TNM preconizado pela 
AJCC de 2010. qq= qualquer classificação. 
 

Estadiamento T N M 

0 Tis N0 M0 

IA T1 N0 M0 

IB T0 N1mic M0 

  T1 N1mic M0 

IIA T0 N1 M0 

  T1 N1 M0 

  T2 N0 M0 

IIB T2 N1 M0 

  T3 N0 M0 

IIIA T0 N2 M0 

  T1 N2 M0 

  T2 N2 M0 

  T3 N1 M0 

  T3 N2 M0 

IIIB T4 N0 M0 

  T4 N1 M0 

  T4 N2 M0 

IIIC qq N3 M0 

IV qq qq M1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

Anexo 4 – Detalhamento da metodologia usada pela Dra. Pinilla-Fernández 

para análise dos perfis de expressão gênica no câncer de mama por ocasião 

da sua dissertação de doutorado na Fundação Antonio Prudente. (ano: 

_____). EXTRAIDO dos originais.  

 

Microdissecção a laser das células epiteliais de CDI 

Com a intensão de estudar exclusivamente o componente epitelial do 

CDI, utilizamos a metodologia de microdissecção a laser com o equipamento 

Pixcell II LCM (Arcturus Engineering, Mountain View, CA, USA), o qual 

pertence ao Departamento de Anatomia Patológica do A.C. Camargo Cancer 

Center. Esse sistema consiste basicamente de um microscópio invertido, ao 

qual é acoplada uma fonte de raio laser infravermelho de baixa potência e 

uma câmera ligada a um monitor e um computador (ESPINA et al. 2006). A 

lâmina com o corte histológico, previamente corado, é fixada ao chariot por 

um mecanismo de sucção a vácuo. O feixe de raio laser incide sobre uma 

base de captura, ou CapSure HS™ Arcturus®, revestido por um filme 

termoplástico. O CapSure HS fica posicionado entre o feixe de laser e o corte 

histológico. Com o disparo do feixe de laser, o filme termoplástico expande e 

a célula escolhida adere. Quando o pulso cessa, o filme retrai levando consigo 

a célula aderida à superfície do CapSure.  Dessa forma, repete-se a operação 

quantas vezes forem necessárias. A quantidade de células necessárias varia 

de acordo com o tipo de tecido e com o estudo que será realizado.  

  



 

 

 

Fonte: Modificado de ESPINA et al. (2006).  

Figura 1 - Representação esquemática do procedimento microdissecção a 

laser. 

 

Cada amostra foi cortada utilizando um criostato graduado para obter 

cortes de 10µm; esses cortes foram depositados em uma lâmina carregada 

eletrostaticamente e armazenados em freezer -80ºC até o momento da 

microdissecção. As amostras foram mantidas congeladas com ajuda de gelo 

seco e descongeladas 30 segundos antes da coloração para início do 

processo de microdissecção; em seguida, foram coradas uma a uma com 

Hematoxilina e imediatamente microdissecadas a laser, capturando 

exclusivamente às células epiteliais neoplásicas (ver “Figura 2”) num CapSure 

HS™ Arcturus®, usando feixe de laser com diâmetro de 7,5µm e um tempo 

de captura máximo de 10 minutos.  

  



 

 

 

Figura 2 - Representação de uma amostra microdissecada a laser. As 

fotografias representam uma típica microdissecção a laser de células epiteliais, nas quais é 

possível observar a captura das células desejadas. A) Tecido antes da microdissecção; B) 

Tecido após a microdissecção; C) CapSure com as células capturadas.  

 

Extração e amplificação do RNA das células microdissecadas a laser 

Imediatamente após a captura das células epiteliais no CapSure HS™ 

utilizando o kit Pico Pure RNA isolation™ Arcturus®, o RNA total foi extraído 

segundo o protocolo do fabricante. Foi acoplado o anel de extração ao 

CapSure e adicionado o extraction Buffer (XB), incubando a 42°C extraindo o 

RNA, o qual foi imediatamente congelado e mantido em gelo seco por um 

tempo máximo de 2 horas. O RNA foi purificado segundo o protocolo do 

fabricante, tratado com DNase I para remoção do DNA genômico 

contaminante e eluído em 15µL de Elution Buffer. Uma alíquota de 1,5µL foi 

separada para avaliação da qualidade do RNA extraído e o restante (13,5µL) 

foi concentrado até 4,15µL Mediante o uso de uma centrifuga a vácuo 

(Centrivap Labconco).  

 

Avaliação da Qualidade e Integridade do RNA Total  

A qualidade do RNA total foi analisada utilizando o equipamento 

Bioanalyser 2100 (Agilent Technologies), o qual realiza uma eletroforese 

capilar de alta tensão. O software do equipamento calcula a proporção entre 

as bandas ribossomais 18S e 28S para amostras eucarióticas. É construído 



 

 

um eletroferograma e calculado um número de integridade do RNA (RIN-RNA 

Integrity Number) que varia de 0 a 10. Um exemplo da qualidade do RNA total 

extraído das amostras microdissecadas a laser está representado na “Figura 

3”. Devido à baixa quantidade de RNA obtido de células capturas Mediante 

microdissecção a laser, foi utilizado o RNA 6000 Pico LabChip Kit, que permite 

uso de amostras com quantidade extremamente pequenas de RNA (de 200pg 

a 5ng).  

 

 

Figura 3 - Perfil analítico de RNA total por eletroforese Capilar (Bioanalyser 2100, 

Agilent Technologies). O painel apresenta o eletroferograma obtido a partir de 1µl de RNA 

total, tratado com DNasa, não quantificado. A: Gráfico do eletroferograma mostrando a 

fluorescência em relação ao tamanho dos nucleotídeos, observasse 3 picos, o primeiro em 

25nt é o marcador, o pico em 1800nt corresponde à subunidade 18S e no 4000nt a 

subunidade 28S do ribossomo. B: Gel do eletroferograma das amostras, mostrando as 

subunidades 18S e 28S como bandas de eletroforeses e as sombras o “semear” os picos de 

degradação do RNA.  

 

Amplificação do RNA com cauda de poli A (RNA poliA) 

Para este trabalho, nós adaptamos o protocolo de amplificação de RNA 

poliA utilizado pelo grupo e descrito em CASTRO et al. (2008) com a finalidade 

de possibilitar a utilização de RNA amplificado a partir de amostras 

microdissecadas a laser para hibridização na plataforma Agilent. A 



 

 

amplificação e marcação com fluoroforos foi realizada utilizando o kit de 

amplificação Quick-Amp Labeling kit (Agilent Technologies) com algumas 

modificações (Figura 4) descritas a seguir. A partir de 7-12ng de RNA total em 

um volume de 4,15µL, foram adicionados 0,6µL de iniciador Oligo-dT ligado 

ao promotor de T7 e 1µL de RNA “Spike”, sendo Spike A para RNA das 

amostras teste marcadas com Cy3 e Spike B para o RNA referência marcado 

com Cy5. O RNA Spike é um RNA proveniente da transcrição de uma única 

sequência de 55-mer de adenovírus humano tipo 6, gene E1A, região13S, que 

funcionam como controle da amplificação e marcação, uma vez que o 

oligoarranjo construído pela Agilent possui sondas específicas para esses 

RNAs. Os tubos foram incubados a 65°C por 10 min. para desnaturar o RNA, 

seguido por um rápido esfriamento em gelo por 10 min.; em seguida, foram 

adicionados 4,25µL de master mix para transcrição reversa, cDNA (2µL de 5X 

First Strand Buffer previamente aquecido por 5 min. a 80°C 1µL 0,1M DTT, 

0,5µL 10mM dNTP mix, 0,5µL MMLV-RT, 0,25µL RNase OUT) incubando no 

termociclador por 2 horas a 40°C; posteriormente, foram adicionados 30µL do 

tampão de transcrição Transcription master mix (4,85µL H2O DEPC 10µL 4X 

transcription buffer, 3µL 0,1M DTT, 8µL 25mM NTP mix (Promega), 3,2µL 

PEG previamente aquecido a 40°C por 1min, 0,25µL Rnase OUT, 0,3µL 

Pyrophosphatase inorganic, 0,4µL T7 31 RNA polimerase) incubando por 3 

horas a 40°C para sínteses do RNA complementar (cRNA) que permitisse o 

segundo ciclo de amplificação. Assim, o cRNA foi purificado empregando-se 

o RNeasy mini kit (Qiagen), seguindo o protocolo do fabricante. O cRNA 

gerado durante o primeiro ciclo de amplificação (cRNA1) foi concentrado na 



 

 

centrífuga a vácuo a 6,7µl e foi empregado no segundo ciclo de amplificação. 

O segundo ciclo de amplificação foi feito segundo protocolo otimizado em 

nosso grupo de pesquisa (CASTRO et al. 2008). A primeira fita de cDNA foi 

feita Mediante adição de 2µg de iniciador Random Hexameros (dN6) e 

incubação a 70°C por 10 min., com rápido esfriamento em gelo por 10 min; 

em seguida, foram adicionados 12,3µl de master mix para transcrição reversa 

cDNA (4µl ImProm II 5X buffer, 4,8µl MgCl2 25mM 2µl dNTPs 10mM, 0,5µl 

Rnase OUT 1µl ImProm-II transcriptase reversa), incubando 2 horas a 42°C. 

Logo após foi feita a síntese da segunda fita de cDNA, adicionando 80µl de 

master mix (64,4µl H2O-DEPC 10µl Advantage PCR buffer, 0,7µl iniciador 

Oligo -dT (Agilent) 2µl dNTPs 10mM, 0,72µl RNAse H (2U/µl Gibco BRLCat# 

18021-071) 2µl Advantage Polymerase (Clontech Cat# 8417-1). O cDNA foi 

purificado por fenol clorofórmio, o 20% do cDNA obtido foi guardado a -20°C 

para validação das amostras, o 80% do cDNA obtido foi utilizado segundo 

ciclo de amplificação. O segundo ciclo de amplificação utiliza a enzima T7 

RNA polimerase, que simultaneamente amplifica o material alvo, gerando o 

cRNA e incorpora o CTP marcado com cianina 3 (Cy3) ou cianina 5 (Cy5). As 

amostras testes foram marcadas com Cy3 e o RNA referência foi marcado 

com Cy5 para serem utilizados na hibridização competitiva. 32 O rendimento 

esperado da etapa de amplificação do protocolo disponibilizado pela Agilent 

é da ordem de 100 vezes quando comparado à concentração de RNA total 

inicial, no entanto, com a incorporação da etapa adicional de amplificação o 

rendimento chega à ordem de 1000 vezes. Seguindo as recomendações do 

kit de amplificação Quick-Amp Labeling kit (Agilent Technologies), foram 



 

 

consideradas amostras aptas para a hibridação aqueles que tiveram uma 

massa de RNA amplificado ≥0,9µg e uma atividade específica das Cy3 ou Cy5 

>8,0pmol/µg de cRNA amplificado. Um esquema explicando o processo está 

apresentado abaixo na Figura 4. 

