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RESUMO

Introdugao: O cancer de pulmao de nao pequenas células (CPNPC) corresponde a
aproximadamente 85% dos casos de cancer pulmonar. Apesar dos avangos
terapéuticos, a sobrevida global permanece limitada, especialmente nos estagios
mais avancgados. Os linfécitos infiltrantes tumorais (TILs) emergiram como potenciais
biomarcadores para prognéstico e resposta ao tratamento, dada sua associagao com
um microambiente imune ativo e melhores desfechos clinicos. No entanto, desafios
como a padronizagdo metodolégica e a inconsisténcia nos pontos de corte de
densidade limitam sua adog¢ao clinica. Objetivo: Avaliar a relagao entre a densidade
de TILs, medida por coloragdo de hematoxilina-eosina (H&E), e a resposta a
quimioterapia em pacientes com CPNPC em estadios lll e IV acompanhados no
servi¢o de oncologia toracica do UNACON-HGCS. Os objetivos especificos incluiram:
(a) comparar as quantificacées de TlLs realizadas por diferentes patologistas para
avaliar a reprodutibilidade interobservador; (b) avaliar a sobrevida global nos
subgrupos definidos pela densidade de infiltrado linfocitario; (c) estabelecer um ponto
de corte percentual de TILs clinicamente aplicavel para fins prognéstico-preditivos; e
(d) explorar a viabilidade da avaliagdo morfolégica de TILs como ferramenta clinica
em contextos com recursos limitados. Métodos: Este estudo transversal retrospectivo
avaliou 51 pacientes com CPNPC em estagios llI-IV. O tamanho tumoral antes e apo6s
a quimioterapia foi registrado, e os TlLs foram categorizados em trés grupos de
densidade. A analise de covaridancia (ANCOVA) examinou a associagao entre a
densidade de TILs e a variacdo de tamanho tumoral, ajustando para idade, sexo e
estadiamento clinico. A confiabilidade interobservador foi avaliada utilizando o kappa
de Cohen, o kappa de Fleiss e o alfa de Krippendorff. Resultados: Observou-se uma
diferenca significativa na variacdo de tamanho tumoral antes e ap6s o tratamento
entre os grupos de TILs, com médias de 0,52 cm (baixo), —2,42 cm (moderado) e —
3,18 cm (alto). A ANCOVA confirmou uma forte associagao entre a densidade de TlLs
e a resposta ao tratamento (F = 83,109; p < 0,001; n? = 0,551), independentemente
dos fatores de confusao. Tumores inicialmente menores também apresentaram maior
reducao (F = 10,347; p < 0,001). Observou-se uma forte correlagéo inversa entre a
densidade de TILs e o tamanho tumoral pés-tratamento (r =-0,676; p < 0,001). Niveis
mais elevados de TILs correlacionaram-se com melhor sobrevida global. A
concordancia interobservador foi substancial (kappa médio = 0,673), demonstrando a
reprodutibilidade da avaliagdo de TlLs baseada em H&E. Conclusdes: A densidade
de TILs, avaliada por coloragdo H&E, mostrou associagao significativa com a resposta
a quimioterapia e com a sobrevida global em pacientes com CPNPC avangado. A
analise demonstrou boa reprodutibilidade entre observadores, confirmou o valor
prognostico dos TILs e permitiu propor um ponto de corte aplicavel para estratificacao
clinica. Esses resultados apoiam o uso da quantificacdo de TlLs baseada em H&E
como uma ferramenta de baixo custo e reprodutivel, potencialmente util para
identificar pacientes que possam se beneficiar da desintensificagéo do tratamento e
de estratégias personalizadas, especialmente em sistemas onde a imunoterapia é
inacessivel.

Palavras-chave: TILs; cancer de pulmao; quimioterapia.



ABSTRACT

Introduction: Non-small cell lung cancer (NSCLC) accounts for approximately 85% of
all lung cancer cases. Despite therapeutic advances, overall survival remains limited,
especially in more advanced stages. Tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) have
emerged as potential biomarkers for prognosis and treatment response due to their
association with an active immune microenvironment and improved clinical outcomes.
However, challenges such as methodological standardization and inconsistency in
density cut-off points limit their clinical implementation. Objective: To assess the
relationship between TIL density, measured by hematoxylin-eosin (H&E) staining, and
response to chemotherapy in patients with stage Ill and IV NSCLC treated at the
thoracic oncology unit of UNACON-HGCS. The specific objectives were: (a) to
compare TIL quantification by different pathologists to evaluate interobserver
reproducibility; (b) to assess overall survival across subgroups defined by lymphocytic
infiltration density; (c) to establish a clinically applicable TIL percentage cut-off for
prognostic and/or predictive stratification; and (d) to explore the feasibility of
morphologic TIL assessment as a clinical tool in resource-limited settings. Methods:
This retrospective cross-sectional study evaluated 51 patients with stage IllI-IV
NSCLC. Tumor size was recorded before and after chemotherapy, and TILs were
categorized into three density groups. Analysis of covariance (ANCOVA) was
performed to examine the association between TIL density and tumor reduction,
adjusting for age, sex, and clinical stage. Interobserver agreement was assessed using
Cohen’s kappa, Fleiss’ kappa, and Krippendorff's alpha. Results: Tumor reduction
differed significantly across TIL density groups, with mean decreases of 0.52 cm (low),
—2.42 cm (moderate), and =3.18 cm (high). ANCOVA confirmed a strong association
between TIL density and treatment response (F = 83.109; p < 0.001; n? = 0.551),
independent of confounding factors. Smaller baseline tumors also exhibited greater
reductions (F = 10.347; p < 0.001). A strong inverse correlation was observed between
TIL density and post-treatment tumor size (r = —=0.676; p < 0.001). Higher TIL levels
were associated with improved overall survival. Interobserver agreement was
substantial (mean kappa = 0.673), demonstrating the reproducibility of H&E-based TIL
assessment. Conclusions: TIL density, as assessed by H&E staining, was
significantly associated with chemotherapy response and overall survival in patients
with advanced NSCLC. The analysis demonstrated good interobserver reproducibility,
confirmed the prognostic value of TILs, and allowed the proposal of a clinically
applicable cut-off for patient stratification. These results support the use of H&E-based
TIL quantification as a low-cost and reproducible tool, potentially useful for identifying
patients who may benefit from treatment de-escalation and personalized strategies,
especially in systems where immunotherapy is inaccessible.

Keywords: TILs; lung cancer; chemotherapy.
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1 INTRODUCAO

O CPNPC ¢é a forma mais prevalente de cancer de pulméao, representando
aproximadamente 85% dos casos diagnosticados globalmente. Apesar dos avangos
no diagndstico e tratamento, a sobrevida global permanece limitada, especialmente
em estagios avancgados. Nos ultimos anos, a compreensao do microambiente tumoral
tem se destacado como uma area promissora para melhorar a predigao de desfechos
clinicos e desenvolver estratégias terapéuticas personalizadas. Entre os componentes
do microambiente, os linfécitos infiltrantes tumorais (TILs) emergem como potenciais
biomarcadores de prognéstico e resposta ao tratamento (1,2).

Os TILs representam a resposta imune do hospedeiro contra o tumor, e sua
densidade e composicao estdo associadas a evolugao clinica em diversos tipos de
cancer, incluindo CPNPC. Estudos prévios demonstram que uma alta densidade de
TILs pode estar relacionada a uma maior sobrevida global e livre de doenga, sugerindo
sua relevancia como indicador de um microambiente imunologicamente ativo (3).
Contudo, a avaliacdo de TlLs na pratica clinica enfrenta desafios significativos,
incluindo a falta de padronizagdo metodologica e as diferengas nas definicées de
pontos de corte para categorizar a densidade linfocitaria (4).

Além disso, ha crescente interesse na utilizagao dos TILs como ferramenta para
orientar intervengbes terapéuticas, especialmente imunoterapias baseadas em
inibidores de checkpoint imunolédgico. Pacientes com alta densidade de TILs parecem
responder melhor a essas terapias, enquanto aqueles com baixa densidade podem
requerer estratégias combinadas para potencializar a resposta antitumoral (5).
Entretanto, grande parte da literatura disponivel utiliza métodos avangados, como
imuno-histoquimica (IHC) e citometria de fluxo, para avaliar subtipos especificos de
linfécitos, enquanto poucos estudos exploram a aplicabilidade clinica da coloragéo por

H&E, uma técnica amplamente disponivel e de baixo custo (6, 7).



