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Resumo

0 carcinoma da mama triplo-negativo (CMTN) caracteriza-se pela auséncia de expressao de recetores
de estrogénio e progesterona, auséncia de sobre expressao de Human Epidermal growth factor Receptor
2 (HER?) e pior progndstico. Nos dltimos anos, diversos marcadores hematoldgicos inflamatérios, como
o racio neutrdfilo-linfdcito (NLR), o racio plaqueta-linfécito (PLR) e o racio linfécito-mondcito (LMR), tém
sido investigados como potenciais hiomarcadores progndsticos, dada a sua simplicidade, baixo custo e
associacao com arespostaimunitariatumoral. Este estudo retrospetivo avaliou arelagcao entre NLR, PLR
e LMR e as caracteristicas clinico-patoldgicas e a resposta ao tratamento em doentes com CMTN, em
diferentes momentos de sequimento (pré-tratamento, 6,12 e 24 meses).

Verificou-se que valores elevados de NLR (>2,6) associaram-se, no pré-tratamento, a maior tamanho
tumoral, estadios avancados e presenca de metdstases, mantendo relagao com invasao ganglionar aos
24 meses. 0 LMR baixo (<3,4) correlacionou-se no pré-tratamento com estddio avancado e metastases,
surgindo uma tendéncia para valores mais elevados nos respondedores aos 24 meses. O PLR nao
apresentou associacoes significativas em nenhum momento.

Conclui-se que NLR e LMR demonstraram maior relevancia progndstica, refletindo a interacao entre
inflamacdo sistémica e progressao tumoral, enquanto o PLR mostrou utilidade limitada. Estudos

prospetivos com maior amostra sao necessarios para validar estes achados.

Palavras-chave: Terapéutica; Inflamacao; TNM; Metastase; Biomarcador.
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Abstract

Triple-negative breast cancer (TNBC) is characterized by the absence of estrogen and progesterone
receptors, lack of Human Epidermal growth factor Receptor 2 (HER2) overexpression, and overall poorer
prognosis. In recent years, several inflammatory hematological markers, such as the neutrophil-to-
lymphocyte ratio (NLR), platelet-to-lymphocyte ratio (PLR), and lymphocyte-to-monocyte ratio (LMR),
have been investigated as potential prognostic biomarkers, given their simplicity, low cost, and link with
the tumorimmune response. This retrospective study evaluated the association between NLR, PLR, and
LMR with clinicopathological characteristics and treatment response in TNBC patients at different time
points (baseline, 6,12, and 24 months).

Elevated NLR values (>2.6) were associated at baseline with larger tumor size, advanced stage, and the
presence of metastases, and remained related to lymph node invasion at 24 months. Low LMR (<3.4)
correlated at baseline with advanced stage and metastases, and a trend toward higher values was
observed in responders at 24 months. PLR showed no significant associations at any time point.

In conclusion, NLR and LMR demonstrated stronger prognostic relevance, reflecting the interplay
between systemic inflammation and tumor progression, while PLR showed limited utility. Prospective

studies with larger cohorts are required to validate these findings.

Keywords: Therapy; Inflamation; TNM; Metastasis; Biomarker.
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1. Introducao
1.1. Epidemiologia

0 cancro da mama é a neoplasia maligna mais frequente nas mulheres (1), na vasta maioria dos paises,
assim como a sua principal causa de morte por cancro na mulher (2). De acordo com os dados mais
recentes da Global Cancer Statistics (GLOBOCAN), o cancro da mama lidera no que respeita a incidéncia
global estimada, ocupando o quarto lugar no que diz respeito a mortalidade (3). Relativamente aos dados
de 2022, foram diagnosticados 2 308 897 novos caso de cancro damama em mulheres (11,6% dos casos
de cancro mundial) e 665 684 mulheres morreram em todo 0 mundo com esta patologia (3). Ainda assim,
em Portugal, foram diagnosticados, em 2022, cerca de 8 954 novos casos de cancro da mama e 2 211
mulheres morreram com esta patologia (3,4).

As estimativas epidemioldgicas para as proximas décadas indicam um aumento substancial na
incidéncia global de cancro, apontando para um acréscimo de 24,6% até 2030 e de 49,7% até 2040. Nas
ultimas décadas, a introducao de estratégias de prevencao e avancos terapéuticos contribuiram para
uma reducao da mortalidade em cancro da mama, em diversas regioes, particularmente na Europa
Ocidental. Especificamente no que se refere ao cancro de mama, prevé-se um crescimento de 17,9% na
incidéncia até 2030 e de 33,8% até 2040, o que se justifica ndao so pela detecao precoce associada ao
rastreio populacional, como também pelo aumento da esperanca média de vida. Paralelamente a essa
tendéncia, estima-se que, até 2040, o numero de novos casos ultrapasse os trés milhdes por ano e as

mortes associadas excedam um milhao (3).
1.2. Classificacao do cancro da mama

O carcinoma da mama compreende um grupo de neoplasias epiteliais malignas muito heterogéneo do
ponto de vista clinico, morfoldgico e molecular. Neste sentido, é importante a sua divisao em vdrios
subtipos que possam refletir esta heterogeneidade.

A classificacao do cancro da mama é realizada através do exame anatomopatoldgico, de acordo com o
tipo e grau histoldgico e o estadio TNM (5). O tipo histoldgico, segundo a classificacao da Organizacao
Mundial de Satide (OMS), refere-se ao tipo de células que compdem o tumor (5), sendo o carcinoma
invasivo sem outra especificacao (40 a 75%) e o carcinoma lobular invasivo (5 a 15%) os tipos

histoldgicos mais frequentes (5).



—
s
Tumores menos frequentes como o carcinoma mucinoso puro, o carcinoma tubular, o carcinoma
cribriforme e o carcinoma adenoide cistico estao associados a um melhor progndstico, enquanto o
carcinoma metapldsico estd associado a um pior progndstico (5). O grau histoldgico é consequido através
de uma contagem baseada na soma dos valores de trés caracteristicas histoldgicas: formacao de ductos,
pleomorfismo nuclear e nimero de mitoses. Desta forma, os cancros invasivos podem ser classificados
como grau 1oubem diferenciado, grau 2 ou moderadamente diferenciado e grau 3 ou pouco diferenciado
(6). 0 grau histoldgico apresenta um valor progndstico e preditivo relativamente a resposta a terapéutica,
uma vez que tumores com graus histoldgicos mais elevados tendem a ter um progndstico menos
favoravel (5).
O sistema TNM, que permite o estadiamento do cancro da mama, tem em consideracao o tamanho do
tumor (T), a invasao locorregional de ganglios linfaticos (N), assim como a presenca de metdstases a
distancia (M) (7). Os fatores progndsticos do carcinoma da mama incluem ainda a expressao dos
recetores hormonais, como o recetor de estrogénio (RE) e progesterona (RP), a sobre-expressao do
recetor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2, do inglés Human Epidermal Growth Factor
Receptor 2) assim como o marcador de proliferacao celular Ki67 (8).
Os avancos recentes nas tecnologias moleculares permitiram a classificacao destes carcinomas da
mama em quatro subtipos distintos, com base no seu perfil molecular intrinseco, fornecendo
informacoes tanto preditivas como progndsticas. O carcinoma da mama pode ser caracterizado por
diferentes subtipos moleculares de acordo com a expressao destes recetores hormonais e do HERZ2,
sendo eles os luminais A e B, o HER2 positivo e o triplo negativo (9,10).
Os luminais representam cerca de 70% dos casos de cancro da mama. Os do subtipo Luminal A
caracterizam-se pela expressao de RE e/ou RP e auséncia de HER2. Estes apresentam uma baixa
expressao de genes relacionados com a proliferacao celular e, por isso, sao considerados, clinicamente,
de baixo grau, de crescimento lento e tendem a ter melhor progndstico. Em contraste, os do subtipo
Luminal B sao considerados de grau superior, apresentando um pior progndstico. Caracterizam-se pela
expressao de RE, podendo ser negativos para RP e/ou positivos para HER2. Apresentam ainda uma
elevada expressao de genes relacionados com a proliferacao celular (8,11).
Os cancros da mama com sobre-expressao de HERZ2 representam 10-15% dos cancros da mama. Sao
caracterizados pela elevada expressao de HER2 e auséncia de RE e RP, expressam ainda genes e
proteinas relacionadas com a proliferacao celular. Este subtipo molecular é conhecido por ter um
crescimento mais rapido que os luminais e, até a introducdo das terapias dirigidas para HERZ, era

considerado o de pior progndstico (8,12).
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1.3. Cancro da Mama Triplo Negativo

0 cancro da mama triplo-negativo (TNBC, do inglés Triple Negative Breast Cancer) é um subtipo de
cancro da mama caraterizado pela auséncia de expressao de RE e RP, bem como pela auséncia de
amplificacdo do gene do HER2 (13). Esta definicao imunohistoquimica distingue o TNBC de outros
subtipos, conferindo-lhe particularidades bioldgicas e clinicas relevantes. O TNBC representa cercade 10
a 15% de todos os casos de cancro da mama invasivos e ocorre mais frequentemente em mulheres
jovens, quando comparados com outros subtipos moleculares (13). 0s TNBC sao bastante heterogéneos,
tanto a nivel clinico como histoldgico e molecular (14), evidenciam maior taxa proliferativa e maior
incidéncia de recidiva e metdstases (pulmonares, figado e cérebro) (129,15). Tendem a ser
biologicamente agressivos e estao frequentemente associados a um pior progndstico, quando
comparados com subtipos luminais ou HER2-positivo (16). Aincidéncia é relativamente mais elevada em
portadoras de mutacdes germinativas nos genes BRCA1/2, bem como em algumas populacdes
especificas (2,9). Do ponto de vista clinico, o TNBC apresenta geralmente umrisco elevado de recorréncia
nos primeiros 3-5 anos apos o diagndstico, sequido de uma diminuicao mais acentuada, em contraste
com o padrao de recaidas tardias observado em tumores luminais. A sobrevivéncia global a 5 anos é
inferior a dos restantes subtipos, refletindo a agressividade intrinseca da doenca e a auséncia de terapias
alvo eficazes disponiveis em larga escala (17).