 



 

 

Neste estudo foi utilizada a hibridação competitiva. Nesse caso, as 

hibridações são realizadas utilizando uma amostra referência, comum a todas 

as hibridações, marcada com um corante fluorescente distinto da amostra 

teste, que se refere às amostras de interesse do estudo. As amostras teste e 

referência são misturadas e hibridadas em uma mesma lâmina. Como a 

hibridação é competitiva, os valores de fluorescência obtidos revelam níveis 

relativos de expressão de cada transcrito na amostra comparada com a 

amostra referência. Dessa forma, o uso da amostra referência possibilita 

comparações de experimentos independentes (NOVORADOVSKAYA et al. 

2004). A hibridação dos microarrays foi realizada com 3µg de cRNA da 

amostra teste marcada com Cy3 e mesma quantidade do RNA referência 

marcados com Cy5, por um período mínimo de 18 horas e máximo 22 horas, 

a 65°C em forno rotatório a 10 RPM, utilizando o tampão de hibridação Hi-

RPM fornecido pela Agilent. Após a hibridação, as lâminas foram lavadas 

utilizando tampões fornecidos pelo fabricante (Agilent, USA) para eliminação 

de alvos não específicos e eliminação de background. Nesse processo, as 

lâminas são retiradas do suporte e lavadas por 1 min. em tampão de lavagem 

#1 à temperatura ambiente, seguido pelo tampão #2 por 1 min a 37o C. A 

seguir, as lâminas passaram pelo processo de secagem que consiste em 

lavagens em acetonitrila por 10s e na solução de estabilização por 30s. 



 

 

Descrição do microarray utilizado  

A fim de identificar RNAs intrônicos não codificadores (ncRNAs) e 

RNAs codificadores de proteína expressos em tecido tumoral ou normal 

humano, foram utilizados microarrays contendo 244 mil sondas de 

oligonucleotídeos 60-mer em um desenho essencialmente semelhante ao do 

combined intron-exon oligoarray 44k (NAKAYA et al. 2007), desenvolvido pelo 

grupo do Dr. Sergio Verjovski Almeida e do Dr. Eduardo Reis - Laboratório de 

expressão Gênica de Eucariotos – Instituto de Química da Universidade de 

São Paulo (MOREIRA 2010). A lâmina 244K contém 44,074 sondas para um 

ou mais éxons de genes codificadores de proteínas humanas conhecidas 

[(sondas idênticas às da lâmina comercial Whole Human Genome Oligo 

Microarray 44K (Agilent Technologies)]. Além disso, a lâmina 244K possui 

sondas para todos os RNAs não codificadores identificados em 75% de todos 

os genes humanos conhecidos (NAKAYA et al. 2007). Especificamente, a 

lâmina 244K possui 158,270 sondas para as fitas senso (Figura 5, sonda 4) e 

anti-senso (Figura 5, sonda 3) de todos os transcritos totalmente intrônicos 

não-codificadores (TINs) humanos conhecidos (para os quais existem duas 

ou mais ESTs no GenBank) (LOURO et al. 2007). Possui ainda 28,878 sondas 

para transcritos parcialmente intrônicos não codificadores (PINs) conhecidos 

(com duas ou mais ESTs), tanto na fita anti-senso (Figura 8, sonda 1) quanto 

na fita senso correspondentes aos éxons dos genes codificadores (Figura 8, 

sonda 2), nos quais o ncRNA anti-senso PIN se sobrepõe (LOURO et al. 

2007). Completando o total de 244 mil sondas estão também presentes nessa 

plataforma dezenas de sondas de controles positivos e negativos 



 

 

recomendados pela 36 Agilent, incluindo sondas complementares a um Spike 

RNA que é adicionado à amostra de RNA para controle positivo da marcação 

e hibridação.  

 

 

Fonte: NAKAYA et al. (2007).  

Figura 5 - Desenho do microarranjos de oligonucleotídeos íntron-éxon. Sonda 

60-mer customizada pela empresa Agilent. Sonda 1: Sonda para transcritos 

parcialmente intrônicos antisenso Sonda 2: Sonda representando cada éxon que se 

sobrepõe, na fita oposta, a cada transcrito parcialmente intrônico. Sondas 3 e 4 pares de 

sonda reverso complementares para cada uma das duas possíveis fitas dos transcritos 

totalmente intrônicos. Sonda 5: Sonda para um éxon de um gene conhecido, codificador de 

proteínas.  

 

Captura de sinal e pré-análise das lâminas de microarray  

Os arrays foram digitalizados com o emprego do Scanner Agilent 

Bundle modelo B (Agilent, USA), o qual dispõe de 2 lasers com comprimento 

de ondas diferentes, que estimulam especificamente o Cy3 ou o Cy5 (Quadro 

2).  

 

Quadro 1 - Características específicas de cada fluoróforo utilizado. 
 

Fluoroforo Excitação (nm) Emissão (nm) Coloração 

Cy3 550 570 Verde 

Cy5 649 670 Vermelho 



 

 

Quando as moléculas são excitadas emitem um sinal proporcional ao 

número de moléculas hibridadas, que é captado pelo scanner. A quantificação 

desse sinal ocorre devido à conversão do comprimento de onda emitido pelos 

fluoróforos excitados em energia elétrica, produzindo um sinal mensurável o 

que é convertido em uma imagem (Figura 6).  

 

 

Figura 6 - Lâmina 244K hibridada com RNA da amostra (Cy3 verde) teste e 

RNA referência (Cy5 vermelho).  

 

A hibridação de ambos RNA em um mesmo spot geram a cor amarela, 

os spots nas esquinas da lâmina contem sondas dirigidas aos spikes, cuja 

hibridização é um controle positivo. Os dados de intensidade de todos os 

spots digitalizados no scanner foram extraídos e pré-processados utilizando o 

programa Agilent Feature Extraction (v 10,7,1). Esse Software permite extrair 

os valores de intensidade de cada spot, obtendo os valores de fluorescência 

correspondente à expressão de cada transcrito na amostra-teste e na 

amostra-referência.  

Além disso, o Software FE possui fatores de correção específicos para 

as lâminas da Agilent, como o fator de correção do “Efeito Domo”, produzido 



 

 

pela bolha de hibridização, característico do método de hibridação da Agilent. 

Durante a hibridação da lâmina, é deixada uma pequena bolha de ar na 

câmara que percorre a borda da lâmina durante a hibridação enquanto a 

lâmina é girada no hibridizador giratório. Dessa forma, a periferia da lâmina 

passa por momentos sem solução (presença da bolha) entretanto o centro da 

lâmina está sempre em contato com a solução; consequentemente, os spots 

localizados no centro da lâmina apresentam intensidade maior do que os 

localizados na periferia denominado de “Efeito Domo”.  

O software FE também corrige as diferenças de sensibilidade de 

detecção dos dois fluoróforos (Cy3 é detectado pelo scanner com 

sensibilidade maior que Cy5, quando ambos estão em baixas intensidades). 

Foi feita também a subtração do background local (valor de intensidade ao 

redor de cada spot).  

 

Análise dos resultados de cdna microarray  

Os microarrays foram analisados com o software genespring GX 12,1 

(Agilent Technologies). Inicialmente, foram importados os dados de Control 

Type, Probe Name, Signal e Feature, obtidos com programa Agilent Feature 

Extraction (v 10,7,1). Os dados foram normalizados por transformação log e 

transformação de baseline.  

Uma vez normalizados, os dados foram filtrados com a intensão de 

eliminar os spots com sinal baixo de background ou com saturação da 

hibridação. Consideramos saturação da hibridação os spots com emissão de 

sinal maior ou igual a 63,000 (sendo 65,550 = 16 BIT). Nesse caso, o excesso 



 

 

de material hibridado gera um sinal muito intenso que supera a capacidade 

do detector de medir a intensidade proporcional de fluorescência, invalidando 

a quantificação.  

Foi realizado o controle de qualidade dos dados por Análise dos 

Componentes Principais (PCA). Essa análise permite comparar o perfil de 

expressão das amostras; assim amostras com a mesma condição 

experimental devem estar agrupadas. Desvios dessa presunção podem ser 

devido a amostras de má qualidade no conjunto de amostras ou uma variação 

biológica verdadeira dentro das populações de estudo.  

Em seguida, os dados foram filtrados para ficar só com sondas com 

evidência de expressão nas amostras analisadas. As sondas foram divididas 

em codificadores e não codificadores e foram realizadas análises de 

expressão procurando genes diferencialmente expressão nos subgrupos 

receptor hormonal e linfonodos acometidos. Foram considerados transcritos 

diferencialmente expressos aqueles que apresentaram Fold Change (FC) 

≥1,8 e p-valor ≤0,01. 

  



 

 

Anexo 5 – Descrição do subgrupo de genes selecionados para investigação 

do perfil de expressão gênica relacionado ao componente inflamatório do 

carcinoma de mama. Todas as sondas relativas a cada gene foram incluídas 

no estudo, ficando a cargo do controle de qualidade do método considerar ou 

não na anáise final. 

 

1. CCL5: É uma citocina que funciona como quimioatraente para 

monócitos, células T auxiliares de memória e eosinófilos (KHALID et al. 

2015).  

2. CCL18: A citocina codificada por este gene exibe atividade quimiotática 

para células T naturais, células T CD4+ e CD8+ e linfócitos não 

ativados, mas não para monócitos ou granulócitos. Esta quimiocina 

atrai linfócitos T naturais em direção a células dendríticas e macrófagos 

ativados em linfonodos (LIN et al. 2015). Qual celula Produz/secreta?  

3. CD3d: A proteína é parte do receptor de células T, responsável pelo 

reconhecimento de antígenos (SHARMA e KRANZ 2016). 

4. CD4: Este gene codifica uma glicoproteína de membrana de linfócitos 

T que interage com antígenos do complexo de histocompatibilidade 

principal de classe II e é também um receptor para o vírus da 

imunodeficiência humana. Este gene é expresso não apenas nos 

linfócitos T, mas também nas células B, macrófagos e granulócitos (BUI 

e NGUYEN 2016). 

5. CD8a: A proteína atua como uma molécula do complexo do receptor 

de células T no reconhecimento de antígenos apresentados por uma 



 

 

célula no contexto das moléculas de classe I do MHC (SHARMA e 

KRANZ 2016). Qual subpopulação de linfócitos T?? 

6. CD19: O produto desse gene participa da capacidade da célula B para 

responder de forma específica e sensível a vários antígenos 

(MORBACH et al. 2016). 

7. CD20: Este gene codifica uma molécula de superfície de linfócitos B 

que desempenha um papel no desenvolvimento e diferenciação das 

células B em células plasmáticas (VAUCHY et al. 2015).  