16

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 EPIDEMIOLOGIA E ETIOLOGIA DO CANCER DE PULMAO

O céncer de pulméo € a neoplasia maligna com maior incidéncia e mortalidade
no mundo. Cerca de 13% dos novos casos de cancer sdo de pulmao, com uma taxa
de mortalidade de 18,7%. Em numeros absolutos, isso corresponde a cerca de 2,5
milhdes de novos casos e 1,8 milhdes de morte anualmente, sendo a primeira causa
de morte por cancer em homens e a segunda entre as mulheres (8). No Brasil, o
Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimou 32 560 casos novos para o ano de 2023,
tornando o cancer de pulmao o terceiro mais frequente em homens e o quarto mais
frequente em mulheres, excluindo-se o cancer de pele ndo melanoma. Seguindo a
tendéncia mundial, € a principal causa de morte por cancer no pais, com mortalidade
anual de quase 30 mil obitos (9).

O tabagismo e a exposig¢ao passiva ao tabaco sao os fatores etiologicos mais
importantes na génese do cancer de pulmao, correspondendo a mais de 85% dos
casos diagnosticados. A fumaca inalada de cigarros e outros derivados do tabaco
contém inumeros agentes carcinogénicos e inflamatérios. Outros fatores de risco séo
a exposicao ocupacional a agentes carcinogénicos (asbesto, arsénico, berilio, cadmio
etc.) e a exposicao a fumacga proveniente da combustao da lenha no domicilio (10).

Como o tabagismo é um fator de risco determinante na génese do carcinoma
pulmonar, as tendéncias de incidéncia e mortalidade refletem as alteragbes
populacionais relacionadas a este habito. Nos Estados Unidos e no Norte Europeu,
as curvas de incidéncia tiveram pico na década de 90, com redugao gradativa desde
entdo, provavelmente pela reducdo do tabagismo consequente as campanhas de
controle e cessacao e ao rigor das leis antitabagismo. Por outro lado, na Asia, América
do Sul e Europa esse pico ainda nao foi atingido. Nas mulheres, a tendéncia de
aumento é universal, o que reflete a incorporacao tardia do tabagismo neste grupo
(11).

Mais recentemente, a popularizagcao dos dispositivos eletrénicos para fumar,
como os cigarros eletrénicos e os vaporizadores, tem introduzido uma nova e
preocupante dimensao a luta contra o cancer de pulméo. Inicialmente promovidos

como alternativas menos nocivas ao tabaco tradicional, esses dispositivos tém se
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difundido rapidamente entre adolescentes e adultos jovens, inclusive em paises que
anteriormente apresentavam declinio nas taxas de tabagismo convencional. Estudos
indicam que os aerossois inalados por meio desses dispositivos contém substancias
téxicas e potencialmente carcinogénicas, como formaldeido, acroleina e metais
pesados, além de nicotina em concentragdes variaveis, que contribuem para a
manutencao da dependéncia e possivel transigao para o uso do cigarro convencional.
Tal cenario levanta sérias preocupagdes quanto ao impacto futuro na incidéncia de
doencas respiratorias cronicas e neoplasias pulmonares, especialmente em
populagcées mais jovens que anteriormente estariam se afastando do tabagismo. A
emergéncia do uso de cigarros eletrénicos como um comportamento de risco, ainda
pouco regulado em diversos paises, pode comprometer os avangos conquistados nas
ultimas décadas no controle do cancer de pulmao, exigindo estratégias urgentes de
vigilancia epidemiolégica e intervencao em saude publica (9).

O cancer de pulméo é frequentemente diagnosticado em estagios avangados
devido ao aparecimento tardio de sintomas especificos, como tosse persistente, falta
de ar e dor toracica. Além disso, a auséncia de programas eficazes de rastreamento
para a populacdo em geral contribui para o atraso no diagnéstico. Em estagios
avangados, quando a disseminagdo do tumor ja ocorreu para além do pulméao
primario, a sobrevida dos pacientes é drasticamente reduzida, com apenas cerca de
18% dos pacientes vivos apés cinco anos do diagndéstico. Por outro lado, quando o
cancer de pulmao é diagnosticado precocemente, enquanto ainda esta localizado
apenas no pulmdo e nao metastatizou para os linfonodos ou outros 6érgédos, a
sobrevida em cinco anos pode alcancgar até 56%. Essa diferenca substancial na
sobrevida destaca a importancia critica do diagnéstico precoce e da necessidade
urgente de estratégias eficazes de detecgcdo precoce para melhorar os resultados
clinicos e a qualidade de vida dos pacientes afetados (10).

Os avangos no tratamento do cancer de pulméao, como o desenvolvimento de
terapias-alvo e imunoterapias, tém contribuido significativamente para melhorar os
resultados clinicos e reduzir as taxas de mortalidade em alguns subtipos da doenca.
A implementacdo de programas de rastreamento, embora ainda ndo universal, tem
potencial para detectar casos em estagios mais precoces, quando as opg¢des de
tratamento sdo mais eficazes e as taxas de sobrevida sdo mais altas. No entanto, as

altas taxas de mortalidade persistem, destacando a necessidade continua de
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desenvolver novas terapias direcionadas e estratégias de deteccdo precoce mais
acessiveis e eficazes. Esses esfor¢os sdo essenciais para melhorar os resultados a

longo prazo e a qualidade de vida dos pacientes afetados pelo cancer de pulmao (12).

2.2 ASPECTOS ANATOMOPATOLOGICOS

A maioria absoluta dos canceres de pulméao sado carcinomas. Dentre eles, os
mais prevalentes sdo os CPNPC, que correspondem a cerca de 85% dos casos e séao
representados pelo carcinoma de células escamosas (CCE), adenocarcinoma e
carcinoma de grandes células (CPGC) enquanto os 15% restantes correspondem aos
carcinomas de pequenas células (CPC) (figura 1) (13). Até 1980, o tipo histologico
mais prevalente era o CCE, principalmente em homens (14). Desde entdo, a
incidéncia de adenocarcinoma vem crescendo, sendo atualmente o tipo histolégico
mais frequente. Em parte, esta tendéncia é atribuida ao aumento da populagao de ex-
tabagistas, porque ap6s a cessagcdo do tabagismo, a queda no risco de
desenvolvimento de CCE é mais acelerada em relagdo ao adenocarcinoma (15). Além
disso, as altera¢des na composigcéo do cigarro ao longo dos anos, que reduziram as
concentragcbes de algumas substancias como a nicotina e melhoraram a qualidade
dos filtros, resultam em tragadas mais profundas, que atingem areas mais periféricas
do pulmao (16).

Dentre os subtipos histolégicos, destaca-se que o carcinoma de células
escamosas (30%) demonstra queratinizagcao e/ou pontes intercelulares. Se origina do
epitélio brénquico, podendo ser desde bem diferenciada até pouco diferenciada. Em
geral, tém localizacdo central e até o momento ndo estd associada a mutagbes
genéticas passiveis de terapia alvo. Na IHC, expressa marcadores de diferenciagéo
escamosa como p63, p40 e CK5/6 (17).

O adenocarcinoma (40%), por sua vez, exibe diferenciacdo glandular ou
mucoprodutora, podendo ser desde bem até pouco diferenciada, a depender dos
padrbes histolégicos que a compde. Em sua maioria sdo localizadas na periferia
pulmonar. Na IHC, expressa TTF-1 e Napsin A. Esta associada a mutagbes com
terapia-alvo conhecida, como nos genes KRAS, BRAF, EGFR, ALK e HERZ2 (18).

O carcinoma de grandes células (10%) € uma neoplasia sem caracteristicas

citologicas e arquiteturais que a permitam chamar de carcinoma de células
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escamosas, adenocarcinoma ou carcinoma de pequenas células. Com o advento da
IHC, houve reducdo deste diagndstico visto que muitas neoplasias pouco
diferenciadas que antes se enquadravam nesta categoria, passaram a ser
classificadas dentro das categorias anteriores. Atualmente é considerado um
diagnoéstico de exclusdo, com imunomarcagdo apenas para citoqueratinas,
comprovando sua origem epitelial e sua falta de diferenciagao (19).

Por fim, o carcinoma de pequenas células (15%) é constituido por células
pequenas com citoplasma escasso, bordos celulares mal definidos, cromatina nuclear
granular e nucléolo invisivel. As células sao redondas a fusiformes, exibindo marcado
amoldamento nuclear, com necrose e numerosas mitoses. Costuma ter localizagao
central e disseminacao locorregional, incluindo acometimento precoce de linfonodos
mediastinais. Pode estar associada a sindrome paraneoplasica. Na IHC, expressa

marcadores neuroendocrinos como CD56, cromogranina A e sinaptofisina (20).

