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RESUMO

EXPRESSAO IMUNOFENOTIPICA DO PD-1/PD-L1 EM ADENOCARCINOMA
GASTRICO DE PACIENTES ATENDIDOS NO HOSPITAL UNIVERSITARIO JOAO
DE BARROS BARRETO

O cancer gastrico é a terceira causa de morte relacionada ao cancer em ambos 0s géneros, e
em estagio avancado o progndstico tem sido pouco favordvel. Os tumores humanos tem
propensdo a escapar da imunovigilancia, e um dos eixos envolvidos nesse cenéario é o PD-1,
um receptor expresso na superficie de células, e o seu ligante PD-L1, aos quais ja foram
detectados em amostras de adenocarcinoma gastrico. Este estudo realizou a caracterizagdo da
expressao imunofenotipica das proteinas PD-1 e PD-L1 em tecido adjacente ao tumor, tecido de
Adenocarcinoma Gastrico primario, associado a achados clinico-demograficos e patoldgicos dos
pacientes atendidos no Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto, entre 2008 a 2016. Foram
selecionadas 92 amostras de pacientes com adenocarcinoma gastrico e 55 amostras de tecido
adjacente ao tumor. Foram construidos microarranjos de tecidos (TMA) e foi realizada
imunomarcagdo automatizada (GX Ventana - Roche®) para PD-1 e PD-L-1. A
imunorreatividade para PD-L1 em células tumorais foi observada em 8 casos (8,7%), sendo
todos do tipo histoldgico intestinal de Lauren e estadiamento avancado, apresentando, em sua
maioria o grau Il de diferenciacdo. Enquanto que a imunorreatividade citoplasmatica para PD-
1 no linfocito do microambiente intratumoral (TIL) foi observada no citoplasma e ocorreu em
64 casos (69,6%), sendo a maioria do tipo histoldgico intestinal de Lauren, estadiamento
avancado e grau Il de diferenciacdo. Observou-se linfdcitos intratumorais PD-1 positivos em
maior numero de casos, quando avaliados no estroma intratumoral, em comparacdo aos
linfécitos PD-1 positivos em estroma do tecido adjacente ao tumor. Esses dados reforcam que
pacientes com adenocacarcinoma gastrico que apresenta as caracteristicas histopatoldgicas
encontradas em predominancia para ambos 0s marcadores analisados, podem estar mais
propensos a ativacdo da via PD-1/PD-L1, sendo candidatos elegiveis para utilizar terapia com

anticorpos monoclonais anti-PD-1 ou anti-PD-L1.

Palavras-Chave: Adenocarcinoma gastrico; PD-1/PD-L1; Imunorreatividade.



ABSTRACT

IMMUNOFENOTYPIC EXPRESSION OF PD-1/PD-L1 IN GASTRIC
ADENOCARCINOMA OF PATIENTS AT THE JOAO DE BARROS BARRETO
UNIVERSITY HOSPITAL

Gastric cancer is the third leading cause of cancer-related death in both genders, and at an
advanced stage the prognosis has been unfavorable. Human tumors are prone to escape from
immunovigilance, and one of the axes involved in this scenario is PD-1, a receptor expressed
on the surface of cells, and its PD-L1 linker, which have already been detected in samples
from gastric adenocarcinoma. This study aimed to characterize the immunophenotypic
expression of PD-1 and PD-L1 proteins in tissue adjacent to the tumor, primary gastric
adenocarcinoma tissue, associated with clinicopathological and demographic findings from
patients attending at University Hospital Jodo de Barros Barreto since 2008 to 2016. We
selected 92 samples from patients with gastric adenocarcinoma and 55 tissue samples adjacent
to the tumor. Tissue microarrays (TMA) were constructed and automated immunostaining
was performed (GX Ventana - Roche ®) for PD-1 and PD-L-1. The immunoreactivity for PD-
L1 in tumor cells was observed in 8 cases (8.7%), all of them of intestinal histological type of
Lauren and advanced staging, presenting, in the most, grade Il of differentiation. Whereas
cytoplasmic immunoreactivity for PD-1 in the Ilymphocyte of the intratumoral
microenvironment (TIL) was observed in the cytoplasm and occurred in 64 cases (69.6%),
being the majority of intestinal histological type of Lauren, advanced staging and grade Il of
differentiation. Intratumoral PD-1 positive lymphocytes were observed in a greater number of
cases when evaluated intratumoral stroma, as compared to the tumor-associated PD-1
lymphocyte lymphocytes adjacent to the tumor. These data reinforce that patients with gastric
adenocarcinoma who features the histopathological characteristics found in predominance for
both markers analyzed, may be more likely to activate the PD-1 / PD-L1 pathway and are

eligible candidates to use anti-PD-1 monoclonal antibody or anti- PD-L1.

Keywords: Gastric adenocarcinoma; PD-1/ PD-L1; Immunoreactivity.
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1 INTRODUCAO

O céancer gastrico, apesar da reducdo de sua incidéncia, ainda é o quinto cancer mais
comum e a terceira causa de morte relacionada ao cancer em homens e mulheres. Este tipo de
cancer é mais prevalente em homens do que em mulheres, apresentando maiores indices entre
a quinta e a sétima décadas de vida. Além disso, as taxas de mortalidade mais elevadas sdo no
leste da Asia, Europa Oriental, América Central e América do Sul, sendo a menor taxa
encontrada na América do Norte (SOUZA et al., 2013; FOCK, 2014; NICCOLAI et al,
2015;GLOBOCAN., 2012; INCA, 2016).

As taxas de incidéncia e mortalidade do cancer gastrico ainda se apresentam em
proximidade uma da outra, e a taxa de sobrevida no periodo de 5 anos € normalmente inferior
a 20%, dados que de acordo com Souza et al., (2013) podem ser justificados devido a
deteccdo da doenca ocorrer com maior frequéncia na fase tardia. Porém, vale ressaltar que nos
paises onde sdo adotados programas de rastreamento em nivel populacional, ao qual o
diagnostico ocorre em estagio precoce em pelo menos 50% dos casos, as taxas de sobrevida
no periodo de 5 anos séo superiores a 80%.

No Brasil, a detec¢cdo precoce de cancer gastrico ainda é baixa, devido principalmente
a fatores como a falta de especificidade do quadro clinico, a dificuldade de acesso aos
servicos de saude, assim como a concessdo dos sintomas a outras doencas (SOUZA et al.,
2013).

No que concerne ao prognéstico e ao tratamento para esta doenca, ambos séo
definidos conforme a localizagéo, estadiamento tumoral, e numero de linfonodos ressecados e
acometidos. Muitos casos de cancer gastrico avangado tem apresentado progndstico pouco
favoravel (ZILBERSTEIN et al, 2013; ABDEL-RAHMAN, 2016).

Desse modo, muitos pesquisadores oncoldgicos tem mantido o foco na procura de
novos e melhores tratamentos para esta doenca. As terapias alternativas mais frequentemente
estudadas tem focado nas vias moleculares como EGFR, VEGF, c-MET, IGF e atualmente,
nos pontos de controle do sistema imunoldgico. A adocdo de estudos voltados para os pontos
de controle do sistema imunoldgico parte do conhecimento de que os tumores humanos tem
propensdo a ativa-los, afim de gerar uma regulacdo negativa da resposta imune, com o

objetivo de escapar da imunovigilancia, sendo o conjunto de etapas envolvidas nesse processo



19

nomeado como a imunoedicdo no cancer (ABDEL-RAHMAN, 2016; GUILLEBON et al,
2015).

As terapias alternativas que tem sido projetadas para os pontos de controle do sistema
imune sdo baseadas no uso de anticorpos monoclonais denominados “inibidores dos pontos de
controle do sistema imune”, que atuam inibindo as moléculas regulatdrias negativas com o
objetivo de reestabelecer as respostas imunes antitumorais (GUILLEBON et al, 2015).

Um dos eixos do ponto de controle imunoldgico estudado, de acordo com pesquisas de
Tamura et al, (2015) e Sabatier et al (2014), envolve o PD-1 que é um receptor expresso na
superficie de linfécitos T e o seu ligante PD-L1, aos quais ja foram detectados em varios tipos
de céncer e a expressdo de ambos foi relacionada a prognéstico desfavoravel para o paciente,
assim como as caracteristicas patolégicas e clinicas do tumor.

Testes de ensaios clinicos com farmacos anti-PD-1 e anti-PD-L1 tem sido realizados.
Aos quais, tem sido observada a durag@o nas respostas para alguns tipos de cancer, como o
cancer de pulméo e melanoma (SABATIER et al, 2014).



20

2 REVISAO NA LITERATURA

2.1 Consideragdes Gerais e Epidemiologia

Mundialmente, de acordo com dados fornecidos pela GLOBOCAN em 2012,
ocorreram 14,1milhGes de novos casos de cancer, assim como 8,4 milhoes de mortes por
cancer, sem contar com casos de cancer de pele ndo melanoma. Além disso, foi possivel notar
a maior prevaléncia em homens que em mulheres e maior taxa de mortalidade em paises em
desenvolvimento.

Quanto ao cancer gastrico, ainda de acordo com os dados da GLOBOCAN para 0 ano
de 2012, foram estimados 952.000 novos casos, O que representa 6,8% do total,
representando, o quinto tipo de cancer mais comum no mundo. Adicionalmente, a maior
percentagem de cancer de estomago (70%, o equivalente a 677.000 casos), ocorre em paises
em desenvolvimento, além do mais, nestes paises, quando realizada analise separando por
géneros, € possivel notar que ha maior incidéncia no género masculino (456.000 casos) em
relagdo ao género feminino (221.000 casos). No que concerne & taxa de mortalidade, este tipo
de cancer ocupa a terceira colocagdo para ambos 0s géneros, com 723.000 mortes que
representa 8,8% do total de mortes relacionadas ao cancer.

No Brasil, de acordo com os dados do INCA (2016) para o periodo correspondente a
2016 e 2017 sdo estimados 295.200 e 300.870 novos casos de cancer para o género masculino
e feminino, respectivamente, no pais. Dentre estas taxas de estimativa, o cAncer gastrico estara
entre os mais prevalentes, ocupando o quinto lugar entre os homens com 12.920 novos casos

(6%) e sexto entre as mulheres com 7.600 novos casos (3,7%) (Figural).
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Localizacdo primaria  casos novos % Localizacdo primaria casosnovos %
e oY
Traqueia, Branguio & Pulméo 17.330 8,1% Colon e Reto 17.620 8,6%
Colon e Reto 16.660 7,8% Colo do Utero 16.340 7,9%
|Est6mag0 12920 6,0%| Traqueia, Bronquio & Pulmdo 10,890 5,3%
Cavidade Oral 11.140 5,2% [Estimago 7.600 3,7%)
Esdfago 7950 3,7% Corpo do Utero 6.950 3,4%
Bexiga 7.200 3,4% Ovario 6.150 3,0%
Laringe 6.360 3,0% Glandula Tireoide 5.870 2,9%
Leucemias 5.540 2,6% Linfoma ndo Hodgkin 5.030 2,4%
Sistema Nervoso Central 5440 2,5% Sistema Nervoso Central 4,830 2,3%

Figura 1 — Estimativa dos dez tipos de cancer mais incidentes para 2016 por género, no Brasil,
exceto pele ndo melanoma. Fonte: Adaptado do INCA (2016).

Ainda de acordo com o INCA (2016) em analises divididas por regides, pode-se
observar gque o cancer gastrico no Brasil possui incidéncia que varia conforme as regifes, mas
ainda assim, se encontra entre a segunda e sexta colocagdo. Na regido norte (Figura 2), o
cancer gastrico no género masculino assumira a segunda colocagdo, sendo estimados 970
novos casos (11,2%), enquanto que o género feminino assumira a quarta posicdo, sendo

estimados 480 novos casos (5,6%).

Localizacdo primaria  casos novos % Localizacdo primaria asosnoves %
e T T e e T T

| Estomago 970 11,2% | Mama Feminina 1810 21,2%

Traqueia, Bronguio & Pulmao 680 7,5% Colon & Reto 430 5,6%
Célon & Reto 40 5,1% | Estimago 40 5,6%)

Bexiga 3 43% Traqueia, Bringuio € Pulmdo 410 4,8%

Leucemizs 310 3,6% Glandula Tireoide mn 3,2%

Cavidade Oral 290 34% Leucemias 250 2,%%

Laringe 250 25% Ovario 250 2,%%

Linfoma ndo Hodgkin 230 7% Corpo do Utero 30 2,7%

Sistema Mervosa Central 230 7% Sistema Nervoso Central 190 2,2%

Figura 2 - Estimativa dos dez tipos de cancer mais incidentes para 2016 por género, na Regido
Norte do Brasil, exceto pele ndo melanoma. Fonte: Adaptado do INCA (2016).

Em relagdo ao Estado do Para e sua capital, Belém, (Figura 3) de acordo com o INCA
(2016), este tipo de cancer ocuparé a sexta colocagdo em ambos 0s géneros quando associada
ao numero de novos casos, tanto no Estado quanto na Capital. Para o género masculino sdo
estimados 460 novos casos em todo o Estado, destes, 160 novos casos serdo referentes a sua

capital, Belém. Enquanto para o género feminino, sdo estimados 230 novos casos em todo o
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Estado do Para, destes, 100 novos casos serdo referentes a Belém. Quanto a taxa bruta de
incidéncia, calculada a cada 100 mil habitantes, o cancer géastrico no género masculino,
ocupara a segunda colocagdo no Para (11, 38 casos a cada 100.000 habitantes) e na capital
(22,54 casos a cada 100.000 habitantes). Enquanto que no género feminino, ocupara a terceira
colocacdo no Para (5,85 casos a cada 100.000 habitantes) e a quarta colocagdo na capital
(12,71 casos a cada 100.000 habitantes).

Estimativa dos Casos Novos
Localizacao Primaria da
Neoplasia Maligna Capital Estade
Casos Taxa Bruta

Prostata 1.010 24,70 340 43,59 = = = =

ama Feminina - - - - 330 20,79 410 52,90
Colo do Utero = = = = 820 20,52 260 33,24

raqueia, Bronguio e Pulmdo 270 6,68 100 14,90 160 4,11 70 8,78
%élon e RE) 1_9() 4,79 20 11,]._3 2_30 2‘84 ED 15,38

stdmago 450 11,38 160 22,54 230 3,83 100 1271
Cavidade Oral 130 3,12 50 6,51 80 1,83 20 311
| aringe 50 2,18 30 4,45 20 0,55 *= 1,14
Bexiga 250 6,25 30 4,48 20 0,52 ks 1,15
Fsifago 50 1,48 == 1,98 30 0,66 == 1,19
Dvaria = = = - 110 2,73 60 7,52
| informa de Hodgkin 40 0,88 s 1,95 20 0,47 =3 1,17
Linforma ndo Hodgkin =Tn] 2,21 30 4,50 70 1,67 30 4,17
IGlandula Tireoide 20 0,51 = 1,96 110 2,75 40 5,28
Sistema Nervoso Central a0 1,93 30 4,07 70 1,65 30 3,53
| cucemias 140 3,41 40 5,53 120 3,03 40 4,90
Corpo do Utero = = = = 50 2,29 30 3,82
Pele Melanoma 20 0,59 b 1,46 30 0,71 s 1,42
Outras Localizagdes 760 18,65 260 37,32 650 16,19 250 31,48

169,83
Pele nde Melanoma

115,66 219,78 224,11

Figura 3 - Estimativa do numero de casos e taxa bruta de incidéncia para 2016 por género, no Estado do Para e
sua Capital, Belém. Fonte: Adaptado do INCA (2016).

2.2 Classificacdo Histopatologica e Carcinogénese

A classificacdo de Laurén subdivide o cancer gastrico em dois tipos histoldgicos, o
difuso e o intestinal (LAUREN, 1965). Para o tipo histoldgico intestinal, Pelayo e
colaboradores (CORREA et al., 1975) descreveram uma cascata de etapas sucessivas que
compreendem mucosa gastrica normal, gastrite cronica, gastrite atréfica, metaplasia intestinal,
displasia, e entdo o0 adenocarcinoma gastrico invasivo. Em contrapartida, o adenocarcinoma
gastrico do tipo difuso ndo apresenta lesdo precursora. Estas diferencas entre os dois tipos

histologicos e as caracteristicas clinicas e patologicas sugerem que o desenvolvimento ocorre
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através de rotas moleculares distintas (CORREA et al., 1975; CARNEIRO et al. 2004;
TAHARA et al 2004; HUMAR et al., 2009; SANTOS et al, 2015).

Conforme o aspecto clinico, esta doenca, normalmente apresenta-se em condi¢fes
sequénciais que ocorrem em um periodo prolongado, como resultado de fatores genéticos e da
exposicao aos fatores ambientais, com geragdo de um fendtipo progressivamente regressivo,
caracterizado pela substituicdo das células normais por aquelas que sdo encontradas
normalmente no intestino (delgado e, posteriormente, grosso), no sentido inverso ao que
ocorre no periodo de desenvolvimento fetal (BRITTO, 1997; CESAR et al, 2002;
CARVALHO et al., 2010).

No que se refere aos fatores de risco enddgenos estes estdo associados a doencas
gastricas (como a gastrite autoimune atrofica) e a fatores genéticos. Enquanto que os fatores
de risco exdgenos estdo associados ao estilo de vida (como a ingestdo de alimentos ricos em
sal, alimentos ricos em nitrato ou nitrito), além de infeccbes por microrganismos com
tropismo pela mucosa gastrica que incluem a bactéria Helicobacter pylori e o virus Epstein-
Barr (D’ANGELO et al., 2014).

2.2.1 Dieta ingestéo de alimentos ricos em sal

O sal é considerado como um fator dietético que possui a capacidade de afetar a
mucosa gastrica através da destruicdo da camada mucosa, promovendo a inflamacéo, erosao e
a degeneracdo do epitélio, devido a sua atuagdo facilitadora para a acdo de agentes
genotoxicos. Esta afirmativa pdde ser demonstrada a partir de experimentos com ratos que
haviam recebido dietas com alto teor de sal, as quais os resultados comprovaram que o sal é
capaz de direcionar para a atrofia gastrica, estando correlacionado com a metaplasia.
Adicionalmente, foi observado que o sal facilita a carcinogénese gastrica na presenca de
outros carcindgenos, através do aumento da absorcdo dos hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (CAPOFERRO e TORGENSEN, 1974; TATEMATSU et al., 1975; KODAMA et
al., OHGAKI et al., TAKAHASHI et al., 1984; CORREA, 1988; BRITTO, 1997; FREITAS
et al., 2016).
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2.2.2 Ingestdo de alimentos ricos em nitratos ou nitritos

Os nitratos e nitritos sdo utilizados na conservacgéo de alguns tipos de alimentos, como
picles, salsichas e alguns tipos de enlatados. Ao serem ingeridos os nitratos sdo reduzidos a
nitritos através da agdo da flora bacteriana bucal e do trato digestivo. O nitrito formado
posteriormente reage com aminas, amidas e outros precursores de nitrosacdo formando os
compostos N-nitrosos, como a nitrosamina, que é um carcindgeno potencial do trato digestivo
superior. Estes compostos formados associados ao aumento de radicais livres ocasionam lesdo
das células presentes na parede do estdmago, diminuindo assim a producdo de muco, ao qual
possui funcdo protetora do ambiente gastrico, induzindo a formacdo de células tumorais
(BOGOVSKI e BOGOVSKI, 1981; GAROFOLO et al., 2004; BAU e HUTH, 2011; XIE et
al., 2016).

A acdo dos compostos nitrogenados e metabdlitos formados no organismo na inducéo
de cancer gastrico, pode estar também ligada com a inducédo da inibicdo de vitamina C e de
outros agentes antioxidantes aos quais exercem funcdo protetora do DNA. Estas inibicdes
podem favorecer a desaminacdo de purinas e pirimidinas do DNA, proporcionando a
ocorréncia de mutagbes (POREMBA et al., 1995; KONO e HIROHATA, 1996; DE VITA et
al, WARD et al., 1997; KODAMA et al., 2003).