8. CD21: A proteína está predominantemente expressa na superfície de 

células B maduras onde faz parte de um complexo do co-receptor de 

células B e funciona em parte, para modular a força do sinal deste 

receptor. Embora o CD21 esteja presente em todas as células B 

maduras e células dendríticas foliculares (FDCs), isto torna-se 

aparente apenas quando a imuno-histoquímica é realizada em secções 

congeladas. Em amostras de tecido embebidas em parafina apenas as 

FDCs mantêm o padrão de coloração. Como resultado, pode ser usado 

para marcar as células dendriticas foliculares no tecido linfoide 

(TAYLOR et al. 2016). 

9. CD28: A proteína codificada por este gene é essencial para a 

proliferação e sobrevivência de células T, produção de citocinas e 

desenvolvimento de células T auxiliares (TIAN et al. 2015). Mas Quem 

A Expressa?? 

10. CD48: A proteína codificada é encontrada na superfície de linfócitos (B 

e T) e outras células imunes (quais?), como células dendríticas e 



 

 

células endoteliais e participa em vias de ativação e de diferenciação 

nestas células (KIS-TOTH e TSOKOS 2014). 

11. CD68: Este gene codifica uma glicoproteína transmembrana que é 

altamente expressa por monócitos humanos e macrófagos teciduais. 

Essa é uma proteína de membrana do tipo I com um domínio 

extracelular altamente glicosilado e liga-se a lectinas ou selectinas 

específicas de tecidos e órgãos. A proteína é também um membro da 

família de receptores de eliminação, sendo responsável por eliminar 

detritos celulares, promover a fagocitose e mediar o recrutamento e a 

ativação de macrófagos (ALGARS et al. 2012). 

12. CD86: Este gene codifica uma proteína que é expressa por células 

apresentadoras de antígeno e é o ligante para duas proteínas na 

superfície de células T, o antígeno CD28 e CTLA-4. A ligação desta 

proteína com o antígeno CD28 é um co-sinal estimulador para ativação 

da célula T. A ligação dessa proteína com CTLA-4 regula 

negativamente a ativação das células T e diminui a resposta imunitária 

(DYCK e MILLS 2017). 

13. CD163: A proteína codificada por este gene é expressa exclusivamente 

em monócitos e macrófagos, principalmente do tipo M2. Funciona 

como um sensor imune inato para bactérias e indutor de inflamação 

local (KOMOHARA et al. 2015). 

14. CD206: A proteína codificada por este gene é um receptor de 

membrana tipo I que medeia a endocitose de glicoproteínas por 

macrófagos. Foi demonstrado que a proteína liga estruturas ricas em 



 

 

manose na superfície de vírus, bactérias e fungos potencialmente 

patogénicos para que possam ser neutralizados por engolfamento 

fagocítico (KOMOHARA et al. 2015). 

15. CD274: A interação deste ligante com o seu receptor inibe a ativação 

de células T e a produção de citocinas, além de provocar a exaustão 

periférica de células T efetoras e promover a conversão de células T 

efetoras em células Treg (SUKARI et al. 2016). Quem Expressa? 

16. CXCL9: A proteína é um quimioatraente para linfócitos, principalmente 

o T, mas não para neutrófilos (FAÉ et al. 2013). Quem Produz/Secreta? 

17. CXCL13: Preferencialmente promove a migração de linfócitos B (em 

comparação com as células T e macrófagos), aparentemente 

estimulando o influxo de cálcio e é quimiotático para células que 

expressam o receptor 1 de linfoma de Burkitt (BLR-1) (HAVENAR-

DAUGHTON et al. 2016).  

18. GZMA: A proteína é uma serina protease específica de células T que 

pode funcionar como um componente comum necessária para a lise 

das células alvo por linfócitos T citotóxicos e células NK (VAN DAMME 

et al. 2010). 

19. GZMB: A pré-proteína codificada é secretada por células NK e LTC e 

processada para gerar uma protease ativa, que induz a apoptose das 

células-alvo. Esta proteína também processa citocinas e degrada as 

proteínas da matriz extracelular (PERL et al. 2012). 

20. IL-1R I: Este gene codifica um receptor de citocina que pertence à 

família de receptores de interleucina-1. A proteína codificada é um 



 

 

receptor para interleucina-1 alfa, interleucina-1 beta e antagonista do 

receptor de interleucina-1. É um mediador importante envolvido em 

muitas respostas imunológicas e inflamatórias induzidas por citocinas 

(SHA e MARKOVIC-PLESE 2011). 

21. IL-1R II: A proteína codificada por este gene é um receptor de citocina 

que pertence à família de receptores de interleucina 1. Esta proteína 

liga-se à IL-1A, IL-1B e o IL1R1 e atua como um receptor competitivo 

que inibe a atividade dos seus ligantes. A IL-4 antagoniza a atividade 

da IL-1 ao ligar-se a esse receptor (SHA e MARKOVIC-PLESE 2011). 

QUEM expressa? 

22. IL-6: Este gene codifica uma citocina que funciona na inflamação e na 

maturação das células B. A proteína é produzida principalmente em 

locais de inflamação aguda e crônica, onde é secretada no soro e induz 

uma resposta inflamatória através do receptor de IL-6 alfa (FRAENKEL 

2017). Quem Produz/Secreta? 

23. IL-10: A proteína codificada por este gene é uma citocina produzida 

principalmente por monócitos e, em menor extensão, por linfócitos. 

Esta citocina tem efeitos pleiotrópicos na imunorregulação e 

inflamação. Ela regula a expressão das citocinas Th1, Ags do MHC de 

classe II e moléculas co-estimuladoras nos macrófagos. Também 

aumenta a sobrevivência das células B, a proliferação e a produção de 

anticorpos. Esta citocina pode bloquear a atividade de NF-kappa B e 

está envolvida na regulação da via de sinalização JAK-STAT (ROJAS 

et al. 2017). 



 

 

24. IL-12: Este gene codifica a citocina que atua sobre células T e NK e 

tem uma ampla gama de atividades biológicas. Esta citocina é 

expressa por macrófagos ativados que servem como um indutor 

essencial do desenvolvimento das células Th1. Verificou-se que esta 

citocina é importante para sustentar um número suficiente de células 

Th1 de memória / efetoras para mediar à proteção a longo prazo contra 

um patógeno intracelular (MASPI et al. 2016).  

25. iNOS: enzima que sintetiza o óxido nítrico que um radical livre reativo 

que atua como um mediador biológico em vários processos, incluindo 

neurotransmissão e atividades antimicrobianas e antitumorais. É um 

marcador de macrófagos M1 (PAPAEVANGELOU et al. 2016). 

26. IRF1: A proteína serve como ativadora da transcrição dos interferons 

alfa e beta, também seve como ativador e repressor de vários outros 

genes. (SHA e MARKOVIC-PLESE 2017). Quem Produz/Secreta? 

27. IRF4: A proteína é específica de linfócitos e regula negativamente a 

sinalização do receptor Toll-like (TLR), que é central para a ativação 

das respostas inata e adaptativa (WANG et al. 2014).  

28. LCK: A proteína codifica uma molécula de sinalização chave na 

seleção e maturação de células-T. Ela se liga a receptores de 

superfície celular, incluindo CD4 e CD8 e outras moléculas de 

sinalização (VENTIMIGLIA e ALONSO 2013). Quem Produz/Secreta? 

29. PIN1: A proteína está envolvida com regulação do crescimento celular, 

da resposta a estresse genotóxico e outros, da resposta imunológica, 

pela indução e manutenção da pluripotência, pelo desenvolvimento de 



 

 

células germinativas, pela diferenciação neuronal e pela sobrevivência 

celular (PARK et al. 2012). Quem Produz/Secreta? 

30. PRF1: Esta proteína é uma das principais proteínas citolíticas dos 

grânulos citolíticos e que é conhecido por ser uma molécula efetora 

chave para linfócitos T e citólise mediada por células NK (PARK et al. 

2012). 

31. SIGIRR: É um receptor relacionado com IL-1 e que é altamente 

expresso em células dendríticas imaturas e células epiteliais, mas não 

em macrófagos (BAUMAN et al. 2015). 

32. SNCA: esse gene codifica o receptor PD1. A via de PD1/PDL1 é um 

regulador negativo da função das células T efetoras e acredita-se que 

mantém a tolerância periférica. O bloqueio da via de PD1 / PDL1 afeta 

a população Treg (SUKARI et al. 2016). Quem expressa? 

33. TGF-β: Corresponde a uma família que se liga a vários receptores 

levando ao recrutamento e ativação de fatores de transcrição da família 

SMAD, que regulam a expressão de genes. Esta proteína regula a 

proliferação, diferenciação e crescimento celular e pode modular a 

expressão e ativação de outros fatores de crescimento, incluindo 

interferon gama e fator de necrose tumoral alfa (MACCALLI et al. 

2017). Quem Produz/Secreta? 

34. TLR1: A proteína codificada por este gene é um membro da família 

de TLR que desempenha um papel fundamental no reconhecimento 

de patógenos e na ativação da imunidade inata. Eles reconhecem 

padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) que são 



 

 

expressos em agentes infecciosos e medeia a produção de citocinas 

necessárias para o desenvolvimento de imunidade efetiva. Os vários 

TLRs exibem diferentes padrões de expressão (NOREEN e ARSHAD 

2015). Quem Produz/Secreta? 

35. TLR2: Esta proteína é uma proteína de superfície celular que pode 

formar heterodímeros com outros membros da família TLR para 

reconhecer moléculas conservadas derivadas de microrganismos 

conhecidos como PAMPs. A ativação de TLRs por PAMPs conduz a 

uma regulação positiva das vias de sinalização para modular a 

resposta inflamatória do hospedeiro. Este gene, também, parece 

promover a apoptose em resposta a lipoproteínas bacterianas 

(NOREEN e ARSHAD 2015). Quem Produz/Secreta? 

36. TLR4: Eles reconhecem padrões moleculares associados a patógenos 

que são expressos em agentes infecciosos e medeiam a produção de 

citocinas necessárias para o desenvolvimento de imunidade efetiva. 

Este receptor foi implicado em eventos de transdução de sinal 

induzidos pelo lipopolissacárideo encontrados na maioria das bactérias 

gram-negativas (NOREEN e ARSHAD 2015). Quem Produz/Secreta? 

37. TMEM173: A proteína codificada é um receptor de reconhecimento de 

padrões que detecta ácidos nucleicos e transmite sinais que ativam as 

respostas dependentes de interferon de tipo I (BARBER 2015). Quem 

Produz/Secreta? 

 



 

 

Apêndice 1 - Tabela com todos os genes e sondas usados para avaliar o 
infiltrado inflamatório na expressão gênica. 