Nos ultimos anos, esta definicao, baseada em estudos imuno-histoquimicos e de hibridizacao in situ, tem
sido desafiada pela identificacao de outras entidades dentro dos tumores triplo negativos (18).

A diversidade dos TNBC reflete-se na sua subdivisao heterogénea, com base em estudos gendmicos,
classificada inicialmente em 2011 por Lehmann et al. (19), que identificou seis subtipos moleculares de
TNBC, e revista por Liu e colaboradores, que sugeriram quatro subgrupos moleculares (20): Luminal com
expressao de recetor de androgénio (LAR), Mesenquimal (MES), Imunomodulador (IM) e Basal
imunossuprimido (BLIS). Embora nestes diferentes estudos tenham sido utilizadas plataformas
distintas, a andlise de um determinado conjunto de genes sugere que os TNBC englobam estes quatro
grandes subtipos distintos (21,22). Os tumores de cada subtipo molecular de TNBC tém comportamento
bioldgico semelhante, assim como alteracdes genéticas recorrentes em comum, sugerindo que a
identificacao e detecao destas alteracoes genéticas pode levar ao desenvolvimento de novos alvos

terapéuticos (21).
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Os carcinomas LAR sao caraterizados pela expressao de recetores de androgénio (RA). Embora os RA
sejam expressos na maior parte dos casos de cancro da mama, incluindo tumores RE-positivos, o
subgrupo LAR é caraterizado por ser positivo para RA e negativo para RE, RP e HER2. Estao associados
a um grau histoldgico mais baixo, a uma diferenciacao apdcrina e a um baixo indice proliferativo (21,23).
Estes carcinomas tém um comportamento bioldgico similar aos tumores luminais, com uma
metastizacao preferencialmente dssea e uma menor resposta a quimioterapia neoadjuvante. Estao
associados a uma idade mais avancada, apresentando, contudo, melhor sobrevida comparativamente
aos restantes subtipos (24).
O subtipo MES estd mais frequentemente associado a carcinomas do tipo metapldsico. Este carcinoma
tem sido também descrito como associado aum perfil de células estaminais e estes tumores apresentam
sinais morfoldgicos e moleculares de transicao epitélio-mesénquima (EMT, do inglés Epithelial-
Mesenchymal Transition) (25), caracteristicas associadas ao subgrupo MES. Este subtipo estd associado
amulheres mais jovens, a uma maior agressividade e a uma metastizacao preferencialmente sistémica.
O subtipo IM é caraterizado pela expressao abundante de genes envolvidos narespostaimunitdria e estd
associado a carcinomas invasivos de grau 3, com abundante infiltrado linfoide no estroma. E o subtipo
com melhor progndstico e estd associado a uma boa resposta a quimioterapia neoadjuvante (21).
O subtipo BLIS esta associado a carcinomas invasivos de grau 3, sem infiltrado linfoide no estroma.
Representa o grupo de pior progndstico, apresentando, contudo, boa resposta a quimioterapia
neoadjuvante (21).
Estes subtipos estao na base de varios ensaios clinicos com terapéuticas dirigidas as alteracoes
moleculares identificadas (26). A identificacdo dessas alteracbes abre a possibilidade de novas

estratégias terapéuticas parao TNBC.
1.3.1 Diagnéstico e Tratamento do TNBC

O diagndstico do TNBC obedece a classificacao da OMS para o diagndstico anatomopatoldgico e ao
sistema de estadiamento da American Joint Committee on Cancer(AJCC) TNM, devendo incluir tipo e grau
histoldgicos, assim como o estudo imuno-histoquimico (IHQ) para avaliacao dos RE e RP, expressao de
HERZ2 e o marcador de proliferacao celular Ki67. No que respeita ao tratamento, o TNBC é o subtipo mais
agressivo de carcinoma de mama e as opcoes de tratamento para este grupo de tumores sao ainda
escassas. A quimioterapia (QT) continua a ser a base do tratamento sistémico para o TNBC. Em doentes

com diagndstico de TNBC, privilegia-se a realizacao do tratamento sistémico antes da intervencao



cirdrgica, ou seja, num regime neoadjuvante (NA), com a possivel excecao de tumores em estadios muito
precoces ou de subtipos histoldgicos especiais de baixo risco como o carcinoma cistico secretor ou
adenoide (27). As guidelines norte-americanas da American Society for Clinical Oncology (ASCO)
recomendam o tratamento neoadjuvante nos doentes com TNBC com pelo menos 1 cm (T1c) e/ou
ganglio axilar positivo para invasao (28). Até recentemente, a utilizacao de terapéutica com inibidores de
checkpointimunoldgico (ICl) em neoadjuvancia ndo estava recomendada para o TNBC (28). Em 2021 foi
publicada uma atualizacao no que concerne a utilizacao de inibidores de checkpoint imunoldgico,
passando a ser recomendada a sua utilizacao como tratamento de primeira linha em doentes positivos
para o Ligando 1 da Morte Programada (PD-L1, do inglés Programmed Death Ligand-1) (28,29). O
tratamento com intuito curativo no cancro da mama, de uma forma global, obriga ainda a realizacao da
sua ressecao cirtirgica, quer seja através da cirurgia conservadora (CC) da mama ou da mastectomia. No
TNBC, previamente ao inicio da QT NA, estd recomendada a realizacao de ressonancia magnética (RM) e
marcacao do tumor, através de clips ou carbono, para que seja possivel identificar o leito tumoral no
momento da intervencao cirdrgica. Para avaliacao da resposta imagioldgica a terapéutica neoadjuvante,
deve ser realizada uma nova RM antes desta intervencao. Atualmente, preconizam-se as técnicas de
cirurgia oncoplastica, que diminuiram o numero de mastectomias, alargando a possibilidade de
realizacao de CC sem comprometimento do resultado estético da mama (30). A adequacao da doente
para CC recai sobre a relacao entre o volume tumoral e o volume da mama que permita uma
tumorectomia com margens livres. A doente deverd ainda deter condicdoes para realizacao de
radioterapia (RT) adjuvante (27). Em doentes com risco genético ou mutacao no gene do cancro damama
1/2 (BRCA1/2, do inglés Breast Cancer 1/2) confirmada, a opcao cirdrgica preferencial é a mastectomia
(31). Atualmente, as técnicas de mastectomia preferenciais sao, maioritariamente, as poupadoras de pele
e/ou do complexo areclomamilar. Preconiza-se a reconstrucao mamaria, imediata ou pds-adjuvancia
(QT e/ou RT), nas doentes submetidas a mastectomia que o desejem, a excecao de doentes com
carcinoma inflamatdrio, nas quais o risco de recidiva local na pele por infiltracao dermatoldgica de células
malignas é significativo (31).

A RT pds-operatdria esta indicada em todas as doentes submetidas a CC com margens livres, estando
associada uma diminuicao de 50% do risco relativo de recidiva local (32). A aplicabilidade da RT no caso
especifico dos TNBC, partindo do principio preconizado em que estes sao tratados com QT NA, deve ser
individualizada e integrada numa consulta de grupo multidisciplinar (33).

No caso de doenca metastadtica, no TNBC deve ocorrer a identificacao de marcadores “teragndsticos”,

isto &, aidentificacao de uma estratégia de tratamento que combina terapéutica com diagndstico. Neste



sentido, estaindicada aavaliacao de PD-L1por IHQ e mutacdes germinativas de BRCA (34). Aassociacao
do TNBC a um maior envolvimento do sistema imunitdrio, assim como a elevada carga mutacional e o
elevado grau histoldgico sao as bases para a utilizacao daimunoterapia nos doentes TNBC metastatico,
pelo que ja foi aprovada nestes doentes a combinagao de um inibidor de checkpointimunoldgico com QT
como primeira linha de tratamento, em doentes com expressao de PD-L1 (34). 0 TNBC constitui um
desafio significativo devido a sua agressividade, heterogeneidade molecular e impacto desproporcional
em populacdes vulnerdveis. A investigacao atual procura identificar biomarcadores progndsticos e
preditivos, bem como desenvolver terapias alvo personalizadas, que possam melhorar o progndstico e

reduzir a mortalidade associada a este subtipo.
1.4. Inflamacao e Cancro
1.4.1 O papel dainflamacao e sistema imunitario na carcinogénese

A inflamacao consiste numa resposta bioldgica complexa de reposicao da homeostasia apds uma
agressao, entendendo-se como agressao qualquer processo capaz de provocar lesao celular ou tecidual.
Existem dois tipos principais de inflamacao: inflamacao aguda e inflamacao crénica. A inflamacao aguda
consiste na resposta inflamatdria inicial, de curta duracao e resulta da ativacao da imunidade inata,
enquanto a inflamacao cronica resulta da persisténcia de inflamacao por um longo periodo. Embora a
inflamacado esteja associada a diversas patologias, nomeadamente doencas cardiovasculares, diabetes,
obesidade, doencas pulmonares e doencas neuroldgicas, a associacao entre a inflamacao e o cancro foi
identificada por Rudolph Virchow, ha mais de um século, ao identificar leucdcitos infiltrados em tecidos
tumorais e sugerir que a inflamacao induz a proliferacao celular (35).