Figura 1 — Distribuicao dos subtipos histoloégicos de carcinoma pulmonar

Carcmom@ldle Carcinoma de grandes células
pequenas células

15.8%
10.5%

31.6%
Carcinoma de

42.1% células escamosas

Adenocarcinoma

Fonte: adaptado de Bremnes et al. (33).

A classificacao pelo sistema TNM (Tumor, N6édulo, Metastase), desenvolvido
pela Unido Internacional para o Controle do Céancer (UICC) e incorporado pelo
American Joint Committee on Cancer (AJCC), constitui a principal ferramenta
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internacionalmente aceita para o estadiamento anatdémico dos tumores sélidos. Ele
permite a classificagdo objetiva da extensdo da doenga com base nas caracteristicas
do tumor primario (T), no envolvimento linfonodal regional (N) e na presenca de
metastases a distancia (M), sendo fundamental para a definicdo do progndéstico e para
a escolha da conduta terapéutica. A 82 edicao do sistema TNM, em vigor desde 2017
(46), introduziu modificagbes importantes no estadiamento do cancer de pulmao,
especialmente no detalhamento do componente tumoral (T) com base em medidas
milimétricas e na redefinicao de categorias de metastases. As principais alteragdes e
critérios de estadiamento especificos para o cancer de pulmao segundo esta edicao

estdo organizadas na Figura 2.

Figura 2 — Classificagdo TNM (8?2 edicao) para cancer de pulméao

T/M Subcategory NO N1 N2 N3
Tl Tla 1Al B [ 1A ;
Tib IA2 1B 1A
Tic 1A3 [IB 1A :
2 | T2a | B R 1IA 3
T2b [IA [1B 11IA ;
T3 T3 B | 1A ;
T4 T4 A | 1A ;
M Mla : A :
Mib
Mlc

Fonte: Adaptado de Amin et al (46).

2.3 LINFOCITOS INFILTRANTES TUMORAIS

O sistema imunolégico, pela sua fungéo de reconhecer e eliminar agentes
estranhos, é capaz também de induzir a apoptose de células neoplasicas malignas. A
resposta imunolégica pode ser através da imunidade inata, que age de forma rapida
e sem especificidade, ou da imunidade adaptativa, mais demorada, porém especifica
(21).

Na década de 50, Burnet e Thomas (22) relataram a presenga de células
inflamatérias mononucleares associadas a neoplasias e propuseram uma possivel
relacao entre a presencga de tais células e o prognéstico dos pacientes, postulando

um possivel estado de imunovigilancia pelas células do hospedeiro. Tal teoria néo
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tinha embasamento experimental, até cerca de 15 anos atras, quando Dunn e
Schreiber (23) comprovaram a imunidade adaptativa em camundongos, alterando
drasticamente a visdo da resposta imune perante a malignidade. A partir de entao, a
capacidade de evasdo ao sistema imunologico foi incorporada aos principios
fundamentais do cancer (24).

Qualquer tipo de célula imune pode estar presente no infiltrado inflamatério
associado ao tumor (linfécitos B e T, macrofagos, mastocitos, células dendriticas,
células natural killer). Estes podem estar localizados em meio ao tumor, na margem
invasiva ou no estroma tumoral adjacente. A maioria sao linfocitos e, destes, 80% sao
linfécitos T, genericamente conhecidos como TILs (25,26).

Dentre os linfécitos T, destacam-se trés categorias:

a) Linfécitos TCD8+ (citotoxicos): reconhecem células tumorais que
expressam antigenos especificos associados ao tumor (TAAs) através de
seus receptores de células T. Apos o reconhecimento, esses linfécitos TCD8
ativam mecanismos citotoxicos, liberando granulos contendo proteinas como
perforina e granzimas, que induzem apoptose nas células tumorais. Além
disso, secretam citocinas pré-inflamatérias que recrutam e ativam outras
células do sistema imunologico para eliminar as células tumorais. Esses
linfécitos sdo essenciais na resposta imune adaptativa contra o cancer,
destacando-se como os principais efetores da resposta citotoxica direta contra
células tumorais (25,27).

b) Linfécitos TCD3+: desempenham um papel crucial na ativagao inicial da
resposta imune adaptativa, sendo essenciais para o reconhecimento e
resposta eficaz contra células cancerigenas. Como componentes centrais do
complexo receptor de células T (TCR), o CD3 presente nos linfécitos T facilita
o reconhecimento de antigenos tumorais apresentados pelo complexo
principal de histocompatibilidade (MHC). Esse reconhecimento desencadeia
uma cascata de sinalizagéao intracelular que leva a ativacao dos linfécitos
TCD3, promovendo sua proliferacédo e diferenciacdo em células citotdxicas,
como os linfocitos TCD8+, responsaveis por destruir as células tumorais por
meio da liberagdo de substancias citotoxicas. Além disso, os linfocitos TCD3

desempenham um papel crucial na regulagcdo da resposta imune,
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coordenando outras células do sistema imunolégico para uma resposta
antitumoral coordenada e eficaz (28).

c) Linfécitos TCD4+ (auxiliares): desempenham um papel crucial na
resposta imune ao coordenar e regular as respostas das células do sistema
imunolégico. Essas células identificam antigenos que sao exibidos por células
apresentadoras de antigenos, como as células dendriticas e os macréfagos.
Apo6s o reconhecimento, os linfécitos TCD4 podem diferenciar-se em subtipos
especializados, como Th1, Th2, Th17 e células T regulatérias (Treg), cada
uma desempenhando fungbes especificas na resposta imune. Por exemplo,
os linfécitos TCD4 Th1 secretam citocinas pré-inflamatérias, como interferon-
gama, que ativam as células TCD8 e os macréfagos para eliminar células
tumorais. Além disso, os linfécitos TCD4 fornecem sinais de coestimulagéao
gue aumentam a atividade citotdxica das células TCD8 contra as células

tumorais (27).

2.4 IMUNOEDICAO

As trés fases da imunoedigao, conhecidas como eliminacao, equilibrio e escape
(23,30), sao fundamentais para compreender como o sistema imunologico interage
com o cancer de pulmao. Na fase de eliminacdo, as células do sistema imunolégico,
como os linfécitos T, detectam e destroem as células tumorais iniciais, impedindo o
desenvolvimento do céancer. Caso algumas células tumorais escapem dessa
destruicao inicial, elas entram na fase de equilibrio, na qual o sistema imunolégico
mantém o tumor controlado, evitando seu crescimento descontrolado. No entanto, ao
longo do tempo, as células tumorais podem adquirir mecanismos para evadir a
detecgao imunolégica, entrando na fase de escape. Nesta fase, as células tumorais
desenvolvem estratégias para suprimir a resposta imunolégica, permitindo o
crescimento continuo do tumor e o desenvolvimento clinico da doenga em individuos
imunocompetentes. Esses processos explicam como alguns tumores conseguem
evoluir e progredir mesmo na presenga de um sistema imunoldgico funcional (25).

A imunoedicdao desempenha um duplo papel crucial na interagdo entre o
sistema imunolégico e o cancer de pulmao. Inicialmente, ela protege contra o

desenvolvimento tumoral ao detectar e eliminar eficientemente células cancerigenas
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reconhecidas como estranhas pelo sistema imune. Contudo, este processo também
pode levar a selegéo de células tumorais capazes de evadir a resposta imunolégica,
resultando no crescimento e progressao do cancer (figura 3) (29).

Muitos estudos correlacionam a presencga de TILs com melhor prognéstico em
CPNPC, além de serem alvo terapéutico em estratégias de tratamento como a
imunoterapia e a terapia com Receptor de Antigeno Quimérico em Linfocitos T (CAR
T) (25,30). No entanto, a heterogeneidade de resultados e falta de padronizacéo na
avaliagcao das células imunes pode afetar a validade dos resultados combinados.

De acordo com Remark et al. (31), as células T citotdxicas, células natural killer,
células dendriticas maduras e macréfagos M1 tém sido amplamente associadas a um
melhor progndéstico, enquanto células T reguladoras (Tregs) tém sido associadas a
um pior prognéstico (32). Resultados inconclusivos foram encontrados para
neutrofilos e células B.