2.2.3 Infeccdes por agentes patogénicos com tropismo pela mucosa gastrica

Para muitas neoplasias malignas estdo sendo consideradas possiveis associagdes com
lesGes e inflamagdes cronicas do tecido, ao qual podem ser atribuidas a infecgdes bacterianas,
virais ou parasitérias. Destas neoplasias, estima-se que até 15% sdo causadas por infeccdes
crénicas, que delineiam um ambiente propicio para o processo de desenvolvimento tumoral,
representando o equivalente a 1,2 milhdes de casos a cada ano. Porém, apesar de tais dados,
ainda estdo sendo iniciadas pesquisas direcionadas para a descoberta e elucidacdo dos
mecanismos envolvidos neste processo. Para o cancer gastrico sdo descritos na literatura dois
agentes patogénicos que estdo associados no processo de desenvolvimento desta neoplasia, a
bactéria Helicobacter pylori e o virus Epstein Barr (OTT e HODI, 2013; MURPHY e
KELLY, 2015).
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2.2.3.1 Infeccdo por Helicobacter pylori

A Helicobacter pylori (HP) que foi mencionada pela primeira vez por Marshall e
Warren em 1983, trata-se de uma bactéria Gram negativa que coloniza 0 estdmago, cuja
morfologia é espiralada com extremidades arredondadas, apresentando cinco ou seis flagelos
unipolares, que conferem a bactéria motilidade e facilitam a penetracdo no muco gastrico.
Essa infeccdo por HP possui consequéncias clinicas que podem variar entre infec¢do gastrica,
Ulcera péptica e cancer gastrico em aproximadamente 50% da populacdo global, pelo fato de
tais consequéncias serem determinadas conforme as interagdes entre os fatores de viruléncia
do HP, os elementos da mucosa gastrica e o ambiente (MARSHALL e WARREN, 1984;
IARC, 1994; MITCHELL et al,. 2006; BESWICK et al,. 2007; WU et al., 2010; FEHLINGS
etal,, 2012; OTT e HODI, 2013; LINA et al.,2015 PUZZONI et al., 2016).

Estudos epidemioldgicos tem relatado indicios de correlacdo entre as condigcdes de
vida de uma populacdo e a prevaléncia desta infeccdo, sendo observado que nos paises em
desenvolvimento, em torno de 50 a 90% dos habitantes s&o hospedeiros deste microrganismo,
em contraste com o0s paises desenvolvidos, ao qual prevaléncia € menos acentuada, o que
sugere que a melhoria das condicGes de vida destas populacbes pode ter contribuido na
prevencédo da infecgdo (IARC, 1994; PARKIN et al., 2001; FERRASI, 2007).

Além disso, estes mesmos estudos epidemioldgicos que tém mostrado correlagfes
entre o risco de cancer géastrico e a prevaléncia da infecgdo por essa bactéria, e sendo desse
modo conferida uma importante funcdo da infecgdo por HP no processo de carcinogénese
gastrica. Visto isto, atualmente, a infeccdo por HP é enquadrada como carcindgeno de classe
I, para o cancer gastrico, pela Organizacdo Mundial da Saude. Poréem, ainda precisa ser
elucidado quais os fatores do hospedeiro que predispoem a tal doenca (IARC, 1994; MUNOZ
e FRANCESCHI, 1997; PEEK e BLASER, 2002; WELIN et al., 2003; WU et al., 2010;
TESTERMAN e MORRIS, 2014).

O H. pylori coloniza a mucosa gastrica humana com minima competicdo por parte de
outros microrganismos, adaptando-se a este meio com facilidade. A presenca deste
microrganismo no estbmago esta relacionada com dano epitelial e uma reacdo celular

inflamatdria de carater misto (agudo e crénico) tanto na lamina prépria, quanto no epitélio
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superficial. O antro pilérico é a area mais atingida pelo HP (STEVENS e LOWE, 1998;
GANDINI, 2004; NIEDERLE e MOREIRA, 2010).

Para se adaptar ao ambiente gastrico, a bactéria secreta uma enzima fundamental a
colonizacdo, denominada urease, que € uma proteina que atua ajustando o pH do meio
géastrico através da hidrolise da uréia presente em condigdes fisioldgicas no suco gastrico e no
fluido extracelular, gerando o bicarbonato e a amoénia, aos quais tamponam a acidez géstrica.
A amo0nia produzida age como receptor de ions H+, proporcionando um pH neutro no interior
da bactéria, o que confere ao H. pylori resisténcia a acidez tipica do ambiente gastrico,
protegendo-a, até que esta atinja a camada de muco gastrico. A bactéria também secreta
proteases e fosfolipases, que atuam degradando as glicoproteinas presentes na mucosa
gastrica ocasionando danos nas células. Além disso, a bactéria se adere a membrana celular
por meio de seus flagelos, desencadeando alteragdes nas células do lIimen, perda parcial ou
total de microvilosidades e reducdo da quantidade de muco, tornando as células deprimidas e
rugosas (CESAR et al, 2002; MARSHALL, 2002; LADEIRA et al.,2003; NIEDERLE e
MOREIRA, 2010).

Estes mecanismos de acdo do microrganismo na mucosa gastrica levam a esfoliacdo
do epitélio, que gera um aumento da proliferacdo das células e alteracdo na producdo de
muco, que causa a perda da integridade e funcdo protetiva da mucosa gastrica. Em acréscimo,
no decorrer da resposta inflamatéria do hospedeiro, ocorre a inducdo das interleucinas IL-1,
IL-6, IL-8 e TNF-a, além da acdo de neutréfilos e macrofagos, as quais proporcionam
também danos na superficie epitelial gastrica. Essas alteracbes em conjunto podem direcionar
para a atrofia, metaplasia intestinal e adenocarcinoma. Porém, o resultado do conjunto de
alteracdes na mucosa gastrica € dependente de fatores ligados com a fisiopatologia dessa
doenca, como os fatores de viruléncia da bactéria®, fatores associados ao hospedeiro
(suscetibilidade genética de cada individuo, resposta inflamatéria®, funcionamento da
protecdo antioxidante, a variagdo dos processos de reparo do DNA e 0 manejo da proliferacéo
das células) fatores exdgenos, como a dieta e tabagismo. Dessa forma, apesar da infeccdo por
H. pylori ser um importante fator de risco para o desenvolvimento do cancer gastrico, apenas
uma pequena quantidade de individuos infectados com a bactéria ira desenvolver a doenca
(ATHERTON, 1998; GO e CROWE, 2000; MONTECUCCO e RAPPUOLI, 2001;
GONZALEZ et al., 2002; FERRASI, 2007; POLK e PEEK, 2010).

! a viruléncia de cepas de HP que influenciam nos resultados clinicos da infecgéo.
2 De acordo com o grau da resposta inflamatoria sera definida a manutenco, severidade e a resolugdo da
infeccdo por HP.
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As populagdes de HP sdo extremamente distintas entre si, devido a mutagdes pontuais,
substituicdes, inser¢des e/ou delegdes que ocorrem em seu genoma. Dessa forma, um dnico
hospedeiro pode alojar vérias cepas que, com o passar do tempo, podem sofrer mutagdes
enddgenas, rearranjos cromossémicos ou recombinacOes entre as cepas (ISRAEL e PEEK,
2001).

Em HP sdo conhecidos dois importantes fatores de viruléncia, a citotoxina
vacuolizante (vacuolating cytotoxin, VacA), que é codificada pelo gene VacA e a proteina
associada a citotoxina (cytotoxin-associated protein, CagA), codificada pelo gene CagA
(COVER et al., 1990; CESAR et al, 2002; FERRASI, 2007; TESTERMAN e MORRIS,
2014).

O gene cagA integra uma ilha de patogenicidade que expressa proteinas do sistema de
secrecdo tipo IV (Figura 4), que possuem a capacidade de transferir produtos bacterianos,
como a proteina cagA, para o interior das células do hospedeiro, agindo também na inducéo
da inflamacdo. O CagA esta presente em aproximadamente 60 a 70% das cepas de HP e é
associado ao risco de carcinoma, enquanto que contrariamente, sua auséncia implica em um
baixo risco para o desenvolvimento de adenocarcinomas difusos (COVER et al., 1990;
TUMMURU et al., 1993; TUMMURU et al., 1995; PARSONNET et al., 1997; CESAR et al,
2002; PEEK e BLASER 2002; WELIN et al., 2003; TESTERMAN e MORRIS, 2014).

Type IV
secretion

Figura 4 - O transporte através do sistema de secrecdo tipo IV de CagA. Fonte: Adaptado de TESTERMAN e
MORRIS, 2014.
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O segundo gene relacionado a viruléncia, o vacA, conduz para a formacao de vacuolos
em células do epitélio gastrico in vitro e esta relacionado com a Ulcera péptica. O vacA possui
uma variacdo significativa entre as linhagens, que influéncia na atividade vacuolizante da
toxina. E isto pode explicar as variaches das doencas entre pacientes infectados por HP.
Existem duas regiGes variaveis no gene VacA: uma regido que é denominada s, onde é
codificado um peptideo de sinal, ao qual sdo identificados os tipos s1 (com subtipos sla, slb e
slc) e s2, e uma regido mediana do gene que possui 0s subtipos m1l e m2. A combinagéo
desses diferentes tipos alélicos (s € m) é um fator determinante para a producdo e a
especificidade da atividade da citotoxina e estad ligada a patogenicidade bacteriana. Todas as
linhagens possuem um dos tipos de sequéncia de sinal e um dos tipos da regido mediana,
sendo assim, é possivel encontrar as variantes: sim1, sim2, s2m2. Destas variantes, as cepas
do tipo s1m1 produzem niveis elevados da toxina, o tipo s1m2 produz niveis de moderados a
baixos da toxina, enquanto que s2m2 ndo sdo capazes de produzir citotoxina ativa
(ATHERTON et al., 1995, 1997; DOORN et al., 1998; RUDI et al., 1999; CESAR et al,
2002; FERRASI, 2007; TESTERMAN e MORRIS, 2014).

2.2.3.2 Virus Epstein-Barr

O virus Epstein-barr (EBV) é um herpesvirus ubiquo humano que possui atividade
oncogénica, podendo ser detectado o genoma do virus em células de origem linfoide e em
células de origem epitelial (IIZASA et al, 2012; DONG et al., 2016).

Primeiramente o EBV se difunde pela via oral, e ap6s a infecgdo primaria, o0 EBV
estabelece a chamada infeccéo latente em linfocitos B, onde expressa um conjunto limitado de
genes virais necessarios para a manutengdo do epissoma viral, conferindo dessa forma uma
vantagem de sobrevivéncia para a célula infectada. Apesar do EBV exibir caracteristico
tropismo por linfécitos B, é capaz de infectar a mucosa gastrica. Acredita-se que um
microambiente inflamatério com danos ao epitélio gastrico, induzido por fatores
ambientais e/ou infeccdo por H.pylori desencadeie a infiltracdo de linfécitos B infectados
com EBV e linfécitos T na mucosa gastrica. As células epiteliais do estbmago que

apresentam danos podem ser entdo infectadas a partir do contato com linfécitos B
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infectados com EBV reativados (a partir da infeccdo latente para a replicativa)
(RICKINSON e KIEFF, 2007; MURPHY et al., 2009; I1ZASA et al.,2012; ABE et al., 2015).

No estudo de Murphy e colaboradores (2009), em amostras de adenocarcinoma
gastrico, foi observado um achado interessante quanto a localizacdo tumoral e infeccdo por
EBV. Adenocarcinomas gastricos com localizagdo na cardia e/ou corpo possuiam
probabilidade duas vezes maior de serem EBV positivos quando comparados com tumores
localizados no antro.

O EBV pode promover as fases iniciais da carcinogénese gastrica através da inducao
da proliferacdo monoclonal de células infectadas persistentemente pelo virus Acredita-se que
0s carcinomas gastricos associados ao EBV representem cerca de 10% de todos os carcinomas
gastricos em todo o mundo. (MURPHY et al., 2009; 1IZASA et al, 2012; SHINOZAKI-
USHIKU et al., 2015).

Existem trés perfis de genes de laténcia, porém m carcinoma gastrico associado ao
EBV, séo expressos apenas os perfis de laténcia do tipo 1 e 2. As quais séo caracterizados
pela expressao do antigeno nuclear EBV-1 (EBNA1), do pequeno RNA codificante EBV-1 e
2 (EBERL1 e 2), (BART) e a proteina latente de membrana do tipo 2 (LMP2A) (IIZASA et al,
2012; SHINOZAKI-USHIKU et al., 2015).

2.3 Microambiente do Adenocarcinoma Gastrico

No microambiente do adenocarcinoma gastrico, além das células neoplasicas, ha
também a presenca de grupos de células do estroma, do sistema imune, fibroblastos e células
vasculares, as quais desempenham funcBes importantes no desenvolvimento, progressdo e
agressividade da doenca. As células estromais além de estarem associadas com um
prognostico negativo, parecem estar envolvidas em fungdes como, a manutencdo de uma
matriz extracelular adequada para garantir o crescimento de células cancerigenas, e a secre¢do
de moléculas estimuladoras de crescimento (WU et al, 2012; QUAIL e JOYCE, 2013;
BUSUTTIL et al, 2014).

Outros grupos de células presentes no microambiente tumoral e essenciais para o
desenvolvimento do cancer gastrico sdo as células relacionadas a regulacdo da vascularizagéo
e imunidade. Em cénceres gastricos ha relatos de secrecdo de componentes estimuladores da

angiogénese, que viabilizam a formacao de vasos sanguineos, garantindo aporte nutritivo para
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as células tumorais. E por fim, existem as células do sistema imune que dependendo de
identidade podem exercer fungdo pro ou anti-tumorigénica (QUAIL e JOYCE, 2013; TAN e
YEOH, 2015).

2.4 Sistema Imune Inato e Adaptativo Humoral e Celular

A principal funcdo do sistema imune é o reconhecimento e eliminagdo de antigenos
estranhos, formacdo de memoria imunoldgica e desenvolvimento da capacidade de tolerar
antigenos proprios. Este sistema é composto pelo sistema imune inato e adaptativo
(LUCKHEERAM et al., 2012).

O sistema imune inato é a linha de defesa inicial do hospedeiro contra patégenos,
constituido por barreiras fisicas (pele e mucosas), fagécitos mononucleares (mondcitos e
macrofagos), granuldcitos polimorfonucleares (neutrdfilos, eosindfilos e basofilos),
mastocitos, células dendriticas, células Natural Killer (NK), plaquetas e moléculas soltveis
(complemento, proteinas de fase aguda, citocinas e quimiocinas) (AKIRA et al, 2006; LI et
al, 2007; CRUVINEL et al., 2010; TURVEY e BROIDE, 2010; GONCALVES, 2014).

O sistema imune adaptativo apresenta duas populacbes de linfécitos (Linfocitos T e
B), os quais sdo produzidos na medula éssea, divergindo quanto ao local de maturacdo e
forma de atuacdo. Os linfécitos T sofrem maturacdo no timo e atuam estabelecendo a
imunidade celular, enquanto os linfocitos B tem maturacdo na medula 0ssea e atuam,
mediando a resposta humoral. Em conjunto, ambos, estabelecem a imunidade adaptativa e
colaboram com a agéo do sistema imune inato (LUCKHEERAM et al., 2012; TERRA et al.,
2012; GONCALVES, 2014).

Os linfocitos T, apos migrarem da medula éssea até o timo, passam por processo de
maturacgdo e diferenciacdo. A diferenciacdo pode ser em linfocitos TCD4+ e TCD8+, sendo
tal determinada conforme os receptores expressos. Posteriormente, estes linfocitos sdo
submetidos a selecdo de acordo com a capacidade néo reativa a antigenos proprios, ou seja, de
acordo com a capacidade de reconhecer e tolerar o que é préprio (GAMEIRO et al, 2010;
TERRA et al., 2012).

De acordo com o tipo de linfocitos T, ao qual se diferenciam, exercem uma fungdo. Os
linfocitos T CD4+ desempenham a funcdo de influenciar na resposta imune, e para tanto

atuam produzindo e liberando citocinas. Os linfocitos T CD4 naive sdo subdivididos em T



31

helper 1 (Thl), T helper 2 (Th2), T helper 17 (Th17) e T reguladores (Treg), sendo o
processo de diferenciacdo de todos os subtipos de linfocito TCD4 naive mediado conforme
estimulos de citocinas e expressdo do fator de transcricdo, ao qual é diferente conforme o
subtipo (Figura 5). Os linfocitos T helper 1 possuem como fator de transcricdo o Thet, e sdo
responsaveis principalmente por secretarem IFN-y e IL-1, sendo essenciais para a progresséo
da resposta inflamatoria e imune, assim como na ativacdo de macrofagos. Os linfocitos T
helper 2 possuem como fator de transcricdo 0 GATAS, e atuam secretando IL-4, IL-5 e I1L-13,
sendo esse subtipo correlacionado com a resposta imune humoral e com o controle de
infeccbes extracelulares. Os linfocitos T helper 17 possuem como fator de transcricdo o
RORyt, e atuam secretando IL-17, IL-21 e IL-22, sendo esse subtipo associado com a
montagem de uma resposta imune contro bactérias extracelulares e fungos, além disso, estes
linfdcitos estdo envolvidos em reacdes autoimunes. E finalmente, os linfocitos T reguladores
aos quais apresentam como fator de transcricdo o FOXP3, e sdo responsaveis pela secrecdo de
TGF- B e IL-10, asssim como na modulacédo, controle e finalizacdo da resposta imune, visto
gue atuam na supressao das células T. Os linfocitos T CD8+ atuam na destruicdo direta e
inducdo da apoptose das células infectadas/danosas (LUCKHEERAM et al., 2012; TERRA et
al., 2012; NORMANTION e MARTI, 2013).

Pt Th17
(Tbet) (RORyt)
117, IL-21,
IFN-r oy & L
Naive
cpa
Th2 Treg
(GATA3) (FoxP3)
IL-4, IL-5, TGF B, IL-10
I-13

Figura 5 — Os subtipos de Linfécito T CD4 naive e 0s seus respectivos fatores de
transcricdo e as citocinas tipicas secretadas. Fonte: NORMANTON e MARTI,
2013.
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Esses linfécitos T, apds maturagdo no timo, circulam no sangue para os tecidos
periféricos, e somente sdo ativados, tornando-se células efetoras, quando reconhecem um
antigeno por meio da interacdo entre o receptor de células T (TCR) com o antigeno ligado ao
MHC (Complexo Principal de Histocompatibilidade), que é apresentado por uma célula
apresentadora de antigeno (células dendriticas, linfocitos B, macréfagos), recebendo assim,
sinais coestimulatorios da interacdo do CD28 (linfécito T) com moléculas coestimulatorias
(B7.1, B7.2), promovendo desta forma a producao de citocinas e a proliferacdo de linfocitos T
e (ARUFFO e SEED, 1987; LARSEN et al, 1994; BADOUAL et al, 2013; KEDMI et al,
2014).

Os linfécitos B imaturos que sdo produzidos e maturados na medula éssea,
posteriormente migram para 0 baco e outros 6rgdo linféides secundarios. Os linfdcitos B
possuem a capacidade de atuar, produzindo e liberando anticorpos especificos que ao atingir a
circulacdo sanguinea, podem se deslocar para os tecidos periféricos nas quais atuam,
neutralizando 0s microrganismos ou toxinas por ligacdo a tais, ativando proteinas do sistema
complemento no plasma para entdo viabilizar a destruicdo de patégenos por fagécitos. Os
linfocitos B podem também atuar como células apresentadoras de antigenos (LI et al, 2007;
LEBIEN e TEDDER, 2008; TERRA et al., 2012).