Desde esta descoberta no século XIX, a inflamacdo passou a ser reconhecida como uma das seis
caracteristicas bioldgicas envolvidas no desenvolvimento tumoral e um hallmark do cancro, estando
relacionada tanto com a iniciacdo como com a progressao e a metastizacao tumorais (36).

A inflamacao desempenha um papel central no desenvolvimento do cancro, uma vez que um ambiente
inflamatdrio favorece alteracGes genéticas e epigenéticas nas células (37). Durante processos
inflamatadrios prolongados, mediadores como citocinas, espécies reativas de oxigénio e fatores de
crescimento podem induzir lesdes no DNA, aumentar a taxa de mutacées e comprometer o0s
mecanismos de reparacao celular (38). Essas alteracdes genéticas acumuladas podem ativar

oncogenes, inativar genes supressores de tumor e promover ainstabilidade gendmica, criando condi¢oes
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favoraveis a transformacgao maligna. Além disso, a inflamacao pode estimular a proliferacao celular, a
angiogénese e a evasao do sistema imunitdrio, todos processos cruciais para a progressao tumoral (39).
A inflamacao é uma resposta fundamental do sistema imunitario (40) que envolve tanto a imunidade
inata como a adquirida. A imunidade inata atua como a primeira linha de defesa do organismo,
caracterizada pela radpida resposta a agressao, independentemente do estimulo prévio (40). E
influenciada por fatores soltiveis como as proteinas do complemento, e diversas células efetoras como
basdfilos, eosindfilos, neutrdfilos, mastdcitos, macréfagos, células dendriticas (igualmente
apresentadoras de antigénios) e células natural killer (NK) (41,42). Os principais mecanismos na
imunidade inata sao a fagocitose, a libertacao de mediadores inflamatdrios, a ativacao de proteinas do
complemento e a sintese de proteinas de fase aguda, citocinas e quimiocinas (43). A resposta imunitaria
inata é ativada através de estimulos especificos, representados por padrées moleculares associados a
patogénios (PAMPs, do inglés Pathogen-Associated Molecular Patterns) presentes na superficie dos
microrganismos invasores, e ausentes nas células normais do hospedeiro, por interacao com diferentes
recetores de reconhecimento de padrées (PRRs, do inglés Pattern Recognition Receptors), localizados
nas membranas ou no interior das células/fatores soliveis que atuam na resposta imunitdria inata (43).
Esta resposta nao apresenta a diversidade nem a capacidade adaptativa caracteristicas da resposta
imunitaria adquirida, pois apenas reconhece os PAMPs que estao programados no cddigo genético (43).
Aimunidade adquirida é caracterizada por uma resposta mais lenta, mas com aumento de especificidade
e diversidade de reconhecimento antigénico, memdria, especializacao da resposta, autolimitacao e
tolerancia a componentes do préprio organismo. E influenciada por moléculas soltiveis, como os
anticorpos, e por células B e T (CD4* e CD8*) (41,43,44). A resposta imunitaria adquirida depende da
ativacao, expansao e diferenciacao de leucdcitos, e das moléculas soltveis que estes produzem
(anticorpos, citocinas e quimiocinas). As células apresentadoras de antigénios (APC, do inglés Antigen
Presenting Cells) desempenham um papel fundamental na ativacao dos leucdcitos, pois possuem a
capacidade de apresentar antigénios associados a moléculas do complexo de histocompatibilidade
(MHC, do inglés Major Histocompatibility Complex) as células T(43).

Contudo, ainflamacao e o sistema imunitario tém um papel duplo no cancro (36), podendo tanto proteger
como favorecer o desenvolvimento tumoral. Em condi¢des normais, as células imunitarias reconhecem
e eliminam células alteradas ou potencialmente malignas através da imunovigilancia. No entanto, em
contextos de inflamacao cronica, a presenca continua de citocinas pré-inflamatadrias, quimiocinas e
fatores de crescimento pode criar um microambiente tumoral favordvel a sobrevivéncia e proliferacao

das células neopldsicas. Macréfagos associados ao tumor, células T reguladoras e outras células do
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sistema imunitdrio podem ser recrutados e reprogramados para suprimir respostas imunitdrias
antitumorais, enquanto promovem a angiogénese, a invasao e a metastizacao. Assim, a relacao entre a
inflamacao e o sistema imunitdrio no cancro é complexa, envolvendo um equilibrio delicado entre

mecanismos protetores e processos que, inadvertidamente, impulsionam a progressao da

doencal(45,46).
1.4.2 Células inflamatorias e mediadores do microambiente tumoral

As respostas inflamatdrias e imunoldgicas do hospedeiro no tumor e do seu microambiente podem
influenciar a formacao e progressao do cancro a nivel molecular (47,48). Nos dltimos anos, vérios
estudos tém demostrado que a resposta inflamatdria sistémica desempenha um papel importante na
progressao de diversos tipos de tumores (49). Alguns marcadores hematoldgicos sistémicos, que
representam a resposta inflamatdria do organismo, tém sido utilizados como fator de progndstico
associados a progressao tumoral, incluindo a contagem de neutrdfilos, linfdcitos e plaquetas e os valores
de proteina C reativa.(49). O papel prognéstico destes marcadores, na maioria dos estadios dos tumores,
é atribuido a infiltracao das células do sistema imunitario, como neutrdfilos e linfdcitos, nos tumores
solidos e ainflamacao.

Os leucdcitos, que englobam principalmente linfdcitos, neutrdfilos e mondcitos, desempenham um papel
importante na resposta imunitdria contra a infecdo e danos tecidulares (50). Os linfdcitos, em particular,
sao tambhém elementos importantes na resposta imunitdria contra o cancro. Na fase que precede o
tratamento em varios tipos de cancro, um nivel elevado de linfocitos esta associado a um melhor
progndstico (50). O nivel de neutrdfilos, por outro lado, encontra-se elevado no processo de crescimento
tumoral e de metastizacao, estando associado a estimulacao da angiogénese tumoral e a mediacao da
imunossupressao (50). A elevacao do nivel de neutrdfilos deve-se a libertacao de citoquinas pelas
células tumorais que levam a estimulacao da libertacao de neutréfilos na medula dssea. Neste sentido,
um nivel de neutrdfilos elevado, quer sanguineo, quer no local do tumor, esta associado a um pior
progndstico (51). 0s mondcitos circulantes tém a capacidade de se diferenciar em macrdéfagos ou células
dendriticas quando atingem a matriz extracelular, participando na defesa e regeneracao tecidual (52).
Podem exercer fun¢oes antitumorais, como a fagocitose e a secrecao de mediadores antitumorais, mas
dentro do microambiente tumoral sao frequentemente reprogramados em células que promovem o
crescimento do cancro, como macréfagos associados ao tumor (TAMs, do inglés Tumor-Associated

Macrophages) ou células dendriticas monociticas. Esses TAMs promovem a angiogénese, a



remodelacao extracelular, o recrutamento de células imunossupressoras e o intravasamento tumoral
(53). O nivel de mondcitos elevado pré-operatdrio (>0,48 x10°/L) foi identificado como fator de
progndstico independente de pior sobrevida, especialmente nos tipos mais agressivos de cancro da
mama como o Luminal B, o HER-2 positivo e o TNBC (54).

As plaquetas sao consideradas, tradicionalmente, como componentes celulares importantes na
hemostasiae natrombose. No entanto, as interagcdes complexas entre as células tumorais e as plaquetas
circulantes desempenham um papel importante no crescimento e na disseminacao tumoral, pois
fornecem uma superficie pré-coagulante, promovendo a amplificacao da coagulacao relacionada com o
cancro e podem ser recrutadas para envolver as células tumorais, protegendo-as das respostas
imunoldgicas e facilitando o processo de metastizacao (55). Em diversos tipos de cancro, atrombocitose
(plaquetas > 400 x 10°/L) esta associada a uma sobrevida global de cinco anos significativamente
menor e estd correlacionada com estadios TNM mais avancados (Il e 1V) (56). A trombocitopenia, por sua
vez, estd associada a diminuicao do potencial metastético dos tumores (57).