Figura 3 — Imunovigilancia e imunoedigao

Células transformadas Tecido normal

Celulas imunossupressoras

Eliminacao Equilibrio Escape

() Célula transformada altamente imunogénica
‘ Célula transformada pouco imunogénica

Instabilidade genética / heterogeniedade tumoral

Selecdo imune

Fonte: adaptado de Bremnes et al. (33). CD8" (linfécitos T citotéxicos), CD4* (linfécitos T auxiliares),
NK (células natural killer), NKT (células T natural killer), yd (linfécitos T gama-delta), DC (células
dendriticas), Treg (linfécitos T reguladores) e MDSC (células supressoras derivadas de mieloides)
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Ha uma integracao entre imunoedi¢cao e oncogénese durante a progressao do
cancer. A oncogénese leva a formagéao de células transformadas, que sao atacadas
pelas células imunes devido a apresentagdo de neoantigenos. Durante a
imunovigilancia, a imunoedicao do cancer incorpora trés fases: eliminacao, equilibrio
e escape. Na fase de eliminacgao, a imunovigilancia do cancer erradica com sucesso
as células cancerigenas do tumor em desenvolvimento. Durante a fase de equilibrio,
as células tumorais que sobreviveram a imunovigilancia e ao sistema imunologico do
hospedeiro estdo em equilibrio. Na fase de escape, as células tumorais conseguiram

escapar da deteccao e eliminacao pelo sistema imunoldgico do hospedeiro.

2.5 EVASAO AO SISTEMA IMUNE

O cancer desenvolve estratégias sofisticadas para evadir a resposta imune,
especialmente dos TILs, que sdo essenciais para reconhecer e destruir células
tumorais. Uma das estratégias chave envolve a inducao de anergia nas células T, um
estado de inatividade que limita sua capacidade de responder ao tumor. Além disso,
as células cancerosas frequentemente reduzem a expressao de moléculas do MHC
classe |, essenciais para apresentar antigenos tumorais as células T CD8+ citotoxicas,
dificultando assim o reconhecimento e a destruigcao do tumor pelas células T (34, 35).

Outro mecanismo importante € a expressao de moléculas de checkpoint
imunolégico, como PD-L1, pelas células tumorais. PD-L1 interage com seu receptor
PD-1 nas células T, desativando-as e impedindo a resposta imune eficaz contra o
tumor. Isso cria um ambiente imunossupressor ao redor do tumor, favorecendo sua
sobrevivéncia e crescimento. Além disso, as células tumorais secretam diversos
fatores imunossupressores, como citocinas e quimiocinas, que podem inibir a
atividade das células T e outras células do sistema imunolégico (36).

Adicionalmente, o microambiente tumoral pode promover a diferenciacao de
células Tregs, que tém a funcao de suprimir a atividade das células T citotdxicas,
reduzindo assim a eficacia da resposta imune antitumoral. Esses mecanismos
combinados permitem que as células tumorais evitem a detecgéo e a destruicao pelo
sistema imunolégico, contribuindo para a progressao tumoral e a resisténcia aos

tratamentos imunoterapicos, como os inibidores de checkpoint imunologico (37).
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2.6 TILS E CARCINOMA PULMONAR

Fridman et al. (25) relatou os efeitos progndsticos positivos da presencga células
T em diversos tipos de neoplasias malignas soélidas, como melanoma, cancer
colorretal, mama, bexiga, etc (25). Desde entao, o valor dos TlLs para determinar o
prognostico ajustado por estagio estd bem estabelecido, principalmente para
carcinoma colorretal e pulmonar, por exemplo (38).

O microambiente imunolégico no CPNPC vem sendo amplamente investigado,
com evidéncias sélidas do impacto prognéstico significativo dos TILs neste grupo de
neoplasias (39). Sabe-se que cerca de 25% dos pacientes com neoplasia pulmonar
apresentam TILs, sendo mais comuns em carcinomas pouco diferenciados € naqueles
com invasao vascular (26).

A presenca de alta carga de mutagdes somaticas é frequente nos CPNPC. Por
isso, os tratamentos com inibidores de checkpoint imunolégico como anti-PD-1 e anti-
PD-L1 sdo uma opcao promissora (40,41,42,43,44,45). Estudos envolvendo
nivolumabe e pembrolizumabe consideram como biomarcador preditivo a expressao
de PD-L1 apenas nas células tumorais (40,41,43). Complementarmente, estudos com
atezolizumabe mostraram valor preditivo da expressdo de PD-L1 também em TILs
(42). Apesar deste trabalho nao envolver questdes mais detalhadas sobre PD-L1, fica
evidente a necessidade de desenvolvimento de um método padronizado para avaliar
e quantificar os TILs, possibilitando a avaliacao confiavel da expressao de PD-L1 nas

células imunes.

2.6.1 Quantificacao de TILS no CPNPC

Ainda ndo ha consenso sobre como deve ser feita a quantificagado de TILs no
CPNPC. A avaliacao utilizando coloracdo com H&E é uma abordagem pratica e
barata, ja que é a coloragéo rotineiramente realizada em amostras de tecido tumoral
para avaliar a morfologia das células tumorais (47). No contexto especifico dos TILs,
a coloracao H&E permite uma avaliagao quantitativa da infiltragéo linfocitaria no tecido
tumoral. Os linfocitos sao identificados dentro do tumor, na margem invasiva € no

estroma adjacente. Esta abordagem proporciona uma visdo geral da densidade e
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distribuicdo dos linfocitos no microambiente tumoral, sem a necessidade de custos
adicionais com técnicas mais especializadas, como a IHC (48).

No entanto, a avaliagdo de TlLs por H&E possui limitagdes. Ela nao permite a
diferenciagéo entre linfocitos T e B, nem dos diferentes subtipos de linfocitos T, como
os TCD4+ e TCD8+, que tém papéis distintos na resposta imunolégica antitumoral.
Além disso, a sensibilidade e a especificidade para detectar TILs podem variar
dependendo da experiéncia do patologista e da heterogeneidade do microambiente
tumoral. Em estudos clinicos e de pesquisa, a avaliagcao de TILs por H&E muitas vezes
€ complementada por técnicas mais especificas, como a IHC, para caracterizar de
forma mais precisa a composicao e a fungéo dos TILs no cancer de pulmao (47).

Foi proposta é a criagdo de um “escore imunologico” similar ao que foi sugerido
para o cancer colorretal. O Immunoscore® é um sistema de classificagao imunolégica
desenvolvido para avaliar a resposta imunolégica em tumores sdlidos. Ele
complementa o tradicional sistema de estadiamento Tumor-Nédulo-Metastase (TNM)
ao quantificar os TlLs usando IHC. O foco principal € a densidade de células T
citotoxicas (CD8+) e células T auxiliares (CD3+), avaliadas tanto em meio ao tumor
quanto na margem invasiva. Essas amostras sao coradas com anticorpos especificos
para CD3 e CD8, e a quantidade de células positivas € quantificada para gerar uma
pontuacgdo, que varia de baixo a alto. Uma alta pontuacao esta geralmente associada
a um melhor prognostico, indicando uma resposta imunoldgica mais eficaz contra o
tumor. Clinicamente, o teste oferece vantagens como a capacidade de prever a
sobrevida global e livre de doenca, estratificacdo de possibilidade de resposta a
imunoterapia e complementagdo do estadiamento TNM para orientar decisdes
terapéuticas. Apesar de suas vantagens, o Immunoscore® enfrenta desafios de
padronizacao para garantir a reprodutibilidade dos resultados e pode nao estar
amplamente disponivel devido a requisitos técnicos (49).

Assim como ocorre com a coloragao por H&E, ainda nao ha padronizagéo na
forma de quantificar os TILs no CPNPC entre os estudos que utilizam IHC. Diferentes
abordagens metodolégicas sao observadas na literatura, incluindo métodos manuais
semiquantitativos, baseados em estimativas percentuais de células positivas (50,51),
e técnicas que empregam contagens absolutas de células positivas por mm?
realizadas tanto por analise de imagem digital (52) quanto por contagem manual (53).

