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Lista de Siglas e Abreviaturas

IC: intervalo de confianca

INCA: Instituto Nacional do Céncer

HPV: Papilomavirus humano

DNA: acido desoxirribonucleico

pRb: proteina do retinoblastoma

G1: fase gap 1

G2: fase gap 2

S: fase de sintese

M: fase mitotica

VEGF: fator de crescimento do endotélio vascular
NIC: neoplasia intraepitelial cervical

Th1: linfocitos T auxiliares tipo 1

Treg: linfécitos T regulatorios

Foxp3: forkhead box P3

HIV: virus da imunodeficiéncia humana

IFN-y: interferon gama

MHC: major histocompatibility complex; complexo maior de histocompatibilidade
IDO: indoleamina 2,3-dioxigenase

PD-1: programmed (cell) death 1

PD-L1: programmed (cell) death 1 ligand 1
CTLA-4: antigeno associado ao linfécito T citotoxico-4
NCI: National Cancer Institute

PS: Performance Status

EC: Estadio Clinico



Esta dissertagao de Mestrado Académico Stricto Sensu € apresentada no formato exigido pelo
Programa de P6s-Graduagao em Ciéncias da Saude da Universidade de Caxias do Sul. A
mesma € constituida da seccéo de “Introducédo com referéncias bibliograficas”, a inclusdo do
artigo original submetido/publicado em periédico Qualis A na classificacdo da Coordenacédo de
Aperfeigoamento de Pessoal em Nivel Superior (CAPES), e as “Consideragdes Finais e

Perspectivas”.



1 INTRODUGAO
1.1 IMUNOEDICAO NEOPLASICA

Ha mais de cem anos, dispde-se de evidéncias da relagdo entre o sistema imune
e neoplasias (1,2). Na década de 50, a hipétese de imunovigilancia do cancer foi
formalmente postulada por Sir Macfarlane Burnet e Lewis Thomas para descrever uma
possivel funcdo da imunidade celular adaptativa associada a erradicagdao de células
neoplasicas (3,4). A demonstracdo de imunidade induzida por carcindgenos, em
modelos xendgrafos, estabeleceu a existéncia de antigenos tumor-especificos e,
consequentemente, concluiu-se que a viabilidade da imunovigilancia era dependente do
reconhecimento de estruturas especificas em células tumorais pelo sistema imune (5).

A reproducao do conceito de que o sistema imune pode reconhecer e eliminar o
desenvolvimento primario de tumores, mesmo na auséncia de intervencao terapéutica,
permaneceu, por muito tempo, inconclusiva, de modo a manter a biologia celular
tumoral como foco das pesquisas e linha de frente das estratégias terapéuticas (6,7).
Ao final dos anos 90, voltou-se a atencdo para pacientes imunossupressos apos
transplantes e primariamente imunodeficientes ao parecerem portar risco relativo
significativamente maior para o desenvolvimento de neoplasias. Inicialmente, atribuiu-se
o fato as neoplasias virus-associadas — Epstein-Barr, HPV, HIV; posteriormente,
melanomas, neoplasias colorretais, pancreaticas e uroteliais também passaram a ser
observadas no cenario imunodeficiente (8,9). Concomitantemente a estes dados
epidemioldgicos, analises histologicas retrospectivas passaram a sugerir correlagao
positiva entre sobrevida e presenca de linfécitos em espécimes tumorais -
primariamente em melanomas e, mais tarde, resultados semelhantes foram observados
em neoplasias de mama (10), bexiga (11), colon e reto (12).

Entretanto, a despeito das evidéncias em cenarios de deplegado imune, tumores
ainda eram diagnosticados na vigéncia de imunocompeténcia, sugerindo que a hipotese
original de imunovigilancia ndo elucidava, completamente, a relagao cancer x sistema
imune (6,13). Recentemente, demonstrou-se que o sistema imune nao somente protege
o0 hospedeiro contra o desenvolvimento tumoral, mas, também, paradoxalmente, pode

promové-lo (14-16).