Na resposta imunitdria tumoral, observam-se alteracdes nas relacoes entre os valores de neutrdfilos,
linfécitos e mondcitos no sangue periférico, representados sob a forma de razdes (58). Estudos indicam
gue uma maior razao entre neutrdfilos e linfécitos (NLR, do inglés Neutrophil to Lymphocyte Ratio) esta
associada a um prognastico tumoral desfavordvel. Alteracdes nas razoes entre linfocitos e mondcitos
(LMR, do inglés Lymphocyte to Monocyte Ratio) e entre plaquetas e linfécitos (PLR, do inglés Platelet to
Lymphocyte Ratio) também refletem um desequilibrio entre o sistema imunitario adaptativo e o sistema
imunitdrio inato e caréncia de atividade antitumoral (58).

Neste sentido, estas trés razdes, NLR, LMR e PLR, tém sido estudadas e propostas como fator de
progndstico em diferentes tipos de cancro (8), podendo ser facilmente calculadas a partir de testes de
sangue simples, facilmente acessiveis, de baixo custo e ja realizados rotineiramente (59). O papel
progndstico destes marcadores, namaioria dos estadios dos tumores, € atribuido ainfiltracao das células

do sistema imunitdrio, como neutrdfilos e linfacitos, nos tumores sélidos e a inflamacao.
Razao Neutréfilo-Linfécito (NLR)

A razao neutrdfilo-linfécito, uma combinacao de dois marcadores independentes de inflamacao, é
considerada um marcador simples e inespecifico de inflamacgao. Assim, uma NLR elevada esta associada
a uma reducao na sobrevida global (SG) em muitos doentes com neoplasias malignas, sendo que no

contexto do cancro da mama, é mais evidente nas doentes com TNBC (8,60).
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Os mecanismos subjacentes a esta associacdo ainda sao pouco compreendidos. A neutrofilia inibe o
sistema imunitdrio ao suprimir a atividade citolitica das células imunitdrias, como os linfdcitos, as células
T ativadas e as células NK. A importancia dos linfécitos tem sido destacada, pelo fato de a infiltracao
crescente de tumores com linfdcitos estar associada a uma melhor resposta ao tratamento citotéxico e,
consequentemente, a um melhor progndstico. Uma NLR elevada tem sido associada a um aumento na
infiltracao peritumoral de macrdfagos e a um aumento da interleucina 17 (60).

Estudos que analisaram o valor progndstico da NLR revelaram existir uma relagao inversa significativa
entre NLR e a sobrevivéncia em diversos tipos de cancro, incluindo o cancro da mama. Os linfdcitos
atuam na imunovigilancia do cancro da mama, tendo um papel vital na defesa, inibindo a proliferacao,
invasao e migracao das células tumorais (8,47). Por outro lado, os neutrdfilos suprimem a atividade
citolitica dos linfdcitos, facilitando a adesao das células tumorais e metastizacao em d6rgaos distantes
através da secrecao de fatores de crescimento tais como o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF, do inglés Vascular Endothelial Growth Factor)(47), originando um aumento da angiogénese e

consequentemente um aumento no crescimento e progressao tumorais (8).
Razao Linfécito-Mondcito (LMR)

Tem sido reportada uma associacao entre arazao LMR e o progndstico dos doentes para diversos tipos
de cancro. Os linfécitos e mondcitos sao células inflamatdrias essenciais na resposta inflamatdria
sistémica (54). Os linfécitos possuem uma atividade antitumoral, capaz de induzir a morte celular
citotdxica e inibir a proliferacao celular, podendo adquirir o papel de supressor tumoral. Por outro lado, 0s
mondcitos estao envolvidos na tumorigénese. No contexto do microambiente tumoral (TME, do inglés
Tumor Microenviroment) os TAMs sao as células imunitdrias predominantes e podem adquirir funcoes
antitumorais ou pré-tumorais(61). 0s TAMs antitumorais, ativados por citocinas como o interferdo-gama
(IFN-v, do inglés Interferon-gama), o Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-c, do inglés Tumor necrosis
factor alpha) ou o fator estimulador de coldnias de granulécitos-macréfagos (GM-CSF, do inglés
Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor), promovem respostas de células T auxiliares do
tipo 1(Th1), expressam proteinas de superficie especificas (CD68, CD80 e CD86) e segregam moléculas
pré-inflamatdrias para combater as células neopldsicas (61). Por outro lado, as TAMs pré-tumorais,
estimuladas por IL-10 ou Fator de transformacao do crescimento beta (TGF-B, do inglés Transforming
growth factor beta), promovem respostas Th2, expressam diferentes marcadores proteicos (CD163,

CD204 e CD206) e produzem citocinas anti-inflamatdrias, contribuindo para o crescimento tumoral (61).

10



p—
s

No microambiente tumoral, as citocinas anti-inflamatdrias como a IL-10 e 0o TGF- 3 e os radicais livres
segregados pelos mondcitos e macréfagos estao associados a angiogénese, invasao das células
tumorais e metastizagao (62).

Investigadores demonstraram que niveis baixos de LMR estdao associados a valores inferiores de
sobrevivéncia global em doentes com TNBC, por outro lado, verificou-se que niveis elevados de LMR em
doentes com cancro da mama nao metastizado sob quimioterapia neoadjuvante, estao associados a

uma sobrevivéncia livre de doenca mais favordvel (8).
Razao Plaqueta-Linfécito (PLR)

A razao plaqueta-linfécito tem emergido como um marcador inflamatdrio e imunoldgico de interesse no
contexto oncoldgico. Estudos revelam que em diversos tipos de cancro, a contagem elevada de
plaquetas esta associada a um mau progndstico e aumento da metastizacao (8,47). As plaquetas
desempenham papel vital nao sé na funcao hemostatica classica, mas também na criacao de um
ambiente hipercoaguldvel que pode mediar a progressao do tumor (47). A angiogénese e o crescimento
tumoral podem ser estimulados pela secrecao de fatores de crescimento derivados das plaquetas, como
o fator de crescimento endotelial vascular, o fator de crescimento transformador beta e o fator
plaquetdrio 4 (8).

As plagquetas contém moléculas pré-inflamatdrias e citocinas (P-selectina, CD40L, e interleucinas IL-1,
IL-3 e IL-6) e vdrias citocinas anti-inflamatdrias. A entrada de células neopldsicas na circulacao
sanguinea leva a ativacao plaquetaria, uma vez que estas células expressam uma glicoproteina ligante
de P-sectina1(PSGL1, doinglés P-selectin glycoprotein ligand-1) e secretam altos niveis de fator tecidual
(57). As interacdes entre as plaquetas e as células neopldsicas e o desenvolvimento de trombose
intravascularinduzida pelo cancro podem inibir o reconhecimento e a eliminagao pelo sistemaimunitario.
Além disso, esta formacao de trombos pode levar a fixacao das células neopldsicas ao endotélio,
promovendo a sobrevivéncia destas células e o seu potencial invasivo (57).

Um estudo de meta-analise que investigou aimportancia progndstica do PLR, revela que, apesar do valor
prognostico do PLR nao ter sido determinado para os subtipos moleculares de cancro da mama, foi
encontrada uma associacao entre a PLR e as caracteristicas clinicopatoldgicas do tumor, como tamanho,

metastizacao ganglionar e metastizacao a distancia (8).
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1.5. Objetivos

Este projeto de investigacao tem como objetivo principal relacionar as razdes NLR, LMR e PLR com o
tratamento neoadjuvante e adjuvante como valores de progndstico no cancro da mama triplo negativo.
A determinacao destas razées constitui um indicador passivel de refletir a atividade da doenca, podendo
fornecer suporte adicional a estratificacao progndstica dos doentes e a definicao da estratégia

terapéutica.
1.5.1 Objetivos Especificos

e Investigar arelacao entre NLR, PLR e LMR do sangue periférico pré- e pés-tratamento e a taxa
de sobrevivéncia de doentes com cancro da mama triplo negativo.

e Investigar a associacao entre NLR, PLR e LMR e as caracteristicas clinicopatoldgicas.

e Investigar o papel progndstico de NLR, PLR e LMR no cancro da mama triplo negativo em

respondedores e nao respondedores a terapéutica neoadjuvante.
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2. Métodos
2.1. Amostras

Este projeto de investigacao constitui um estudo retrospetivo, sem intervencao e teve como objetivo
principal relacionar asrazées NLR, LMR e PLR com o tratamento neoadjuvante e adjuvante como valores
de progndstico no TNBC, que inclui 98 mulheres (n=98).

Ap6s a aprovacdo pelas Comissdes de Etica da Unidade Local de Satide do Baixo Mondego (ULSBM) e do
Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra (IPOC), foi realizado um levantamento de uma amostra de
individuos destas duas instituicoes com o diagndstico de TNBC, confirmado histologicamente, que
receberam cirurgia, precedida de terapéutica neoadjuvante (n=80) ou sequida de terapéutica adjuvante
(n=18).

Esta amostra foi caracterizada e foram extraidos dos respetivos registos, assim como os valores
sanguineos de neutrdfilos, linfécitos, mondcitos e plaquetas. As razoes NLR, LMR e PLR foram
calculadas a partir destes valores sanguineos.