Além disso, os estudos divergem nos pontos de corte usados para categorizar a
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densidade de TILs como "alta" ou "baixa", bem como na distincdo entre
compartimentos tumorais epiteliais e estromais (50,53). Essa falta de uniformidade
metodoldgica compromete a comparabilidade dos resultados e ressalta a necessidade
de esforcos de padronizagcédo para integrar os TlLs de forma mais consistente na

pratica clinica e na pesquisa translacional.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a relacao entre a densidade de TILs, medida por H&E, e a resposta a
quimioterapia em pacientes com CPNPC estadios Ill e IV do servigco de oncologia
toracica do UNACON-HGCS.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Comparar as quantificagbes de TILs realizadas por diferentes
patologistas para garantir a reprodutibilidade dos resultados;

b) Avaliar a sobrevida global nos subgrupos de expressao de infiltrado
linfocitario;

c) Estabelecer um ponto de corte percentual de TILs, avaliada por
coloracdao de H&E, que seja clinicamente aplicavel para a estratificagao
prognostica e/ou preditiva de pacientes com CPNPC, contribuindo para a
identificacdo de subgrupos com maior probabilidade de resposta terapéutica;
d) Contribuir para o entendimento do papel dos TILs no manejo do CPNPC
e explorar sua viabilidade como ferramenta clinica em contextos de recursos

limitados.
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4 METODOLOGIA

Este estudo transversal retrospectivo foi conduzido com o objetivo de avaliar a
relacdo entre a quantidade de TILs e a resposta ao tratamento quimioterapico em
pacientes com diagndéstico definitivo de cancer de pulmao estadio clinico Ill ou IV
submetidos a quimioterapia no HGCS durante o periodo de 2018 a 2022. Além disso,
a concordancia entre diferentes avaliadores na quantificacdo dos TlLs foi analisada
para validar a confiabilidade da avaliagéo.

Os prontuarios foram revisados em busca de dados demograficos como idade,
sexo, tipo histolégico, estagio clinico, presenca de comorbidades, histérico de
tabagismo, tipo de tratamento e sobrevida global. O maior tamanho tumoral foi
mensurado em centimetros a partir de tomografias computadorizadas, realizadas
imediatamente antes do inicio da quimioterapia e apdés a conclusdo dos ciclos
estabelecidos pelo protocolo de tratamento. As mensuragdes foram revisadas por
médico radiologista (M.M.).

Retrospectivamente, trés patologistas (A.T., F.N., C.S.) revisaram as |laminas
de H&E de bidpsias transtoracicas e transbrénquicas arquivadas em laboratério de
patologia, previamente utilizadas para o diagnéstico dos pacientes. Foi realizada a
quantificacdo de TILs em numeros percentuais, sendo pré-estabelecidos como
possiveis resultados 0%, 1%, 5%, 10% e acima disto em intervalos de 10 pontos
percentuais, até 100%. O valor % final foi dado através de uma média de TlLs na area
tumoral e estromal total, ignorando “hot spots”. A leitura nesta etapa foi feita de forma
independente para o calculo da analise de concordancia. Os resultados foram
agrupados em trés categorias de acordo com o proposto no estudo de Schalper (50):
leve (de 0 até 25%), moderado (de 25 a 50%) e intenso (acima de 50%) para a
realizagdo do calculo do Kappa (indice de concordancia). Apds, os patologistas
realizaram uma analise conjunta de cada caso para obter um resultado consensual.

Foi realizada a correlagdo entre TILs e o tamanho das lesdes antes e apo6s o
tratamento (delta T), além da sua relagdo com a sobrevida global (SG). Os pacientes
vivos na data da randomizagdo foram censurados na data do ultimo

acompanhamento.
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4.1 CRITERIOS DE INCLUSAO

a) Pacientes com diagnostico histopatolégico de CPNPC;

b) Estagio clinico Il ou IV, de acordo com o TNM 82 edicao (46);

¢) Tratados com quimioterapia exclusiva no HGCS durante o periodo de 2018
a 2022;

d) Laminas histolégicas de H&E de tecido tumoral disponiveis no arquivo do

laboratério de patologia.

4.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

a) Pacientes submetidos a tratamento cirurgico ou radioterapico;

b) Pacientes com dados incompletos no prontuario;

c) Pacientes com apenas um exame de imagem;

d) Pacientes cujas laminas utilizadas para diagnéstico histopatologico
estavam indisponiveis no arquivo do laboratério de patologia.

4.3 ASPECTOS ETICOS

O estudo foi conduzido de acordo com as normas éticas vigentes e foi aprovado
pelo Comité de FEtica em Pesquisa da instituicao (numero do protocolo
79586624.1.0000.5341).

No que diz respeito as informagbes dos pacientes, todos os dados foram
analisados de forma anonimizada, garantindo sigilo e confidencialidade, capaz de
resguardar a privacidade dos sujeitos envolvidos em quaisquer publicagcbées na
comunidade cientifica ou eventos de cunho académico.

Cabe destacar que toda pesquisa com seres humanos se reveste de risco,
podendo ocasionar dano eventual de forma imediata ou tardia, gerando efeitos
individuais ou coletivos. Nesse sentido, os riscos potenciais do presente estudo sao
aceitaveis, considerando os beneficios advindos da produgédo de conhecimento,

visando auxiliar nao somente os sujeitos envolvidos, mas a sociedade como um todo.
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4.4 ANALISE ESTATISTICA

Para investigar a associacdo entre a densidade de TILs e a variacdo no
tamanho tumoral apés o tratamento foi aplicada a ANCOVA, uma técnica que combina
elementos da analise de variancia (ANOVA) e da regressao linear. Esta técnica
estatistica foi selecionada porque permite ajustar o efeito de variaveis de confusao,
como estagio clinico do tumor, sexo e idade, que poderiam influenciar a variavel
dependente, neste caso, a variagdo no tamanho tumoral. A ANCOVA combina
elementos da ANOVA e da regressao linear, proporcionando uma avaliagao robusta
do impacto das variaveis independentes (densidade de TILs) na resposta tumoral,
enquanto controla fatores externos. Esse método é particularmente adequado para
estudos como este, onde é necessario isolar o efeito de interesse (os TILs) em meio
a diversas caracteristicas clinicas dos pacientes. A analise foi realizada no software
estatistico SPSS, considerando um nivel de significancia de p < 0,05 (54).

Adicionalmente, foram realizadas analises descritivas para caracterizar a
amostra, incluindo o calculo de médias, desvios-padrao e frequéncias. O efeito
principal da quantidade de TILs sobre a variagdo no tamanho tumoral foi avaliada,
assim como possiveis interacdes entre variaveis independentes e covariaveis. As
variaveis consideradas na ANCOVA incluiram idade, sexo e estagio do tumor, visando
ajustar os resultados para essas caracteristicas.

Para validar a confiabilidade das avaliagées de TILs realizadas por diferentes
observadores, foram calculados coeficientes de concordancia interobservador, como
o Kappa de Cohen, Kappa de Fleiss e Alpha de Krippendorff. O Kappa de Cohen foi
utilizado para medir a concordancia entre pares de avaliadores, considerando a
categorizagao dos TILs em categorias especificas (como 0-25-50). Essa métrica foi
escolhida porque avalia a concordancia além do acaso, fornecendo uma estimativa
da consisténcia nas classificagdes, sendo interpretada conforme descrito no quadro 1
(55). O Kappa de Fleiss, por sua vez, foi utilizado para avaliar a concordancia entre
os trés avaliadores simultaneamente, sendo ideal para situagdes com mais de dois
observadores (56). Por fim, o Alpha de Krippendorff foi empregado para fornecer uma
medida de consisténcia interobservador em escalas nominais, sendo amplamente
aplicavel em contextos em que as categorias sédo bem definidas, como no caso deste
estudo (57).



Quadro 1 — Interpretacao do Coeficiente Kappa

Valores do Coeficiente Kappa

Interpretacao

<0

Nenhuma Concordancia

0-0,19 Concordancia Pobre
0,20-0,39 Concordancia Suave

0,40 - 0,59 Concordancia Moderada
0,60-0,79 Concordancia Substancial
0,80 - 1,00 Concordancia Quase Perfeita

Fonte: Landis e Koch (1977)
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5 ORCAMENTO

No Quadro 2, constam os gastos relacionados ao desenvolvimento da
pesquisa. Vale esclarecer que todos os custos serdo custeados pela propria

pesquisadora.

Quadro 2 — Custos para o desenvolvimento da pesquisa

GASTOS CUSTOS
Pesquisador principal R$ 500,00
Assistente de pesquisa: R$ 250,00
Secretaria: R$ 250,00
Computador com acesso ao sistema Tasy R$ 800,00
Total R$ 1.800,00

Fonte: elaboragéo da autora (2025).
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6 RESULTADOS

6.1 DADOS DEMOGRAFICOS

Foram recrutados 96 pacientes com diagnéstico definitivo de CPNPC estadio
clinico Il ou IV submetidos a quimioterapia no HGCS durante o periodo de 2018 a
2022. Destes, foram excluidos 45 pacientes cujos dados necessarios nado puderam
ser obtidos a partir do prontuario médico, que possuiam apenas um exame de imagem
e aqueles cujas laminas utilizadas para diagnéstico histopatolégico estavam
indisponiveis no arquivo do laboratério de patologia.