1.2 CANCER x IMUNOTERAPIA

Ao considerar-se o microambiente tumoral como fator carcinogénico, transgrediu-
se o0 paradigma do tratamento oncolégico contemporaneo (17,18). Os mecanismos
fundamentais da imunoterapia diferem consideravelmente das estratégias
antineoplasicas classicas. Em oposi¢cdo aos agentes quimioterapicos citotdxicos e das
terapias-alvo, agentes imunoterapicos promovem respostas dinamicas, nao limitadas a
especificidade de desordens oncogénicas pontuais ou outras habilidades neoplasicas
autonébmicas (19,20). O objetivo da imunoterapia € iniciar ou reativar um ciclo
autossustentavel de imunidade anticancer; terapias imunes devem, portanto, superar
mecanismos intrinsecos de feedback negativo. Entretanto, a indugdo de amplificagcao
do ciclo cancer-imunidade pode gerar respostas antitumorais as custas de toxicidade
para células saudaveis (21). O sistema imune lembra seus alvos, sugerindo que as
respostas antitumorais podem ser de longa duracao (22).

A velocidade dos estudos clinicos com agentes imunoterapicos ultrapassou o
progresso de compreensao de ciéncia basica — respostas clinicas superaram racionais
biologicos. Entretanto, este cenario oportunizou a combinagdo das evidéncias
cientificas emergentes com insights clinicos de maneira sinérgica, de modo a se
aperfeicoar o conhecimento da relagao sistema imune x cancer (19,23).

Durante os dultimos cinco anos, 6rgaos reguladores aprovaram inumeras
estratégias consideradas imunoterapias — a maioria das quais alvejam os eixos CTLA-4
e PD-1/PD-L1 (24); todavia, multiplas outras vias de checkpoints imunes estdo em
investigacdo em cenarios pré-clinicos (25). Estudos de fase I/ll com ipilimumab, um
anticorpo monoclonal anti-CTLA-4, foram iniciados no final dos anos 90 e, conforme
esperado, geraram respostas objetivas em diversas histologias tumorais (26—29) mais
tarde reproduzidas em estudos de fase lll, com impacto em sobrevida global (30).
Anticorpos dirigidos a via PD-1/PDL1 também demonstraram éxito antineoplasico;
respostas objetivas de até 38% ja foram registradas. O prolongamento de sobrevida
global observado em estudos de fase lll e remissdes sustentadas em estudos de fase Il
viabilizaram a aprovacao destes agentes em melanoma, cancer de pulmao nao-
pequenas células (22,31-35), carcinoma urotelial (36-39), carcinoma renal (40),

carcinoma escamoso de cabeca e pescogo (41,42) e, recentemente, neoplasias com



instabilidade microssatélite (43,44). Observados os distintos mecanismos regulados por
ambas as vias, bem como 0s mecanismos de a¢gao nao sobrepostos entre os anticorpos
monoclonais, a eficacia da terapia combinada também ja foi demonstrada (45).

Apesar de respostas clinicas impressionantes — e consequente sucesso
comercial —, a taxa de pacientes respondedores ainda € baixa e nem todos os
respondedores assim permanecem indeterminadamente; portanto, terapias mais
eficientes e eficazes devem ser desenvolvidas para ativacdo do sistema imune
hospedeiro, limitando os efeitos colaterais da imunotoxicidade (46). Atualmente, a
comunidade cientifica oncolégica enfrenta dilemas na selecdo entre as multiplas
tecnologias contemporaneas antineoplasicas pesando indicagdo, histologias,
combinagdes, sequenciamentos — fardo econémico, inclusive: o custo € proibitivo para
seu acesso indiscriminado (24). E iminente a identificacdo dos pacientes
potencialmente respondedores e da dependéncia de resposta a perfis moleculares
tumorais especificos; torna-se imperativa a busca por biomarcadores que predigam
beneficio terapéutico (24,47).

Ainda, a resisténcia a imunoterapia também difere dos mecanismos tradicionais
de resisténcia a drogas anticancer e parece ser discrepante entre os fenétipos tumorais
inflamatdrios (46). A resolugdo das resisténcias intrinseca e adquirida a terapia de

inibicdo de checkpoints representa os proximos alvos da pesquisa basica (24,48).