A NLR foi definida como a razao entre a contagem absoluta de neutrdfilos e a contagem absoluta de
linfdcitos no sangue periférico, a LMR foi definida como a razao entre a contagem absoluta de linfdcitos
e a contagem absoluta de mondcitos no sangue periférico e a PLR foi definida como a razao entre a
contagem absoluta de plaquetas e a contagem absoluta de linfocitos no sangue periférico. Os valores
foram calculados a partir dos dados laboratoriais obtidos aquando do diagndstico do carcinoma damama
primario, assim como nos 6, 12 e 24 meses de tratamento. O valor de corte do NLR, LMR e PLR foi
determinado através da andlise da curva receiver operating characteristics (ROC).

As caracteristicas sociodemograficas e anatomopatoldgicas recolhidas foram as seguintes: idade, tipo
histoldgico, estadiamento, grau histoldgico, tamanho do tumor, invasao ganglionar, presenca de
metastases, tratamento e sobrevida. O tratamento realizado foi ajustado a realidade de cada doente, de
acordo com as recomendacdes da European Society for Medical Oncology (ESMO) (27).

Foram definidas como respondedoras a terapéutica neoadjuvante aquelas doentes em que nao ha
evidéncia de células neopldsicas viaveis na peca operatdria obtida na ressecao cirdrgica. Os nao
respondedores correspondem aqueles em que se identificaram células neopldsicas pertencentes ao

tumor inicial na peca operatdria, mesmo que parcialmente.
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2.2.Critérios de Inclusao e Exclusao

A definicao de critérios de inclusao e exclusao é uma etapa essencial em qualquer investigacao cientifica,
pois permite garantir a qualidade, a relevancia e o rigor dos dados analisados. Estes critérios ajudam a
selecionar apenas os participantes que se enquadram nos objetivos da investigacao, assegurando que a
amostra é adequada e representativa.

Foram estudadas amostras de individuos com os seguintes critérios de inclusao: doentes do género
feminino; idade superior a 18 anos; diagndstico de cancro da mama triplo negativo realizado de 2015 a
2024, naULSBM e no IPOC.

Foram excluidas as amostras de individuos com os sequintes critérios de exclusao: patologia oncoldgica
prévia, intervencao cirtirgica e/ou tratamento oncoldgico prévio, portadores de doenca autoimune ou

inflamataria e tratamento imunossupressor prévio, gravidas e maiores incapazes.
2.3.Comissao de Etica

0 estudo foi aprovado pelas Comissdes de Etica da ULSBM e do IPOC a 18-4-2024 e a 10-10-2024,
respetivamente. O TNBC apresenta uma mortalidade com uma sobrevida relativa de 5 anos de 65% na
doenca regional e de 12% quando diagnosticado num estddio avancado, sendo expectdvel que a maioria
destas doentes estejam falecidas. Foi obtido a dispensa de consentimento informado de acordo com a
Lei da Investigacao Clinica -LIC -Lein.2 2 21/2014 de 16 de abril alterada pela Lein.2 2 73/2015 de 27 de
julho) - Dispensa de Consentimento Informado em estudos clinicos sem intervencao (Artigo 62, n? 2) e
Lein.212/2005 de 26 de janeiro (Art. 198, n2 6).

Foram ainda respeitados os principios da Declaracao de Helsinquia, no que se refere a gestao da
informacao clinicopatoldgica associada as amostras humanas e a garantia da confidencialidade das

doentes.
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2.4.Analise de dados

A andlise estatistica foi realizada com recurso ao software IBM Statistical Package for Social Sciences
(SPSS®) v.29 (SPSS Inc., Chicago, EUA) para Windows. Foi considerado um nivel de significancia de 5%.
Procedeu-se ao calculo de estatisticas descritivas relativamente a todas as caracteristicas clinicas e
patoldgicas da amostra, sendo utilizadas média e desvio padrao, bem como quartis para as varidveis
quantitativas e frequéncias para as variaveis qualitativas.

Para avaliar a associacao entre as razoes entre neutrofilos, linfécitos e plaquetas e as caracteristicas
clinico-patoldgicas como: varidveis ganglios linfaticos, metastases, tipo de cirurgia, quimioterapia e
imunoterapia, recorreu-se ao teste do Qui-quadrado de independéncia ou, sempre que aplicavel, ao teste
exato de Fisher. Relativamente a associacao entre as razoes e a classificacao TNM e o estadiamento, foi

utilizado o teste nao paramétrico U de Mann-Whitney.
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3. Resultados
3.1. Caracterizacao da amostra

Do total de 98 casos desta amostra, a média de idades corresponde a 58,12 anos, sendo a idade minima
de 27 anos e a maxima de 86 anos. No que respeita ao tamanho do tumor, 56% das doentes
apresentavam um tumor de tamanho entre os 2 e 0s 5 cm (T2), como se pode observar na Tabela 1. A
maioria das doentes nao apresentava invasao dos ganglios linfaticos (59%) nem metastases a distancia
(93%). Relativamente ao estadio, 66% dos tumores foram caracterizados como estadio Il, sequindo-se
o estadio Il com 21% dos casos. Os estadios | e IV nesta amostra foram menos frequentes,
correspondendo a 5% e 7% dos casos, respetivamente. No que respeita as estratégias terapéuticas, 82%
das mulheres foram submetidas a quimioterapia neoadjuvante, sendo que os restantes 18% dos casos
foram submetidas a quimioterapia apenas em regime de adjuvancia. Relativamente a imunoterapia,
concomitante a quimioterapia, apenas 15% das mulheres foram submetidas a esta terapéutica (Tabela
1). No que respeita ao tipo de cirurgia, 31% foram submetidas a cirurgia conservadora (tumorectomia),
63% foram submetidas a mastectomia e 6% nao foram submetidas a intervencao cirtrgica. No que
respeita aresposta a terapéutica, 33% das doentes apresentaram resposta patoldgica completa napeca

operatdria e a sobrevida aos dois anos foi de 61%, como evidenciado na Tabela 1.
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Tabela 1- Caracterizacao clinico-patoldgica da amostra de 98 doentes deste estudo.

n (%)
Média Idade (+DP) 58,12 + 14,4 anos
Minimo e maximo de idades 27 — 86 anos
T 13(13)
T2 55(56)
Tamanho Tumor
T3 22(22)
T4 7(8)
Negativo 58(59)
Ganglios Linfaticos
Positivo 39(40)
Negativo 91(93)
Metastases
Positivo 7(7)
| 5(5)
[ 65 (66)
Estadio
]| 21(21)
v 7(7)
Neoadjuvante 80(82)
Quimioterapia
Adjuvante 18 (18)
Sim 15(15)
Imunoterapia
Nao 83(85)
Sem cirurgia 6(6)
Tipo de Cirurgia Tumorectomia 30(31)
Mastectomia 62(63)
Respondedores 32(33)
Resposta a terapéutica
Nao Respondedores 66(67)
Vivo 60(61)
Sobrevivéncia aos 2 anos
Morto 17 (17)

DP: (Desvio Padrao)
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3.2.Razao Neutrofilo-Linfocito

Foram avaliadas as associacoes entre as NLR, categorizadas em <2,6 e 22,6, em diferentes momentos
(pré-tratamento, 6 meses, 12 e 24 meses apds o primeiro tratamento), e as caracteristicas
clinicopatoldgicas e terapéuticas, como evidenciado na Tabela 2. Verificou-se uma associacao
estatisticamente significativa entre o tamanho do tumor e o NLR no momento pré-tratamento (p <
0,001). Doentes com tumores de menores dimensoes (T1) apresentaram NLR < 2,6 em 17% dos casos,
contrastando com apenas 3% com NLR elevado. Aos 12 meses, a associacao manteve-se significativa
(p=0,048), embora mais discreta. Aos 6 e 24 meses, nao houve associacao estatisticamente relevante
(p=0,103 e p=0,266, respetivamente). Relativamente a invasao ganglionar, verificou-se que as doentes
com NLR = 2,6 no momento do diagndstico (Pré-NLR) apresentam uma maior probabilidade de
apresentar invasao ganglionar (38% vs 24%), apesar desta associacao nao ser estatisticamente
significativa (p=0,131). Aos 24 meses de seguimento (p=0,026), verificou-se uma associacao
significativa apenas com maior proporcao de NLR < 2,6 entre os pacientes sem invasao ganglionar
(88%). Nos restantes momentos, a associacao nao foi estatisticamente significativa (p>0,05). A
presenca de metdstases a distancia evidencia uma associacao estatisticamente significativa
relativamente ao NLR no momento pré-tratamento (p=0,023), sendo observada uma proporcao elevada
de NLR > 2,6 entre os pacientes com presenca de metdstases (71% vs 26%). Aos 6, 12 e 24 meses, nao
foram encontradas associacoes estatisticamente significativas. Relativamente ao estdadio do tumor,
doentes em estddios mais avancados (Il e V) apresentam valores mais elevados de NLR no momento
pré-tratamento (p<0,001). Doentes TNBC em estdadio Il apresentaram, de forma significativa, maior
frequéncia de NLR < 2,6 no momento pré-tratamento (p<0,001), com 78%. Nas avaliacdes de 6,12 e 24
meses, nao foram observadas associacdes estatisticamente relevantes com o estadiamento (Tabela 2).
Nas diferentes modalidades de tratamento cirtirgico (sem cirurgia, tumorectomia, mastectomia) nao foi
possivel realizar nenhum teste estatistico, a excecao dos 24 meses, contudo, nao se observa
significancia estatistica. A presenca de quimioterapia neoadjuvante ou adjuvante nao mostrou qualquer
associacao significativa com os valores de NLR ao longo do seguimento. Da mesma forma, o uso de

imunoterapia também nao esteve associado a variacdes no NLR em nenhum dos periodos avaliados.