A amostra final incluiu 51 pacientes, dos quais 27 (52,9%) eram do sexo
masculino e 21 (47,1%) do sexo feminino. A média de idade foi de 67,9 anos, com
desvio-padrdao de 9,28 anos. Quanto ao tipo histolégico, a maioria dos casos foi
classificada como adenocarcinoma (56,9%), seguido por carcinoma de células
escamosas (37,3%) e carcinoma de grandes ceélulas (5,9%). O estagio clinico
predominante foi o IV (62,7%), seguido pelo estagio Ill (37,3%). Todos os pacientes
foram submetidos a quimioterapia exclusiva baseada em platina.

A categorizacao dos TILs em niveis (leve 0-25%, moderada 25-50%, intensa
>50%) mostrou que a maioria dos pacientes (78,4%) apresentou infiltragao leve (figura
3), enquanto 9,8% e 11,8% foram classificados como moderado (figura 4) e intenso
(figura 5), respectivamente. O tamanho médio da les&o inicial foi de 6,72 cm (+3,18),

com variagdo média apos o tratamento de 0,2 cm (+2,55) (Tabela 1).
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Tabela 1 — Caracteristicas demograficas e clinicas da amostra por grupos de TILs

Variavel Leve Moderado Intenso Total
Total de pacientes 78,4% (40) 9,8% (5) 11,8% (6) 100% (51)
Sexo
Sexo masculino 52,5% (21) 40,0% (2) 66,7% (4) 52,9% (27)
Sexo feminino 47,5% (19) 60,0% (3) 33,3% (2) 47 1% (24)
Tipo histolégico
Adenocarcinoma 52,5% (21) 40,0% (2) 100,0% (6) 47 1% (24)
Carcinoma escamoso 40,0% (16) 60,0% (3) 0,0% (0) 37,3% (19)
Carcinoma de grandes 7,5 (3) 0 (0) 0(0) 5,9% (3)
células
Estagio
Estagio lll 35,0% (14) 40,0% (2) 50,0% (3) 37,3% (19)
Estagio IV 65,0% (26) 60,0% (3) 50,0% (3) 62,7% (32)

Fonte: elaborada pela autora (2025).

A Figura 4A mostra a presenca de discreta infiltracao linfocitaria dispersa no
estroma tumoral, sem formagao de agregados densos ou reagao imune significativa,
caracterizando uma densidade de TlLs classificada como leve (<25%) (HE, 100x). Na
Figura 4B, pode-se verificar a presenca de infiltrado linfocitario moderado no estroma
tumoral, com distribuicdo mais evidente e presenca de pequenos agregados em areas
peritumorais, caracterizando uma densidade de TILs classificada como moderada
(25-50%) (HE, 100x). Na Figura 4C, pode-se ver a presenga de denso infiltrado
linfocitario difuso no estroma tumoral, com areas extensas ocupadas
predominantemente por linfécitos, caracterizando uma densidade de TILs classificada
como intensa (>50%) (HE, 100x).
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Flgura 4 — Densidade de TlLs (A) leve, (B) moderada e densa (C) (H&E, 100x).
£ :&5: *rvi&é«;i" ;

Fonte: arquivo pessoal da autora (2025)

6.1 TILS E TAMANHO DA LESAO

Os resultados deste estudo demonstraram uma associagao estatisticamente
significativa entre a densidade de TILs e a resposta tumoral a quimioterapia, avaliada
pela variagdo do tamanho do tumor. A analise evidenciou que pacientes com maior
densidade de TILs apresentaram reduc¢des mais expressivas no tamanho tumoral,
enquanto aqueles com baixa infiltragdo mostraram, em média, uma reducao discreta
ou até mesmo aumento da leséo.

O grupo com infiltragéo leve de TILs, que representou a maioria da amostra
(78,4%), apresentou a menor variagcdo meédia de tamanho tumoral (M = 0,52 cm; DP
= 2,28), com desvio padrao amplo entre -5,90 cm a 6,20 cm. Em contraste, os grupos
com infiltracdo moderada (9,8%) e intensa (11,8%) apresentaram redugdes médias
progressivamente maiores, de -2,42 cm (DP = 1,80) e -3,18 cm (DP = 1,52),
respectivamente.

A analise de covariancia (ANCOVA) confirmou o impacto substancial da
densidade de TILs sobre a variagdo do tamanho tumoral (F = 83,109; p < 0,001; n* =
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0,551), explicando mais da metade da variabilidade na resposta, mesmo apos ajuste
para covariaveis relevantes como estagio clinico e tipo histolégico. Além disso, a
ANCOVA também indicou que o tamanho tumoral inicial influenciou significativamente
a resposta ao tratamento (F = 10,347; p < 0,001; n? = 0,137), sugerindo que tumores
menores tendem a apresentar redugbes mais pronunciadas.

As andlises de correlacdo de Spearman corroboraram esses achados,
demonstrando uma associagdo negativa robusta entre a densidade de TILs e a
variagao no tamanho tumoral (r =-0,676; p < 0,001). Assim, quanto maior a infiltragéo
linfocitaria, maior a reducao observada no tamanho tumoral.

Esses resultados indicam um possivel efeito sinérgico entre caracteristicas
intrinsecas do tumor e o microambiente imune, destacando o papel dos TILs como
potenciais mediadores importantes na resposta a quimioterapia. A Tabela 2 resume
esses achados e a Figura 5 ilustra graficamente a relagéo entre o tamanho tumoral
antes e apos o tratamento, categorizado conforme os niveis de TILs.

Por fim, as analises ajustadas indicaram que, entre as covariaveis avaliadas, o
estagio clinico teve impacto significativo na resposta ao tratamento, com uma maior
heterogeneidade de resposta observada entre pacientes no estagio IV, em
comparacao com aqueles no estagio Ill. Em contrapartida, outras variaveis, como
idade, sexo, comorbidades e histérico de tabagismo, ndo demonstraram influéncia
relevante sobre a reducao tumoral, reforcando a densidade de TlLs como um dos
principais fatores associados a resposta ao tratamento quimioterapico nesta coorte.

Tabela 2 — Distribuigéo das Variaveis Quantitativas por Grupos de TILs

Variavel Leve (n=40) Moderado (n=5) Intenso (n=6) p-valor Teste
Tamanho inicial | - ¢ 25 , 3 18 5,50 + 2,20 433£152  <0,05 ANOVA
da leséo (cm)
Variacéo do
tamanho 0,52 +2,28 -2,42 1,80 -3,18+ 1,52 <0,01 ANCOVA
tumoral (cm)
Sobrevida Teste de
(meses) 10,62 £ 7,32 19,80 + 11,30 22,75+21,90 <0,05 Kruskal-Wallis

Fonte: elaborada pela autora (2025).



38

Figura 5 — Relagao entre o tamanho do tumor antes e apés o tratamento

quimioterapico em pacientes com CPNPC
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Fonte: elaborada pela autora (2025).

6.3 TILS E SOBREVIDA

A anadlise dos dados revelou diferencas importantes na sobrevida global (em
meses) entre os grupos de densidade de TlLs. O grupo com infiltragao linfocitaria leve
(0—25%) apresentou uma média de sobrevida de 10,62 meses (+7,32), variando de 1
a 30 meses. Ja o grupo moderado (25-50%) demonstrou uma sobrevida média de
19,80 meses (+11,30), com valores entre 6 e 36 meses. O grupo com infiltragao
intensa (>50%) obteve a maior sobrevida média, de 22,75 meses (+21,90), variando
de 0 a 42 meses. Esses resultados reforcam uma associagcdo positiva entre a
densidade de TILs e a sobrevida, sugerindo que pacientes com maior infiltracao
linfocitaria no microambiente tumoral podem apresentar prognésticos mais favoraveis.
As curvas de Kaplan-Meier correspondentes aos trés grupos categorizados pela
densidade de TILs estado representadas na Figura 6, evidenciando a tendéncia de

maior sobrevida nos pacientes com infiltragcdo moderada e intensa.
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Figura 6 — Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida global (SG) segundo a densidade
de TlLs em pacientes com CPNPC (n=51)
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Fonte: elaborada pela autora (2025).
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6.4 KAPPA DE CONCORDANCIA INTEROBSERVADOR

Os resultados da analise de concordancia para a quantificagao histoldgica de
TILs indicaram uma concordancia substancial entre os avaliadores, especialmente
quando os TILs foram categorizados em trés niveis especificos: 0-25%, 25-50% e
>50%. O coeficiente médio de Kappa de Cohen foi de 0,673, valor que corresponde a
uma concordancia substancial conforme os critérios de Landis e Koch (55).