 
 

Gene_sonda Média grupo A Média grupo B Fold Change valor de p FDR 

CCL5 0,5205464 0,2694584 -0,251088 0,1517963 0,2612308 

CCL18_p1 4,888577 2,7282608 -2,1603162 7,08E-06 4,36E-05 

CCL18_p2 0,5059143 0,06857278 -0,4373415 0,0334429 0,0824924 

CD3d -2,8578699 -3,8426168 -0,9847469 3,77E-04 0,0015502 

CD4_p1 0,41926184 0,27944946 -0,1398124 0,214968 0,3384603 

CD4_p2 2,6893573 2,0170143 -0,672343 0,0045237 0,0128753 

CD8a (MAL)_p1 -2,5644324 -3,8851871 -1,3207547 8,43E-04 0,0028362 

CD8a (MAL)_p2 0,15084393 0,10335708 -0,0474868 0,4849625 0,6082581 

CD19 -1,5926906 -3,186549 -1,5938584 2,03E-06 1,50E-05 

CD21 (CR2)_p1 0,15372483 0,15242523 -0,0012996 0,9844315 0,1011777 

CD21 (CR2)_p2 0,46879798 0,59122443 0,1224264 0,3842995 0,5170575 

CD21 (CR2)_p3 0,15372483 0,15242523 -0,0012996 0,9844315 0,1011777 

CD28 -1,4550672 -3,3353095 -1,8802423 8,03E-08 8,49E-07 

CD48_p1 0,6869713 0,55081314 -0,1361582 0,5044148 0,6221116 

CD48_p2 -1,2918128 -3,0890331 -1,7972203 5,82E-08 7,18E-07 

CD68 2,9941328 1,8046992 -1,1894336 2,38E-06 1,60E-05 

CD86 4,355176 3,039822 -1,315354 3,87E-04 0,0015087 

CD163_p1 6,7603984 4,8743625 -1,8860359 8,38E-08 7,76E-07 

CD163_p2 4,249242 2,8908625 -1,3583795 5,97E-04 0,0022086 

CD206 0,6849604 0,2923909 -0,3925695 0,0313421 0,0799764 

CD274_p1 0,678169 0,5146371 -0,1635319 0,3517567 0,491132 

CD274_p2 -1,5071368 -1,7094699 -0,2023331 0,4795464 0,6225690 

CD274_p3 1,2527943 1,4814703 0,228676 0,3419886 0,4866762 

CXCL9 8,442738 5,7463036 -2,6964344 1,75E-09 3,23E-08 

CXCL13_p1 -0,36347565 -0,59866357 -0,2351879 0,1407347 0,2479611 

GZMA 0,93094534 -1,2816103 -2,2125556 4,81E-08 7,12E-07 

GZMB 3,542044 1,0449185 -2,4971255 1,35E-09 3,34E-08 

CXCL13_p2 -1,607095 -1,6655823 -0,0584873 0,7860414 0,8430009 

IL-1 beta -3,097316 -4,322413 -1,225097 9,96E-05 5,26E-04 

IL-1R II_p1 0,87509483 -1,6579199 -2,5330147 3,47E-10 1,28E-08 

IL-1R II_p2 0,31663933 0,24849442 -0,0681449 0,5679341 0,6778567 

IL-1R alfa 0,31663933 0,20158373 -0,1150556 0,3734619 0,5117811 

IL-6 -1,2920308 -2,2669363 -0,9749055 2,38E-04 0,0011001 

IL-10 0,14458087 0,016528403 -0,1280525 0,1168202 0,2216589 

IL-12 0,33146504 0,16326286 -0,1682022 0,0555524 0,1284649 

IRF1_p1 0,060356673 -0,4872122 -0,5475689 0,0420809 0,1004513 

IRF1_p2 -0,01187162 -0,1108539 -0,0989823 0,6966786 0,769466 

IRF1_p3 0,54561394 0,59217095 0,0465570 0,7929573 0,8382692 



 

 

IRF4_p1 2,0233445 -0,7859047 -2,8092492 5,98E-11 4,43E-09 

IRF4_p2 0,13700825 -0,007071734 -0,1440800 0,2425801 0,3739776 

LCK -3,799933 -4,777452 -0,977519 7,83E-04 0,0027590 

MS4A1_p1 -1,9226655 -2,2070963 -0,2844308 0,2616855 0,3951985 

MS4A1_p2 1,2460843 1,2430179 -0,0030664 0,9909762 0,9909762 

NOS2_p1 0,6504 0,28933913 -0,3610609 0,1783921 0,3000231 

NOS2_p2 -0,1977857 -0,010665739 0,1871200 0,1794853 0,2951536 

PIN 1 (UBL5) 0,06160613 0,13593923 0,0743331 0,6071367 0,7131447 

PRF1 0,3464285 0,122513086 -0,2239154 0,1073598 0,2090691 

SCYL3_p1 0,32699057 0,26053372 -,0664568 0,6630608 0,7548693 

SCYL3_p2 0,001671843 0,41174734 0,4100755 0,0976853 0,2007976 

SCYL3_p3 -0,07134858 -8,58E-04 0,0704905 0,6826345 0,7653781 

CCL15_p4 1,5272985 1,5991559 0,0718574 0,6579397 0,7607427 

SIGIRR 0,003129179 0,4389424 0,4358132 0,0561617 0,1259384 

SNCA (PD1)_p1 -3,7930703 -3,7554681 0,0376022 0,8241526 0,858976 

SNCA (PD1)_p2 0,43466184 0,2229363 -0,2117255 0,0907266 0,1918219 

SNCA (PD1)_p3 -0,16514872 0,024590408 0,1897391 0,2669695 0,3951148 

SNCA (PD1)_p4 -0,19303559 -0,09889966 0,0941359 0,5652606 0,6857260 

SNCA (PD1)_p5 -3,107313 -3,562022 -0,454709 0,1262077 0,2334842 

SNCA (PD1)_p6 0,26519823 0,3003455 0,0351473 0,7327012 0,7973514 

SNCA (PD1)_p7 0,43466184 0,24735269 -0,1873091 0,1321005 0,2384253 

SNCA (PD1)_p8 1,1228613 0,7971399 -0,3257214 0,0994329 0,1988659 

SPHK1 0,085264176 -0,5988381 -0,6841023 0,0021646 0,0069645 

TGF-b_p1 -0,03594376 -0,27716386 -0,2412201 0,1944282 0,3127758 

TGF-b_p2 0,5543417 0,33304885 -0,2212928 0,4830291 0,6162785 

TGF-b_p3 -1,5054737 -1,1461914 0,3592823 0,0118028 0,0323485 

TGF-b_p4 -0,024785852 0,0885486 0,1133344 0,4738212 0,6261209 

TGF-b_p5 -1,3685428 -2,3319235 -0,9633807 0,0032141 0,0099101 

TGF-b_p6 0,52706355 0,25013992 -0,2769236 0,0724962 0,1577858 

TGF-b_p7 -0,54976726 -1,6520457 -1,1022784 0,0037705 0,0111608 

TGF-b_p8 -0,24620199 -0,93606937 -0,6898674 0,0279049 0,0737487 

TLR1 2,5524895 1,3772388 -1,1752507 2,25E-04 0,0011115 

TLR2 3,0121515 1,6631612 -1,3489903 2,40E-07 1,98E-06 

TLR4_p1 0,098955266 0,04002804 -0,0589272 0,2784377 0,4040077 

TLR4_p2 2,4274368 1,2618816 -1,1655552 6,71E-05 3,82E-04 

TMEM173 1,3759522 0,70916986 -0,6667823 2,54E-04 0,0011072 

 



 

 

Apêndice 2 – Curvas de sobrevida cancer especifica e modelos de regressão 
de Cox univariado e multivariado para todos os casos de câncer de mama 
 
 
Quadro 1 - Relação dos pontos de corte calculados para as curvas de SCE. 
 

Marcador Ponto de corte para óbito 
CD3 4,667
CD4 0,333
CD8 0
CD68 1

CD163 0,333
FOXP3 1,333
PAX5 1

 

Como foi usada a média da contagem de 3 áreas, a maioria dos pontos 

de corte se encontram como valores fracionados. Para tornar toda a 

metodologia viável na rotina clínica arredondamos os valores para o número 

inteiro mais próximo, tendo os pontos de corte descritos no Quadro 2. 

 

Quadro 2 - Relação dos pontos de corte usados para fazer as curvas de SCE. 
 

Marcador Ponto de corte para óbito 
CD3 5
CD4 0
CD8 0
CD68 1

CD163 0
FOXP3 1
PAX5 1

 
  



 

 

 

Figura 1 - Curvas de SCE, na qual foi empregada o método de Kaplan-Meier 

e estatística de log-rank. CD3 ponto de corte: 0 (p=0,308). CD4: ponto de corte: 0 

(p=0,413). CD8: ponto de corte: 0 (p=0,021). CD68: ponto de corte: 1 (p=0,057). CD163: ponto 

de corte: 0 (p=0,835). FOXP3: ponto de corte: 1 (p=0,449). PAX5: ponto de corte: 1 (p=0,076). 

  



 

 

Para facilitar o entendimento das sobrevidas câncer específica, 

criamos a Tabela 1 relacionando cada um dos marcadores com os grupos 

criados e se a diferença entre eles é estatisticamente significativa. 

 

Tabela 1 - Resumo dos dados de SCE.  
 

Marcador Ponto de corte Sobrevida em 120 meses 
(%)

Valor de p 

CD3 5 Menor: 69% 
Maior: 81%

0,308 

CD4 0 Menor: 78% 
Maior: 90%

0,413 

CD8 0 Menor: 57% 
Maior: 88%

0,021 

CD68 1 Menor: 96% 
Maior: 85%

0,057 

CD163 0 Menor: 86% 
Maior: 88%

0,835 

FOXP3 1 Menor: 81% 
Maior: 91%

0,449 

PAX5 1 Menor: 80% 
Maior: 94%

0,076 

Todas as curvas foram separadas em maior ou menor que o ponto de corte. 
Em negritos os valores de p estatisticamente significativos. 
 

Pela Tabela 1 podemos notar que apenas CD8, dentre todos 

marcadores tem relevância estatística. Sendo a sua presença relacionada 

com um melhor prognóstico, aumentando as chances de a paciente não 

evoluir para óbito, tendo então um caráter protetor. 

Após o cálculo das curvas de sobrevida empregamos o modelo de 

regressão de Cox univariado, incluindo cada um dos imunomarcadores, para 

associa-lo com seu perfil, seja ele de protetor contra o tumor, quanto de 

potencializador da agressividade tumoral. 



 

 

Tabela 2 - Modelo de regressão de Cox univariada para SCE.  
 