Tabela 2 — Relagao entre NLR e as caracteristicas clinico-patoldgicas
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NLR Pré P NLR 6 meses P NLR 12 meses P NLR 24 meses P
Caracteristicas <26 226 <26 226 <26 226 <26 22,6
TamanhoTumor T 1207) 13) <0,001 701 6(12) 0103  7(13) 5(17) 0048 8(17) 1(8) 0,266
n(%)
T2 42(61)  13(45) 29(64)  24(49) 39(r) M(4) 26(55)  7(54)
T3 13019)  9(31) 6(13) 15(31) 7013) 1(4) 1(23) 3(23)
T4 2(3) 6(21) 3(7) 4(8) 2(4) 3(10) 2(4) 2(15)
Ganglios Negativo 44(76)  14(24) 0131 28(50) 28(50) 0523 34(67) 17(33) 0571 30(88)  4(12) 0,026
Linfaticos Positivo 24(62) 15(38) 16(43)  21(57) 20(61)  13(39) 16(64)  9(36)
n(%)
Metastasesn(%)  Negativo 67(74) 24(26) 0023  44(49) 45(51) 0364 52(63) 30(37) 0549 46(79) 12(21) 0,389
Positivo 2(29) 5(71) 1(20) 4(80) 3(100)  0(0) 1(50) 1(50)
Estddiodo Tumor | 4(6) 13) <0,001  3(7) 2(4) 0133 2(4) 2(7) 0592 2(4) 1(8) 0,256
n(%)
I 54(78)  11(38) 33(73)  31(63) 42(76)  19(63) 36(77)  7(54)
ln 9(13) 12(41) 8(18) 12(25) 8(15) 9(30) 8(17) 4(31)
v 2(3) 5(17) 12) 4(8) 3(6) 0(0) 12) 1(8)
Tipo de Sem cirurgia 4(67) 2(33) 0665 1) 3(6) 0354 0(0) 3(10) - - 0736
Cirurgia Tumorectomia  2377) 7(23) 1533 14(29) 1965 8@ 562 3@
n(%) Mastectomia 42(68) 20(32) 29(64)  32(65) 36(66)  19(63) 32(68)  10(77)
Quimioterapia ~ Neoadjuvante ~ 57(71)  23(29) 0700  38(84) 39(80) 0541 46(84) 24(80) 0674 37(79)  10(77) 1,00
n(%) Adjuvante 12(67) 6(33) 7(16) 10(20) 9(16) 6(20) 10(21) 3(23)
Imunoterapia Sim 10(67)  5(33) 0763  5(1) 10(20) 0219  9(16) 3(10) 0527 - - _
n(%) Nao 59(71)  24(29) 40(89)  39(80) 46(84) 27(90) 47(100)  13(100)

3.3.Razao Linfacito-Monocito

Foram avaliadas as associacoes entre as LMR, categorizadas em <3,4 e 23 4, em diferentes momentos
(pré-tratamento, 6 meses, 12 e 24 meses apds o primeiro tratamento), e as caracteristicas
clinicopatoldgicas e terapéuticas, como evidenciado na Tabela 3. No momento pré-tratamento,
verificou-se uma associacao inversa estatisticamente significativa entre o LMR e o tamanho tumoral
(p=0,032), sendo que as doentes com um LMR = 3,4 apresentam tumores mais pequenos. Aos 6,12 e 24
meses, nao foram ohservadas diferencas estatisticamente significativas. Nao se verificaram diferencas
significativas entre o LMR e a invasao ganglionar em nenhum dos momentos avaliados. Também nao
foram encontradas associacoes estatisticamente significativas entre o LMR e a presenca de metastases
(pré: p=0,680; 6 meses: p=0,320; 12 meses: p=1,0; 24 meses: p=0,519). Ainda assim, destaca-se que aos
6 meses todos os doentes com presenca de metastases apresentavam LMR<3,4. Houve associacao

significativa inversa entre o LMR e o estadio tumoral no pré-tratamento (p=0,012) e aos 6 meses

(p=0,014), sendo que as doentes com um LMR 23,4 apresentam estddios menos avancados. Doentes
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com LMR <34 apresentaram maior frequéncia de estadios Il (56-62%) e Ill (34-26%), enquanto no
grupo com LMR =3 4 prevaleceu o estadio |1 (71-84%). Aos 12 e 24 meses nao se observaram diferencas
relevantes. Nao se verificaram diferencas estatisticamente significativas entre o LMR e o tipo de cirurgia
realizado nem a quimioterapia adjuvante ou neoadjuvante, em nenhum dos momentos. Nao se
verificaram associacoes significativas entre o LMR e a imunoterapia no pré-tratamento (p=0,767) nem
aos seis meses (p=0,752). Contudo, aos 12 meses observou-se uma associacdao marginalmente

significativa (p=0,051), com maior proporcao de doentes com LMR <3,4 a receber imunoterapia (20% vs
3%).

Tabela 3 — Relacao entre LMR e as caracteristicas clinicopatoldgicas

LMR Pré P LMR 6 meses P LMR 12 meses P LMR 24 meses P
Caracteristicas <34 234 <34 234 <34 234 <34 234
Tamanho Tumor T1 3(9) 10015 0032 9(13) 4(16) 0,064 8(14) 4(13) 0286 5(22) 4n) 0614
n(%) T2 15(47)  40(61) 35(51)  18(72) 30(54) 20(69) 9(39) 24(65)
T3 8(25) 14(21) 19(28)  2(8) 14(25)  4(14) 6(26) 8(22)
T4 6(19) 2(3) 6(9) 1(4) 4(7) 13) 3(13) 13)
Ganglios Negativo 16(28) 42(72) 0167 39(70) 17(30) 0352 33(65) 18(35) 0636 12(35) 22(65) 0,498
Linfaticos Positivo 16(41) 23(59) 29(78)  8(22) 23(70)  10(30) 11(44) 14(56)
n(%)
Metastases Negativo 29(31) 62(68) 0680 64(72) 25(28) 0320 54(66) =28(34) 10 23(40)  35(60) 0519
n(%) Positivo 3(43) 4(57) 5(100)  0(0) 2(67) 1033) 0(0) 2(100)
Estadio do Tumor | 0(0) 5(8) 0012  3(4) 2(8) 0014 2(4) 2(7) 0533 1(4) 2(5) 0,765
n(%) i 18(56)  47(71) 23(62) 21(84) 2007 21(72) 16(70)  27(73)
n 1(34)  10(15) 18(26) 2(8) 1221  5(17) 6(26) 6(16)
v 3(9) 4(6) 5(7) 0(0) 2(4) 13) 0(0) 2(5)
Tipo de Cirurgia Sem cirurgia 3(9) 3(5) 0328 3(4) 1(4) 0809 2(4) 13) 0546 - - 0,571
n(%) Tumorectomia  7(22) 23(35) 20(29)  9(36) 20(36)  7(24) 8(35) 10(27)
Mastectomia 22(69)  40(61) 46(67)  15(60) 34(61)  21(72) 15(65) 27(73)
Quimioterapia Neoadjuvante  29(91)  51(77) 0109 57(83) 20(80) 0768 47(84) 23(79) 0596 18(78)  29(78) 1,00
n(%) Adjuvante 390 159 1200 5(20) 9fe) 6 5@2) 8@
Imunoterapia Sim 4(13) n(17) 0767 1207)  3(12) 0752 MNM@0) 13) 0051 - - -
n(%) Nao 28(88) 55(83) 57(83) 22(88) 45(80) 28(97) 23(100)  37(100)

3.4.Razao Plaqueta-Linfdcito

Foram avaliadas as associacdes entre as razdes plaqueta-linfocito (PLR), categorizadas em <325 e
>325, em diferentes momentos (pré-tratamento, 6 meses, 12 e 24 meses apGs o primeiro tratamento), e
as caracteristicas clinicopatoldgicas e terapéuticas (Tabela 4). Em nenhum dos momentos avaliados

(pré, 6,12 e 24 meses) foi observada associagao estatisticamente significativa entre o PLR e 0 tamanho
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tumoral, invasao ganglionar ou presenca de metastases. O estadiamento tumoral e tipo de cirurgia nao
mostraram associacao significativa com o PLR em nenhum momento. A quimioterapia foi a tnica
variavel com diferenca significativa, observada aos 6 meses (p=0,038), em que doentes com PLR <325

realizaram mais frequentemente quimioterapia neoadjuvante (86% vs 63%). Na imunoterapia tambhém

nao se verificaram associacoes significativas.