Nas comparacdes individuais, o par de avaliadores F.N. e C.S. apresentou a
maior concordancia (Kappa = 0,798; IC 95%: 0,602—-0,995), evidenciando excelente
consisténcia. Os pares A.T. e C.S. (Kappa = 0,648; IC 95%: 0,416-0,881) e A.T. e
F.R. (Kappa = 0,573; IC 95%: 0,323-0,824) também demonstraram niveis elevados
de concordancia, ainda que com alguma variabilidade. Esses resultados indicam que
os critérios utilizados para a estratificacdo dos TILs sdo bem definidos e aplicados de
maneira consistente.

A avaliagdo da concordancia global entre os trés avaliadores, por meio do
Kappa de Fleiss, resultou em 0,668 (IC 95%: 0,546-0,791), corroborando a alta
confiabilidade do método. De forma semelhante, o Alpha de Krippendorff (57) nominal
foide 0,671 (IC 95%: 0,447-0,838), reforcando que a categoriza¢do adotada alcangou

niveis satisfatérios de reprodutibilidade.

6.5 VIESES

Os vieses deste estudo incluem limitagbes relacionadas ao desenho
retrospectivo, a coleta de dados, a andlise estatistica e a generalizagdo dos
resultados. O viés de selecao esta presente devido a inclusdo apenas de pacientes
com dados completos, o que pode néo representar a populagéao geral. A avaliagéo
dos TILs por coloragdo de H&E, embora acessivel, ndo permite a diferenciacéo de
subtipos celulares especificos, introduzindo viés de medigdo. Apesar da utilizagéo de
ANCOVA para ajustar variaveis de confusdo, outros fatores prognésticos, como
mutacdes genéticas ou terapias concomitantes, ndo foram considerados, podendo
gerar interpretacdes enviesadas.

Além disso, a categorizacao simplificada dos TILs (0-25%, 25-50%, >50%)

pode ter perdido nuances importantes, enquanto a auséncia de dados detalhados
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sobre a localizagao dos linfécitos (estroma versus compartimento epitelial) limita uma
analise mais precisa. Os resultados também podem nao ser generalizaveis devido ao
pequeno tamanho da amostra e ao foco em pacientes tratados com quimioterapia, o
que pode nao refletir desfechos em cenarios mais amplos, como os de imunoterapia.
Por fim, a heterogeneidade metodoldgica da literatura dificulta comparacdes diretas e
pode influenciar a interpretacdo dos achados. Reconhecer essas limitagdes ressalta
a importancia de estudos prospectivos e metodologicamente rigorosos para validar os
resultados encontrados.
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7 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo reforcam o crescente corpo de evidéncias que
apoia o papel dos TILs como biomarcadores prognosticos e preditivos no CPNPC. A
associagao observada entre maior densidade de TILs e redugao tumoral significativa
apos a quimioterapia estd em consonancia com a literatura internacional, que aponta
que um microambiente tumoral imunologicamente ativo favorece a eficacia
terapéutica (51,50, 60, 61, 62).

A forca da associacgao estatistica observada (n?=0,551) indica que a densidade
de TILs foi responsavel por mais da metade da variabilidade na resposta tumoral,
mesmo apds ajuste para idade, sexo e estadiamento clinico. Esse efeito robusto
destaca a importancia biolégica dos TILs na modulacdo da sensibilidade a
guimioterapia, sendo possivel que atuem nao apenas como reflexo de uma resposta
imune antitumoral j& presente, mas também interajam com os mecanismos de morte
celular imunogénica induzida pela quimioterapia, amplificando seu efeito citotdxico
(27,29).

Redugbes mais pronunciadas em tumores menores provavelmente se devam
a uma combinacdo de fatores biologicos e terapéuticos que favorecem maior
sensibilidade ao tratamento. Primeiramente, tumores menores tendem a apresentar
menor heterogeneidade celular e menor propor¢ao de clones resistentes, o que os
torna mais suscetiveis a acao de quimioterapicos ou a resposta imune (2, 51). Além
disso, a vascularizagdo em tumores de menor tamanho €, em geral, mais eficiente, o
que permite melhor penetracdo dos agentes citotéxicos e imunomoduladores no
interior do tumor, em contraste com areas centrais necréticas ou hipoxicas que
frequentemente se desenvolvem em massas maiores (17, 24).

Do ponto de vista imunolégico, tumores menores podem ainda manter um
microambiente tumoral menos imunossupressor, o que permite uma atuagcdo mais
efetiva dos TlLs e das células apresentadoras de antigeno (25, 33). A presenca de
uma carga tumoral mais baixa também pode reduzir a exaustdo imunoldgica,
favorecendo mecanismos de vigilancia imunoldgica e resposta a imunoterapia,
quando aplicavel (29, 34, 35). E importante considerar que, nos modelos de avaliagao
clinica e radiolégica, pequenas alteragdes no tamanho absoluto de tumores menores
podem representar grandes variagdes proporcionais, o que também pode amplificar a

percepcao de resposta terapéutica mais significativa nesses casos (2, 43).
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Alguns estudos ja demonstraram a validade da quantificacdo exclusivamente
morfolégica de TlLs por meio da coloragdo com H&E em neoplasias como o céncer
colorretal e o cancer de mama (48,59). Uma das principais contribuicdes deste estudo
consiste em evidenciar que essa avaliagcdo também apresenta um valor preditivo
robusto quando aplicada de maneira sistematica em CPNPC. Tal achado assume
especial relevancia em contextos com recursos limitados, nos quais métodos
avangados, como a imunohistoquimica ou a gendmica, ndo sao amplamente
disponiveis. Para se ter uma ideia, a realizagao de painéis imunohistoquimicos pode
apresentar valores amplamente variaveis, a depender do numero e do tipo de
anticorpos utilizados, da regidao do pais e da complexidade do servico. Na rede
privada, os custos podem variar entre R$ 800,00 e R$ 1.500,00, enquanto no sistema
publico de saude, embora ndo haja cobranga direta ao paciente, os valores de
ressarcimento variam entre R$ 130,00 e R$ 790,00, a depender da quantidade de
marcadores utilizados. Para fins comparativos, um exame anatomopatol6gico
convencional com coloragao por H&E costuma ter um custo significativamente inferior,
girando em torno de R$ 100,00 a R$ 200,00 na rede privada, e cerca de R$ 40,00 nos
servicos publicos (6). Essa disparidade evidencia a importancia de métodos
acessiveis e de baixo custo, especialmente em contextos onde a infraestrutura
laboratorial e os recursos financeiros sao restritos. Nesse cenario, a ado¢do de uma
metodologia pratica, acessivel e reprodutivel — como a quantificagdo morfoloégica por
H&E — oferece uma alternativa economicamente viavel e potencialmente eficaz.

A padronizacao desta abordagem pode favorecer sua incorporag¢ao na pratica
diagnéstica de rotina, atuando como uma ferramenta auxiliar na estratificacao
terapéutica. A partir da quantificagcdo morfolégica dos TILs, € possivel vislumbrar a
identificacdo de subgrupos de pacientes com maior probabilidade de resposta a
estratégias terapéuticas especificas, particularmente aquelas que envolvem
modulagao imunoldgica. Em cenarios clinicos compativeis, essas informagdes podem
orientar condutas mais agressivas, como a intensificagao do tratamento sistémico ou
a associagcao com terapias locais, além de levantar a hipétese do uso dos TILs como
biomarcador para selegdo de candidatos a terapia de indugédo, nos moldes do que
vem sendo observado no contexto da imunoterapia.

Adicionalmente, os achados deste estudo também sugerem a viabilidade de

descalonacao terapéutica em determinados perfis clinicos, especialmente naqueles
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com elevada densidade de TILs. Pacientes com infiltrado linfocitario igual ou superior
a 25% demonstraram nao apenas maior reducao tumoral, mas também sobrevida
global prolongada, mesmo em auséncia de imunoterapia. Isso levanta a possibilidade
de que, em ambientes onde o0 acesso a imunoterapia é restrito, a avaliagao de TILs
possa contribuir para a identificagdo de individuos que potencialmente nao se
beneficiariam de esquemas mais agressivos ou de alto custo, permitindo a
personalizagdo do tratamento oncolégico com base em marcadores histologicos
simples e reprodutiveis.

Assim, mesmo na auséncia de técnicas complementares sofisticadas, a
avaliacdo morfolégica dos infiltrados linfocitarios pode representar um recurso valioso
para a personalizagao do cuidado oncolégico, ampliando o alcance da medicina de
precisdo em ambientes com infraestrutura restrita.