2.5 Sistema Imune e Cancer

O céncer humano é constituido por vérias modificagbes genéticas e epigenéticas que
desencadeiam a formacao de novos antigenos os quais podem ser reconhecidos e eliminados
pelo sistema imunoldgico, antes de tornarem-se clinicamente evidentes. Esta observagéo de
que o sistema imunolégico é direcionado para a deteccéo e eliminacdo de células malignas foi
desenvolvido inicialmente por Burnet e Thomas, sendo conceituada como vigilancia
imunologica do cancer. Porém, apesar desta observacao, diversos dados posteriores sugeriram
que as celulas da resposta imune inata e as células da resposta imune adaptativa podem
também exercer uma funcdo importante no processo da carcinogénese. Desta forma, mesmo
que haja uma resposta imune do hospedeiro contra o desenvolvimento tumoral, a acdo imune
pode ser ineficaz, devido a estes delinearem varios mecanismos de resisténcia, aos quais

podem ser incluidos locais de imunossupressao, inducdo da tolerancia e disfuncdo sistémica
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na sinalizacdo de células. Esta observacdo de que o sistema imune atua detendo o
desenvolvimento tumoral, mas que pode conforme a interagdo com o tumor delinear um
ambiente predisponente para o desenvolvimento do mesmo conduziu para a aplicacdo do
conceito ‘imunoedi¢do no cancer’ (BURNET, 1957; DUNN et al, 2002; HANAHAN e
WEINBERG, 2011; TOPALIAN et al, 2012; LEE et al, 2014).

2.5.1 Imunoedicdo no Cancer

Em condi¢des normais, para evitar a autoimunidade e permitir a tolerancia periférica,
ou regulacdo negativa das células imunitarias afim de promover a homeostasia imunologica,
varios pontos de controle do sistema imune devem ser cruzados, visando garantir que a
resposta imune possa ocorrer e durar. Para 0 escape da vigilancia imunoldgica, uma das
marcas do cancer (figura 6), os tumores humanos podem ativar os pontos de controle do
sistema imune e este processo interativo entre 0 tumor e o sistema imune é denominado
imunoedicdo (DUNN et al, 2002; GUILLEBON et al, 2015).

Sinal proliferativo
favoravel :

Evasio aos
supressores de

Desregulacio Evasido a destruicdo
metabélica pelo sistema imune
Evasdo i apoptose 4—‘ Replicacio ilimitada ’
Mutagdo ¢ Inflamacdo induzida

instabilidade gendmica pelo tumor

Ind'ut;i‘o da G\'asio e meta’sua
< angiogénese )

Figura 6 — As marcas do cancer, dentre elas a evasdo a destruicdo pelo sistema imune. Fonte: Adaptado de
HANAHAN e WEINBERG, 2011.
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A imunoedicdo no cancer presume que o sistema imunolégico tem a capacidade de
detectar e eliminar grande parte dos tumores ainda em estado precoce. Entretanto, alguns
tumores podem néo ser completamente eliminados, visto que conseguem atingir um equilibrio
entre 0 seu crescimento e a destruicdo pelo sistema imune, o que pode ocorrer em um periodo
longo, até que o tumor adquira a capacidade de escapar da vigilancia imune e se desenvolver,
quando entdo sera detectado clinicamente (MITTAL et al, 2014; ROTHSCHILD et al, 2015).

A imunoedi¢do no cancer ¢ definida por trés “E” que correspondem a: eliminacéo,
equilibrio e escape (Figura 7). A primeira fase corresponde ao periodo ao qual a
imunovigilancia é ativa e capaz de eliminar as células tumorais, sendo principalmente
mediada por linfdcitos especificos para o antigeno associado ao tumor. Nesta fase, as células
tumorais sdo reconhecidas por células da resposta imune inata e adaptativa, e eliminadas antes
de se tornarem uma doenca maligna detectavel clinicamente, porém células tumorais
esporédicas podem surgir e entdo sdo mantidas na segunda fase. A segunda fase, a fase de
equilibrio, é a mais longa das trés fases (pode durar meses, anos ou a vida inteira do
hospedeiro) e corresponde ao periodo em que o crescimento do tumor ainda é inviabilizado
pelo sistema imunologico do hospedeiro. Nesta fase, 0 IFN-y e a IL-12 produzidos e liberados
pelos linfécitos T CD8+ e células dendriticas, auxiliam através da capacidade de levarem as
células tumorais a um estado de inércia funcional. Porém, no decorrer da fase de equilibrio, as
células tumorais com maior instabilidade genética podem sobreviver e adquirir resisténcia, ou
seja, a acdo continuada do sistema imunoldgico pode promover uma selecdo darwiniana de
variantes de células tumorais resistentes ao ataque imune, processo que é denominado de
imunoselegdo. A partir do momento em que estas variantes resistentes surgem, se
encaminham para a fase de escape. A fase de escape corresponde ao crescimento do tumor,
mesmo que haja um ambiente imunologicamente intacto, devido as células tumorais
adquirirem um perfil pouco imunogénico capaz promover um microambiente de carater
imunossupressor (inducdo da expressdo de linfocitos T reguladores, células supressoras
derivadas da mieloide, expressdo de pontos de controle do sistema imune na superficie de
células tumorais, como o PD-L1), o qual garante as mesmas a resisténcia e sobrevivéncia a
acdo sistema imune (DUNN et al, 2002; MITTAL et al, 2014; GUILLEBON et al, 2015).
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Figura 7 — As etapas da imunoedicdo no cancer. Fonte: Adaptado de SAKAKURA e CHIKAMATSU, 2013.
2.5.2 Pontos de Controle do Sistema Imune

Os linfocitos T antes de serem liberados no timo, passam por um processo de selecao
negativa, onde os linfocitos T autorreativos ndo sdo liberados, porém, apesar disso,
eventualmente pode ocorrer a liberacdo deste tipo de linfécito na circulagdo. Na circulagéo,
estes linfocitos autorreativos podem reconhecer autoantigenos no tecido periférico e desta
forma desencadear uma resposta autoimune. Para evitar a ocorréncia dessas respostas imunes
direcionadas para tecidos préprios, o0 organismo possui 0s denominados pontos de controle do
sistema imune, como por exemplo as vias de inibicdo CTLA-4 e PD-1. Porém, apesar dessas
vias inibitorias representarem um mecanismo importante para a manutencdo da autotolerancia
periférica, elas podem ser um dos mecanismos que os tumores podem utilizar para evadirem
da destruicdo imune, através da expressdo de ligantes de receptores inibitorios do ponto de
controle do sistema imune que atuam encerrando a ativagdo da resposta imunoldgica apds
contato com o antigeno, dentro do microambiente tumoral (CHEN, 2004; KEIR et al, 2006,
2008; FLEMMING, 2012; TOPALIAN et al, 2012; SZNOL e CHEN, 2013; PUZZONI et al.,
2016; ALVES e GUEDES, 2016).
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2.5.2.1 PD-1 (Programmed Death 1)

O receptor de morte programada 1 (PD-1;CD279) que foi identificado primeiramente
em um hibridoma® de linfécitos T submetidos & apoptose, é uma molécula de superficie que
juntamente com seus ligantes, PD-L1 e PD-L2 (Figura 8), exerce um papel como ponto de
controle do sistema imune, inibindo a funcéo de linfdcitos T nos tecidos (ISHIDA et al, 1992;
FREEMAN et al, 2000; LATCHMAN et al, TSENG et al, 2001; FRANCISCO et al, 2010;
SZNOL e CHEN, 2013; GUILLEBON et al., 2015).

PD-1

Figura 8 — Interagdo de PD-1 com seus ligantes. Fonte: Adaptado de GUILLEBON et al., 2015.

O gene PDCD1 que estd localizado no cromossomo 2 (2937), pertence a
superfamilia de genes de imunoglobulina, e codifica a proteina PD-1, um tipo de proteina
transmembranar | que contém 288 aminoacidos, e aproximadamente 50-55 Kda. No que
concerne a sua estrutura, a PD-1 apresenta um dominio extracelular IgV seguido por uma
regido transmembranar e uma cauda citoplasmatica (Figura 9), partilhando de cerca de 21-
33% de identidade de sequéncia de aminoacidos com CTLA-4, CD28 e ICOS. A cauda na

regido citoplasmatica possui dois motivos de sinalizacdo baseados em tirosina, que séo: 0

* Linhagens celulares que sdo projetadas com a finalidade de se produzir determinado anticorpo monoclonal.
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motivo inibidor do imunorreceptor baseado em tirosina (ITIM), localizado préximo a
membrana plasmética, e 0 motivo de troca do imunorreceptor baseado em tirosina (ITSM),
localizado distalmente @ membrana plasmatica. O ITIM de PD-1 medeia sinais inibidores,

enquanto o motivo ITSM atua na sinalizacdo apés a ligacdo de PD-1, recrutando SHP1 e

SHP2 fosfatase com a finalidade de induzir a ativacgdo reversa dos eventos de fosforilacao
(ISHIDA et al, 1992; OKAZAKI et al.,2001; CHEMNITZ et al, 2004; OKAZAKI e
HONJO, 2007; KINTER et al, 2008; RILEY, 2009; YAO et al., 2013; KEDMI et al, 2014;
BARDAN et al., 2016).

P ITSM SHP-U
SHP-2

Figura 9 - Estrutura da proteina PD-1. Fonte: Adaptado de FRANCISCO et al, 2010.

A PD-1 é expressa em linfocitos T, linfocitos B, linfocitos T Natural Killer (NKT),
células NK, mondcitos e alguns subgrupos de celulas dendriticas, ap0s serem ativados
(KINTER et al, 2008; OESTREICH et al., 2008; FRANCISCO et al, 2010; BARDAN et al.,
2016). A inducdo da expressdo de PD-1 em linfocitos T, de acordo com estudo de Polanczyk
et al, (2006) e Kinter et al, (2008) parece ser potencialmente induzida por citocinas de cadeia
y comum que tem acdo importante na inducdo da expressdo e sobrevivéncia de linfocitos T,
como a IL-2, IL-7, IL-15 e IL-21, assim como TLRs, interferons e estrégeno (em linfdcitos T
e APCs). A expressdo do PD-1 é em parte mediada pelo recrutamento do fator nuclear de
células T ativadas c1 (NFATcl) para o ndcleo. Para frisar a importancia deste fator, um

estudo realizado por Oestreich e colaboradores (2008), utilizando inibidor de NFATCcL,
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mostraram que a inibigdo de NFATc1 foi acompanhada por uma reducdo da expressao de PD-
1, 0 que de fato confirmou que o NFATc1 exerce uma fungdo importante para a expressdo de
PD-1.

2.5.2.2 PD-L1e PD-L2

O PD-1 tem dois ligantes PD-L1 (B7-H1; CD274) e PD-L2 (B7-DC; CD273), cujos
genes estéo todos localizados no cromossomo 9p24.1. Os ligantes PD-L1 e PD-L2 que foram
identificados como pertencentes da familia B7 em 1999 e 2001, respectivamente, s&o
proteinas transmembranares do Tipo | que possuem dominios extracelulares Ig-V e 1g-C e um
dominio intracelular curto, ambos apresentando entre si 40% de identidade na sequéncia de
amino&cidos. O PD-L1 e PD-L2 diferem nas suas afinidades para PD-1. O PD-L2 tem uma
afinidade de trés vezes mais elevada para PD-1 em comparagdo ao PD-L1. A expressao de
ambos os ligantes de PD-1 sdo reguladas por estimulos inflamatérios (DONG et al, 1999;
FREEMAN et al, 2000; LATCHAMAN et al, 2001; TSENG et al, 2001; BUTTE et al, 2007;
FRANCISCO et al, 2010; SZNOL e CHEN, 2013; ROEMER et al, 2016).

O PD-L1 em humanos é expresso em mastocitos, macréfagos, linfdcitos B, linfdcitos
T, células endoteliais, vasculares, epiteliais, musculares, hepatdcitos, células da placenta,
células das ilhas pancreaticas, astrocitos e neurbnios. Estudos, utilizando técnica
imunoistoquimica tem revelado que o PD-L1 ndo é expresso por tecidos epiteliais,
nodulos linfaticos e por plasmocitos normais; mas é expresso constitutivamente em
varios tumores humanos, células de linfoma e de mieloma. O que pode representar uma
resposta adaptativa adotada por células tumorais para resistir ao ataque imune. A
expressao desse ligando é regulada potencialmente por interferon-o, f ¢ vy (IFN- o, B ¢ 7),
lipopolissacarideos bacterianos, fator de estimulacdo de colénias de granulocitos-macréfagos,
fator de crescimento vascular endotelial, e as citocinas interleucina-4 (IL-4 ) e interleucina- 10
(IL-10). O PD-L1 pode também agir como ligante para a molécula B7-1 (CD80) (Figura 10),
ligando assim a via PD-1/ PD-L1 com a via B7-1/CD28/CTLA-4 (FREEMAN et al, 2000;
EPPIHIMER et al, 2009; YAMAZAKI et al, 2002; BUTTE et al 2007; FRANCISCO et al,
2010; HINO et al, 2010; SZNOL e CHEN, 2013; GUILLEBON et al., 2015).
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PD-L1

Figura 10 — InteracGes do Ligante 1 da proteina de morte programada 1. Fonte: Adaptado
de GUILLEBON et al.,2015.

O PD-L1 pode ser expresso tanto de forma constitutiva, quando indutiva por estimulos
inflamatorios locais, como por exemplo, os interferons. A inducdo da expressdo de PD-L1
através de inflamacdo local, denominada como resisténcia imunitaria adaptativa, necessita
inicialmente da presenca de um infiltrado de linfocitos TCD8+ no microambiente tumoral.
Estes linfocitos T inicialmente reconhecem 0s antigenos tumorais através de receptores de
ceélulas T, desencadeando a ativagdo inicial, a expresséo de PD-1 e a producdo de interferons
locais, gerando uma resposta antitumoral inicial. Porém, os interferons produzidos agem na
inducdo da expressdo de PD-L1 em células do tumor, o que conduz a supressdo da resposta
imunoldgica, através da inibicdo da ativagdo de linfocitos T (CHEMNITZ et al, 2004; KEIR
et al, 2006; FRANCISCO et al, 2010; RIBAS, 2012).

A expressdo de Interferon- y, um regulador positivo da expressdo de PD-L1, tem sua
sinalizacdo medeada por Janus quinase (JAK)/STAT, que por sua vez tem sua ativagédo
desencadeada por proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK) e PIK3/AKT. Desta forma,
as vias de sinalizacdo JAK/STAT e MAPK estdo envolvidas na expressdo de PD-L1 induzida
por IFN- y (FREEMAN et al, 2000; FRANCISCO et al, 2010).
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Em estudo de Liu e colaboradores (2007), utilizando inibidores especificos em
linhagens de células de mieloma multiplo para componentes de vias relacionadas com a
inducdo de interferon-y, como o fator 88 de diferenciagdo mieldide (MyD88), o receptor do
fator de necrose tumoral associado ao fator 6 (TRAF6), e MEK, observaram que o bloqueio
destes desencadeou a inibicdo da expressdo de PD-L1 induzida por interferon-y. Os dados
deste estudo refor¢cam a importancia do IFN-y na inducdo da expresséo do PD-L1.

Dados de estudos in vitro sugeriram que apos a interacao entre PD-1 e PD-L1, este
ligante induz a fosforilacdo de ITIM e ITSM, o que resulta na inibicao da via PIK3/AKT,
reducdo da proliferacdo linfocitaria mediada por TCR e da secre¢do de interferon-y, ¢
aumento da apoptose de células T. No estudo de Parsa e colaboradores (2006), utilizando
linhagem de células de glioma, foi observado que a perda ou a inibicdo do homdlogo de
fosfatase e tensina (PTEN), uma fosfatase celular que modifica a sinalizacdo de quinase
fosfatidilinositol 3 (PI3K) e AKT, aumenta a expressdo pos-transcricional de PD-L1. Além
disso, notou-se que a inibi¢do da via PI3K ou AKT diminuiu PD-L1 nestas células tumorais,
talvez devido o blogueio destas vias interferir na inducdo da expressao de IFN-y, que ¢ um
indutor potencial da expressdo de PD-L1.

O PD-L2 ¢ expresso de forma mais restrita, sendo regulado positivamente em células
dendriticas, macrdéfagos e mastocitos, subgrupo de linfécitos B de centro germinativo, em
células endoteliais, vasculares e linfocitos T. E regulado por IL-4, GM CSF, e em menor grau
por IFN-y (LATCHMAN et al, 2001; YAMAZAKI et al, 2002; FRANCISCO et al, 2010;
KEDMI et al, 2014).

Dados de estudos em melanoma apontam que BRAF V600E é capaz de induzir a
expressao de PD-L1 e PD-L2 por fibroblastos no microambiente tumoral através de uma via
dependente de IL-1 (BASTMAN et al., 2016).

Bastman e colaboradores (2016), avaliaram em seu estudo a expressao de linfécitos T
CD4 e T CD8, PD-1, PD-L1 e PD-L2 em amostras de cancer primario de tiredide, sendo
observada elevada positividade para PD-1 em linfocitos T CD4 e T CD8. Adicionalmente,
neste tipo de cancer, a expressdo de PD-L1 foi encontrada em linfécitos intratumorais e
peritumorais, sendo elevada a sua expressdo em casos com metastases em linfonodos
regionais. Outro dado obtido foi a expressdo de PD-L1 e PD-L2, tanto em células tumorais,

quanto em leucdcitos associados, em tumores primarios pT4 e metastaticos.
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2.5.2.3 Mecanismo de Sinalizacéo da Via PD-1/PD-L1

A ligacdo de PD-1 a PD-L1, juntamente com a estimulacdo de TCR, desencadeia a
fosforilagdo dos motivos baseados em tirosina presentes na cauda citoplasmatica do PD-1,
ITIM e ITSM, aos quais recrutam SHP-1 e SHP-2, que por sua vez prejudicam a atividade de
duas cascatas de sinaliza¢do proximais @ TCR/CD3 e CD28, a via PI3BK/AKT/mTOR e a via
Ras/MEK/Erk (Figura 11), que sdo essenciais no processo de iniciacdo da ativacdo de
linfocitos T (PARRY et al., 2005; PATSOUKIS et al., 2012; BARDHAN et al., 2016).

Um dos mecanismos pelo qual o PD-1/PD-L1 atua, inibindo a via PI3K/AKT/mTOR,
é atraves da regulacdo da caseina quinase 2 (CK2) no processo de regulacdo da atividade
fosfatase e fosforilagho de PTEN. O CK2 € responsavel por fosforilar o cluster
Serina/treonina (S380/T382/ T383) da regido C-terminal do PTEN (possibilitando a sua
estabilizagéo), que conduz para a reducgéo da atividade fosfatase de PTEN contra o substrato
fosfatidilinositol trifosfato (PIP3), durante a estimulacdo desencadeada por TCR/CD3 e
CD28. Porém, a ligacdo de PD-1 a PD-L1 direciona para a inibicdo de CK2, corroborando
para a perda da fosforilacdo estabilizante no cluster Serina/ Treonina da regido C-terminal do
PTEN, resultando na atividade fosfatase aumentada de PTEN sobre o substrato PIP3
(VAZQUEZ et al., 2000; TORRES e PULIDO, 2000; PATSOUKIS et al., 2013; BARDHAN
etal., 2016).