Tabela 4 — Relacao entre PLR e as caracteristicas clinicopatoldgicas

PLR Pré P PLR 6meses P PLR 12 meses P PLR 24 meses P
Caracteristicas <325 >325 <325 >325 <325 >325 <325 >325
m 13(14)  0(0) 0928 mN(4)  203) 0258 114 125 0595  9(15) 0(0) 0867
Tamanho Tumor 13 52(55)  3(/5) Ta6(59)  7(44) 49(61)  1(25) 32(54)  1(100)
n(%) T3 2122)  129) 1B@R1) 531 7@) 125 14(24)  0(0)
T4 8(9) 0(0) 5(6) 2(13) 4(5) 1(25) 4(7) 0(0)
Ganglios Linfaticos  Negativo 56(97)  203) 10 46(82) 10(18) 0837 49(96) 2(4) 0644 34(100) O0(0) 0424
n(%) Positivo 37(95)  2(5) 31(84)  6(16) 3194)  2(6) 24(96)  1(4)
Metastases Negativo 88(97) 3(3) 0260 75(84) 14(16) 02 78(95) 4(5) 10 57(98) 1) 10
n(%) Positivo 6(86)  1(14) 3(60)  2(40) 3(100)  0(0) 2(100)  0(0)
I 5(5) 0(0) 0351 4(5) 1(6) 0127 4(5) 00) 0896 3(5 00) 0833
Estadio do Tumor 63(67) 2(50) 56(72)  8(50) 58(72)  3(75) 22(7)  10100)
n(%) n 2021  1(25) 15(19) 5(31) 16(20) 1(25) 12(20) 0(0)
v 6(6) 1(25) 3(4) 2(13) 3(4) 0(0) 2(3) 0(0)
Sem cirurgia 5(5) 1(25) - 4(5) 0(0) - 3(4) 0(0) - - - 1,00
Tipo de Cirurgia
(%) Tumorectomia  28(30)  2(50) 24(31) 5(31) 26(32)  1(25) 18(31) 0(0)
Mastectomia __ 61(65)  1(25) 50(64)  11(69) 52(64)  3(75) M(70)  1(100)
Quimioterapia Neoadjuvante ~ 77(82)  3(75) 0562 67(86) 10(63) 0038 67(83) 3(75) 0547 46(78) 1(100) 1,00
n(%) Adjuvante 1708) 125 104)  6(38) 1407 @25 1322 0()
Imunoterapia Sim 15(16)  0(0) 100  13(17) 203) 100  M(4) 15 0462 - - _
n(%) Nao 79(84)  4(100) 65(83)  14(88) 70(86) 3(75) 59(100)  1(100)
3.5.Sobrevida

3.5.1. NLR e Sobrevida

No que respeita a sobrevida das doentes ao final de um ano, na analise da NLR pré-tratamento,
observou-se que os doentes que faleceram no periodo de um ano apresentaram valores medianos mais
elevados em comparacdao com os doentes que se mantiveram vivos. O grupo de doentes falecidos
apresentou uma mediana do NLR em torno de 3,5 a 4, enquanto o grupo de sobreviventes apresentou
uma mediana préxima de 2. Adicionalmente, verificou-se uma maior dispersao dos valores no grupo dos

doentes falecidos, incluindo casos com NLR superiores a 10, nao observados de forma tao marcada no
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grupo dos sobreviventes. Na comparacao entre os grupos verifica-se que o NLR-pré é mais elevado no

grupo que morreu ao fim de 1ano, indicando uma possivel associacao entre valores aumentados de NLR

e pior progndstico em carcinoma da mama triplo negativo.

NLR_pre

200

died Alive

situation 1 year

Figura 1.: Avaliacao dos niveis de NLR pré-diagndstico ao final de um ano de tratamento.

3.5.2. LMR e Sobrevida

Na andlise da LMR pré-tratamento, verificou-se que os doentes que sobreviveram ao fim de um ano
apresentaram valores medianos superiores em comparac¢ao com os doentes que faleceram. O grupo de
sobreviventes apresentou uma mediana do LMR em torno de 4, com maior dispersao dos valores,
incluindo casos acima de 10 e outliers superiores a 15. Em contraste, o grupo dos doentes falecidos
apresentou uma mediana proxima de 2,5 a 3, com valores mais concentrados entre 2 e 3,5 e sem registo
de valores elevados. Na comparacao entre os grupos verifica-se que os sobreviventes apresentam
valores de LMR mais elevados do que os doentes que faleceram. A diferenca sugere que um LMR mais

alto pode estar associado a melhor progndstico.
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Figura 2.: Avaliacdo dos niveis de LMR pré-diagndstico ao final de um ano de tratamento.

3.5.1. PLR e Sobrevida

Na andlise do PLR pré-tratamento, observou-se que os doentes que faleceram ao fim de um ano
apresentaram valores medianos superiores em comparagao com os doentes sobreviventes. O grupo de
doentes falecidos apresentou uma mediana de PLR em torno de 170 a 180, com valores distribuidos
maioritariamente entre 120 e 250 e maximos préximos de 350. O grupo dos sobreviventes apresentou
uma mediana proxima de 120 a 130, com valores concentrados entre 100 e 160, embora com alguns
outliers superiores a 300, atingindo valores proximos de 500. Nesta amostra de doentes com carcinoma
da mama triplo negativo, valores mais elevados de PLR pré-tratamento ocorrem mais frequentemente
em doentes que faleceram ao fim de um ano, enquanto valores mais baixos sao mais frequentes entre o0s

sobreviventes.
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Figura 3.: Avaliacao dos niveis de PLR pré-diagndstico ao final de um ano de tratamento.

3.6.Associacao entre os ratios NLR, LMR e PLR com a resposta a terapéutica

Foram avaliadas as associacdes entre os indices inflamatdrios (NLR, LMR e PLR) em diferentes
momentos (pré-tratamento, 6 meses, 12 e 24 meses apds o primeiro tratamento), e a resposta ao
tratamento (tabela 5). Nenhuma destas razdes (NLR, LMR ou PLR) mostrou associacao estatisticamente
significativa com a resposta ao tratamento. No entanto, no momento pré-tratamento, 68,8% dos
respondedores e 71,2% dos nao respondedores tinham NLR <2,6 e aos 12 meses, o NLR, apresentou uma
tendéncia marginal (p=0,088) para valores mais baixos nos doentes respondedores. Relativamente ao
LMR, nao houve diferencas estatisticamente significativas em nenhum momento, embora aos 24 meses
tenha mostrado uma tendéncia para valores mais altos (LMR 23,4) nos respondedores (43,2% vs 26,1%),
contudo sem significancia (p=0,180). O PLR nao demonstrou qualquer padrao relevante em relacao a

resposta a terapéutica, em nenhum momento do seguimento.
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Tabela 5 - Relacao entre NLR, LMR e PLR com a resposta a terapia.
Nao Respondedores Respondedores P
<26 47(71,2%) 22(68,8%)
NLR Pré 0,802
=26 19(28,8%) 10(31,3%)
<26 28(62,2%) 17(37,8%)
NLR 6 meses 0,464
=26 34(69,4%) 15(30,6%)
<26 32(58,2%) 23(41,8%)
NLR 12 meses 0,088
=26 23(76,7%) 7(23,3%)
<26 29(61,7%) 18(38,3%)
NLR 24 meses 0,751
=26 9(69,2%) 4(30,8%)
J <34 20(62,5%) 12(37,5%)
LMR Pré 0,476
=34 46(69,7% 20(30,3%)
<34 47(68,1%) 22(31,9%)
LMR 6 meses 0,463
=34 15(60,0%) 10(40,0%)
<34 36(64,3%) 20(35,7%)
LMR 12 meses 0,910
=34 19(65,5%) 10(34,5%)
<34 17(73,9%) 6(26,1%)
LMR 24 meses 0,180
=34 21(56,8%) 16(43,2%)
<325 63(67,0%) 31(33,0%)
PLR Pré 1,00
>325 3(75,0%) 1(25,0%)
<325 50(64,1%) 28(35,9%)
PLR 6 meses 0,402
>325 12(75,0%) 4(25,0%)
<325 51(63,0%) 30(37,0%)
PLR 12 meses 0,292
>325 4(100,0%) 0(0,0%)
<325 37(62,7%) 22(37,3%)
PLR 24 meses 1,00
>325 1(100,0%) 0(0,0%)
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4. Discussao

Vdrios estudos sugerem uma forte ligacao entre inflamacao e cancro, sendo que os diferentes valores
das células inflamatdrias periféricas no momento do diagndstico, incluindo neutrdfilos, linfécitos e
mondcitos, tém sido significativamente associados ao progndstico em diferentes tipos de cancro (63).
Na presente andlise, avaliou-se a associacao de trés indices inflamatdrios derivados do hemograma —
LMR, PLR e NLR— com vdrias caracteristicas clinicopatolégicas em diferentes momentos do
seguimento. Os resultados mostraram diferencas relevantes entre estes indices, sendo o NLR e 0 LMR
mais consistentes do que o PLR.