1.3 VIA PD-1/PD-L1

O checkpoint imune mais amplamente explorado envolve a via PD-1/PD-L1 —
outrora a aquisicao desde conhecimento seja relativamente recente: a identificacdo do
PD-1 data de 1992, enquanto o PD-L1 foi identificado em 2000(49).

As primeiras evidéncias da via PD-1/PD-L1 como checkpoint imune inibitério
fisiolégico foram observadas in vitro. A imunoglobulina humana PD-L1 inibiu a
proliferacdo de linfécitos (murinos) T ativados PD-1+/+, evento nao observado em
linfécitos PD-1-/-; a analise em células humanas revelou um decréscimo proliferativo de
69% a interacgéo linfocitaria com o PD-L1 (50). Seu envolvimento supressor na ativagao
elou proliferagdo de células T foi corroborado por modelos xenograficos; patologias

autoimunes passaram a ser observadas em roedores PD-1-deficientes (PDCD1-/-) (51).



Hipotetizou-se, entdo, que sua subversdo poderia constituir um poderoso
mecanismo de evasdo imune por neoplasias (1,25,52,53). Expressivas respostas
imunes antineoplasicas foram observadas a inoculacdo de células tumorais em
roedores PDCD1-/- (54,55) e ensaios pré-clinicos demonstraram que a indugao
transgénica da expressao do PD-L1 em tumores tornou-os significativamente menos
suscetiveis a lise celular citotoxica (56). A ampla expressao do PD-L1 avaliada,
retrospectivamente, em microambientes tumorais e sua relagdo com parametros clinico-
patologicos conduziram os estudos desta via regulatéria de sinalizagdo como potencial

alvo terapéutico antineoplasico (57,58).

1.4 BIOMARCADORES x CANCER
O termo biomarcador representa uma caracteristica que é objetivamente aferida
e avaliada como indicador de desfecho (59,60). Especificamente, em oncologia (61):
a) Biomarcadores prognésticos: fornecem informagdes sobre desfecho
(recorréncia, progressao de doenga, 6bito), independente de terapia; refletem
a historia natural da biologia tumoral, sem intervengao iatrogénica (62,63);
b) Biomarcadores preditivos: identificam individuos com maiores chances
(comparativamente a outros individuos, que nao portem o biomarcador) de
apresentarem efeito favoravel (resposta) ou desfavoravel (toxicidade) apds
exposicao a agente terapéutico (60,62). O biomarcador pode, inclusive,
tornar-se alvo terapéutico (63). Do ponto de vista estatistico, um equivoco
frequente ocorre quando investigadores comparam desfechos ao analisarem
a expressao de biomarcadores dentre todos os individuos expostos a terapia
(a exemplo do que ocorre em estudos de fase Il); ao ndo haver grupo
controle, um teste estatistico formal para interacdo entre tratamento e
biomarcador torna-se inviavel (60).
Referente a sua aplicabilidade, biomarcadores podem ser (64—66):
a) Companion diagnostic: essenciais para uso seguro e eficaz de terapias;

determinantes para terapéutica;



b) Complementary diagnostic: informativos, auxiliam na tomada de decisao
terapéutica, pesando riscos e beneficios, mas sem restringir acesso a
terapia.

Muitos pacientes ainda recebem terapia anticancer da qual ndo se beneficiam,
sendo expostos, exclusivamente, a toxicidade. Por este motivo, ha um vigente e
crescente interesse na elucidacdo de biomarcadores na tentativa de aprimorar
desfechos mediante melhor selecao de pacientes (63). Em 2015, Lopes et al. avaliaram
o éxito do teste de farmacos em estudos clinicos quando baseados — ou ndo — no uso
de biomarcadores. A analise de mais de 10 000 manuscritos e 1 079 drogas revelou
forte efeito do uso de biomarcadores na otimizagdo de estudos clinicos: a taxa de
sucesso no desenvolvimento farmacolégico biomarcador-associado foi de 24% versus
6% de éxito observado em drogas que nao langaram mao desta estratégia (p = 0,026)
(67).