A atuacdo de PD-1/PD-L1 sobre a via Ras/MEK/Erk compreende a inibicdo da
fosforilase- y1 (PLC-y1). Em condigdes normais, apos a ativa¢ao da quinase ZAP-70, ocorrem
varias reacGes que por fim conduzem para a ativacdo de PLC-yl, que em seguida atua,
clivando o fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) em diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato
(IP3). A DAG ativa leva a ativacdo da PKC e RasGRP1, e este ultimo ativa a cascata da MAP
quinase. J& o IP3 atua aumentando a concentracdo intracelular de Ca2+, desencadeando a
ativacdo da fosfatase calcineurina (PATSOUKIS et al., 2012). Conforme descrito sobre a via
Ras/MEK/Erk, pode-se inferir que a inibicdo de PLC-yl por PD-1/PD-L1 impossibilita a
continuidade da via, visto que inviabiliza a clivagem de PIP2 (EBINU et al., 1998, 2000;
BIVONA et al., 2003; ROOSE et al., 2005;BARDHAN et al., 2016).
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Figura 11 — Mecanismo de inibicdo desencadeado pela interagdo PD-1/PD-L1 nas vias PI3K/Akt/ mTOR e
Ras/MEK/Erk. APC: Célula Apresentadora de Antigeno; FAO: Oxidacdo de Acidos Graxos; OCR: Taxa de
Consumo de Oxigénio. Fonte: Adaptado de BARDHAN et al., 2016.

2.5.2.4 Efeitos da Sinalizacdo da Via PD-1/PD-L1

A sinalizacdo de PD-1, quando associado a seus ligantes em linfocitos T ou B ativos,
realiza uma regulacdo imunoldgica que conduz a transducdo de um sinal inibitério. Essa
sinalizacdo conduz para a inibicdo da expresséo de receptores e enzimas que estdo associadas
a glicolise, glutaminolise e ao metabolismo de aminoacidos, além disso, h& a diminui¢do da
taxa de acidificacdo extracelular e da taxa de consumo de oxigénio, e aumento da oxidagdo de
acidos graxos, em linfocitos T (o que pode dificultar a bioenergética celular), producéo de
citocinas, proliferacdo e sobrevivéncia celular. Além disso, ha o impedimento da expressao de
fatores de transcricdo associados com a funcéo efetora de linfécitos T, como o GATA-3 e
Thet. Outros efeitos da sinalizagdo da via PD-1/PD-L1 incluem a diminuicdo da fosforilacéo

de CD3, ZAP70 e PCK, assim como a inibi¢do da ativagao de Erk, e a inversdo do “sinal de



43

paragem” mediado pela sinalizacdo de TCR (que conduz ao encurtamento no tempo de suas
interacbes com as APCs), que pode levar a uma diminuicdo da ativacdo, da formacdo de
memoria celular e expansdo clonal de linfocitos T, direcionando para a inducdo de Tregs
(LATCHMAN et al, 2001; OKAZAKI et al, 2001; CHEMNITZ et al, 2004; PARRY et al,
2005; KEIR et al, 2006; FRANCISCO et al, 2010; AMARNATH et al, 2011; YOKOSUKA
et al, 2012; RIELLA et al, 2012; SZNOL e CHEN, 2013; SHINOZAKI-USHIKU et al,
2015).

2.5.2.5 Via PD-1/PD-L1 e o Ciclo Celular

Os linfécitos T primérios encontram-se normalmente na fase GO do ciclo celular, ao qual ndo
ha a expressdo de ciclinas, que sdo necessarias para a interagirem com as cinases dependentes de
ciclina (CDKs) com a finalidade de formar complexos ciclina-CDK que sdo fundamentais para
direcionar o processo de progressao do ciclo celular. Inicialmente, para ser dada a progressao no ciclo
celular é necessario promover a degradagdo dependente de ubiquitina de p27 (que se encontra
abundante nos linfocitos T), que atua inibindo a CDK2, afim de reestabelecer a fungdo da mesma. Para
tanto, logo apos a estimulacdo de TCR/CD3 e CD28 ocorre a inducdo da transcri¢cdo de SKP2 (uma
ubiquitina que atua degradando o inibidor de CDK2, o p27), porém esse processo necessita da
ativacdo conjunta das vias PI3BK/Akt/mTOR e Ras/MEK/Erk ((BOONEN et al., 1999; CARRANO et
al., 1999;APPLEMAN et al., 2000, 2002, 2006). Dessa forma, pode-se concluir que PD-1/PD-L1 por
inibir estas duas vias de sinalizacdo, evita a inducdo da transcricdo de SKP2, proporcionando o

aumento de p27, e consequentemente, da inibicdo de CDK2.

2.5.2.6 InfeccOes e o Ponto de Controle do Sistema Imune

O cenério da infeccdo e a inflamagcdo crbnica associada ao céncer podem ser
importantes quanto a terapéutica baseada no bloqueio dos pontos de controle do sistema
imune, visto que estes parecem exercer funcdo proeminente em processos inflamatorios e
como defensores tumorais, permitindo a evasdo da acdo degradativa das células imunes. Um
exemplo é o PD-1, expresso em linfocitos T ativos em tecidos periféricos, que quando em

contato com seus ligantes, PD-L1 e PD-L2, evita danos colaterais aos tecidos mediante uma
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resposta inflamatéria. Porém, as células tumorais podem expressar os ligantes de PD-1,
conseguindo desta forma a evasdo da vigilancia imunologica, e isto ocorre principalmente no
contexto inflamatorio de um cancer associado a uma infeccdo. Terapéuticas em canceres ndo
associados a infecgdes, utilizando anticorpos monoclonais contra PD-1/PD-L1 obtiveram
sucesso, 0 que sugere a adocdo dessas terapias em canceres asociados a infeccOes e
inflamacdo, condi¢des que predispdem a expressdo de tais moléculas (CARRENO e
COLLINS, 2002; KEIR et al, 2008; PENTCHEVA-HOANG et al, 2009; FLIES et al, 2011;
WHERRY, 2011; OTT e HODI, 2013).

A resposta imune utilizada pelos agentes infecciosos, que desencadeiam o processo de
carcinogénese, é principalmente a inflamacdo. Para tal, quimiocinas liberadas no
microambiente tumoral atraem varios tipos de células do sistema imune, favorecendo a
ocorréncia de interacGes entre as células do estroma e as células do tumor através de
receptores de superficie. Em acréscimo, aléem das células do sitema imune, as células
estromais e tumorais produzem uma variedade de citocinas, fatores sollveis angiogénicos e
outros, proporcionando a carcinogénese por meio da liberacdo tanto por via autdcrina, quanto
paracrina dos mesmos. Além disso, estdo envolvidas também neste processo as proteases
extracelulares que facilitam a migracdo de diferentes células via endotélio para o local da
inflamacdo (COUSSENS e WERB, 2002; ROLLINS, 2006; OTT e HODI, 2013).

Estes mecanismos sugerem que a resposta do sistema imune inato e processo
inflamatdrio desencadeados por patdgenos, interage com a resposta imune adaptativa, visto
que as células do sistema imune inato sdo importantes nas fases efetoras de linfocitos T, e tais
interacdes podem proporcionar a eliminacdo do agente desencadeante das respostas imunes
e/ou direcionar para processos de iniciacdo e progressao do cancer. Em sintese, a interacdo
entre a resposta imune inata e adaptativa no microambiente tumoral, pode tanto conduzir para
0 desenvolvimento e progressdo do cancer, assim como a rejeigdo imunomediada do tumor
(KARIN e GRETEN, 2005; OTT e HODI, 2013).

Durante a resposta inflamatoria a agentes infecciosos, hd a regulagdo positiva em
tecidos periféricos da expressao de ligantes do PD-1, o PD-L1 e PD-L2, em resposta a
expressao de interferons do tipo I (a e B) e tipo II (IFN-y), desencadeando dessa forma
infiltrados imunes a ativacao da via inibitoria PD-1. Entretanto, vale ressaltar que a regulacéo
positiva de PD-L1 em tumores com infeccdo e inflamacéo cronica, pode ndo ser apenas em
face da resposta a inflamacdo conduzida pelo agente infeccioso, mas também como um
mecanismo de defesa imunitario do tumor (MAZANET e HUGHES, 2002; OTT e HODI,
2013).
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Em estudo de Yuan e colaboradores (2016) foi demonstrado que a expressédo de PD-
L1 foi maior em adenocarcinoma géstrico do tipo intestinal do que no tipo difuso, dados que
corroboram com a hipdtese de que os processos inflamatdrios crénicos associados com o
cancer gastrico do tipo intestinal, como o causado por infeccdo por H. pylori ou virus Epstein

Barr, podem afetar a expresséo de PD-L1.

2.5.2.6.1 Via PD e infeccao por H.pylori

O H. pylori coloniza o estbmago humano e promove respostas imunes humorais e
celulares. Dentre os fatores de viruléncia de H.pylori, existem genes localizados na ilha de
patogenicidade Cag-PAI que codificam um sistema de secrecdo do tipo 4 (T4SS), assim como
0 gene que codifica a proteina associada a citotoxina A (CagA). A oncoproteina CagA é
injetada para o interior das células epiteliais gastricas pelo sistema de secrecdo do tipo 4
através de um Pilus do H.pylori, e uma vez dentro de tais células a CagA é ativada por
fosforilacdo da tirosina quinase dependente de Src, que em seguida ativa proteinas
importantes, incluindo a tirosina fosfatase SHP-2 que atua desregulamentando as fungdes
celulares, assim como algumas vias de sinalizacdo essenciais para atuar no delineamento da
acao imune do hospedeiro, afim de garantir a sua sobrevivéncia, como por exemplo, a inducéo
da regulacdo positiva de PD-L1 em células epiteliais gastricas. Desta forma, mesmo que o
hospedeiro apresente uma resposta imune contra o H.pylori, esta sera ineficaz, visto que 0s
linfocitos T tendem a se mostrar hiporreativos, o que contribui para a cronicidade (BERSTAD
et al, 1999; ODENBREIT et al, 2000; LUCAS et al, 2001; HIGASHI et al, 2001; POPPE et
al, 2006; BACKERT e SELBACH, 2008; LINA et al., 2015).

No estudo de Lina e colaboradores (2015), estes utilizaram diferentes tipos de
linhagens de células epiteliais gastricas, e entdo inocularam no grupo controle de H.pylori do
tipo selvagem com a ilha de patogenicidade Cag-PAI e em outras amostras foram inoculadas
H.pylori mutantes sem a ilha de patogenicidade Cag-PAl, e os resultados mostraram que
apenas houve o aumento da regulacdo da expressdo de PD-L1 em amostras inoculadas com o
tipo selvagem da bactéria, além disso, notou-se que a regulacdo positiva de PD-L1 €
diretamente relacionada a presenca de T4SS, que é responsavel por translocar o CagA para as
células epiteliais gastricas e esta proteina, ao ser ativada, modula a regulacéo positiva de PD-

L1 no ambiente gastrico, utilizando a via MAPK p38.
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Outro fator de viruléncia da H. Pylori, denominado toxina vacuolitica A (VacA),
também tem sido associado a hiporreatividade de linfocitos T, inibi¢do da interleucina 2 (IL-
2), assim como na inibicdo de eventos do ciclo celular e regulacdo negativa da expressédo de
receptores de superficie de IL-2, que sdo fundamentais para a proliferacdo e viabilidade de
linfocitos T, respectivamente (COVER e BLANKE, 2005).

Em estudo de Wu e colaboradores (2010), em 23 pacientes submetidos a endoscopia
com retirada de amostras do antro gastrico, 12 destes apresentaram positividade para H.pylori
e 11 foram negativos. Em todas as amostras foi realizada inicialmente a analise da expressao
da proteina PD-L1, e aquelas que apresentavam positividade para a H. pylori mostraram
maior expressdo da PD-L1 do que as amostras H. Pylori negativas. Além disso, foi realizada a
analise em linhagens de células de adenocarcinoma gastrico humano e em células epiteliais
gastricas primarias, e ap0s o periodo de 24h e 48h posteriores de infec¢do, notou-se que para
ambos os tipos celulares houve a inducdo da expresséo de RNAm de PD-L1, quando
comparado aos controles ndo-infectados, o que os levou a concluir que a H. pylori induziu o
aumento dos niveis de PD-L1. Também foi investigado se os linfocitos T induzidos como
resposta a infeccdo ao H.pylori poderiam influenciar nos niveis de expressdo de PD-L1, em
células epiteliais gastricas primarias e em linhagens de células de adenocarcinoma gastrico
co-cultivadas com linfécitos T ativos, e observou-se que em ambas ocorreu a inducdo do
aumento da regulacdo da expressao de PD-L1. Em seguida, foi realizada a analise de citocinas
Thl, o IFN-y e TNF-0, quanto a possibilidade destas estarem modulando a expressdo de PD-
L1 em células epiteliais gastricas primarias e em linhagens de células de adenocarcinoma
gastrico, e notou-se que a expressao de RNAm de PD-L1 foi diretamente proporcional as
concentracdes de IFN-y ¢ TNF-a em ambos os tipos celulares. Como foi demonstrada que a
expressao de PD-L1 por células tumorais € capaz de induzir a apoptose nos linfdcitos T, foi
avaliado se a apoptose dos linfocitos T pode ser regulado por PD-L1 expressa em células
epiteliais gastricas. Ao final foi demonstrado que a expressdo de PD-L1 na superficie de
células epiteliais gastricas medeia a apoptose de linfdcitos T.

Em suma, o estudo realizado por Wu e colaboradores (2010) demonstrou que a
infeccdo por H. pylori induz ao aumento da expressdo de PD-L1 em um periodo de 24-48
horas apds a infeccdo. A expressdo de PD-L1 pode ser devido a presenca de linfocitos T,
principalmente linfocitos Thl, que secretam as citocinas IFN-y e TNF-a, as quais foram
diretamente relacionadas com a modulacdo da expressdo desta proteina do ponto de controle

do sistema imune.
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Em outro estudo, desenvolvido por Beswick e colaboradores (2007), foram utilizadas
celulas epiteliais gastricas incubadas com Linfocitos T naive, as quais foram posteriormente
infectadas por H.pylori. Apos a infeccdo foi observado um aumento da expressao de PD-L1,
acompanhada pelo aumento da frequéncia do fendtipo T regulador nos linfocitos T naive.
Devido a essa observacdo, em seguida, foi investigada a correlagéo entre a frequéncia do
fendtipo T regulador e a expressdo de PD-L1, através do bloqueio desta proteina por
anticorpos monoclonais ou pequeno RNA de interferéncia. Esse bloqueio de PD-L1 foi
acompanhado pela reducdo da frequéncia do fenotipo T regulador, o que levou a concluirem
que a expressdo de PD-L1 regulada positivamente em infecgéo por H. Pylori atua regulando
negativamente a acdo efetora de linfdcitos T, através da inducdo de um fenétipo T regulador.

Os dados de estudo realizado por Beswick e colaboradores (2007) e Wu e
colaboradores (2010), corroboram com estudos prévios de Barrera e colaboradores (2001),
Suarez e colaboradores e Das e colaboradores (2006), nos quais foi demonstrado que a H.
pylori pode utilizar inibir a proliferacéo de linfocitos T, induzir linfécitos Treg e 0 aumento da
expressao de PD-L1. Estes estudos prévios indicam que talvez esses efeitos na resposta
imune, durante a infeccdo a H. Pylori possa ser devido a utilizacdo das células epiteliais
gastricas pela bactéria, as quais podem funcionar como APCs locais, jA que expressam 0
MHC de classe 1l. Além disso, expressam citocinas e receptores que influenciam as respostas
de linfocitos T.

2.5.2.6.2 Via PD e Infecgéo Por Virus Epstein-Barr

O virus Epstein-Barr (EBV) associado ao carcinoma gastrico (EBVaGC) apresenta
caracteristicas clinicopatologicas bem definidas, como a predominancia no género masculino,
localizagdo normalmente no estdmago proximal, predominancia do subtipo difuso de Laurén,
tumor com tamanho e profundidade de invasdo maiores e um bom prognéstico. O EBVaGC
possui também caracteristicas moleculares que incluem: muta¢es PIK3CA, hipermetilacdo
do DNA e amplificacdo de JAK2, PD-L1 e PD-L2. Valendo ressaltar que a amplificacédo
tanto de PD-L1, quanto de PD-L2, é um importante mecanismo para a evasao do sistema
imune, garantindo a sobrevivéncia do virus e a progressdao do tumor. Adicionalmente,

tem sido demonstrado que as LMPs (Proteinas Latentes de Membrana) codificadas pelo
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EBV podem promover a expressdo de PD-L1 em células tumorais (GREEN et al., 2012;
ABE et al., 2015; SHINOZAKI-USHIKU et al., 2015; DONG et al., 2016;).

Em face ao conhecimento destes dados, DONG e colaboradores (2016) realizaram um
estudo onde foram coletadas amostras de 855 pacientes que haviam se submetido a
gastrectomia no periodo de 2006 a 2012. Em seguida, construiram 23 blocos de TMA,
incluindo todas as amostras, depois, estas foram submetidas a ensaio de hibridizacdo in situ
para deteccdo de EBER-1 do virus, as quais 59 dos casos exibiram positividade e foram
definidas como EBVaGC, ao passo que as 755 amostras restantes foram negativas sendo
definidas como EBVNGC. Posteriormente, foram examinados os niveis de expressao
proteicos e valores prognosticos de PIK3CA, JAK2, PD-L1 e PD-L2, atraveés da
imunoistoquimica (IHQ). Na analise dos resultados, foi observado que o PD-L1 e PD-L2
estavam localizados na membrana e no citoplasma das células tumorais. Em pacientes
EBVaGC ndo foi encontrado nenhum valor prognostico da PIK3CA, JAK2, PD-L1 e PD-L2.
Sendo apenas observada uma elevada expressdo de JAK2, PD-L1 e PD-L2 tanto em
EBVaGC, quanto em EBVNnGC, o que sugere que 0s trés marcadores podem servir como
potenciais alvos de terapia individual.

No estudo de Paydas e colaboradores (2015) foram utilizadas 87 amostras de casos
linfoma de Hodgkin recém-diagnosticados, as quais foram fixadas em formol e parafinizadas.
Posteriormente, foi realizada a hibridizacdo in situ para detectar amostras que exibiam
positividade para EBER-1 do EBV, que representaram 40 casos (45%), em seguida foi
realizado ensaio IHQ de todas as amostras, utilizando anticorpos anti PD-1 e anti-PD-L1 onde
foi encontrada a expressdo de PD-1 e PD-L1 em 18 casos para cada (20% para cada). Neste
estudo ndo foi encontrada nenhuma correlacao entre EBV e PD-1/PD-L1. Porém, em relagéo
ao PD-1 e ao PD-L1 quanto a sobrevida geral média e a sobrevida livre de progressao foi
observado que s@o mais curtas em casos com expressdo de PD-1 e PD-L1 do que naqueles
sem a expressdo (OS: 100 vs. 135 meses para PD-1 e 79 vs. 135 meses para PD-L1; e DFS:
107 vs. 100 meses para PD-1 e 79 vs. 100 meses para PD-L1, respectivamente).

Contrariamente aos dados encontrados por Paydas e Colaboradores (2015) e Dong e
Colaboradores (2016), ao qual ndo foi encontrada correlacdo entre EBV e a expressdo PD-
1/PD-L1, analises moleculares realizadas em 295 pacientes com adenocarcinoma gastrico
primario ndo tratados por quimioterapia e radioterapia, disponibilizadas pela TCGA (2014),
subdividiu o cancer gastrico em subgrupos moleculares, dentre eles o que apresenta EBV
positivo, neste grupo pode ser observada a presenca de mutagdes PI3KCA, hipermetilagdo do
DNA e amplificacdo de JAK2, PD-L1 e PD-L2 (BASS et al., 2014).
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2.6 Tratamento, Fatores Progndsticos e Preditivos e Sobrevida

A expressdao elevada de PD-L1, no microambiente tumoral, tem sido
correlacionada a caracteristicas clinico-patologicas agressivas, tumor em estagio
avancado, tamanho do tumor, profundidade de invasdao, metastase linfonodal, progndstico
desfavoravel e recorréncia apos cirurgia (OHIGASHI et al 2005; WU et al, 2006;
NAKANISHI et al, 2007; GAO et al, 2009; BASTMAN et al., 2016; QING et al, 2015).