O NLR tem sido amplamente estudado como marcador progndstico em tumores sdlidos, incluindo o
TNBC. Valores elevados de NLR refletem um predominio da resposta inflamatdria pré-tumoral, mediada
pelos neutrdfilos, e uma diminuicao da atividade imunitaria antitumoral, associada aos linfdcitos. Neste
estudo, o NLR foi 0 marcador que apresentou associa¢des mais consistentes. Aquando do diagndstico,
valores elevados de NLR (>2,6) correlacionaram-se significativamente com maior tamanho tumoral
(p<0,001), presenca de metastases (p=0,023) e estddio mais avancado (p<0,001). Aos 12 meses
manteve-se a associacao significativacom o tamanho tumoral (p=0,048), e aos 24 meses com ainvasao
ganglionar (p=0,026). Essas associacdes tendem a diminuir com o tempo, possivelmente devido ao
efeito das intervencoes terapéuticas e a heterogeneidade da evolucao dadoenca. Kosuga et al.relataram
a associacao entre elevados niveis de NLR no sangue periférico e metdstases nos ganglios linfaticos no
cancro gastrico (64). Tao et al. relataram achados semelhantes no carcinoma ductal pancredtico (65). Xu
et al. também relataram que o cancro da tiroide com elevados valores de NLR no sangue periférico,
apresentava maior risco de invasao ganglionar e metastizacao a distancia (66).

O NLR pode ser considerado um biomarcador de progndstico precoce, especialmente antes do
tratamento. Nao foram encontradas associacoes estatisticas relevantes entre o NLR e os tipos de
tratamento utilizados, o que pode refletir tanto a eficacia das terapias em modular arespostainflamatdria
quanto o tamanho limitado de alguns subgrupos. Embora nao tenham sido encontradas associacoes
significativas com a resposta ao tratamento, observou-se uma tendéncia para valores de NLR mais
baixos aos 12 meses entre os respondedores (p=0,088), o que vai ao encontro da literatura, ainda que de
forma nao conclusiva, tal podera dever-se ao tamanho limitado da amostra e ao seguimento
relativamente curto. Estes achados reforcam a utilidade clinica do NLR como biomarcador de
agressividade tumoral e potencial progndstico. Estudos prévios tém mostrado resultados semelhantes,

em que valores elevados de NLR associam-se a pior progndstico, maior risco de recorréncia, menor
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sobrevivéncia global e pior resposta ao tratamento em doentes com carcinoma da mama (67,68),
refletindo um estado inflamatdrio sistémico desfavoravel e supressao daimunidade antitumoral (60,68)
Biologicamente, a neutrofilia reflete inflamacao sistémica pré-tumoral, enquanto a linfopenia traduz
imunossupressao e menor vigilancia imunitaria. A diversidade obtida em alguns estudos reflete a
auseéncia de padronizagao do cut-off para definir "NLR elevado”. Estudos reportam valores de referéncia
variados (por exemplo entre 19-5.0), com medianas frequentemente entre 2.5-3.0. Esta
heterogeneidade explica, em parte, a variabilidade dos resultados e dificulta a concordancia dos estudos
(69).

O LMR tem sido descrito como um marcador progndstico independente em vdrios tumores sdlidos,
incluindo o carcinoma da mama, onde valores baixos se relacionam com pior sobrevivéncia global e
sobrevivéncia livre de doenca. No nosso estudo, o LMR mostrou-se significativamente associado ao
tamanho tumoral (p=0,032) e ao estadiamento clinico (p 0,012) no momento do diagndstico, bem como
ao estadiamento aos 6 meses (p=0,014). Observou-se ainda uma tendéncia para maior utilizacdo de
imunoterapia nos doentes com valores baixos de LMR (<3,4) aos 12 meses (p=0,051). Estes achados
sugerem que um LMR reduzido estd associado a doenca mais avancada e potencial necessidade de
terapéuticas adicionais. Na resposta a terapéutica, nao se verificou associacdao estatisticamente
significativa em nenhum momento, mas identificou-se uma tendéncia para valores mais altos de LMR
aos 24 meses nos respondedores (43,2% vs 26,1%), sugerindo possivel relevancia clinica que nao atingiu
significancia estatistica, possivelmente devido ao reduzido tamanho amostral. Tal como reportado por
Ni et al., 2014, o nosso estudo confirma que o LMR pode refletir o equilibrio entre resposta imunitdria
antitumoral (linfdcitos) e atividade pré-tumoral (mondcitos/macréfagos associados ao tumor)(63).

A razao plaqueta-linfdcito, tem emergido como um marcador inflamatdrio e imunoldgico no contexto
neoplasico. Tal como a NLR, a PLR reflete o equilibrio entre mecanismos pré-tumorais e anti- tumorais
no microambiente tumoral. No nosso estudo, o PLR apenas mostrou associacao significativa com o tipo
de quimioterapia aos 6 meses (p=0,038), em que doentes com PLR <325 receberam mais
frequentemente quimioterapia neoadjuvante. Contudo, nao se observaram diferencas nos restantes
momentos de sequimento. Estudos demonstram que niveis elevados de PLR estao associados a pior
progndstico em varios tipos de cancro, incluindo carcinoma da mama, pulmao, célon, figado, ovario e
escfago (70,71). Numa meta-analise, valores elevados de PLR correlacionam-se de forma consistente
comreducao da sobrevivéncia global, sobrevivéncia livre de progressao e maior risco de recorréncia (72).
No caso particular do carcinoma da mama, incluindo o subtipo triplo-negativo, PLR elevado tem sido

identificado como marcador independente de mau progndstico, estando associado a maior
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agressividade tumoral e menor resposta terapéutica (73). Apesar destas evidéncias, 0 nosso estudo nao
evidenciou de forma significativa esta associacao, pelo que a discrepancia pode dever-se ao baixo
numero de doentes no grupo PLR elevado na nossa amostra, o que limita a robustez estatistica e pode
explicar a auséncia de significancia. Os nossos resultados reforcam a ideia de que o seu papel isolado é
limitado e talvez deva ser considerado apenas em combinacao com outros indices inflamatdrios.
No que respeita a associacao entre o NLR e a resposta terapéutica nestas doentes TNBC, e apesar dos
resultados nao serem estatisticamente significativos, valores elevados de NLR antes do inicio da terapia
deveriam estar associados a respostas menos favoraveis a quimioterapia, menor probabilidade de
atingir resposta patoldgica completa e pior sobrevida global (74). Acredita-se que um aumento relativo
de neutrdfilos reflita um estado inflamatdrio protumoral, enquanto uma diminuicao relativa de linfécitos
indica imunossupressao, diminuindo a capacidade de combater células tumorais e de responder
eficazmente ao tratamento.
Relativamente ao LMR, e com base no que estd descrito na literatura, valores elevados de LMR tém sido
correlacionados com maior probabilidade de resposta favordvel a quimioterapia (75) e melhor
progndstico, sugerindo que doentes TNBC com perfil imunitario mais robusto poderiam apresentar maior
sensibilidade aos regimes terapéuticos convencionais. Contudo, no nosso estudo os resultados nao
foram estatisticamente significativos.
No que respeita ao PLR, estudos indicam que valores elevados de PLR estao frequentemente
relacionados a resisténcia terapéutica, menor taxa de resposta patoldgica completa e menor sobrevida
(76), reforcando aideia de que o estado inflamatdrio sistémico influencia a eficacia do tratamento. Apesar
da auséncia de resultados estatisticamente significativos neste estudo relativamente ao PLR, este
podera ser um potencial biomarcador de resposta a terapéutica.
E importante reconhecer algumas limitagdes como o niimero reduzido de doentes em alguns subgrupos,
que pode ter limitado a significancia estatistica, a heterogeneidade da populacao estudada, o facto de os
indices inflamatdrios serem varidveis dinamicas, influenciadas nao apenas pelo tumor, mas tamhém por
outras condic@es clinicas nao controladas (infecdes, inflamacdes crénicas, terapéuticas concomitantes)

e tratar-se de um estudo retrospetivo, dificultando o estabelecimento de relagcoes causais.
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5. Conclusao

Os resultados sugerem que o NLR mostrou ser o marcador mais consistente, associado nao apenas ao
estadiamento tumoral e tamanho do tumor, mas também a presenca de metdstases, sugerindo o NLR
pode ser usado como marcador prognéstico complementar para estratificar risco em TNBC (auxilia a
identificacao de doentes com maior risco de recidiva/mortalidade), particularmente quando integrado
com outros marcadores clinico-patoldgicos e imunoldgicos (como por exemplo TILs, estadio tumoral).

O LMR temrelevancia principalmente no diagndstico e nos primeiros meses de sequimento, associando-
se a doenga mais avancada e a eventual necessidade de imunoterapia. O PLR teve um papel limitado,
com associacao restrita @ modalidade de quimioterapia aos 6 meses, nao se confirmando como um
marcador progndstico robusto nesta amostra. Estes achados reforcam a importancia dos indices
inflamatarios simples, de baixo custo e facilmente obtidos, como potenciais biomarcadores progndsticos
complementares napratica clinica. Tanto o LMR como o NLR podem fornecer informacao adicional sobre
a agressividade tumoral e ajudar na estratificacao do risco, especialmente no momento do diagndstico.

A combinacao do NLR, LMR e PLR com outros hiomarcadores, como a expressao de TILs e a analise
molecular do tumor, pode aumentar a precisao diagndstica e progndstica. A utilizacdo de modelos
preditivos que integrem esses dados pode auxiliar na estratificacao de risco e na decisao terapéutica,

especialmente em pacientes com TNBC, que apresentam heterogeneidade clinica significativa.
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