1.4.1 PD-L1 como Biomarcador Preditivo

Apesar de impressionantes resultados clinicos obtidos com agentes
imunoterapicos, a eficacia e efetividade destas estratégias variam substancialmente
entre pacientes e histologias (68). E iminente a identificacdo de biomarcadores, na
tentativa de selecionar pacientes que possam, potencialmente, apresentar respostas
terapéuticas objetivas.

Baseando-se no racional biolégico da via PD-1/PD-L1, a avaliagdo do PD-L1
como potencial biomarcador preditivo foi explorada desde as fases iniciais dos primeiros
estudos clinicos com inibidores de checkpoint imunes (68,69). Brahmer et al., em 2010,
reportaram os resultados do primeiro estudo de fase | com um agente anti-PD-1 em 39
pacientes com tumores solidos avangados — melanoma, cancer de pulm&o nao-
pequenas ceélulas, carcinoma renal de células claras, cancer de prostata e céncer
colorretal. Nove espécimes foram avaliados para expressdo do PD-L1; quatro foram
considerados positivos: trés sofreram regressdo tumoral e o quarto paciente foi
randomizado para a coorte de dose farmacolégica em que respostas nado foram
observadas. Nenhum dentre os cinco pacientes PD-L1-negativos apresentaram

beneficio terapéutico (70). Em 2012, Topalian et al. conduziram um novo estudo de fase



I, de desenho idéntico ao estudo publicado em 2010, incluindo 296 pacientes. Ao
estabelecerem 5% como valor de referéncia para marcagao imuno-histoquimica de PD-
L1 em células neoplasicas, respostas objetivas foram observadas em nove (36%) dos
25 pacientes PD-L1-expressores; nenhum dos tumores PD-L1-negativos demonstraram
respostas objetivas (p = 0,006) (71). Estudos subsequentes corroboraram
consistentemente a relacédo direta do PD-L1 com respostas globais objetivas; estudos
mais maduros lograram, inclusive, demonstrar aumento de sobrevidas global e livre de
progressao ao compararem populagdes com positividade para a expressao do PD-L1
versus subgrupos negativos (34,64,72). Nao obstante, diversos estudos que
estratificaram os pacientes para o PD-L1 sob analise post hoc seguiram revelando
respostas clinicas (de até 15%) insubordinadas a marcagao para o PD-L1 (73).

Considerando-se todos os vieses de analise do PD-L1 como biomarcador, ndo
ha um consenso sobre a obrigatoriedade de uso. Até o encerramento desta revisao, o
pembrolizumab era a unica droga liberada para uso dependente do PD-L1 (companion
assay; Dako 22C3), sendo sua afericdo, portanto, mandatéria. Todos os demais
anticorpos séo considerados complementary assays para suas drogas correspondentes
(74).

1.5 CANCER DE COLO UTERINO

O cancer de colo uterino é a segunda neoplasia mais frequentemente
diagnosticada em mulheres, no mundo; até 2015, foram registrados ~526 000 (95% IC,
483 000 — 571 000) casos, levando a ~239 000 (95% IC, 225 000 — 252 000) ébitos.
Estima-se que, globalmente, a chance de acometimento tenha sido de uma em 68
mulheres, enquanto, em paises em desenvolvimento, esta chance aumente para uma
em 24 mulheres (75). Significativas disparidades sao observadas em incidéncia,
prevaléncia e mortalidade, regional e globalmente — em parte, como resultado da
disparidade no acesso a saude (76); o cancer de colo uterino transita por um estado
pré-invasivo prolongado, durante o qual sua detecgao precoce pode ser realizada (77).
Segundo a estimativa de incidéncia de cancer, no Brasil, publicada em 2018 pelo
Instituto Nacional de Cancer (INCA), 16 370 novos casos sao esperados para o biénio
2018-2019, sob risco estimado de 15,43 casos a cada 100 000 mulheres (78).