   Intervalo de confiança  

Marcadores Grupo de risco Risco Relativo Inferior Superior Valor de p

CD3 Abaixo de 5 0,621 0,246 1,566 0,313 

CD4 Igual a 0 0,414 0,424 1,424 0,414 

CD8 Igual a 0 0,487 0,253 0,905 0,023 

CD68 Acima de 1 3,638 0,875 1,126 0,076 

CD163 Igual a 0 0,835 0,494 1,767 0,835 

FOXP3 Abaixo de 1 0,673 0,240 1,888 0,452 

PAX5 Abaixo de 1 0,406 0,145 1,137 0,086 
Na Tabela podemos observar os pontos de corte de cada marcador, o grupo de maior risco 
em relação ao ponto de corte, o risco relativo, o intervalo de confiança e o valor de p. Em 
negrito encontra-se o valor de p estatisticamente significativo. 
 

Pela Tabela 2 podemos notar que apenas CD8 dentre os marcadores 

manteve a associação coma SCE. As pacientes que não possuem as células 

imunomarcadas tem mais que o dobro de chance de evoluir a óbito. 

Após realizarmos as curvas de sobrevida e o modelo de regressão de 

Cox univariado, utilizamos o modelo de regressão múltipla de Cox com cada 

marcador e estadiamento clínico, acometimento linfonodal, grau histológico e 

subtipos moleculares, já que essas variáveis mostraram associação 

estatisticamente significante com sobrevida (todos com p≤0,05).  



 

 

Tabela 3 - Modelo de regressão de Cox multivariada aplicada à SCE.  
 

   Intervalo de confiança  

Marcadores Grupo de risco
Risco 

Relativo
Inferior Superior Valor de p 

CD3 Abaixo de 5 0,251 0,015 1,066 0,061 

CD4 Igual a 0 0,887 0,424 1,855 0,750 

CD8 Igual a 0 0,593 0,253 1,387 0,288 

CD68 Acima de 1 2,515 0,472 2,648 0,220 

CD163 Igual a 0 0,568 0,253 1,275 0,170 

FOXP3 Abaixo de 1 0,744 0,238 2,327 0,611 

PAX5 Abaixo de 1 0,327 0,077 1,396 0,131 
Usamos como fatores prognósticos o estadiamento clínico, SBR, acometimento linfonodal e 
subtipo molecular. 
 

Podemos notar que nenhum dos marcadores se mostrou 

independentemente associado com a SCE. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

Apêndice 3 - Curvas de SLD e modelos de regressão de Cox univariado e 

multivariado para todos os casos de câncer de mama 

 

 

Após a realização do teste de maximização dos pontos de corte para 

todos os marcadores com relação à recorrência, foram realizadas as curvas 

de SLD utilizando o método de Kaplan-Meier com o cálculo de log-rank. 

Quadro 1 - Relação dos pontos de corte calculados para as curvas de SCEs. 
 

Marcador Ponto de corte para recorrência 
CD3 13
CD4 32
CD8 38
CD68 26

CD163 3,667
FOXP3 0
PAX5 11

 

Como foi usada a média da contagem de 3 áreas, um dos pontos de 

corte se encontra como valor fracionado. Para tornar a metodologia viável 

para a rotina clínica arredondamos os valores para o número inteiro mais 

próximo, tendo os pontos de corte descritos abaixo no Quadro 2: 

 

Quadro 2 - Relação dos postos de corte usados para fazer as curvas de SLD. 
 

Marcador Ponto de corte para recorrência 

CD3 13 

CD4 32 

CD8 38 

CD68 26 

CD163 4 

FOXP3 0 

PAX5 11 

  



 

 

 

Figura 1 - Curvas de SLD na qual foi empregada o método de Kaplan-Meier 

e estatística de log-rank. CD3 ponto de corte de 13 (p=0,184). CD4: ponto de corte de 

32 (p=0,192). CD8: ponto de corte de 38 (p=0,003). CD68: ponto de corte de 26 (p=0,006). 

CD163: ponto de corte de 4 (p=0,027). FOXP3: ponto de corte: 0 (p=0,031). PAX5: ponto de 

corte: 11 (0,542). 



 

 

Para facilitar o entendimento das sobrevidas livre de doença, criamos 

a Tabela 1 relacionando cada um dos marcadores com os grupos criados e 

se a diferença entre eles é estatisticamente significativa. 

 

Tabela 1 - Resumo dos dados de SLD. Todas as curvas foram separadas em 
maior ou menor que o ponto de corte. Em negritos os valores de p estatisticamente 
significativos 
 

 

 Ao avaliarmos o imunomarcador CD8, notamos que a alta 

concentração de células marcadas (mais que 38 células), há uma relação com 

um pior prognóstico, relacionando-se então com uma maior chance de 

recorrência da doença. 

 Já CD68 que é pan-imunomarcador para macrófagos e CD163 que é 

um marcador de macrófagos de perfil M2, relacionam-se ambos com um pior 

prognostico e maior probabilidade de recorrência da doença. 

 Por fim, FOXP3 é o marcador de linfócito T regulatório e a sua presença 

está associado com uma menor probabilidade de recorrência da doença, 

portanto relacionando-se com um melhor prognóstico. 

Tabela 2 - Modelo de regressão de Cox univariada para SLD. Em negrito 
encontram-se os valores estatisticamente significativos. 

Marcador Ponto de corte 
Sobrevida em 120 meses 

(%)
Valor de p 

CD3 13 
Menor: 75% 
Maior: 72%

0,117 

CD4 32 
Menor: 75% 
Maior: 74%

0,140 

CD8 38 
Menor: 65% 
Maior: 61%

0,003 

CD68 26 
Menor: 80% 
Maior: 68%

0,004 

CD163 4 
Menor: 81% 
Maior: 72%

0,027 

FOXP3 0 
Menor: 73% 
Maior: 81%

0,031 

PAX5 11 
Menor: 65% 
Maior: 67%

0,158 



 

 

 
   Intervalo de confiança  

Marcadores Grupo de risco Risco Relativo Inferior Superior Valor de p

CD3 Acima de 13 1,563 0,804 3,037 0,188 

CD4 Acima de 32 1,671 0,767 3,640 0,196 

CD8 Acima de 38 2,578 1,359 4,891 0,004 

CD68 Acima de 26 2,032 1,211 3,408 0,007 

CD163 Acima de 4 1,787 1,062 3,008 0,029 

FOXP3 Igual a 0 0,554 0,321 0,955 0,033 

PAX5 Acima de 11 1,324 0,535 3,279 0,554 

 

Podemos observar na Tabela 2 da regressão univariada de Cox 

relacionada à SLD que os marcadores CD8, CD68, CD163 e FOXP3 de 

comum acordo com as curvas de Kaplan-Meier. Enquanto a presença maciça 

de CD8 e CD68 dobras as chances de recorrência. Já a infiltração de CD163 

aumenta as chances de recorrência em cerca de 75% aproximadamente. Por 

fim, a presença de FOXP3 diminui as chances de reincidência por volta de 

50%. 

 

Tabela 3 – Modelo de regressão de Cox multivariada aplicada à SLD. Usamos 
como fatores prognósticos o estadiamento clínico, SBR, acometimento linfonodal e subtipo 
molecular. 
 

 

Nenhum marcador se mostrou como um fator prognóstico 

independente dos fatores preditivos clássicos. 

  Intervalo de confiança   

Marcadores Grupo de risco
Risco 

Relativo
Inferior Superior Valor de p 

CD3 Acima de 13 1,527 0,217 1,254 0,146 

CD4 Acima de 32 1,402 0,331 1,940 0,624 

CD8 Acima de 38 1,750 0,892 3,430 0,103 

CD68 Acima de 26 1,058 0,540 2,074 0,869 

CD163 Acima de 4 1,550 0,825 2,914 0,173 

FOXP3 Igual a 0 0,665 0,341 1,298 0,232 

PAX5 Acima de 11 1,138 0,390 3,314 0,813 



 

 

Apêndice 4 - Curvas de SCE e SLD e modelo de regressão de Cox univariado 
para o subtipo Luminal A 
 
 

 
Figura 1 – Curvas de SCE do subtipo LA. CD3 ponto de corte: 5 (p=0,388). CD4: 

ponto de corte:  0 (p=0,451). CD8: ponto de corte: 0 (p=0,158). CD68: ponto de corte: 1 

(p=0,606). CD163: ponto de corte: 0 (p=0,447). FOXP3: ponto de corte: 1 (p=0,294). PAX5: 

ponto de corte: 1 (p=0,612).  



 

 

Tabela 1 - Resumo dos dados de SCE do subtipo LA. Todas as curvas foram 
separadas em maior ou menor que o ponto de corte. Em negritos os valores de p 
estatisticamente significativos. 
 

Marcador Ponto de corte Sobrevida em 120 meses (%) Valor de p 

CD3 5 
Menor: 90% 
Maior: 100%

0,338 

CD4 0 
Menor:89% 
Maior: 93%

0,451 

CD8 0 
Menor:73% 
Maior: 91%

0,158 

CD68 1 
Menor: 92% 
Maior: 89%

0,606 

CD163 0 
Menor: 88% 
Maior: 92%

0,447 

FOXP3 1 
Menor: 88% 

0,294 
Maior: 100%

PAX5 1 
Menor: 89% 
Maior: 93%

0,612 

 

Tabela 2 - Associação dos imunomarcadores avaliados com SCE após 
avaliação por regressão de Cox univariada do subtipo LA. Na Tabela podemos 
observar os pontos de corte de cada marcador, o grupo de maior risco em relação ao ponto 
de corte, o risco relativo, o intervalo de confiança e o valor de p.  
 

   Intervalo de confiança  

Marcadores Grupo de risco Risco Relativo Inferior Superior Valor de p

CD3 Abaixo de 5 0,045 0,257 3,698 0,528 

CD4 Igual a 0 0,632 0,190 2,103 0,455 

CD8 Igual a 0 0,408 0,113 1,477 0,172 

CD68 Acima de 1 1,701 0,221 6,089 0,610 

CD163 Igual a 0 0,657 0,220 1,957 0,451 

FOXP3 Abaixo de 1 0,440 0,056 3,667 0,492 

PAX5 Abaixo de 1 0,678 0,150 3,064 0,614 

 
  



 

 

 
Figura 2 - Curvas de SLD do subtipo LA. CD3 ponto de corte de 1 (p=0,160). CD4: 
ponto de corte de 13 (p=0,105). CD8: ponto de corte de 38 (p<0,001). CD68: ponto de corte 
de 26 (p=0,126). CD163: ponto de corte de 4 (p=0,002). FOXP3: ponto de corte: 0 (p=0,365). 
PAX5: ponto de corte: 11 (p=0,020). 



 

 

Tabela 3 - Resumo dos dados de SLD para LA. Todas as curvas foram separadas 
em maior ou menor que o ponto de corte.  Em negritos os valores de p estatisticamente 
significativos 
 

Marcador Ponto de corte Sobrevida em 120 meses (%) Valor de p 

CD3 13 
Menor: 86% 
Maior: 50%

0,160 

CD4 32 
Menor: 88% 
Maior: 67%

0,105 

CD8 38 
Menor: 91% 
Maior: 55%

<0,001 

CD68 26 
Menor: 89% 
Maior: 73%

0,126 

CD163 4 
Menor: 89% 
Maior: 70%

0,002 

FOXP3 0 
Menor: 84% 
Maior: 86%

0,365 

PAX5 11 
Menor: 86% 
Maior: 50%

0,020 

 

Tabela 4 - Modelo de regressão simples de Cox relacionado à SLD para cada 
um dos imunomarcadores nos casos LA. 
 