Adicionalmente, observou-se uma associacao significativa entre a densidade
de TILs e a sobrevida global, reforcando seu valor prognéstico. Pacientes com niveis
moderados ou elevados de TILs apresentaram sobrevida mais prolongada, achado
coerente com estudos prévios (58,53), e que posiciona os TILs como biomarcadores
de dupla funcdo, capazes de predizer tanto resposta terapéutica quanto desfechos
clinicos de longo prazo.

Outro dado relevante foi o elevado grau de concordancia entre os avaliadores
na quantificacao de TlLs (kappa de Cohen = 0,673), indicando que a avaliagao por HE
e factivel e reprodutivel quando realizada com critérios padronizados. Esse achado
sustenta a viabilidade de sistemas de escore harmonizados, semelhantes ao
Immunoscore® proposto para cancer colorretal (53,59). Embora esse sistema seja
baseado em IHC para células CD3+ e CD8+, os dados aqui apresentados
demonstram que mesmo a quantificagcdo morfologica nao especifica pode gerar
informacdes clinicamente relevantes.

Os achados deste estudo indicam que a estratificacdo em trés niveis de
densidade de TILs proporciona maior clareza e reduz as discrepancias entre
observadores. No entanto, também demonstram que uma categorizacéo binaria,
utilizando o ponto de corte de 25%, é estatisticamente viavel e clinicamente relevante,
uma vez que as principais diferencas foram observadas entre o grupo de baixa
infiltracéo (<25%) e os demais. As analises confirmaram que esse limiar discrimina

adequadamente os subgrupos com piores e melhores desfechos, tanto em relagéo a
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resposta tumoral quanto a sobrevida. Por outro lado, as distingdes entre infiltracao
moderada e intensa foram menos expressivas, reforcando a adog¢ao do ponto de corte
em 25% como uma estratégia simplificada e eficiente para a estratificacao clinica.
Essa proposta nao apenas se fundamenta nos resultados deste estudo, mas também
esta alinhada com a literatura, que frequentemente adota esse mesmo limiar para

diferenciar infiltragdes linfocitarias minimas das clinicamente significativas (51,50,53).
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8 LIMITAGOES DO ESTUDO

Este estudo apresenta algumas limitagbes metodolédgicas e estatisticas que
devem ser consideradas na interpretacdo dos resultados. Em primeiro lugar, o
desenho retrospectivo e observacional pode introduzir viés de selegdo e comprometer
a completude dos dados, uma vez que nao houve controle prospectivo das variaveis
clinicas e terapéuticas. A auséncia de randomizacgao limita o controle de fatores de
confusao, como mutagdes especificas, comorbidades e tratamentos concomitantes,
0s quais podem influenciar tanto a resposta a quimioterapia quanto a densidade de
TILs.

Do ponto de vista estatistico, o tamanho amostral reduzido (n = 51)
compromete o poder das analises, aumentando o risco de erro tipo Il e dificultando a
validagao robusta das premissas do modelo estatistico aplicado (ANCOVA). Embora
o efeito observado tenha sido expressivo, a generalizagdo dos achados para outras
populagbes exige cautela.

Metodologicamente, a avaliacdo dos TlLs foi realizada exclusivamente por
coloragéao de hematoxilina-eosina (H&E), o que, embora pratico e acessivel, nao
permite a caracterizacdo de subpopulagbes linfocitarias com fungbes distintas no
microambiente tumoral. Subtipos como linfécitos T CD8+ citotéxicos ou células T
reguladoras FOXP3+ podem exercer efeitos prognésticos divergentes, sendo sua
identificacdo fundamental para compreender plenamente o papel imune na resposta
tumoral (47).

Adicionalmente, a categorizacdo dos TlLs em trés niveis (leve, moderado,
intenso), embora util para fins comparativos, pode simplificar excessivamente a
complexidade do infiltrado imune, ndo capturando gradientes continuos de resposta.
Apesar da boa concordancia interobservador observada neste estudo (kappa =
0,673), a subjetividade da avaliagdo morfologica ainda representa um desafio,
reforcando a necessidade de padronizagdo internacional dos critérios e da
incorporacdo de ferramentas automatizadas, como algoritmos de aprendizado de
maquina, para aprimorar a reprodutibilidade e a acuracia.

Por fim, destaca-se que este estudo nao diferenciou os compartimentos de
infiltracdo linfocitaria - estromal e intratumoral - que possuem significados

prognosticos distintos e sdo recomendados em diretrizes mais recentes (563,51).
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Diante dessas limitagbes, recomenda-se que futuros estudos adotem
delineamento prospectivo, maior amostragem, avaliagdo imunofenotipica por
imunohistoquimica e controle rigoroso de variaveis clinicas relevantes, a fim de validar
e aprofundar a compreensao do papel dos TlLs no cancer de pulmao.
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS (PROPOSIGOES)

As perspectivas futuras para a pesquisa sobre TlLs no CPNPC apontam para
um campo promissor e ainda pouco explorado na pratica clinica oncolégica. Embora
a avaliacdo dos linfécitos infiltrantes ja esteja relativamente consolidada em
neoplasias como o cancer de célon e de mama, no cancer de pulmao essa abordagem
permanece subutilizada, carecendo de integragéao sistematica nos fluxos decisérios
terapéuticos. Nesse sentido, este estudo destaca-se ao introduzir, com base
morfolégica simples e acessivel, uma ferramenta com potencial preditivo significativo
no cenario do CPNPC. Os avancos metodolégicos futuros devem incluir o
aprimoramento da caracterizagdo imunofenotipica dos TILs por meio de técnicas
como a imunohistoquimica multiparamétrica, citometria de fluxo e sequenciamento de
célula unica. A incorporacdo de analises digitais automatizadas, aliadas ao
aprendizado de maquina, pode ampliar a acuracia, padronizagao e reprodutibilidade
dessa avaliagdo, tornando-a mais robusta para aplicagao clinica.

A proposta da criagdo de um Immunoscore especifico para o cancer de pulméao
ganha forca a medida que se acumulam evidéncias sobre o papel imunomodulador
desses infiltrados na resposta terapéutica, especialmente a imunoterapia baseada em
inibidores de checkpoints imunolégicos. A consolidacao de TILs como biomarcadores
uteis na selecdo e monitoramento de pacientes podera representar uma inflexao
importante na pratica clinica, aproximando o manejo do CPNPC da l6gica da medicina
personalizada. Estudos futuros devem validar sua aplicabilidade preditiva e
prognostica, além de investigar como diferentes subpopulagdes celulares influenciam
os desfechos clinicos. A integracao entre dados histopatologicos, perfis moleculares
e técnicas avancadas de imagem pode contribuir para a construcdo de modelos
preditivos mais precisos.

Além disso, pesquisas translacionais poderao aprofundar a compreensao das
interacdes entre os TILs e outros componentes do microambiente tumoral,
desvendando mecanismos imunorreguladores que possam ser convertidos em novos
alvos terapéuticos. A realizagdo de ensaios prospectivos e randomizados, com
amostras populacionais diversas e metodologias padronizadas, sera crucial para
consolidar essas propostas. Em suma, ao evidenciar o valor clinico da avaliagao

morfolégica dos TILs no CPNPC, este estudo ndo apenas preenche uma lacuna
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importante na literatura, como também sugere caminhos concretos para a
incorporagao dessa variavel nos protocolos terapéuticos, desafiando a pratica atual e

promovendo avangos ha estratificacdo imunolégica do cancer de pulmao.
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10 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que a avaliagdo morfolégica dos TILs por coloracao
de H&E apresenta associagao relevante com a resposta a quimioterapia em pacientes
com CPNPC avancado (estadios Ill e V). A quantificacdo mostrou-se reprodutivel
entre patologistas, além de revelar diferengcas na sobrevida global entre subgrupos
com distintos niveis de infiltracao linfocitaria, sugerindo valor prognostico. Também foi
possivel propor um ponto de corte percentual para estratificagdo dos pacientes de
acordo com a densidade de TILs, contribuindo para a identificagdo daqueles com
maior probabilidade de beneficio terapéutico.

Esses achados apoiam o uso da quantificagcdo de TlLs baseada em H&E como
ferramenta de baixo custo e reprodutivel, com potencial para orientar estratégias
personalizadas e até desintensificacdo do tratamento. Dada sua viabilidade técnica e
acessibilidade, essa abordagem configura-se como promissora para a estratificagao
prognostico-preditiva do CPNPC, sobretudo em contextos de recursos limitados ou

em sistemas nos quais a imunoterapia nao esta disponivel.
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