Diferentes histologias foram documentadas, sendo os carcinomas escamosos 0s
mais frequentemente diagnosticados, seguidos pelos adenocarcinomas — ambos
fundamentados por diferentes mutagbes oncogénicas e microambientes tumorais (79—
81). Diferencia-se de outros tumores por portar fatores de risco bem estabelecidos;
sugere-se, inclusive, que a infecgao pelo papilomavirus humano (HPV) seja a primeira
‘causa necessaria” identificada em tumores humanos (77,82-84). Mais de 100
gendtipos foram identificados e, pelo menos, 20 estdo associados ao cancer de colo
uterino — os subtipos 16 e 18 respondem por ~70% das detecgdes em lesdes (82). O
virus infecta as células epiteliais basais localizadas na zona de transformacéao cervical —
que estdao em constante replicagao e diferenciagdo —, incorporando-se ao seu DNA. O
genoma do HPV é composto das proteinas de expressao génica precoce E1-E7 e
tardias L1-L2. E6 promove a degradacao do p53 (frequentemente por ubiquitinagao),
enquanto E7 liga-se a proteina do retinoblastoma (pRb), rompendo seu complexo com
o fator de transcricdo E2F — ambos convergindo para replicagéo celular (85); podem,
ainda, desregular genes envolvidos no checkpoint G2/M, resultando em segregacgao
cromossbmica aberrante e consequente instabilidade genémica (86). Ademais, E6
parece estar associado ao aumento do fator induzido por hipéxia (HIF)-1-a, levando ao
aumento do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) — validando a
antiangiogénese como estratégia terapéutica (87).

O tratamento da neoplasia cervical € dependente do seu estadio clinico, podendo
abordar-se estratégias isoladas, ou em combinagdo, que incluam manipulagdes
cirargicas, quimioterapia, radioterapia e agentes biolégicos (76). Pacientes com doenca
avangada encontram-se sob cenario terapéutico limitado, sendo estimados sete meses
para sobrevida global mediana (77).

A vacinagao contra o HPV é universalmente recomendada por autoridades em
saude; espera-se que esta medida seja capaz de, efetivamente, reduzir a incidéncia de
neoplasia cervical ao longo das proximas décadas. Neste interim, recomenda-se que
estratégias de screening e tratamento comprovadamente eficazes em paises

desenvolvidos sejam aplicadas em paises com maiores incidéncias (75,88).

1.5.1 Cancer de Colo Uterino x Sistema Imune



A neoplasia de cérvice uterina desenvolve-se como consequéncia direta da
infeccao persistente pelo HPV (82,83). O sistema imune tem importante papel no
controle das infeccbes pelo HPV, sob alta reatividade imunogénica (89). Mulheres
imunossupressas apresentam incidéncia aumentada de infecgdes pelo HPV, de lesbes
cervicais intraepiteliais (NICs) e, possivelmente, de evolugdo para neoplasias invasivas
(90-92).

Sistemicamente, estudos prévios ja demonstraram que leucocitose, neutrofilia e
linfopenia estdo associados a pior prognostico no cenario do cancer cervical (93-96).
Quanto ao leito tumoral, ha evidéncias que relacionam neoplasias associadas ao HPV
com falha de resposta HPV-especifica por linfécitos T citotoxicos e auxiliares tipo 1
(Th1); ademais, infiltrados intratumorais escassos em linfécitos CD8+ e abundantes em
linfocitos T regulatérios (Treg) parecem representar fator progndstico independente para
sobrevida global (92,93,105,97-104). Matsumoto et al., em 2017, publicaram a
avaliacao da infiltragdo neutrofilica intratumoral (CD66b+) em 250 pacientes tratadas
com radioterapia definitiva, apés uma mediana de seguimento de 60 meses; a taxa de
recorréncia de doenca foi significativamente associada a densidade de neutréfilos
infiltrados. Mostrou-se relagao significativa, também, a analise de sobrevida univariada:
a sobrevida global, em cinco anos, foi de 77,5% para o grupo “TAN-low” (baixa
densidade de infiltragédo), 58,7% para o grupo “TAN-med” (infiltragcdo moderada) e 17%
para o grupo “TAN-high’ (alta densidade); a sobrevida livre de progressao, para o
mesmo periodo, foi estimada em 73,8%, 50,7% e 11,3%, respectivamente (106).