   Intervalo de confiança  

Marcadores Grupo de risco Risco Relativo Inferior Superior Valor de p

CD3 Acima de 13 3,866 0,507 29,504 0,192 

CD4 Acima de 32 4,657 0,600 36,136 0,141 

CD8 Acima de 38 7,367 2,017 26,908 0,003 

CD68 Acima de 26 2,384 0,756 7,514 0,138 

CD163 Acima de 4 3,387 1,231 9,323 0,018 

FOXP3 Igual a 0 1,624 0,563 4,688 0,370 

PAX5 Acima de 11 4,888 1,111 21,507 0,036 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  



 

 

Apêndice 5 - Curvas de SCE e SLD e modelo de regressão de Cox univariado 
para o subtipo Luminal A com os pontos de cortes específicos desse subtipo. 
 
 
Quadro 1 - Relação dos pontos de corte calculados para as curvas de SCEs 
do subtipo LA. 
 

Marcador Ponto de corte para óbito 
CD3 0,333
CD4 8,667
CD8 3,333
CD68 3

CD163 1
FOXP3 1,333
PAX5 0

 
Como foi usada a média da contagem de 3 áreas, a maioria dos pontos 

de corte se encontram como valores fracionados. Para tornar toda a 

metodologia viável na rotina clínica arredondamos os valores para o número 

inteiro mais próximo, tendo os pontos de corte descritos no Quadro 2. 

 

Quadro 2 - Relação dos pontos de corte usados para fazer as curvas de SCEs 
do subtipo LA. 
 

Marcador Ponto de corte para óbito 
CD3 0
CD4 9
CD8 3
CD68 3

CD163 1
FOXP3 1
PAX5 0

 
  



 

 

 
Figura 1 – Curvas de SCE do subtipo LA com pontos de corte específicos. 

CD3 ponto de corte: 0 (p=0,165). CD4: ponto de corte: 9 (p=0,448). CD8: ponto de corte: 3 

(p=0,155). CD68: ponto de corte: 3 (p=0,606). CD163: ponto de corte: 1 (p=0,093). FOXP3: 

ponto de corte: 1 (p=0,292). PAX5: ponto de corte: 0 (p=0,184). 

  



 

 

Tabela 1 - Resumo dos dados de SCE com ponte de corte específico de LA. 
Todas as curvas foram separadas em maior ou menor que o ponto de corte. Em negritos os 
valores de p estatisticamente significativos. 
 

Marcador Ponto de corte Sobrevida em 120 meses (%) Valor de p 

CD3 0 
Menor: 88% 
Maior: 100%

0,165 

CD4 9 
Menor: 90% 
Maior: 96%

0,448 

CD8 3 
Menor:86% 
Maior: 93%

0,155 

CD68 3 
Menor: 91% 
Maior: 88%

0,606 

CD163 1 
Menor: 86% 
Maior: 94%

0,093 

FOXP3 1 
Menor: 89% 

0,292 
Maior: 100%

PAX5 0 
Menor: 86% 
Maior: 95%

0,184 

 

Tabela 2 - Associação dos imunomarcadores avaliados com SCE após 
avaliação por regressão de Cox univariada para o ponto de corte específico 
de LA. Podemos observar os pontos de corte de cada marcador, o grupo de maior risco em 
relação ao ponto de corte, o risco relativo, o intervalo de confiança e o valor de p.  
 

   Intervalo de confiança  

Marcadores Grupo de risco Risco Relativo Inferior Superior Valor de p

CD3 Abaixo de 0 0,261 0,034 2,008 0,197 

CD4 Abaixo de 9 0,462 0,060 3,579 0,459 

CD8 Abaixo de 3 0,441 0,138 1,407 0,167 

CD68 Acima de 3 1,701 0,221 3,089 0,610 

CD163 Abaixo de 1 0,348 0,096 1,266 0,109 

FOXP3 Abaixo de 1 0,440 0,056 3,667 0,492 

PAX5 Igual a 0 0,374 0,083 1,691 0,202 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  



 

 

Quadro 3 - Relação dos pontos de corte calculados para as curvas de SLD 
do subtipo LA. 
 

Marcador Ponto de corte para recidiva 
CD3 1,333
CD4 13,333
CD8 29
CD68 48,667

CD163 3,667
FOXP3 1,333
PAX5 1

 
Como foi usada a média da contagem de 3 áreas, a maioria dos pontos 

de corte se encontram como valores fracionados. Para tornar toda a 

metodologia viável na rotina clínica arredondamos os valores para o número 

inteiro mais próximo, tendo os pontos de corte descritos no Quadro 4. 

 

Quadro 4 - Relação dos pontos de corte usados para fazer as curvas de SLD 
do subtipo LA. 
 

Marcador Ponto de corte para recidiva 
CD3 1
CD4 13
CD8 29
CD68 49

CD163 4
FOXP3 1
PAX5 1

 
 
 
 
 
 



 

 

 
Figura 2 – Curvas de SLD do subtipo LA com pontos de corte específicos. 
CD3 ponto de corte: 1 (p=0,413). CD4: ponto de corte: 13 (p=0,138). CD8 ponto de corte: 29 
(p=0,001). CD68 ponto de corte: 49 (p=0,126). CD163: ponto de corte: 4 (p=0,002). FOXP3: 
ponto de corte: 1 (p=0,021). PAX5: ponto de corte: 1 (p=0,047). 

 
  



 

 

Tabela 3 - Resumo dos dados de SLD com pontos específicos de LA. Todas 
as curvas foram separadas em maior ou menor que o ponto de corte. Em negritos os valores 
de p estatisticamente significativos. 
 

Marcador Ponto de corte Sobrevida em 120 meses (%) Valor de p 

CD3 1 
Menor: 85% 
Maior: 95%

0,413 

CD4 13 
Menor: 86% 
Maior: 83%

0,138 

CD8 29 
Menor:91% 
Maior: 57%

0,001 

CD68 49 
Menor: 88% 
Maior: 74%

0,126 

CD163 4 
Menor: 91% 
Maior: 69%

0,002 

FOXP3 1 
Menor: 91% 
Maior: 52%

0,021 

PAX5 1 
Menor: 86% 
Maior: 80%

0,047 

 

Tabela 4 - Associação dos imunomarcadores avaliados com SLD após 
avaliação por regressão de Cox univariada. Na Tabela podemos observar os pontos 
de corte de cada marcador, o grupo de maior risco em relação ao ponto de corte, o risco 
relativo, o intervalo de confiança e o valor de p.  
 

   Intervalo de confiança  

Marcadores Grupo de risco Risco Relativo Inferior Superior Valor de p

CD3 Abaixo de 1 0,439 0,058 3,329 0,426 

CD4 Acima de 13 2,512 0,711 8,873 0,152 

CD8 Acima de 29 6,732 1,838 24,654 0,004 

CD68 Acima de 49 2,384 0,756 7,514 0,138 

CD163 Acima de 4 3,387 1,231 9,323 0,018 

FOXP3 Acima de 1 4,037 1,124 14,499 0,032 

PAX5 Acima de 1 2,273 0,840 6,151 0,076 



 

 

Apêndice 6 - Curvas de SCE e SLD e modelo de regressão de Cox univariado 
para o subtipo Luminal B 
 

 

 
Figura 1 – Curvas de SCE do subtipo LB. CD3: ponto de corte: 5 (p=0,515). CD4: 

ponto de corte:  0 (p=0,237). CD8: ponto de corte: 0 (p=0,075). CD68: ponto de corte: 1 

(p=0,196). CD163: ponto de corte: 0 (p=0,033). FOXP3: ponto de corte: 1 (p=0,956). PAX5: 

ponto de corte: 1 (p=0,104). 



 

 

 
Tabela 1 - Resumo dos dados de SCE do subtipo LB. Todas as curvas foram 
separadas em maior ou menor que o ponto de corte. Em negritos os valores de p 
estatisticamente significativos. 
 

Marcador Ponto de corte Sobrevida em 120 meses (%) Valor de p 

CD3 5 
Menor:81% 
Maior: 89%

0,515 

CD4 0 
Menor: 81% 
Maior: 85%

0,237 

CD8 0 
Menor: 76% 
Maior: 88%

0,075 

CD68 1 
Menor: 100% 
Maior: 83%

0,196 

CD163 0 
Menor: 97% 
Maior: 78%

0,033 

FOXP3 1 
Menor: 84% 
Maior: 91%

0,956 

PAX5 1 
Menor: 82% 
Maior: 96%

0,104 

 

Tabela 2 - Associação dos imunomarcadores avaliados com SCE após 
avaliação por regressão de Cox univariada. Podemos observar os pontos de corte 
de cada marcador, o grupo de maior risco em relação ao ponto de corte, o risco relativo, o 
intervalo de confiança e o valor de p.  
 

   Intervalo de confiança  

Marcadores Grupo de risco Risco Relativo Inferior Superior Valor de p

CD3 Abaixo de 5 0,617 0,142 2,683 0,519 

CD4 Igual a 0 0,509 0,194 1,337 0,171 

CD8 Igual a 0 0,390 0,133 1,142 0,086 

CD68 Acima de 1 3,767 1,029 22,078 0,460 

CD163 Acima de 0 4,513 0,459 3,370 0,052 

FOXP3 Abaixo de 1 0,944 0,231 4,717 0,956 

PAX5 Abaixo de 1 0,217 0,028 1,650 0,140 

 
  



 

 

 
Figura 2 - Curvas de SLD do subtipo Luminal B. CD3 ponto de corte de 13 
(p=0,682). CD4: ponto de corte de 32 (p=0,528). CD8: ponto de corte de 38 (p=0,260). CD68: 
ponto de corte de 26 (p=0,990). CD163: ponto de corte de 4 (p=0,916). FOXP3: ponto de 
corte: 0 (p=0,128). PAX5: ponto de corte: 11 (0,587). 



 

 

Tabela 3 - Resumo dos dados de SLD. Todas as curvas foram separadas em maior 
ou menor que o ponto de corte.  Em negritos os valores de p estatisticamente significativos 
 

Marcador Ponto de corte Sobrevida em 120 meses (%) Valor de p 

CD3 13 
Menor:51% 
Maior: 82%

0,682 

CD4 32 
Menor: 46% 
Maior: 88%

0,528 

CD8 38 
Menor: 76% 
Maior: 67%

0,260 

CD68 26 
Menor: 76% 
Maior: 66%

0,990 

CD163 4 
Menor: 78% 
Maior: 71%

0,916 

FOXP3 0 
Menor: 64% 
Maior: 82%

0,128 

PAX5 11 
Menor: 46% 
Maior: 77%

0,587 

 

Tabela 4 - Modelo de regressão de Cox univariado relacionado à SLD para 
cada um dos imunomarcadores. 
 