Porém, ainda nédo foi validado um ponto de coorte para definir as taxas exatas para
se considerar a positividade para expressdo de PD-L1. Adicionalmente, as diferencas na
especificidade e sensibilidade dos anticorpos comerciais utilizados para a colora¢do IHQ de
PD-1 e/ou PD-L1 pode explicar as diferengas entre os estudos e, indiretamente, no valor
prognostico da via PD-1/PD-L1 (SZNOL e CHEN, 2013; KEDMI et al, 2014; PAYDAS et
al., 2015).

Dessa forma, muitos estudos estdo dando enfoque na harmonizagéo de PD-L1, como o
estudo de Scheel et al., (2016) ao qual foi realizada a analise da expressao de PD-L1 por IHQ
de 11 amostras de adenocarcinoma pulmonar e 4 de carcinoma de células escamosas,
utilizando 4 anticorpos ja empregados em ensaios clinicos distintos (28-8, 22C3, SP142 e
SP263) conforme seus respectivos protocolos de ensaios clinicos, as quais a partir dos dados
de coorte destes ensaios foi montado um sistema de pontuacdo integrado de 6 etapas
(Negativo, etapa 1= < 1%; Positivo, etapas 1,2,3,4 ¢ 5: > 1%, > 5%, >10%, > 25% e >50%
respectivamente), em seguida as amostras foram analisadas por 9 patologistas diferentes. A
proporcao de pontuacdo de células de carcinoma PD-L1 positivos apresentaram coeficientes
de interconcordancia moderado para o sistema de pontuacdo de 6 etapas (k = 0,47 — 0,50),
enguanto que a concordancia dicotbmica integrada das coortes apresentou um bom coeficiente
de concordancia (k = 0,6 -0,8). A proporc¢édo de pontuacdo de células imunes PD-L1 positivas
teve indice de concordéncia baixo (k= <0,2) e concordancia dicotdmica integrada das coortes
foi de k= 0,12-0,25. Os ensaios 28-8, 22C3, SP263 3 SP142 marcaram células de carcinoma,
porém o SP142 marcou em menor proporcao que os demais. Enquanto que em células do
sistema imune foram marcadas mais intensamente por SP142 e Sp263, sendo apontada entdo

uma necessidade para se definir um padréo especifico para células imunes.
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Vaérios estudos na literatura tém mostrado um prognéstico melhor quando se associa a
presenca de TIL e PD-L1 no microambiente tumoral. Corroborando com esta hipdtese, um
estudo de Taube et al, (2012) com pacientes com melanoma metastatico com positividade
para PD-L1 associada com TIL, tinham significativamente maior sobrevida do que aqueles
com melanoma metastatico com PD-L1 negativos e sem TIL. O estudo de Karim et al (2009)
em células de carcinoma cervical também encontrou correlacdo entre a presenca de linfocitos
infiltrantes tumorais e a positividade para PD-L1 com uma melhor sobrevida.

Nos estudos tanto de Hou e colaboradores (2014) quanto de Geng e colaboradores
(2015) em tecidos de cancer gastrico foi observada uma correlacdo entre a presenca de
infiltrados de linfocitos T regulatérios FoxP3+ e expressdo de PD-L1 com metéstase
linfonodal, doenca em estagio avancado, sobrevida global inferior e prognoéstico desfavoravel.
Ja Qing et al (2015) observou que o PD-L1 apresentou maiores niveis de expressao em
carcinomas gastricos mais diferenciados e com maior estagio T.

Em anélise da expressdo de PD-L1 em amostras de pacientes de cancer de mama,
visando correlacionar tal com as caracteristicas clinico-patologicas e sobrevida livre de
doenca e sobrevida global, Baptista e colaboradores (2016), observaram que a expressdo de
PD-L1 correlacionou com a idade inferior a 50 anos (P< 0,01), a presenca de tumores
maiores (P < 0,01), presenca de linfonodos positivos (P< 0,01), auséncia do receptor de
estrogeno (P <0,01) e recorréncia em locais distantes (P <0,01). Além disso, a expressdo de
PD-L1 foi associada com uma melhor sobrevida geral (taxa de hazard de 030; intervalo de
confianca de 95%, 0,09 — 0,94; P = 0.04), o que sugere que a expressdo de PD-L1 pode ser
atil como um biomarcador progndstico para a sobrevida global no cancer de mama.

Em estudo de Heeren e colaboradores (2016) foi analisada a expressdo de PD-L1 em
cancer cervical primario e metastatico de dois subtipos histoldgicos (carcinoma de células
escamosas e adenocarcinoma) na tentativa de tracar associagdes com as caracteristicas
clinico-patologicas destes pacientes. Os resultados do estudo indicaram uma maior frequéncia
da expressao de PD-L1 em amostras de pacientes com carcinoma de células escamosas do que
em amostras de adenocarcinoma. Além disso, a expressdo ao longo de todo o tumor de PD-L1
em pacientes com carcinoma de células escamosas foi associada com uma pior sobrevida livre
de doenca e sobrevida especifica da doenga, enquanto que a expressdo marginal de PD-L1 foi
correlacionada com um prognostico favoravel. Por fim, a presenca de macrofagos associados
a tumores PD-L1 positivos foi correlacionada com uma pior sobrevida especifica da doenca
em relacdo aos tumores PD-L1 positivos e sem macrdfagos associados.
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No estudo de Rosenbaum e colaboradores (2016) foram utilizados 181 casos de
carcinoma colorretal com instabilidade de microssatélites e estado de mutages previamente
analisados, sendo tais associados a expressao de PD-L1, assim como as caracteristicas clinico-
patoldgicas. Os resultados do estudo mostraram que PD-L1 foi expresso em apenas 16 casos
(9%), obtendo correlagdo com maior frequéncia em individuos com idade avancada ( P =
0,006), pertencentes ao género feminino (p= 0,035) e com tumores de tamanho maior (p=
0,013). Além disso, foi também possivel correlacionar a expressdo de PD-L1 com o aumento
de linfécitos infiltrantes tumorais T CD8 e Thbet positivos, fendtipo medular, pouca
diferenciacdo, instabilidade de microssatélites, mutacdo BRAF (P < 0,001 cada) e a mutacéo
KRAS (P = 0,012). Na analise multivariada a expressdo positiva de PD-L1 foi correlacionada
com a morfologia medular, frequéncia de linfécitos infiltrantes de tumor T CD8 positivos e
uma menor sobrevida especifica da doenca. Estes dados em conjunto reforcaram a
importancia da utilizacdo da IHQ de PD-L1 para avaliar o progndstico e o carater preditivo de
pacientes com carcinoma colorretal quanto ao uso de terapias de bloqueio da via PD-1/PD-L1.

Paydas e colaboradores (2015), em anélises em 87 amostras de casos de linfoma de
Hodgkin, encontraram uma associa¢do entra a coexpressdo de PD-1 e PD-L1 com pouco
tempo de sobrevida. Além isso, tem sido proposto que o PD-L1 contribui para a resisténcia as
drogas, e que o bloqueio de PD-L1 ou PD-1 pode inverter a resisténcia medicamentosa,
contribuindo para a melhora na eficacia terapéutica.

Apesar de muitos estudos relatarem a presenca de correlacdo entra a expressdo de PD-
I1 com o pouco tempo de sobrevida, no estudo de Cho e colaboradores (2017), os resultados
das analises de amostras de pacientes com cancer gastrico MSI-H, diferentemente de tais
estudos, mostraram que a expressdo de PD-L1 em células imunes localizadas na regido
intratumoral e peritumoral foi relacionada com uma maior sobrevida destes pacientes.

Vieira e colaboradores (2016) avaliaram os fatores associados com a expressao de PD-
L1 em 75 pacientes acometidos com carcinoma sarcomatoide pulmonar, o qual é
caracterizado por mau prognostico independente do estagio, além disso sdo tumores que
apresentam elevado grau de mutagGes, assim como, elevadas taxas de quimioresisténcia a
terapias baseadas em platina. Neste estudo foi observado que a invasao nos vasos sanguineos
e mutacbes KRAS foram significantemente associadas com a expressdo de PD-LI.
Adicionalmente, tumores positivos para PD-L1 mostraram maior infiltracdo de linfdcitos
TCD8, CD163 e macrofagos. Estes dados sdo de acordo com estudo retrospectivo onde no
ensaio de fase I com pembrolizumab, KEYNOTE-001, o tratamento com o anticorpo

monoclonal anti-PD-L1 induziu a taxas de resposta mais elevadas do tumor nos casos em que
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havia mutacdo no KRAS. E em relacdo a invasdo nos vasos sanguineos esta foi correlacionada
a hipdxia, que por conseguinte induz o fator indutor de hipoxia 1 (HIF-1) que age induzindo a
expressao de PD-L1.

Desta forma, de acordo com as evidéncias a analise da expressao de PD-L1 sozinha ou
em associacdo a expressdo de PD-L1 com TIL e a presenca de macrofagos associados, pode
ser utilizada para predizer pacientes que seriam beneficiados com a terapia de bloqueio de
PD-1/PD-L1 (SZNOL e CHEN, 2013; MAHONEY et al., 2015).

2.6.1 Imunoterapia

A descoberta de como funciona o sistema imune frente a infecgdes cronicas e cancer
tem contribuido para o desenvolvimento de novos planos de tratamento, como a imunoterapia.
O desenvolvimento da imunoterapia voltada para a oncologia se embasou no conceito de que
vigilancia imunoldgica pode ser essencial no inicio da carcinogénese, ja que os linfdcitos
conseguem atuar, eliminando as células tumorais originadas. Assim a imunoterapia tem sido
vista como uma boa opcéo terapéutica para uma ampla variedade de tumores, baseando-se no
conceito de que a reativacdo do sistema imune silenciado contra as células tumorais, pode ter
como resultado um melhor controle do tumor, atuando ndo sO diretamente sobre o
crescimento de céulas tumorais, invasdo e metastase, mas no processo de reconhecimento das
celulas tumorais como estranhas, estimulando desta forma o sistema imune inato ou
adaptativo a eliminar tais células. Porém, o maior desafio para as abordagens imunoterapicas
sdo 0os multiplos mecanismos ativos que atuam em conjunto para neutralizar uma resposta
antitumoral eficaz, no microambiente tumoral. Um dos d&mbitos de pesquisa em imunoterapia
tem sido a busca pelo alvejamento de elementos supressivos do sistema imune para entdo
proporcionar o aumento da apoptose de células tumorais (KEDMI et al, 2014; MAHONEY et
al., 2015; MURPHY e KELLY, 2015; ROTHSCHILD et al, 2015).

Vale salientar, que esses elementos supressivos no microambiente tumoral podem ter o
carater molecular (como IL-10, SCF, IDO, PD-1) ou celular (linfécitos T reguladoras e
células supressoras derivadas da mieldide), os quais parecem distinguir conforme a
localizacdo tumoral. A interacdo conjunta destas células e moléculas direciona para um estado
de esgotamento funcional de células efetoras importantes no combate ao tumor, tais como 0s

linfécitos T. Atualmente, tem sido desenvolvidas estratégias de tratamento que objetivam
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atuar no bloqueio de moléculas co-inibitdrias, denominadas como pontos de controle do
sistema imunoldgico, o que podera restaurar a funcdo efetora e proliferativa de células
imunes, ajudando desta forma na superacdo da resisténcia imunolégica (GAJEWSKI et al,
2013; ROTHSCHILD et al, 2015).

2.6.2 Estudos do Bloqueio da Via PD-1/PD-L1 em Céancer Gastrico

Dados experimentais obtidos através de sistemas de cultura de células in vitro assim
como em modelos animais, além de ensaios clinicos, apontam que a interacdo entre PD-1 e
seu ligante, o PD-L1, representa um importante mecanismo de supresséo da acdo do sistema
imunolégico no interior do microambiente tumoral. Dados que podem ser confirmados devido
aos estudos clinicos utilizando anticorpos monoclonais com acdo direcionada anti-PD-1 ou
anti-PD-L1 (Figura 12 A e B, respectivamente) apresentarem a obtencao de éxito e atividade
antitumoral apreciavel em grupos de pacientes com melanoma, cancer de pulméo e carcinoma
de células renais, com resposta clinica duradoura e raras recorréncias, talvez devido a
formagdo de uma memoria imunologica. Em céncer metastatico foi observado o
prolongamento da sobrevida de pacientes, apds o bloqueio desta via sozinho ou combinado
com outras terapias, porém ainda se faz necessaria uma combinacdo terapéutica direcionada
(SZNOL e CHEN, 2013; YAO et al., 2013; JOSEPH et al.,2014).
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E ANTI PD-1 ANTI PD-L1

Figura 12 — Mecanismo de bloqueio da terapia utilizando anticorpo monoclonal, A) Anti-PD-1 que bloqueia
interacdo entre PD-1 com PD-L1 e PD-L2, mas ndo impede a intera¢do de PD-L1 com B7.1; e B) Anti-PD-L1

gue age blogueando a interacdo entre PD-L1 com PD-1 e B7.1, mas ndo impede a interacdo entre PD-1 e PD-L2.
Fonte: Adaptado de GUILLEBON et al., 2015.

Estudos pré-clinicos utilizando modelos de ratos, demonstraram que a administracéo
de anticorpos que bloqueiam a interacdo de PD-1 com PD-L1 conduz para a infiltracdo de
linfocitos T CD8+ especificos no microambiente tumoral, proporcionando a acdo anti-
tumoral, quer como monoterapia ou em combina¢cdo com outras modalidades terapéutica. No
entanto, apesar das observagdes serem encorajadoras, estas terapéuticas tem como limitacdes
as possiveis toxicidades que podem desencadear (OKAZAKI et al, 2001; JOSEPH et
al.,2014).

No estudo de Joseph e colaboradores (2014) foram relatados os trés primeiros casos de
dermatite liquenoide como reacgdes adversas em pacientes com melanoma metastatico tratados
com terapia anti-PD-1 (MK-3475), dois participantes do ensaio clinico NCT02083484 e 1
participante do ensaio clinico NCT01295827. As reacdes adversas encontradas foram suaves,
permitindo que 0s pacientes continuassem a terapia, e em todos 0s 3 casos, 0 uso tdpico de
corticosteroides atenuou as reagoes.

As reacOes adversas de grau 3-4 sdo prevalentes entre 9-14% dos pacientes, sendo
citada a toxicidade pulmonar. Outras reacOes adversas citadas foram: colite, hipotireoidismo e
artropatias poliarticulares (BERGER et al, 2008; BRAHMER et al, 2010; 2012)
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O Pembrolizumab (MK-3475) é um anticorpo monoclonal humanizado IgG4/kappa,
potente e altamente seletivo que blogueia a interagdo entre PD-1 com seus ligantes, PD-L1 e
PD-L2, tem obtido resultados encorajadores em varios tumores sélidos avancados e em
tumores hematoldgicos. Este anticorpo monoclonal, ja possui aprovacao em diversos paises
para ser utilizado na terapia de pacientes com melanoma metastatico, e nos EUA é aprovado
para uso terapéutico em pacientes com carcinoma de pulmdo ndo pequenas células
metastatico e que teve progressdo através ou apos a quimioterapia composta por platina e com
expressao de PD-L1, a partir da IHQ do mesmo (MURO et al., 2016; PUZZONI et al.,2016).

Um estudo fase Ib (KEYNOTE-012; Clinicaltrials.gov: NCT01848834) em 39
pacientes testou a atividade, seguranga e tolerabilidade do pembrolizumab em pacientes com
adenocarcinoma gastrico ou cancer da juncdo gastroesofagica recorrente/metastatico. Um dos
principais critérios de elegibilidade foi a IHQ positiva para PD-L1 em mais do que 1% das
células tumorais foi um dos principais critérios de elegibilidade utilizado. Neste estudo, 0s
pacientes receberam a dose de 10 mg/kg de pembrolizumab a cada 2 semanas por 24 meses
ou até atingirem a resposta completa, a confirmacdo da progressdo da doenca, morte,
toxicidade inaceitdvel, com a retirada de consentimento, ou a decisdo investigador. O
desfecho primario de eficacia foi a taxa de resposta global (TRG). A TRG observada foi de
32% na populacéo asiatica e 30% entre os pacientes restantes. Finalmente, observou-se uma
associacdo significativa entre a expressao PD-L1 e ambos, sobrevivéncia livre de progressdo
(PFS) e a taxa de resposta global. Neste estudo, os resultados sugerem que o pembrolizumab
pode ser administrado com seguranca em pacientes com adenocarcinoma gastrico avancado
ou cancer de juncdo esofagogéastrica, obtendo atividade anti-tumoral clinicamente
significativa em pacientes que haviam sido submetidos a tratamento prévio (MURO et al.,
2016).

Em ensaio clinico de fase Il que foi lancado em mar¢o de 2015 (KEYNOTE- 059;
Clinicaltrials.gov: NCT02335411) para testar Pembrolizumab em pacientes com
adenocarcinoma gastrico ou de jung¢ao esofagogastrica recorrente ou metastatico com idade >
18, tanto em monoterapia, quanto em combina¢do com a cisplatina e o 5-fluorouracil (ou
capecitabina em pacientes japoneses). Este estudo foi dividido em trés coortes, e dados
referentes a coorte 1 e 2 ja foram publicados (FUCHS et al., 2015).

Na coorte 1 foram cadastrados 259 participantes que evoluiram apds >2 regimes
quimioterapicos anteriores e obtiveram ECOG PS de 0-1, este grupo recebeu Pembrolizumab
200 mg por via intravenosa no primeiro dia de cada ciclo de trés semanas por 2 anos, ou até a

progressdo da doenca ou retirada do participante pelo investigador ou toxicidade inaceitavel.


http://annonc.oxfordjournals.org/external-ref?link_type=CLINTRIALGOV&access_num=NCT01848834
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Os participantes PD-L1 positivos tiveram expressdao >1% em células tumorais e estromais,
utilizando a IHQ. Os pontos finais primarios foram a taxa de resposta objetiva, seguranca e
tolerabilidade. Quanto aos resultados da coorte 1 dos 259 pacientes registrados, 48,3%
receberam pembrolizumab como terapia de terceira linha (3L) e quarta linha (4L), 57%
apresentaram expresséo positiva de PD-L1 em tumores, as taxas de resposta objetiva (ORR),
de resposta completa, de resposta parcial, de estabilizacdo da doenca e de progressao da
doenca, foram de 11,2%; 1,9%; 9,3%; 17% e 55,6%, respectivamente. A duracdo de resposta
média foi de 8,1 meses (intervalo, 1.4+ to 15.1+). A taxa de resposta objetiva em participantes
que receberam o pembrolizumabe como terapia de terceira e quarta linhas foi de 14,9% e
7,2%, respectivamente. Em participantes PD-L1 positivos as taxas de resposta objetiva, de
resposta completa e de resposta parcial foram de 15,5%; 2% e 13,5%, respectivamente. Ja em
participantes PD-L1 negativos as taxas de resposta objetiva, de resposta completa e de
resposta parcial foram de 5,5%; 1,8% e 3,7%, respectivamente. Nos participantes terapia 3L e
PD-L1 positivos, as taxas de resposta objetiva e de resposta completa foram de 21,3%; 4,3%,
respectivamente. Enquanto que em participantes terapia 3L e PD-L1 negativos, as taxas de
resposta objetiva e de resposta completa foram de 6,9%; 3,4%, respectivamente. As reacdes
adversas associadas ao tratamento foram de grau 3-5 e ocorreram em 43 participantes,
levando a descontinuacdo do tratamento em dois participantes, e sendo fatal para outros dois
participantes (FUCHS et al.,2017).