Conceitualmente, a imunidade anti-HPV pode ser manipulada de duas formas
(77,89,107):

a) Inducao de altos titulos de anticorpos especificos e neutralizantes contra
proteinas tardias;

b) Inducdo de imunidade celular contra proteinas virais, mediante vacinas
terapéuticas, baseadas em vetores (bacterianos, Vvirais), peptideos,
proteinas, DNA, RNA, células tumorais e dendriticas. A vacina ADXS11-001
de vetor vivo atenuado bacteriano (Listeria monocytogenes) esta sendo

avaliada em estudo de fase l/ll, em pacientes com neoplasia cervical HPV-



positiva, mediante combinagdo com um inibidor de PD-L1 (NCT02291055) e
em monoterapia (NCT02164461).

Escassos e preliminares sdo os resultados de inibidores de checkpoint em
neoplasias cervicais. Um estudo, em andamento, de fase | (NCT01711515), esta
avaliando o efeito do ipilimumab em pacientes com cancer de colo uterino, sob estadios
clinicos IB2-IlIA (desde que apenas os linfonodos para-aorticos estejam
comprometidos), ou estadios 1IB, IIB e IVA, apds quimiorradiagao (incluindo
braquiterapia). Outro estudo, de fase Il (NCT01693783), esta avaliando seguranga e
eficacia do ipilimumab em pacientes sob estadio clinico V. Resultados preliminares da
coorte que incluiu carcinomas cervicais do estudo KEYNOTE-028 foram apresentados
no Congresso Americano de Oncologia Clinica (ASCO) de 2016. O uso de
pembrolizumab, em monoterapia, resultou em taxas de sobrevida livre de progressao,
em seis meses, de 13% e de sobrevida global, no mesmo periodo, de 66,7%. A
expressao do PD-L1 21% foi considerada como critério de inclusdo (108). Na edicéo de
2017, foram apresentados os primeiros resultados do estudo multicoorte de fase I/ll
(ainda em andamento) de nivolumab (CHECKMATE-358) em pacientes com tumores
metastaticos virus-associados — colo uterino, vulva e vagina. As pacientes nao foram
PD-L1-selecionadas. Dentre as 24 pacientes tratadas, 19 (79,2%) portavam neoplasia
cervical. A mediana de follow-up de 31 semanas, a taxa de resposta objetiva foi de
20,8% — todas as respostas registradas foram em pacientes com cancer de colo uterino
e nao se demonstrou relagdo com o status do PD-L1, HPV ou numero de exposicéo a
linhas terapéuticas prévias (109). Em adicdo aos inibidores de checkpoint, ha
resultados preliminares de outras estratégias imunoterapicas em neoplasias de colo
uterino — imunoterapia nao-especifica com modificadores de resposta bioldgica, terapia
linfocitaria T adotiva (89).

Outrora por muito tempo considerada uma possibilidade, demonstrou-se apenas
nos ultimos cinco anos que a carga mutacional tumoral contribui para o reconhecimento
imune do cancer e que pode determinar sua resposta as estratégias imunoterapicas
(19,21,110-112). Evidéncias sugerem que alta carga antigénica tumoral contribui para
respostas autoimunes efetivas; inclusive, carga mutacional pode ser um marcador

sensivel para respostas a inibidores de checkpoint, independentemente da expressao
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imuno-histoquimica de PD-L1 (113). Estudos de mapeamento génico estdo em
andamento através do The Cancer Genome Atlas (TGCA) e do International Cancer
Genome Consortium, na tentativa de criar-se um catalogo de genes significativamente
mutados dentre as principais neoplasias (114-116). Recentemente, como parte
integrante do TGCA, analise gendmica em amostras cervicais revelou diversas
mutacdes e amplificagdes anteriormente desconhecidas — incluindo-se a identificagcao
da amplificacdo do PD-1 e PD-L1, corroborando o racional de representarem alvos

terapéuticos (117).