   Intervalo de confiança  

Marcadores Grupo de risco Risco Relativo Inferior Superior Valor de p

CD3 Abaixo de 13 0,741 0,175 3,130 0,683 

CD4 Abaixo de 32 0,531 0,072 3,930 0,535 

CD8 Acima de 38 1,831 0,629 5,333 0,267 

CD68 Acima de 26 1,424 0,562 3,609 0,456 

CD163 Acima de 4 1,146 0,337 2,657 0,916 

FOXP3 Igual a 0 0,944 0,231 4,717 0,956 

PAX5 Abaixo de 11 0,578 0,078 4,281 0,592 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  



 

 

Apêndice 7 - Curvas de SCE e SLD e modelo de regressão de Cox univariado 
para o subtipo Luminal B com os pontos de cortes específicos desse subtipo. 
 
 
Quadro 1 - Relação dos pontos de corte calculados para as curvas de SCEs 
do subtipo LB. 
 

Marcador Ponto de corte para óbito 
CD3 20
CD4 0,333
CD8 0,667
CD68 7

CD163 0,333
FOXP3 1,333
PAX5 0,667

 
Como foi usada a média da contagem de 3 áreas, a maioria dos pontos 

de corte se encontram como valores fracionados. Para tornar toda a 

metodologia viável na rotina clínica arredondamos os valores para o número 

inteiro mais próximo, tendo os pontos de corte descritos no Quadro 2. 

 
Quadro 2 - Relação dos pontos de corte usados para fazer as curvas de SCEs 
do subtipo LB. 
 

Marcador Ponto de corte para óbito 
CD3 20
CD4 0
CD8 1
CD68 7

CD163 0
FOXP3 1
PAX5 1

 
 
 



 

 

 
Figura 1 – Curvas de SCE do subtipo LB. CD3: ponto de corte: 20 (p=0,428). CD4: 

ponto de corte:  0 (p=0,237). CD8: ponto de corte: 1 (p=0,025). CD68: ponto de corte: 7 

(p=0,027). CD163: ponto de corte: 0 (p=0,033). FOXP3: ponto de corte: 1 (p=0,956). PAX5: 

ponto de corte: 1 (p=0,104). 

 



 

 

Tabela 1 - Resumo dos dados de SCE do subtipo LB. Todas as curvas foram 
separadas em maior ou menor que o ponto de corte. Em negritos os valores de p 
estatisticamente significativos. 
 

Marcador Ponto de corte Sobrevida em 120 meses (%) Valor de p 

CD3 20 
Menor: 84% 
Maior: 75%

0,428 

CD4 0 
Menor: 81% 
Maior: 84%

0,237 

CD8 1 
Menor: 78% 
Maior: 91%

0,025 

CD68 7 
Menor: 94% 
Maior: 76%

0,027 

CD163 0 
Menor: 97% 
Maior: 78%

0,033 

FOXP3 1 
Menor: 85% 
Maior: 87%

0,956 

PAX5 1 
Menor: 82% 
Maior: 95%

0,104 

 

Tabela 2 - Associação dos imunomarcadores avaliados com SCE após 
avaliação por regressão de Cox univariada. Podemos observar os pontos de corte 
de cada marcador, o grupo de maior risco em relação ao ponto de corte, o risco relativo, o 
intervalo de confiança e o valor de p.  
 

   Intervalo de confiança  

Marcadores Grupo de risco Risco Relativo Inferior Superior Valor de p

CD3 Acima de 20 1,797 0,413 7,819 0,435 

CD4 Igual a 0 0,567 0,219 1,470 0,243 

CD8 Abaixo de 1 0,331 0,120 0,916 0,033 

CD68 Acima de 7 4,767 1,029 22,078 0,046 

CD163 Acima de 0 4,513 0,557 35,271 0,051 

FOXP3 Abaixo de 1 0,944 0,231 4,717 0,956 

PAX5 Abaixo de 1 0,217 0,028 1,650 0,140 

 
  



 

 

 
Figura 2 - Curvas de SLD do subtipo Luminal B. CD3 ponto de corte de 9 (p=0,606). 
CD4: ponto de corte de 12 (p=0,188). CD8: ponto de corte de 30 (p=0,194). CD68: ponto de 
corte de 7 (p=0,454). CD163: ponto de corte de 2 (p=0,646). FOXP3: ponto de corte: 0 
(p=0,128). PAX5: ponto de corte: 0 (0,127). 
 



 

 

Tabela 3 - Resumo dos dados de SLD. Todas as curvas foram separadas em maior 
ou menor que o ponto de corte.  Em negritos os valores de p estatisticamente significativos 
 

Marcador Ponto de corte Sobrevida em 120 meses (%) Valor de p 

CD3 9 
Menor: 44% 
Maior: 82%

0,606 

CD4 12 
Menor: 42% 
Maior: 88%

0,188 

CD8 30 
Menor: 37% 
Maior: 57%

0,194 

CD68 7 
Menor: 81% 
Maior: 68%

0,454 

CD163 2 
Menor: 74% 
Maior:75%

0,646 

FOXP3 0 
Menor: 64% 
Maior:82%

0,128 

PAX5 0 
Menor: 43% 
Maior: 76%

0,127 

 

Tabela 4 - Modelo de regressão de Cox univariado relacionado à SLD para 
cada um dos imunomarcadores. 
 

   Intervalo de confiança  

Marcadores Grupo de risco Risco Relativo Inferior Superior Valor de p

CD3 Abaixo de 9 0,730 0,220 2,424 0,608 

CD4 Abaixo de 12 0,455 0,137 1,517 0,200 

CD8 Abaixo de 30 0,890 0,712 5,019 0,201 

CD68 Acima de 7 1,424 0,562 3,609 0,456 

CD163 Abaixo de 2 0,800 0,309 2,071 0,646 

FOXP3 Igual a 0 0,475 0,178 1,267 0,137 

PAX5 Igual a 0 0,477 0,180 1,261 0,135 



 

 

Apêndice 8 - Curvas de SCE e SLD e modelo de regressão de Cox univariado 
para o subtipo Triplo Negativo. 
 
 

 
Figura 1 – Curvas de SCE do subtipo Triplo Negativo. CD3 ponto de corte: 5 

(p=0,166). CD4: ponto de corte:  0 (p=0,026). CD8: ponto de corte: 0 (p=0,139). CD68: ponto 

de corte: 1 (p=0,728). CD163: ponto de corte: 0 (p=0,506). FOXP3: ponto de corte: 1 

(p=0,330). PAX5: ponto de corte: 1 (p=0,570). 



 

 

Tabela 1 - Resumo dos dados de SCE. Todas as curvas foram separadas em maior 
ou menor que o ponto de corte. Em negritos os valores de p estatisticamente significativos. 
 

Marcador Ponto de corte Sobrevida em 120 meses (%) Valor de p 

CD3 5 
Menor: 83% 
Maior: 96%

0,166 

CD4 0 
Menor: 72% 
Maior: 94%

0,026 

CD8 0 
Menor: 67% 
Maior: 90%

0,139 

CD68 1 
Menor: 90% 
Maior: 85%

0,728 

CD163 0 
Menor: 78% 
Maior: 85%

0,506 

FOXP3 1 
Menor: 85% 
Maior: 100%

0,330 

PAX5 1 
Menor: 86% 
Maior: 92%

0,570 

 

Tabela 2 - Associação dos imunomarcadores avaliados com SCE após 
avaliação por regressão de Cox univariada. Na Tabela podemos observar os pontos 
de corte de cada marcador, o grupo de maior risco em relação ao ponto de corte, o risco 
relativo, o intervalo de confiança e o valor de p.  
 

   Intervalo de confiança  

Marcadores Grupo de risco Risco Relativo Inferior Superior Valor de p

CD3 Abaixo que 5 0,251 0,030 2,085 0,200 

CD4 Igual a 0 0,213 0,048 0,951 0,043 

CD8 Igual a 0 0,355 0,085 1,489 0,157 

CD68 Maior que 1 1,448 0,178 11,778 0,729 

CD163 Igual a 0 0,626 0,155 2,519 0,509 

FOXP3 Abaixo de 1 0,041 0,085 5,066 0,531 

PAX5 Abaixo de 1 0,546 0,066 4,541 0,576 

 
  



 

 

 

Figura 2 - Curvas de SLD do subtipo Triplo Negativo. CD3 ponto de corte de 13 

(p=0,897). CD4: ponto de corte de 32 (p=0,759). CD8: ponto de corte de 38 (p=0,157). CD68: 

ponto de corte de 26 (p=0,428). CD163: ponto de corte de 4 (p=0,972). FOXP3: ponto de 

corte: 0 (p=0,082). PAX5: ponto de corte: 11 (0,515). 



 

 

Tabela 3 - Resumo dos dados de SLD. Todas as curvas foram separadas em maior 
ou menor que o ponto de corte.  Em negritos os valores de p estatisticamente significativos 
 

Marcador Ponto de corte Sobrevida em 120 meses (%) Valor de p 

CD3 13 
Menor: 62% 
Maior: 60%

0,897 

CD4 32 
Menor: 61% 
Maior: 64%

0,759 

CD8 38 
Menor: 63% 
Maior: 37%

0,157 

CD68 26 
Menor: 58%  
Maior: 61%

0,428 

CD163 4 
Menor: 66% 
Maior: 70%

0,927 

FOXP3 0 
Menor: 58% 
Maior: 100%

0,082 

PAX5 11 
Menor: 55% 
Maior: 80%

0,515 

 
Tabela 4 - Valores da regressão simples de Cox relacionado à SLD para cada 
um dos imunomarcadores. 
 

   Intervalo de confiança  

Marcadores Grupo de risco Risco Relativo Inferior Superior Valor de p

CD3 Acima de 13 1,065 0,409 2,778 0,897 

CD4 Acima de 32 1,186 0,396 3,550 0,760 

CD8 Acima de 38 2,156 0,724 6,417 0,167 

CD68 Acima de 26 1,412 0,599 3,329 0,431 

CD163 Abaixo de 4 0,984 0,388 2,496 0,972 

FOXP3 Igual a 0 0,038 0,032 12,438 0,269 

PAX5 Abaixo de 11 0,617 0,142 2,679 0,520 

 
 
 
 
 



 

 

Apêndice 9 - Curvas de SCE e SLD e modelo de regressão de Cox univariado 
para o subtipo Triplo Negativo com os pontos de corte específicos desse 
subtipo. 
 
Quadro 1 - Relação dos pontos de corte calculados para as curvas de SCEs 
do subtipo TN. 
 