Na coorte 2 foram cadastrados 25 participantes, pacientes com idade > 18 e com
adenocarcinoma gastrico ou de juncdo esofagogastrica recorrente ou metastatico, doenca
mensuravel, sem terapia prévia para doenca metastatica / avancada e ECOG PS 0-1. este
grupo recebeu Pembrolizumab 200 mg por via intravenosa no primeiro dia de cada ciclo de
trés semanas + Cisplatina 80 mg/m? por seis ciclos + 5-FU 800 mg/m? (ou capecitabina 1000
mg/m? no Jap&o) no primeiro dia de cada ciclo de 3 semanas, com duracdo de 2 anos ou até a
progressdao da doenca, ou a retirada do participante pelo investigador ou por toxicidade
inaceitavel. Os participantes PD-L1 positivos tiveram expressdo >1% em células tumorais e
estromais, utilizando a IHQ. Os pontos finais priméarios foram a seguranca e tolerabilidade,
assim como a taxa de resposta objetiva, a taxa de duracdo da resposta, a taxa de sobrevida
livre progressdo e sobrevida geral. Quanto aos resultados, 64% dos participantes apresentaram
expressao positiva de PD-L1 em tumores, alem disso 84% haviam interrompido o tratamento,
principalmente devido a progressdo da doenca clinica ou radioldgica. As taxas de resposta
objetiva, de estabilizacdo da doenca e de progressdo da doenca foram de 60%, 32% e 4%,

respectivamente, os casos em que ndo foi possivel avaliar, representaram 4%. A taxa de
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resposta objetiva foi de 68,8% em participantes PD-L1 positivos e de 37,5% em participantes
PD-L1 negativos. A duracdo de resposta média foi de 6,6 meses (intervalo, 2,6 — 14,4+), 4,6
meses em participantes PD-L1 positivos e de 5,4 meses em participantes PD-L1 negativos. A
sobrevida livre de progressdo média foi de 6,6 meses e a sobrevida geral foi de 13,8 meses.
As reacgdes adversas associadas ao tratamento foram de grau 3-5 e ocorreram em 76% dos
participantes, levando a descontinuagdo do tratamento em trés participantes (Bang et al.,
2017).

Um ensaio clinico de fase Il também foi lancado em Marco de 2015 (KEYNOTE-
061; Clinicaltrials.gov: NCT02370498), ao qual os pacientes com adenocarcinoma gastrico ou
de juncdo esofagogastrica avangados serdo divididos aleatoriamente para receber
pembrolizumab ou paclitaxel como um tratamento de segunda linha apos a falta de eficacia na
terapéutica utilizando regime contendo uma platina e fluoropirimidina. O desfecho primario
serd a PFS e OS em tumores positivos para PD-L1 (OHTSU et al.,2015).

Posteriormente, em julho de 2015, foi lancado outro ensaio clinico de fase IlI
(KEYNOTE-062; Clinicaltrials.gov: NCT02494583), ao qual serd composto por
participantes com adenocarcinoma gastrico ou de juncao esofagogastrica avancados que serao
divididos aleatoriamente em trés bracos: pembrolizumab como monoterapia, ou
pembrolizumab + cisplatina + 5-fluorouracil (5-FU) ou capecitabina, ou placebo + cisplatina
+ 5-FU ou capecitabina (TABERNERO et al., 2016).

Outro anticorpo monoclonal anti PD-1, o nivolumabe (Clinicaltrials.gov:
NCT02267343), esta sendo testado em um ensaio de fase, em pacientes com cancer gastrico
avancado irressecavel ou recorrente (incluindo tumores resultantes da juncéo esofagogastrica)
que sdo refratarios ou intolerantes ao regime de tratamento padrdo, afim de avaliar a
seguranca e eficacia de Nivolumab em relagdo a um placebo.

Avelumab é outro anticorpo monoclonal 1gG1 anti-PD-L1 totalmente humano que
também tem sido estudado em céancer gastrico. Em ensaios de Fase | com o avelumab como
unico agente (Clinicaltrials.gov: NCT01943461), individuos japoneses que apresentavam
guadro de cancer gastrico e que haviam obtido falha na eficacia ao final de um ou dois
regimes terapéuticos foram selecionados para participarem do estudo. Dados do ensaio
mostram que os 20 pacientes que foram tratados com uma dose de 10 mg/kg de avelumab por
via intravenosa a cada 2 semanas, 65% destes apresentou uma taxa de controle da doenca,
com 15% ORR (IC 95%, 3,2-37,9). Além disso, apenas um paciente teve uma reagdo adversa
associada ao avelumab (BOYERINAS et al., 2015; YAMADA et al., 2015).
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Apesar dos resultados encorajadores, existem pacientes que apresentam resisténcia a
acdo do bloqueio da via PD-1, o que pode levar a inferir que outras moléculas que também
estdo relacionadas a exaustdo de linfécitos T, como o CTLA-4, TIM-3 e LAG-3 podem estar
expressas, sugerindo que futuramente pode ser interessante a exploracdo de uma abordagem
terapéutica sinérgica com estas outras moléculas co-inibitérias (CURRAN et al., 2010;
NGIOW et al., 2011; WOO et al., 2011; MELERO et al., 2013; GROS et al., 2014).
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3 APLICABILIDADE CLINICA

Grande parte do cancer humano apresenta um microambiente com resposta imune de
padrdo “inflamatdrio” e devido esse cendrio, a edicdo e regulacdo do sistema imune tem sido
bastante estudada em tumores sélidos. Varios trials executados em centros de pesquisa tém
investigado a expressdo de PD-1 e PD-L1 em linfocitos intratumorais e peritumorais e sua
correlagdo com o prognostico. Pesquisas experimentais e clinicas sugerem que os inibidores
do ponto de controle imune, incluindo agentes anti-PD-1 e anti-PD-L1, podem aumentar a
vulnerabilidade das células tumorais a destruicdo imune e potencialmente melhorar a
sobrevivéncia de pacientes em varias neoplasias malignas. J& tem sido observado que as
células de adenocarcinoma gastrico possuem a capacidade de expressar PD-L1, como um
mecanismo para diminuir a resposta local a linfécitos T e dados apontam que a expressdo de
PD-L1 varia conforme o tipo tumoral. Dessa forma, avaliar a expressdo de PD-1 e PD-L1 em
populacdes de linfocitos e células neoplasicas, associando-se as caracteristicas dos pacientes e
do adenocarcinoma gastrico podem contribuir para estudos que avaliem a seguranca,
farmacocinética, imunogenicidade e eficacia de drogas anti- PD-L1 baseadas em anticorpos.
Em conjunto, as andlises da expressdo de PD-L1 e PD-1, com as correlacbes com as
caracteristicas clinicopatolégicas, poderdo caracterizar o subgrupo de pacientes candidatos a
terapia com anticorpos monoclonais anti-PD-1 e anti-PD-L1.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

- Avaliar a expressdo de PD-1 e PD-L1 em adenocarcinoma gastrico primario e tecido nao

neoplasico adjacente ao tumor.

4.2 Objetivos Especificos

- Descrever a expressdo imunofenotipica de PD-L1 em células neoplasicas do
adenocarcinoma gastrico dos tipos intestinal e difuso de Laurén.

- Descrever e comparar a expressdo imunofenotipica de PD-1 em linfocitos intratumorais
(TIL) e em linfécitos do tecido adjacente ao tumor.

- ldentificar a localizacdo (membrana e/ou citoplasma) e tipo celular com expressdo dos
marcadores pesquisados.

- Associar a expressdo imunoistoquimica de PD-L1 e PD-1 com género e idade do paciente
com adenocarcinoma gastrico.

- Associar a expressao imunoistoquimica de PD-L1 e PD-1 com a localizagdo do tumor, grau
de diferenciacéo histologica e estadiamento patologico.
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5 METODOLOGIA

5.1 Carater do Estudo, Local e Amostragem

Trata-se de um estudo transversal retrospectivo e prospectivo, que foi realizado na
cidade de Belém, Para, Regido Norte do Brasil, Amazdnia Oriental, e abrangeu o periodo de
2008 a 2016, em pacientes provenientes desse ou de outros municipios do Estado. Foram
recrutados 150 participantes com diagndstico de adenocarcinoma gastrico atendidos no
Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto (HUJBB) da Universidade Federal do Para
(UFPA). As amostras parafinadas do tecido gastrico tumoral e tecido adjacente ao tumor

tiveram procedéncia da Unidade de Anatomia Patoldgica da Instituicao.

5.2 Aspectos Eticos

Esta pesquisa foi embasada em preceitos éticos regidos pela Declaracdo de Helsinque
e Resolucdo N° 466/12 do Conselho Nacional de Saude. E todos os participantes envolvidos
foram devidamente informados quanto aos objetivos da pesquisa e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) antes de qualquer abordagem ou acesso aos dados

demogréficos e clinicopatologicos.

5.3 Critérios de Inclusao

A) Maiores de 18 anos;

B) Atendidos no Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto com diagnostico de
adenocarcinoma gastrico.

C) TCLE assinado.
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5.4 Critérios de Exclusdo

A) Pacientes com adenocarcinoma gastrico submetidos a tratamento neoadjuvante;

B) Indisponibilidade dos blocos de parafina.

5.5 Histopatologia, Construcéo do Microarranjo do Tecido (TMA)

O bloco de TMA foi construido, utilizando-se casos de adenocarcinoma gastrico e
tecido adjacente ao tumor. Os casos foram provenientes do arquivo da Anatomia Patologica
do HUJBB-UFPA, e as laminas originais foram revistas, e quando houve necessidade, foram
realizados novos cortes histoldgicos, as quais foram devidamente corados pela técnica de HE.
Apbs revisdo das laminas, foram selecionados apenas os blocos que apresentaram areas
representativas do tumor e do tecido adjacente tumoral.

As éreas mais representativas foram identificadas e selecionadas através da leitura
microscopica dos cortes histologicos dispostos em laminas, posteriormente, tais areas foram
marcadas com caneta permanente tanto nas laminas quanto nos blocos de parafina
correspondentes (blocos doadores). Em seguida, foi realizada a constru¢do do microarranjo do
tecido com o auxilio do aparelho TMA Grand Master da 3DHISTECH Ltd, que foi
programado para retirar cilindros de 1,5 mm, que por conseguinte foram transferidos para o
bloco de parafina receptor.

Para cada caso foram retirados dois cilindros de 1,5 mm (cores) de duas areas distintas
do adenocarcinoma e do tecido adjacente ao tumor, aos quais foram transferidos para blocos
de parafina respectivos das amostras para estudo. Apds a construcdo do microarranjo de
tecido, foi montado um sistema de coordenadas em tabelas em Excel, com a finalidade de
facilitar a determinacdo da posi¢do exata dos casos nos blocos receptores, tendo como
referéncia um fragmento de figado (Fragmento sinal). Os casos foram dispostos em ordem
numérica crescente (de acordo com o registro anatomopatologico do Servigo de Anatomia
Patologica).

Cada bloco de TMA foi submetido a microtomia seriada, que permitiu a obtengdo de

cortes histologicos com espessura de 4 um, que posteriormente foram dispostos em ladminas
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histol6gicas com carga para imunoistoquimica. Esquema metodoldgico detalhado na Figura
13.

D

Figura 13 - Esquema representativo da constru¢do do bloco de TMA, através da retirada de cilindros de 1,5 mm
de diametro dos blocos doadores e transferéncia dos mesmos para bloco receptor e marcagdo imunoistoquimica
(A — Equipamento para constru¢cdo de microarranjo, TMA GRAND MASTER; B- Transferéncia de area
selecionada do bloco doador para o bloco receptor, formacdo do bloco com microarranjo de TMA, ao qual é
submetido a microtomia seriada, disposto em lamina e corado pela técnica de HE; C- Um dos cortes histoldgicos
obtidos é disposto em lamina com carga, ao qual é identificada com etiqueta de acordo com protocolo de
marcacdo imunoistoquimica cadastrado no aparelho GX automatizado Ventana (Roche®); D- As laminas com
etiqueta de identificacdo sdo colocadas no aparelho de imunoistoquimica, e ao fim do procedimento € obtida
lamina com marcagdo imunoistoquimica).
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5.6 Imunoistoquimica de PD-1 e PD-L1

Os cortes histoldgicos sequenciais do TMA foram obtidos para utilizacdo de anticorpo.
A visualizacdo empregou o sistema Ultraview Dab kit no equipamento GX automatizado
Ventana (Roche®) de Imunoistoquimica. Inicialmente, foi feita uma marcacdo para
padronizacdo da reacdo em tecido parafinado de linfonodo para PD-L1 e tecido parafinado
tumoral para PD-1, onde ja sdo conhecidas as expressGes de ambos os marcadores do estudo.
Nestes tecidos, foram realizadas dilui¢bes seriadas aos quais direcionaram na escolha da
concentracdo de melhor performance.

O sistema de automatizacao realizou todas as etapas requeridas para uma marcagéo de
imunoistoquimica, diminuindo a variacdo de resultados. Devido a pré-fixacdo e impregnacédo
com parafina, as 1dminas que continham as secbes de 4 um foram aquecidas por 2 horas a
temperatura de 60 graus Celsius, numa estufa pré-aquecida, com a finalidade de aumentar
adesdo do tecido na lamina. Essa etapa facilitou o tratamento subsequente, a desparafinizacao
com reagente.

A reacdo programada foi realizada no carrossel acoplado a maquina, onde as laminas
foram distribuidas em unidades, os termopads, responsaveis pelo ciclo de aquecimento, que
foi curto. Os termopads ficaram submetidos a acdo de um voértex que atuou impedindo a
redeposicdo de parafina sobre a lamina, o que facilitou dessa forma a remocao da mesma, e
contribuiu para que a posterior distribuicdo dos reagentes sobre a lamina tenha sido por igual.

Apds terem sido tratadas as laminas foram cobertas com Liquid Cover Slide (LCS),
um composto de moléculas de 6leo organico aquoso a tensdo superficial e cuja a densidade é
acentuadamente menor do que a da agua, fato que contribuiu para que o 6leo tenha se
espalhado sobre a superficie do tamp&o e formado uma camara de solugdo, ao qual serviu
como uma barreira aquosa entre 0s reagentes e o ar. A barreira previniu a evaporacao, e
tornou 0 meio aquoso estavel para a imunoistogquimica.

As solucOes auxiliares (Reaction Buffer; EZprep; CC1; SSC) que foram utilizadas em
maior volume foram diluidas. Um fluido detergente (EZprep) reduziu a tensdo superficial da
solucdo aquosa, e auxiliou na liberacdo da parafina derretida da superficie do tecido. A
solugéo estabilizante e lavagem RB (Reaction Buffer Concentrate Tris based buffer solution -
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pH 7.6 = 0.2) foi aplicada intercaladamente durante os passos principais com o objetivo de
manter a estabilidade do ambiente da reacdo e enxaguar as laminas.

A solucdo de recuperagdo, CC1 que é um tampdo a base de Tris de pH ligeiramente
basico. Atuou em temperaturas elevadas promovendo a hidrolise de ligagcdes covalentes entre
grupos amino e aldeidos formados pela fixacdo com formalina. Esse tratamento resultou em
beneficios expressivos na ligacdo do anticorpo, pois possibilitou um aumento na
acessibilidade dos sitios, e melhorou a relagéo sinal /ruido.

O tampdo SSC de cloreto de sodio e citrato de sddio foi usado para lavagens mais
vigorosas e conduziu para a abertura de mais sitios. Esta solugdo teve como funcao o controle
da concentracdo de sal, através do fornecimento de ions que ocultaram parcialmente a carga
negativa do fosfato do DNA e RNA. Assim como o CC1, esse tampao teve a funcionalidade
de adequar o pH do meio para os dois tipos de anticorpos utilizados no estudo.

Os anticorpos utilizados, anti-PD-1 (ab52587) de camundongo e anti-PD-L1
(ab12337) de coelho, reagem com espécies variadas. A diluicdo dos anticorpos foi realizada
na concentracdo de 1:200 para anti-PD-L1 e 1:50 para anti-PD-1. O meio de recuperacéao
requerido para ambos foi por tampdo citrato com pH6. O kit de visualizacdo escolhido foi o
Ultraview Universal Dab Detection Kit, que dispde em seu contetdo ultraView Universal
DAB Inhibitor, Universal HRP Multimer, DAB H202 e Universal Copper, aos quais foram os
componentes principais do sistema de marcacao.

A utilizacdo dos reagentes foi de forma automatizada e o protocolo foi pré-definido de
acordo com os requisitos do sistema de visualizacdo e dos anticorpos primarios.

As etapas que seguem sdo as mesmas utilizadas globalmente nas tecnicas de IHQ
indireta manual, e sdo: [1] desparafinizacdo estufa (2 horas — 60°C); [2] desparafinizacédo
(EZprep); [3] aplicagdo do LCS; [4] recuperacdo antigénica simultanea (CC1;SSC); [5]
blogueio da peroxidase enddgena; [6] Aplicacdo do anticorpo primério; [7] Coquetel do
polimero HRP; [8] Aplicacdo cromdgeno/ Substrato(DAB); [9] bloqueio do DAB; [10]
Coloracéao pela Hematoxilina (10 min).

5.7 Analise da Expressédo de PD-1 e PD-L1

Em relacdo a interpretacdo da imunoistoquimica, foram utilizados os critérios de

marcacdo adotados por Scheel e colaboradores (2016) e BOGER e colaboradores (2016) e,
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tanto para PD-1 quanto para PD-L1 (Tabela 1), aléem disso, a analise foi realizada em
duplicata e avaliada visualmente por uma patologista por 2 vezes cada duplicata.

As células de adenocarcinoma gastrico foram avaliadas para o anti-PD-L1, e apenas
foram consideradas positivas quando a membrana citoplasmatica apresentou coloracéo parcial
ou completa, para tais a quantificacao foi realizada através de uma proporc¢éo entre as células
coradas e ndo coradas (N° de células neoplésicas PD-L1 positivas + N° total de células
neoplasicas).

As ceélulas imunoldgicas foram avaliadas para o anti-PD-1 e apenas foram
consideradas positivas quando o citoplasma e/ou membrana citoplasmética apresentou
coloragdo parcial ou completa, para tais a quantificacdo foi realizada através da andlise da
area coberta por células imunes coradas (Area coberta por células imunes positivas + Area
tumoral).

Para a interpretacdo imunoistoquimica qualitativa (Tabela 2), foi considerada a
intensidade de coloracdo, sendo separada em 4 critérios com Escore definido para cada, onde
a auséncia de coloracdo representou o escore 0, coloracdo em intensidade fraca representou o
escore 1, coloracdo em intensidade moderada representou escore 2 e por fim, amostras que

apresentaram intensidade de coloracéo forte foram consideradas como escore 3.

Tabela 1 — Interpretacdo imunoistoquimica semi-quantitativa de PD-1 e PD-L1

CRITERIOS ESCORE PROPORCAO
NEGATIVO 0 0a<1%
POSITIVO 1 >1% a <10%
POSITIVO 2 >10% a < 25%
POSITIVO 3 >25% a <50%
POSITIVO 4 >50%

Fonte: Adaptado SCHEEL et al., 2016 e BOGER et al., 2016
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Tabela 2 — Interpretacdo imunoistoquimica qualitativa (intensidade da coloracdo) de PD-1 e
PD-L1

CRITERIOS ESCORE
AUSENTE OU NEGATIVO
POSITIVO FRACO
POSITIVO MODERADO
POSITIVO FORTE

w N -, O

Fonte: Adaptado SCHEEL et al., 2016 e Bdger et al., 2016

5.8 Graduacao e Estadiamento Patoldgico

Foi utilizada a graduacdo histopatolégica em graus | (bem), Il (moderado) e 111 (pouco
diferenciado) e o sistema de classificagdo desenvolvido pela “American Joint Comittee on
Cancer” (AJCC) para o cancer de estobmago. Os tumores primarios na JEG com seu epicentro
proximal em dois a cinco centimetros do estdmago, ou aqueles que se encontram na cardia e
ndo invadem a JEG, foram estadiados de acordo com o sistema de estadiamento para cancer
gastrico do Cancer Staging Manual da AJCC.