1.6 OBJETIVO

Haja vista a supracitada escassez de estudos explorando a via PD-1/PD-L1 no
cenario do cancer de colo uterino, associados a comemorativos imunes, conduzimos
um estudo para avaliarmos o potencial impacto que a expressdao do PD-L1 em
neoplasias cervicais e sua relacdo com infiltrados linfocitarios peritumorais possam
exercer em desfechos de sobrevida.

Objetivo primario: relacionar a expressao do PD-L1 com desfechos de sobrevida
em neoplasias cervicais.

Objetivos secundarios:

a) Relacionar infiltrados linfocitarios peritumorais em neoplasias cervicais com
desfechos de sobrevida e expressao do PD-L1;

b) Avaliar a expressdao do FoxP3 como biomarcador em espécimes cervicais e

respectivos infiltrados linfocitarios peritumorais.
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3 ARTIGO
3.1 INTRODUGAO

O cancer de colo uterino € a segunda neoplasia mais frequentemente
diagnosticada em mulheres, no mundo; até 2015, foram registrados ~526 000 (95% IC,
483 000-571 000) casos, levando a ~239 000 (95% IC, 225 000-252 000) o&bitos.
Estima-se que, globalmente, o acometimento seja de uma em 68 mulheres, enquanto,
em paises em desenvolvimento, esta probabilidade aumente para uma em 24 mulheres
(75). Significativas disparidades sao observadas em incidéncia, prevaléncia e
mortalidade, regional e globalmente — em parte, como resultado da disparidade no
acesso a saude (76); o cancer de colo uterino transita por um estado pré-invasivo
prolongado, durante o qual sua deteccado precoce pode ser realizada (77). Segundo a
estimativa de incidéncia de cancer, no Brasil, publicada em 2018 pelo Instituto Nacional
de Cancer (INCA), 16 370 novos casos sao esperados para o biénio 2018-2019, sob
risco estimado de 15,43 casos a cada 100 000 mulheres (78).

Diferentes histologias foram documentadas, sendo os carcinomas escamosos 0s
mais frequentemente diagnosticados, seguidos pelos adenocarcinomas — ambos
fundamentados por diferentes mutagdes oncogénicas e microambientes tumorais (79—
81). Sugere-se, inclusive, que a infecgado pelo papilomavirus humano (HPV) seja a
primeira “causa necessaria” identificada em tumores humanos (77,82-84). O sistema
imune exerce importante papel no controle das infecgdes pelo HPV, sob alta reatividade
imunogénica (89). Mulheres imunossupressas apresentam incidéncia aumentada de
infeccoes pelo HPV, de lesdes cervicais intraepiteliais (NICs) e, possivelmente, de
evolugdo para neoplasias invasivas (90-92). A identificacdo de populacoes
inflamatdrias  intratumorais em  séries retrospectivas (14,118) motivou o
desenvolvimento de modelos analiticos envolvendo a distribuigdo espacial, densidade e
orientagcdo funcional das diferentes populagbes celulares imunes em relagdo ao
microambiente tumoral — o “contexto imune” (24,119) —, em busca de um biomarcador
preditor de endpoints oncoldgicos. O eixo PD-1/PD-L1 €&, atualmente, o checkpoint
imune mais explorado como alternativa terapéutica antineoplasica; nao obstante,

poucas informacdes sobre sua expressdo estao disponiveis para o cancer de colo
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uterino (120). Desde que analises iniciais em neoplasias de pulm&o, ovario, rim e
melanomas evidenciaram altos niveis de expressdo de PD-L1 (25,121), estudos
subsequentes sugeriram que seu status — independente de estratégias terapéuticas —
pode estar relacionado a prognésticos oncolégicos (25,58,74,122,123). Devido a
heterogeneidade de resultados, o maior arsenal cientifico € oriundo uma meta-analise
conduzida por Wu et al. (2015) com 28 estudos (3 107 pacientes) para avaliar o
potencial valor prognéstico do PD-L1 em tumores soélidos. Observou-se detrimento da
sobrevida global, em trés anos, em tumores esofagicos, gastricos, carcinomas
hepatocelulares e uroteliais, ndo sendo demonstrada associagdo em melanomas,
canceres de pulmao e orofaringe; resultados semelhantes foram observados em cinco
anos, com adicdo da auséncia de impacto em sobrevida no uUnico manuscrito que
incluiu pacientes com cancer de colo uterino (124). Recentemente, a infiltracdo tumoral
de linfocitos Treg — marcados pela expressao de FoxP3 —, passou a ser avaliada como
potencial biomarcador imune; nao obstante, resultados discrepantes tem sido
reportados (125,126).