Marcador Ponto de corte para óbito 
CD3 0
CD4 1,333
CD8 6,333
CD68 7

CD163 83
FOXP3 0
PAX5 3,33

 
Como foi usada a média da contagem de 3 áreas, a maioria dos pontos 

de corte se encontram como valores fracionados. Para tornar toda a 

metodologia viável na rotina clínica arredondamos os valores para o número 

inteiro mais próximo, tendo os pontos de corte descritos no Quadro 2. 

 
Quadro 2 - Relação dos pontos de corte usados para fazer as curvas de SCEs 
do subtipo TN. 
 

Marcador Ponto de corte para óbito 
CD3 0
CD4 1
CD8 6
CD68 7

CD163 83
FOXP3 0
PAX5 3

 
 
 
 



 

 

 
Figura 1 – Curvas de SCE do subtipo Triplo Negativo. CD3 ponto de corte: 0 

(p=0,002). CD4: ponto de corte:  1 (p=0,008). CD8: ponto de corte: 6 (p=0,037). CD68: ponto 

de corte: 7 (p=0,115). CD163: ponto de corte: 0 (p=0,291). FOXP3: ponto de corte: 12 

(p=0,330). PAX5: ponto de corte: 1 (p=0,668). 



 

 

Tabela 1 - Resumo dos dados de SCE. Todas as curvas foram separadas em maior 
ou menor que o ponto de corte. Em negritos os valores de p estatisticamente significativos. 
 

Marcador Ponto de corte Sobrevida em 120 meses (%) Valor de p 

CD3 0 
Menor: 67% 
Maior: 96%

0,002 

CD4 1 
Menor: 71% 
Maior: 96%

0,008 

CD8 6 
Menor: 76% 
Maior: 97%

0,037 

CD68 7 
Menor: 78% 
Maior: 90%

0,115 

CD163 83 
Menor: 81% 
Maior: 100%

0,291 

FOXP3 12 
Menor: 85% 
Maior:100%

0,330 

PAX5 3 
Menor: 87% 
Maior: 91%

0,668 

 

Tabela 2 - Associação dos imunomarcadores avaliados com SCE após 
avaliação por regressão de Cox univariada. Na Tabela podemos observar os pontos 
de corte de cada marcador, o grupo de maior risco em relação ao ponto de corte, o risco 
relativo, o intervalo de confiança e o valor de p.  
 

   Intervalo de confiança  

Marcadores Grupo de risco Risco Relativo Inferior Superior Valor de p

CD3 Igual a 0 0,119 0,023 0,616 0,011 

CD4 Abaixo de 1 0,146 0,028 0,752 0,021 

CD8 Abaixo de 6 0,146 0,018 1,186 0,072 

CD68 Abaixo de 7 0,333 0,079 1,399 0,133 

CD163 Abaixo de 83 0,442 0,211 9,539 0,496 

FOXP3 Abaixo de12 0,455 0,365 8,066 0,531 

PAX5 Abaixo de 3 0,632 0,076 5,250 0,671 

 
  



 

 

 
Figura 2 - Curvas de SLD do subtipo Triplo Negativo. CD3 ponto de corte de 1 

(p=0,068). CD4: ponto de corte de 2 (p=0,096). CD8: ponto de corte de 38 (p=0,157). CD68: 

ponto de corte de 84 (p=0,181). CD163: ponto de corte de 12 (p=0,471). FOXP3: ponto de 

corte: 0 (p=0,082). PAX5: ponto de corte: 3 (0,240). 



 

 

Tabela 3 - Resumo dos dados de SLD. Todas as curvas foram separadas em maior 
ou menor que o ponto de corte.  Em negritos os valores de p estatisticamente significativos 
 

Marcador Ponto de corte Sobrevida em 120 meses (%) Valor de p 

CD3 1 
Menor: 46% 
Maior: 76%

0,068 

CD4 2 
Menor: 51% 
Maior: 77%

0,096 

CD8 38 
Menor: 64% 
Maior: 38%

0,157 

CD68 84 
Menor: 57% 
Maior: 100%

0,181 

CD163 12 
Menor: 71% 
Maior: 65%

0,471 

FOXP3 0 
Menor: 58% 
Maior: 100%

0,082 

PAX5 3 
Menor: 53% 
Maior: 77%

0,240 

 
Tabela 4 - Modelo de regressão de Cox univariado relacionado à SLD para 
cada um dos imunomarcadores. 
 

   Intervalo de confiança  

Marcadores Grupo de risco Risco Relativo Inferior Superior Valor de p

CD3 Abaixo de 1 0,444 0,181 1,088 0,076 

CD4  Abaixo de 2 0,482 0,200 1,162 0,104 

CD8 Acima de 38 2,156 0,724 6,417 0,167 

CD68  Abaixo de 84 0,460 0,589 9,855 0,383 

CD163  Acima de 12 1,403 0,557 3,538 0,473 

FOXP3  Igual a 0 0,038 0,032 12,438 0,269 

PAX5 Abaixo de 3 0,640 0,188 2,178 0,475 

 
 
 
 
 
  



 

 

Apêndice 10 - Curvas de SCE e SLD e modelo de regressão de Cox 
univariado para o subtipo HER2 
 

 
Figura 12 - Curvas de SCE do subtipo HER2. CD3. CD3 ponto de corte: 0 (p=0,240). 

CD4: ponto de corte:  0 (p=0,430). CD8: ponto de corte: 0 (p=0,492). FOXP3: ponto de corte: 

1 (p=0,583). PAX5: ponto de corte: 1 (p=0,296). Não foi possível gerar estatística de CD68 e 

CD163 pois todos os dados são censurados. 

 
 



 

 

Tabela 1 - Resumo dos dados de SCE. Todas as curvas foram separadas em maior 
ou menor que o ponto de corte. Em negritos os valores de p estatisticamente significativos. 
 

Marcador Ponto de corte Sobrevida em 120 meses (%) Valor de p 

CD3 5 
Menor: 72% 
Maior: 100%

0,240 

CD4 0 
Menor: 100% 
Maior: 72%

0,430 

CD8 0 
Menor: 100% 
Maior: 78%

0,492 

FOXP3 1 
Menor: 78% 
Maior: 75%

0,999 

PAX5 1 
Menor: 81% 
Maior: 100%

0,296 

 

 
Não foi possível realizar o modelo de regressão de Cox univariado 

pois há poucas amostras nos grupos. 

 



 

 

 
 
Figura 2 - Curvas de SLD do subtipo HER2. CD3 ponto de corte de 13 (p=0,244). 
CD4: ponto de corte de 32 (p=0,812). CD8: ponto de corte de 38 (p=0,330). CD68: ponto de 
corte de 26 (p=0,349). CD163: ponto de corte de 4 (p=0,796). FOXP3: ponto de corte: 0 
(p=0,835). PAX5: ponto de corte: 11 (0,590). 
  



 

 

Tabela 2 - Resumo dos dados de SLD. Todas as curvas foram separadas em maior 
ou menor que o ponto de corte.  Em negritos os valores de p estatisticamente significativos 
 

Marcador Ponto de corte Sobrevida em 120 meses (%) Valor de p 

CD3 13 Menor: 62% 
Maior: 100%

0,244 

CD4 32 Menor: 66% 
Maior: 75%

0,812 

CD8 38 Menor: 61% 
Maior: 100%

0,330 

CD68 26 Menor: 100% 
Maior: 57%

0,349 

CD163 4 Menor: 81% 
Maior: 67%

0,796 

FOXP3 0 Menor: 62% 
Maior: 78%

0,835 

PAX5 11 Menor: 68% 
Maior: 100%

0,590 

 

Não foi possível realizar o modelo de regressão de Cox univariado 

pois há poucas amostras nos grupos. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

Apêndice 11 - Curvas de SCE e SLD e modelo de regressão de Cox 
univariado para o subtipo HER2 
 

 
Figura 1 - Curvas de SCE do subtipo HER2. CD3. CD3 ponto de corte: 0 

(p=0,296). CD4: ponto de corte:  3 (p=0,437). CD8: ponto de corte: 9 (p=0,565). FOXP3: 

ponto de corte: 1 (p=0,583). PAX5: ponto de corte: 0 (p=0,238). Não foi possível gerar 

estatística de CD68 e CD163 pois todos os dados são censurados. 

 
 



 

 

Tabela 1 - Resumo dos dados de SCE. Todas as curvas foram separadas em maior 
ou menor que o ponto de corte. Em negritos os valores de p estatisticamente significativos. 
 

Marcador Ponto de corte Sobrevida em 120 meses (%) Valor de p 

CD3 0 
Menor: 75% 
Maior: 80%

0,296 

CD4 3 
Menor: 72% 
Maior: 86%

0,437 

CD8 9 
Menor: 82% 
Maior: 78%

0,565 

FOXP3 1 
Menor: 78% 
Maior: 75%

0,583 

PAX5 0 
Menor: 79% 
Maior: 100%

0,238 

 
Não foi possível realizar o modelo de regressão de Cox univariado 

pois há poucas amostras nos grupos. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
Figura 2 - Curvas de SLD do subtipo HER2. CD3 ponto de corte de 0 (p=0,916). 
CD4: ponto de corte de 3 (p=0,710). CD8: ponto de corte de 9 (p=0,094). CD68: ponto de 
corte de 26 (p=0,349). CD163: ponto de corte de 1 (p=0,184). FOXP3: ponto de corte: 1 
(p=0,595). PAX5: ponto de corte: 0 (0,324). 
 
 
  



 

 

Tabela 2 - Resumo dos dados de SLD. Todas as curvas foram separadas em maior 
ou menor que o ponto de corte.  Em negritos os valores de p estatisticamente significativos 
 

Marcador Ponto de corte Sobrevida em 120 meses (%) Valor de p 

CD3 0 Menor: 62% 
Maior: 100%

0,916 

CD4 3 Menor: 66% 
Maior: 75%

0,710 

CD8 9 Menor: 61% 
Maior: 100%

0,094 

CD68 26 Menor: 100% 
Maior: 57%

0,349 

CD163 1 Menor: 81% 
Maior: 67%

0,184 

FOXP3 1 Menor: 62% 
Maior: 78%

0,595 

PAX5 0 Menor: 68% 
Maior: 100%

0,324 

 

Não foi possível realizar o modelo de regressão de Cox univariado 

pois há poucas amostras nos grupos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Apéndice 12 - Curvas de sobrevida câncer especifica e SLD para o modelo 
de associação CD8/FOXP3 
 
 

 

 

Figura 1 - Curvas de sobrevida câncer específica e SLD da correlação 

CD8/FOXP3. SCE com todos os subtipos (p=0,591). SLD com todos os subtipos (p=0,591). 

Não foi possível realizar a mesma analise com cada subtipo individualmente pois o número 

de eventos era muito pequeno e impossibilitava a estatística. 