Os tumores que envolvem a JEG e possuem 0 seu epicentro proximal em até dois
centimetros do estdbmago foram estadiados de forma similar ao adenocarcinoma de es6fago. O
estadiamento TN descreve duas caracteristicas anatdmicas relacionadas ao cancer: T) a
localizacdo e extensdo do tumor primério; N) a presenca ou auséncia de linfonodos

envolvidos. O estadiamento utilizado foi o patoldgico (pTN) descrito nas Tabelas 3 e 4.
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Tabela 3 — Estadiamento patoldgico do tumor gastrico primario (pT).

pTx Tumor primario nao avalidvel
pT0  Sem evidéncia de tumor priméario

Carcinoma in situ: tumor intraepitelial sem invasdo da lamina

pTis propria, displasia de alto grau

T1 Tumor invade lamina propria, ou muscular da mucosa ou
p submucosa.

pTla Tumor invade ldmina prépria ou muscular da mucosa.

pT1b  Tumor invade submucosa.

pT2 Tumor invade muscular propria.

T3 Tumor penetra tecido coniuntivo da subserosa sem invadir o
p peritdnio visceral ou estruturas adjacentes.

pT4 Tumor invade a serosa ou estruturas adjacentes.
pT4a Tumor invade a serosa (peritonio visceral).

pT4b  Tumor invade estruturas/orgdos adjacentes.

Fonte: Cancer Staging Manual. AJCC, 2017

Tabela 4 — Estadiamento patologico de linfonodos regionais (pN)

pNX Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados.
pNO Sem metastase em linfonodos regionais.

pN1 Metastase em 1-2 linfonodos regionais.

pN2 Metéstase em 3-6 linfonodos regionais.

pN3 Metéstase em 7 ou mais linfonodos regionais.
pN3a Metastase em 7-15 linfonodos regionais.

pN3b Metéstase em 16 ou mais linfonodos regionais.

Fonte: Cancer Staging Manual. AJCC, 2017.

5.9 Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados afim de verificar associacdo entre a expressao
da proteina e as variaveis categoricas, os dados demograficos dos pacientes e patoldgicos do
adenocarcinoma gastrico, foram comparados, utilizando o teste exato de Fisher, através do
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programa estatistico SPSS v17 (SPSS inc., Chicago, IL, USA) e MATLAB®, v R2014b
(MathWorks). Foram considerados estatisticamente significativos valores de p <0,05.
Todos os dados referentes aos pacientes que participaram do estudo foram agrupados e

armazenados em um banco de dados no programa Excel (Microsoft®).
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6 RESULTADOS

6.1 Caracteristicas Epidemioldgicas e Histopatoldgicas

No que concerne as caracteristicas epidemiolégicas dos pacientes e histopatologicas
dos adenocarcinomas gastricos, ambas foram incluidas em uma tabela de contingéncia
(Tabela 5), ao qual os dados sédo relacionados aos marcadores utilizados no estudo, PD-L1 e
PD-1.

De acordo com os dados apresentados, é possivel observar a prevaléncia de pacientes
do género masculino (66,3%), com idade superior a 50 anos (78,3%), com topografia tumoral
sendo de superposicdes (overlapping) (51,1%), apresentando o tipo histologico intestinal de
Lauren (67,4%), grau Il (moderado) de diferenciacdo (43,5%), com doenca em estadio
avancado (92,4%) e com metéastase linfonodal (81,5%).
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Tabela 5 - Caracteristicas epidemiologicas dos pacientes e histopatologicas dos
adenocarcinomas gastricos e imunofenotipo PD-1/PD-L1.
. PD-1/PD-L1
Categorias _
(Parametros) N=92
n (%)
Género
Masculino 61 (66,3)
Feminino 31 (33,7)
Idade
< 50 anos 20 (21,7)
>50 anos 72 (78,3)
Topografia
Cérdia, JEG 2 (2,2)
Corpo 18 (19,6)
Antro 23 (25)
Piloro 2 (2,2)
Superposicoes (overlapping): 47 (51,1)
Antro e piloro 17 (18,5)
Antro e corpo 15 (16,3)

Corpo e fundo 1 1,2)
Antro, piloro e corpo 6 (6,6)
Cérdia, corpo e antro 4 (4,4)
Cérdia, fundo e corpo 1 (1,1
4 associagoes 3 (3,3)

Classificacdo de Lauren

Intestinal 62 (67,4)
Difuso 29 (31,5)
Misto 1 (1,2
Grau de Diferenciacéo

Grau | (Bem) 3 (3,3
Grau Il (Moderado) 40 (43,5)
Grau 11 (Pouco diferenciado) 19 (20,6)
N&o se aplica 30 (32,6)

Estadiamento patologico pT
pT1 (Precoce) 7 (7,6)
pT2, pT3 e pT4 (Avancado) 85 (92,4)

Estadiamento patologico pN
pNO 17 (18,5)
pN1 14 (15,2)
pN2 22 (23,9)

pN3 39 (42,4)
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6.2 Resultados das Expressdes Imunoistoquimicas

6.2.1 Grupo de Pacientes com Adenocarcinoma Gastrico

A imunorreatividade para PD-1 (Tabela 6) foi avaliada no infiltrado linfocitario do
microambiente intratumoral e foi observada no citoplasma, e ocorreu em 64 casos (69,5%).
Vale ressaltar que foi avaliado um namero reduzido de linfdcitos intratumorais (<100) na &rea
selecionada para o microarranjo de adenocarcinoma (TMA).

A imunorreatividade para PD-L1, parcial ou completa na membrana citoplasmatica,
foi observada em 8 (8,7%) dos 92 casos analisados (Tabela 6). Ndo foi observada

imunorreatividade para PD-L1 em células imunes, nessa série.

Tabela 6- Distribuigdo dos casos PD-L1 em células neoplasicas e PD-1 em linfdcitos no
“microambiente intratumoral”

Total
PD-1 PD-L1
Tipos Celulares N= 92 (%)
n (%) n (%) n (%)
Células Neoplasicas
NEGATIVO (<1%) 84 (913) 0 0 84  (91,3)
POSITIVO 8 (8,7) 8 (8,7)
Fraco (1+): >1% a <10% 5 (5,4) 0 0 5 (5,4)
Moderado (2+): >210% a <25% 2 (2,2) 0 0 2 (2,2)
Forte (3+): >50% 1 (1,1) 0 0 1 (1,1)
Linfocitos intratumorais
NEGATIVO (<1%) 28 (304) 28 (304) O 0
POSITIVO FRACO (1+): >1% a <10% 64  (69,6) 64  (69,6) 0 0

Na tabela 7 estdo contidos os dados referentes aos aspectos epidemiolégico,
histopatoldgico e estadiamento dos casos de adenocarcinoma gastrico. Dentre 0s casos ao qual
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foi observada a imunorreatividade para PD-1, a maioria pertencia ao género masculino
(47,8%) e apresentavam idade >50 anos (55,4%); quanto as topografias, na maioria o tumor
estava localizado no antro (18,5%), corpo (15,2%) e superposi¢fes (Overlaping); no que se
refere a classificacdo de Laurén, (48,9%) foram intestinais, (19,6%) difuso e (1,1%) misto; O
grau Il de diferenciagédo (moderado) foi o mais observado, e ocorreu em (28,3%); quanto ao
estadiamento (4,4%) foram considerados precoces (T1) e (65,2%) em estadio avangado (T2,
T3 3 T4), com ou sem acometimento linfonodal, (10,9%) sem metastase e (58,7%) com
metastase (N1, N2 e N3).

Enquanto que dentre 0os casos em que ocorreu a imunorreatividade para PD-L1, a
maioria pertencia ao género feminino (5,4%) e apresentava idade >50 anos (6,6%); as
topografias mais prevalentes foram o corpo (4,4%) e superposicBes (overlaping) (4,4%);
todos os 8 casos (8,7%) foram do tipo histologico intestinal de Lauren e em estadiamento
avancado (T2, T3 e T4), com grau Il de diferenciacdo (moderado) em (5,4%) e pouco
diferenciado em (3,3%); (2,2 %) sem metéstase em linfonodo (NO) e (6,6%) com metéstase
linfonodal (N2 e N3).
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Tabela 7 - Distribuicdo dos casos de adenocarcinoma gastrico, aspectos epidemiol6gicos,

histopatoldgicos e estadiamento patoldgico com imunofenétipo PD-1/PD-L1.

PD-1 PD-L1
. (linfécito intratumoral) (célula neoplésica)
Categorias - — - —
(Parametros) Total Negativo Positivo Negativo Positivo
N= 92 (%) n= 28 n= 64 n= 84 n=8
N (%) n (%) n (%) N (%) n (%)
Género
Masculino 61 (66,3) 17 (185) 44 (47,8) 58 (63) 3 (33
Feminino 31 (33,7) 11 (12) 20 (21,70 26 (283) 5 (54)
Idade
<50anos 20 (21,79 7 (76) 13 (14,1) 18 (196) 2 (2,2
>50 anos 72 (78,3) 21 (22,8) 51 (554) 66 (71,70 6 (6,6)
Topografia
Cardia, JEG 2 (220 1 (1) 1 (1) 2 (22 O 0
Corpo 18 (196) 4 (44) 14 (152) 14 (1520 4 (4,9
Antro 23  (25) 6 (66) 17 (185) 23 (25 0 0
Piloro 2 (22 1 (1) 1 (@1 2 (22 0 0
Superposicoes (overlapping): 47 (51,1) 16 (17,4 31 (33,7) 43 (46,7) 4,9
Antroepiloro 17 (185) 4 (44) 13 (141) 15 (163) 2 (2,2
Antroecorpo 15 (16,3) 6 (66) 9 (997 14 (152 1 (1))
Corpoefundo 1 (1,1) O 0 1 (@1 1 (11 O 0
Antro, piloroecorpo 6 (66) 3 (33) 3 (33 6 (66) O 0
Céardia, corpoeantro 4 (44 1 (1) 3 (B33 4 (44 0 0
Cardia, fundoecorpo 1 (3,1) O 0 1 (1) 0 0 1 (1,1
4 associagbes 3  (33) 2 (22 1 (11) 3 (33 O 0
Classificacdo de Lauren
Intestinal 62 (67,4) 17 (185) 45 (48,9) 54 (58,70 8 (8,7)
Difuso 29 (315 11 (12) 18 (196) 29 (315 O 0
Misto 1 (1,1) O 0 1 @1 1 (11 o0 0
Grau de Diferenciagéo
Grau | (Bem) 3 (3,3) 0 0 3 33 3 @33 o0 0
Grau Il (Moderado) 40 (435) 14 (152) 26 (28,3) 35 (38) 5 (54
Grau Ill (Pouco diferenciado) 19 (206) 3 (3,3) 16 (174 16 (174 3 (3.3
N&o se aplica 30 (32,6) 12 (13) 18 (196) 30 (326) O 0
Estadiamento patoldgico pT
pT1 (Precoce) 7  (7,6) 3 (33 4 (44 7 (76) O 0
pT2, pT3 e pT4 (Avangado) 85 (92,4) 25 (27,2) 60 (652) 77 (8370 8 (8,7
Estadiamento patoldgico pN
pNO 17 (185) 7 (76) 10 (109 15 (163) 2 (2,2
pN1 14 (152) 3 (33) 11 (120 14 (152) O 0
pN2 22 (239 7 (76) 15 (163) 20 (2L,7) 2 (2,2
pN3 39 (424) 11 (12) 28 (30,4) 35 (38) 4 (4,4
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A Figura 14 ilustra a imunomarcacdo de PDL-1 em células neoplasicas do

adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal de Laurén.

Figura 14 - Adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal de Laurén com imunorreatividade nas células neoplésicas
para PDL1 (A) Caso 1312-14 D (Positivo Forte; >50%; Escore 3) e (B) 3053-15 D (Positivo Fraco; >1% -
<10%; Escore 1).

A figura 15 ilustra a auséncia de imunorreatividade de PDL-1 em células neoplasicas

do adenocarcinoma gastrico dos tipos intestinal (A) e difuso (B) de Laurén.

Figura 15 - Auséncia de imunorreatividade para PDL1 nas células neoplasicas do Adenocarcinoma gastrico (A)
de tipo intestinal caso 1553-10 e (B) de tipo difuso caso 2066-09.

A coexpressdo dos marcadores analisados (Tabela 8) foi observada em 6 casos (6,6%),
e nestes a maioria pertencia ao género feminino (4,4%) e apresentavam idade >50 anos
(4,4%); quanto a topografia, a mais prevalente foi o corpo (3,3%) e superposicoes
(Overlaping) em (3,3%); em relacéo a classificacdo de Lauren, todos os (6,6%) foram do tipo
intestinal; no que concerne ao grau de diferenciagéo (3,3%) apresentavam grau Il (moderado)
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e (3,3%) grau Il (pouco diferenciado); Quanto ao estadiamento todos apresentavam
estadiamento avancado (T3 e T4), com ou sem acometimento linfonodal, 1 caso (1,1%) sem

metastase e 5 casos (5,4%) com metastase linfonodal (N2 e N3).

Tabela 8 - Distribuicdo dos casos de adenocarcinoma gastrico, aspectos epidemiol6gicos,
histopatoldgicos e estadiamento patoldgico com coexpressao de PD-1/PD-L1.

Categorias Total PD-1le PD-L1
(Parametros) N=92 (%) n=6(6.5)
n (%) N (%)
Género
Masculino 61 (66,3) 2 (2,2)
Feminino 31 (33,7) 4 (4,4)
Idade
<50anos 20 (21,7) 2 (2,2)
>50 anos 72 (78,3) 4 (4,4)
Topografia
Cérdia, JEG 2 (2,2) 0 0
Corpo 18 (19,6) 3 (3,3
Antro 23  (25) 0 0
Piloro 2 (2,2) 0 0

Superposicoes (overlapping): 47 (B11) 3 (3,3

Antro e piloro 17 (18,5) 1 (1,2)
Antroe corpo 15 (16,3) 1 (1,2
Corpoefundo 1 (1,1) 0 0
Antro, piloroecorpo 6  (6,6) 0 0
Céardia, corpoeantro 4  (4,4) 0 0
Cardia, fundoecorpo 1 (1,1) 1 (1,2
4 associagbes 3 (3,3) 0 0
Classificacdo de Lauren
Intestinal 62 (67,4) 6 (6,6)
Difuso 29 (31,5) 0 0
Misto 1  (1,1) 0 0
Grau de Diferenciacéo
Graul (Bem) 3 (3,3) 0 0
Grau Il (Moderado) 40 (43,5) 3 (3,3
Grau Il (Pouco diferenciado) 19 (20,6) 3 (3,3
N&o se aplica 30 (32,6) 0 0
Estadiamento patoldgico pT
pT1 (Precoce) 7 (7,6) 0 0
pT2, pT3 e pT4 (Avancado) 85 (92,4) 6 (6,6)
Estadiamento patoldgico pN
pNO 17 (18,5) 1 (1,2
pN1 14 (15,2) 0 0
pN2 22 (23,9) 1 (1,2
pN3 39 (42,4) 4 (4,4)
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6.2.2 PD-1 em Linfocitos intratumorais (TILs) e adjacente ao adenocarcinoma

Na tabela 9 estdo contidos 0s casos em que ocorreu a imunorreatividade para PD-1 em
linfécitos do tecido adjacente ao adenocarcinoma gastrico e os dados referentes aos aspectos
epidemioldgico, histopatoldgico e estadiamento. A maioria pertencia ao género feminino
(20,9%) e apresentava idade >50 anos (20,9%). As topografias mais frequentes foram o corpo
(20,6%) e superposicdes (overlaping) em 4,6%; adenocarcinoma do tipo histoldgico intestinal
de Lauren (30,2%); grau Il (moderado) de diferenciacdo (14%) e grau Il (pouco
diferenciado) em (14%) dos casos; estadio avangado (34,9%), 5 casos (11,6 %) sem metéstase
em linfonodo (NO) e 11 casos (25,6%) com metéstase (N2 e N3).
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Tabela 9 — Imunorreatividade para PD-1 e aspectos epidemioldgico, histopatologico e

estadiamento de amostras de tecido adjacente ao adenocarcinoma gastrico

PD-1 no tecido adjacente

Parametros Total Negativo Positivo
(Categorias) N= 43 (%) n= 27 n=16
n (%) n (%) N (%)
Género
Masculino 22  (51,2) 15 (34,9) 7 (16,3)
Feminino 21  (48,8) 12 (27,90 9 (20)9)
Idade
<b0anos 13 (30,3) 6 (14) 7 (16,3)
>50anos 30  (69,7) 21 (488 9  (20)9)
Topografia
Corpo 32 (744) 21 (488) 11 (25,6)
Antro 6 (14) 3 (7) 3 (7)
Superposicoes (overlapping):
Antro e corpo (4,6) (2,3) 1 (2,3)
Metaplasia sem definicao de local (7) (4,6) 1 (2,3)
Classificacao de Lauren
Intestinal 32  (74,4) 19 (44,2) 13 (30,2)
Difuso 11  (256) 8 (18,6) 3 (7)
Grau de Diferenciagédo
Graul (Bem) 4 (9,3 3 (7 1 (2,3)
Grau Il (Moderado) 19  (44,3) 13 (30,3) 6 (14)
Grau Il (Pouco diferenciado) 9 (21) @) 6 (14)
Néo se aplica 11 (25,6) (18,6) 3 @)
Estadiamento patoldgico pT
pT1 (Precoce) 11 (25,6) 10 (23.3) 1 (2,3)
pT2, pT3 e pT4 (Avancado) 32 (v44) 17 (395 15 (34,9
Estadiamento patol6gico pN
pNO 16 (37,2) 11 (256) 5 (11,6)
pN1 (116) 5 (116) O 0
pN2 (16,3) 4 (9,3) 3 (7)
pN3 15 (349 7 (163) 8 (18,6)

Na tabela 10 estd descrito um comparativo entre a imunorreatividade para PD-1 em

linfocitos intratumorais (TIL) no adenocarcinoma géastrico e em linfdcitos presentes no tecido
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adjacente ao tumor. Pode-se observar que a imunorreatividade para PD-1 foi maior em
linfocitos intratumorais (17%) do que em linfécitos presentes no tecido adjacente ao
adenocarcinoma (9%). Em ambos, prevaléncia no tipo histologico intestinal de Laurén, grau Il

de diferenciacdo (moderado) e estadiamento avanc¢ado.

Tabela 10 - Distribuicdo comparativa da imunorreatividade para PD-1 entre linfocitos

intratumorais e linfocitos do tecido adjacente ao adenocarcinoma gastrico

PD-1 em linfécito PD-1 em linfocito do
) intratumoral tecido adjacente ao tumor
Categorias - — - —
(Parametros) Total Negativo Positivo Negativo Positivo
N=24 (%) n="7 n=17 n=15 n=9
n (%) n (%) N (%) n (%) n (%)
Género
Masculino 13 (%42) 5 (208) 8 (333) 8 (333) 5 (209)
Idade

(o3}

<50anos 9 (375 2 83 7 (292 3 (125 (25)
>50 anos 15 (62,5) (20,8) 10 (41,7) 12 (50) 3  (12)5)

Classificacdo de Lauren
Intestinal 19 (79,2) 5 (20,8) 14 (58,3) 11 (458) 8 (33)3)

(6]

Difuso 2 (20,8) 2 (8,3) 3 (125 4 (16,7 1 4,2
Grau de Diferenciagéo
Graul(Bem) 1 (420 O 0 1 42 1 (42 0 0
Grau Il (Moderado) 13 (542) 3 (125 10 (417) 8 (333) 5 (208)
Grau Ill (Pouco diferenciado) 5 (208) 2 (83) 3 (125 2 (83) 3 (125)
Ndoseaplica 5 (208) 2 (83 3 (125 4 (167) 1 (42)
Estadiamento patoldgico pT
oT1 (Precoce) 5 (208) 1 (42 4 (167) 5 (208) 0 0
pT2,pT3epT4 (Avancado) 19 (792) 6 (25 13 (542) 10 (41,7) 9 (37.5)
Estadiamento patoldgico pN
pNo 10 (417) 4 (167) 6 (25 6 (25 4 (167)
pN1 3 (125 O 0 3 (125 3 (125 ©O 0
pN2 4 (167) 1 4,2) 3 (125 2 (8)3) 2 (83
N3 7 (2920 2 (83 5 (208 4 (167) 3 (125)
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A Figura 16 ilustra a imunorreatividade de PD-1 em linfocitos no microambiente do

adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal de Laurén.

Figura 16 - Imunorreatividade para PD-1 em linfocitos intratumorais do adenocarcinoma gastrico de tipo
intestinal de Laurén, (A) caso 313-14 (Positivo Fraco; >1% - <10%; Escore 1) (B) caso 2741-08 (Positivo Fraco;
>1% - <10%; Escore 1).

A Figura 17 ilustra a imunorreatividade de PD-1 em linfécitos do tecido adjacente néo
tumoral (A) e (B).

Figura 17 - Imunorreatividade para PD-1 em linfdcitos intratumorais do adenocarcinoma gastrico de tipo
intestinal de Laurén, (A) caso 1043-10 (Positivo Forte; >25% - <50%; Escore 3) e (B).caso 750-13 (Positivo
Fraco; >1% - <10%; Escore 1).
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7 DISCUSSAO

O presente estudo teve como embasamento o carater descritivo da expressdo
imunofenotipica de PD-1 e PD-L1 em amostras de adenocarcinoma gastrico e de tecido
adjacente ao tumor de pacientes atendidos no hospital universitario Jodo de Barros Barreto.

Inicialmente, vale ressaltar os dados relativos as caracteristicas epidemioldgicas dos
pacientes acometidos com adenocarcinoma gastrico, incluidos na pesquisa, ao qual foi
observada maior frequéncia em individuos do género masculino, dado que se assemelha aos
divulgados em relacdo ao cancer gastrico para esta variavel, no mundo, no Brasil e na regido
Norte (GLOBOCAN, 2012; INCA, 2016). Outra caracteristica observada foi a maior
frequéncia em individuos com idade superior a 50 anos, dado que também corresponde a
informac@es contidas na literatura (SOUZA et al., 2013; KARIMI et al., 2014; SANTOS et
al., 2015). Em relacdo ao tipo histoldgico e estadiamento foi mais frequente os casos de
adenocarcinoma de tipo histologico intestinal de Lauren, estadio avancado e grau Il de
diferenciacdo. Esses achados demonstram que a amostragem do estudo é de fato
representativa do aspecto epidemioldgicos, clinicos e histopatoldgicos do adenocarcinoma
gastrico no Para e, portanto, viavel para a andlise realizada.

Neste estudo, foi dado enfoque para a imunoterapia, ao qual tem sido enquadrada
como uma opcao viavel para o tratamento de diversos tipos de tumores, uma vez que possui
como base a reativacdo do sistema imunoldgico silenciado para que 0 mesmo atue contra as
células do tumor, e assim elimine-as. Entretanto, ainda existem desafios a serem vencidos
pela imunoterapia, a citar os multiplos mecanismos que se encontram ativos e atuam
conjuntamente no microambiente do tumor, desencadeando a neutralizacdo de uma resposta
antitumoral eficiente (KEDMI et al., 2014; MAHONEY et al., 2015; MURPHY e KELLY,
2015; ROTHSCHILD et al., 2015). Dentre estes mecanismos supressivos, ha aqueles que
possuem o carater molecular, ao qual englobam os denominados pontos de controle do
sistema imune, e para tais ja estdo sendo desenvolvidas estratégias de tratamento e 0s
resultados tem sido promissores (GAJEWSKI et al.,, 2013; SABATIER et al.,2014;
ROTHSCHILD et al., 2015).

Um dos eixos que atua como ponto de controle do sistema imune é a via PD-1/PD-L1,
cuja analise imunofenotipica foi realizada nesse estudo. O PD-1 é um receptor expresso

predominantemente em linfocitos T e B, e que possui como principal ligante o PD-L1, cuja
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expressdo ja foi detectada em diversos tipos de cancer. E anticorpos monoclonais anti-PD-1 e
anti-PD-L1 j& foram desenvolvidos, como o Pembrolizumab, um anticorpo anti-PD-1 que
inclusive possui aprovacdo para ser utilizado no tratamento de pacientes com melanoma e
carcinoma de pulmdo ndo pequenas células metastatico (SZNOL e CHEN, 2013;
GUILLEBON et al., 2015; BARDAN et al., 2016). Muitos estudos em adenocarcinoma
gastrico tem relatado a expressdao de PD-L1 como mecanismo de evasdo imune no
microambiente tumoral.

O adenocarcinoma gastrico, de acordo com a classificacdo de Laurén (1965), é
subdividido em dois tipos predominantes: intestinal e difuso, os quais possuem caracteristicas
histoldgicas e clinicopatoldgicas distintas (CORREA et al., 1975; CARNEIRO et al. 2004), o
que sugere rotas moleculares distintas, fato que direcionou para a hipétese de que ha diferenca
entre a expressao de PD-L1 e PD-1 entre estes tipos histoldgicos.

Nessa série de 92 casos de adenocarcinoma gastrico primario, a imunorreatividade
para PD-L1 foi detectada em 8 casos (8,7%), sendo a maioria pertencente ao género feminino,
com idade >50 anos, apresentando topografia em sua maioria no corpo e superposicdes
(Overlaping), do tipo histologico intestinal de Lauren, estadiamento avancado com metastase
linfonodal e grau Il de diferenciagéo.

Os dados relativos ao género e idade dessa série de casos foram similares aos
encontrados por Rosenbaum e colaboradores (2016) que detectaram expresséo de PD-L1 em
16 casos (9%) de uma amostragem de 181 pacientes, correlacionada com maior frequencia em
individuos com idade avancada e pertencentes ao género feminino. Em outros dados
encontrados na literatura, ha contraposicdo em relacdo ao género, sendo o masculino o mais
frequente (ZHANG et al., 2015; BOGER et al., 2016; CHO et al., 2017).

No que concerne a topografia, em estudos de Qing e colaboradores (2015) e Cho e
colaboradores (2017), a topografia mais frequente foi o antro.

Em relagdo a maior frequéncia do tipo histologico intestinal de Lauren, estadiamento
avancado e presencga de metastase linfonodal, na série imunorreativa para PD-L1, os dados
foram similares aos ja descritos na literatura (HOU et al., 2014; QING et al., 2015;
BASTMAN et al., 2016; BOGER et al., 2016; YUAN et al., 2016; CHO et al., 2017).

Quanto ao grau de diferenciacdo encontrado em maior frequéncia neste estudo (Grau
Il de diferenciacdo), este achado é contrario ao encontrado por Qing e colaboradores (2015),
BOGER e colaboradores (2016) e Yuan e colaboradores (2016), ao qual foi encontrada
expressdo de PD-L1 correlacionada ao grau Ill de diferenciacdo (pouco diferenciadas), o que

pode ser justificado pela etapa de escape do sistema imune, caracterizada pela presenca de
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células tumorais pouco imunogénicas e capazes de modular mecanismos que garantem a sua
sobrevivéncia, dentre eles moléculas coinibidoras de linfocitos T, como o PD-L1. Porém o
achado neste estudo pode representar que a a fase de escape do sistema imune, pode ja esta
ocorrendo a partir do grau de diferenciacdo Il (moderado).

Conforme os critérios de interpretacdo imunoistoquimica, semi-quantitativo e
qualitativo, adotados neste estudo, a imunorreatividade para PD-L1 foi detectada em baixo
numero de células, correspondendo a cinco casos (5,4%) positivos com escore 1 (proporcao
<10% de células neopléasicas) e com intensidade de coloragdo fraca, dois casos (2,2%) com
escore 2 (proporgdo >10% a <25%) e intensidade moderada e um caso (1,1%) com escore 4
(propor¢do >50%) e forte intensidade. A frequéncia de imunorreatividade para PD-L1
encontrada neste estudo foi semelhante a descrita por Rosenbaum e colaboradores (2016) e
Cho e colaboradores (2017), que descreveram imunorreatividade de 9%. No entanto, vale
salientar que em outros estudos, a frequéncia de imunorreatividade para PD-L1 variou entre
20 a 54% (PAYDAS et al., 2015; QING et al., 2015; ZHANG et al., 2015; MURO et al.,
2016; BOGER et al., 2016).

A divergéncia entre 8,7% de expressdo fenotipica para PD-L1 nessa série e a literatura
com achados que variam de 9% a 54% pode ser em funcdo do critério de interpretacdo para
positividade utilizado neste estudo, ao qual foram considerados apenas 0s casos com numero
de células neoplésicas que apresentavam imunorreatividade igual ou superior a 1%, diferente
de outros autores (BOGER et al, 2016; MURO et al., 2016) que consideram qualquer niimero,
mesmo inferior a 1%.

Vale ressaltar tambem que a maioria dos casos analisados (92,4%) apresentava
estadiamento avancado, e de acordo com os resultados encontrados por Boger e colaboradores
(2016), a expressdo de PD-L1 se modifica durante a progressdo do tumor, uma vez que em
seu estudo a imunorreatividade foi maior em estadiamento pT2, e decaiu em tumores com
estadiamento pT3 e pT4.

Outra possibilidade para a frequéncia de 8,7% de imunorreatividade encontrada neste
estudo para PD-L1 é que nos casos em que ndo houve a imunorreatividade, outras moléculas
relacionadas a inibi¢do imune podem estar sendo expressas, como 0 CTLA-4, TIM-3 e LAG-
3.

Uma vez que no microambiente tumoral do adenocarcinoma gastrico, ha outros tipos
celulares, como as células do sistema imune (WU et al, 2012; QUAIL e JOYCE, 2013;
BUSUTTIL et al, 2014), foi realizada a avaliacdo da expressdo de PD-1 em linfocitos. No

infiltrado de linfécitos do microambiente intratumoral, foi observada a expressao de PD-1 em
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64 casos (69,5%), sendo esse resultado mais frequente em pacientes do género masculino,
com idade >50 anos € em tumores com topografia no antro e no corpo, classifica¢do do tipo
intestinal de Lauren, estadiamento avancado com metastase linfonodal, e grau Il de
diferenciacdo. Todos esses dados sdo semelhantes aos encontrados por Bdger e colaboradores
(2016), exceto quanto ao grau de diferenciacdo, ao qual foi mais frequente o grau Ill de
diferenciagéo.

Nessa série de casos, foi detectada expressdo imunofenotipica de PD-1 em linfécitos
intratumorais em maior nimero de casos, quando comparado a expressdo de PD-L1 em
células neoplasicas, sugerindo que o sistema imune foi responsivo durante o periodo de
imunoedicao tumoral (DUNN et al., 2002; GUILLEBON et al., 2015). Porém, a expresséo de
PD-L1 modifica conforme a progressao tumoral, e talvez por isso, ndo tenha sido observada
imunorreatividade similar.

Outro dado relevante é em relagdo a presenca de metastase linfonodal, com maior
frequéncia em ambos os marcadores.

A coexpressdo dos marcadores analisados foi observada em 6 casos (6,6%), e nestes a
maioria pertencia ao género feminino e apresentava idade >50 anos, apresentando como
topografia mais frequente o corpo e superposi¢es (Overlaping), classificacdo histologica
intestinal de Lauren, com estadiamento avancado do tumor primario (T3 e T4), com metastase
linfonodal (N2 e N3) e grau Il de diferenciagéo.

Em estudo de Paydas e colaboradores (2015), a coexpressdo de PD-1 e PD-L1 foi
associada a menor sobrevida geral média e sobrevida livre de progressdo em relacdo aqueles
sem a expressao de ambos (OS: 100 vs. 135 meses para PD-1 e 79 vs. 135 meses para PD-L1;
e DFS: 107 vs. 100 meses para PD-1 e 79 vs. 100 meses para PD-L1, respectivamente), dessa
forma, pode-se inferir que tais pacientes que apresentaram coexpressdo dos marcadores
utilizados no estudo, podem ter apresentado pouco tempo de sobrevida.

Os dados referentes a imurrorreatividade de para ambos os marcadores em associacao
ou separadamento, demonstraram predominancia do tipo histolégico intestinal, o que sugere
gue pacientes que apresentam adenocarcinoma tipo intestinal de Laurén, podem ser mais
propensos a ativacdo da via PD-1/PD-L1, como mecanismo tumoral de evasdo da agédo
antitumoral do sistema imune, uma vez que na carcinogénese deste tipo histologico ha etapa
de inflamacé&o crénica prévia, como gastrite cronica superficial e gastrite cronica atrofica.

De acordo com estudos em varios tipos de céncer, pacientes que apresentam
positividade para PD-L1 e presenca de linfocitos intratumorais possuem melhor prognostico,
maior sobrevida (KARIM et al., 2009; TAUBE et al., 2012; BAPTISTA et al., 2016; CHO et
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al., 2017), enquanto que para Heeren e colaboradores (2016), apenas a expressao marginal de
PD-L1 foi associada a um bom prognostico.

Em contrapartida, outros estudos demonstraram que a positividade para PD-L1
associada a presenca de linfocitos intratumorais, estd relacionada a um prognostico
desfavoravel e menor sobrevida (HOU et al., 2014; GENG et al., 2015; PAYDAS et al, 2015;
HEEREN et al., 2016; ROSENBAUM et al., 2016).

Neste estudo foi realizada a andlise dos marcadores no tecido adjacente ao
adenocarcinoma gastrico, este grupo foi caracterizado pela maior frequéncia de pacientes do
género feminino, idade >50 anos, com topografia no corpo, adenocarcinoma do tipo intestinal
de Laurén, estadio tumoral avangado com metéstase linfonodal e grau 11 de diferenciacéo.

Visando detectar diferencas na expressdo do PD-1 em linfocitos intratumorais e
linfécitos no tecido adjacente ao adenocarcinoma gastrico, foi realizado um comparativo, e
observou-se que houve maior frequéncia na imunorratividade de PD-1 em linfocitos
intratumorais, do que em linfocitos presentes no tecido adjacente ao adenocarcinoma, tipo
histoldgico intestinal de Laurén, estadiamento avancado e grau Il de diferenciacao.

No que se refere a imunorreatividade para PD-L1 no tecido adjacente ao
adenocarcinoma, nenhuma imunorreatividade foi observada. Esse dado é similar ao descrito
por Qing e colaboradores (2015) e Boger e colaboradores (2016), ao qual a expresséo
imunofenotipica para PD-L1 foi observada em células neoplésicas, mas ndo epitélio gastrico

ndo neoplasico, e quando ocorreu foi em coloracéo fraca.
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8 CONCLUSAO

A imunorreatividade para PD-L1, parcial ou completa na membrana citoplasmatica,
foi observada em 8 (8,7%) dos 92 adenocarcinomas gastricos primarios dessa série de casos.

Dentre 0s casos em que ocorreu a imunorreatividade para PD-L1, a maioria pertencia
ao género feminino e apresentava idade >50 anos; as topografias mais frequentes foram o
corpo e superposicdes (overlaping). Todos os 8 casos foram do tipo histologico intestinal de
Lauren, em estadiamento avancado (T2, T3 e T4) e com metastase linfonodal (N2 e N3) e
grau Il de diferenciacdo (Moderado).

A imunorreatividade citoplasméatica para PD-1 no linfocito do microambiente
intratumoral (TIL) foi observada no citoplasma e ocorreu em 64 casos (69,6%).

Dentre os casos ao qual foi observada a imunorreatividade para PD-1, a maioria
pertencia ao género masculino, apresentava idade >50 anos, com topografia mais frequente no
antro e corpo, classificacdo de Lauren de padrdo intestinal, estadiamento avangado, metéastase
em linfonodos e grau Il de diferenciacdo (Moderado).

Observou-se linfocitos intratumorais PD-1 positivos em maior nimero de casos,
guando avaliados no estroma intratumoral, em comparacdo aos linfécitos PD-1 positivos em
estroma do tecido adjacente ao tumor.

A coexpressao dos marcadores analisados foi observada em 6 casos, e nestes a maioria
pertencia ao género feminino e apresentavam idade >50 anos, com classificagao de Lauren do
tipo intestinal, estadiamento avangado (T3 e T4), com metéstase linfonodal (N2 e N3) e grau
Il de diferenciacdo (Moderado).

Esses dados encontrados reforcam que pacientes que apresentam adenocarcinoma
géstrico do tipo intestinal de Lauren, estadiamento avancado, metastase linfonodal e grau Il de
diferenciacdo, podem estar mais propensos a ativacdo da via PD-1/PD-L1, sendo candidatos

elegiveis para utilizar terapia com anticorpos monoclonais anti-PD-1 ou anti-PD-L1.
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9 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

A fundamentacdo para a realizacdo deste estudo foi esclarecer melhor a expressao
diferencial/status e frequéncia das proteinas PD-1/PD-L1 no adenocarcinoma gastrico de
hospital pablico. A proteina PD-L1 representa um biomarcador candidato indicador de
prognostico, bem como alvo terapéutico. Avaliando o risco/beneficio deste estudo nédo
intervencionista, houve beneficios potenciais para contribuir com as pesquisas clinicas,
obtendo-se informacdes da freqiiéncia desses marcadores.

Vale ressaltar que foi avaliado um numero reduzido de linfécitos intratumorais (<100)
em alguns casos dessa série de adenocarcinoma. Continuamente sera realizada busca de maior
ndmero de casos com infiltrado linfocitario intratumoral em grande ndmero para
imunofenotipagem e categorizacao da resposta imune intratumoral.

Outro ponto de analise importante foi uso de TMAS na imunoistoquimica, pois se
constitui em abordagem inovadora com varias vantagens importantes em compara¢gdo com o
método imunoistoquimico convencional. As principais vantagens da aplicacdo dessa
tecnologia sdo o seu potencial em preservar 0s recursos teciduais e por ser econdmica na
execucdo de analises em larga escala. Para as futuras andlises, isso permite que seja realizada
uma analise simultdnea de biomarcadores, principalmente imunes, nas mesmas amostras
estudadas, podendo também abranger outras categorias de biomoléculas como 0 RNA, que
pode ser extraido a partir do tecido contido no TMA. Como ja mencionada a preservacao, é
possivel também fazer analises comparativas com outras categorias de amostras, como 0
sangue, para se verificar o status de instabilidade de microsatélite e avaliar células tumorais
circulantes para comparar-se com a expressdo tecidual. Dessa forma, de acordo com a
possibilidade técnica, executar outras analises de marcadores imunes para correlacionar o
status de resposta e expressdo de PD-1/PD-L1 viria a ser um recurso para identificar
marcadores precursores contribuintes para expressao de PD-1/PD-L1.

Outra analise interessante seria a expressdo de PD-1 e PD-L1 através da técnica de
TMA, e posterior correlagdo com microrganismos que demonstram tropismo pela mucosa
gastrica, a bactéria Helicobacter pylori e o Virus Epstein-Barr. Esses dados também poderiam
ser correlacionados com o status de instabilidade de microssatelites, presenca ou auséncia de

microRNAs associados com a estimulacdo ou inibicao da expresséo de PD-1 e PD-L1.
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