Neste estudo, avaliamos o potencial impacto que a expressdao do PD-L1 em
neoplasias cervicais e sua relacdo com infiltrados linfocitarios peritumorais possam

exercer em desfechos de sobrevida.

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Pacientes

Foram avaliados, retrospectivamente, todos os casos de neoplasia de cérvice
uterina registrados entre 01 de janeiro de 2012 e 31 de dezembro de 2016. Foram
inicialmente incluidas todas as pacientes tratadas pela instituicdo. Blocos de parafina
com biopsias externas foram permitidos, ja que todos os diagndsticos seriam
submetidos a reconfirmacao diagndstica e revisdo para suficiéncia e qualidade do
material histoldgico.

Dados clinico-patolégicos foram coletados e analisados pelos pesquisadores a
partir de prontuarios eletrbnicos. Foram analisadas as variaveis idade ao diagnostico

(anos), historia prévia de tabagismo, Performance Status (PS) ao diagnéstico, subtipo
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histolégico, estadiamento clinico (EC, baseado no sistema FIGO - Federagao
internacional de Ginecologia e Obstetricia, 2009), data do diagnéstico, modalidade de
tratamento realizado (cirurgia, quimiorradioterapia, radioterapia  exclusiva,
braquiterapia), data da progressdo de doenca (quando pertinente), data do o&bito
(quando pertinente) e data do ultimo follow-up.

Foram previamente definidas:

a) Data do diagnostico: data da obtencdo do material histolégico cervical;

b) Sobrevida livre de progressao: tempo entre a data do diagnéstico até a data
da progressao de doenga e/ou data do ultimo follow-up;

c) Sobrevida global: tempo entre a data do diagnéstico até a data do registro de
Obito e/ou data do ultimo follow-up.

Foram adotados como critérios de exclusao a insuficiéncia ou discrepancia de

dados, além da indisponibilidade de material histolégico.

3.2.2 Imunohistoquimica

As laminas originais de neoplasias cervicais, coradas em hematoxilina e eosina,
foram independentemente revisadas por trés patologistas para confirmagao diagndstica.

A expressao do PD-L1 (RTB-PDL1, Bio SB®) e de FoxP3 (EP340, Cell Marque®)
foi avaliada por imuno-histoquimica. Foram realizados cortes seriados dos blocos de
parafina com espessura de 3 ym e submetidas as laminas a recuperagao antigénica
utilizando calor (98° C) em solugcdo de EDTA durante 15 minutos, lavando-se com agua
destilada em seguida. Utilizou-se peroxidase como solugdo tampao por 5 minutos. Os
anticorpos foram pipetados (ambos sob diluicdo 1:100) e deixados sobre as laminas por
60 minutos. Posteriormente, adicionou-se o substrato cromégeno DAB e foi realizada a
contra-coloracdo com hematoxilina. Casos discordantes foram revisados e obteve-se
consenso na gradacgao de todos os casos. A imunorreatividade do PD-L1 foi avaliada a
marcacao na membrana celular das células tumorais. Um caso foi considerado PD-L1-
positivo mediante qualquer imunorreatividade, sob qualquer intensidade, com padrao de
marcacado em membrana celular; quaisquer outras marcagdes, incluindo nuclear,
citoplasmatica e extracelular foram desconsideradas, evitando-se falsos-positivos.

Quanto ao FoxP3, considerou-se marcagdo positiva qualquer imunorreatividade
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nuclear, sob qualquer intensidade; outros padrdes de marcacdo foram
desconsiderados.

Os linfécitos intratumorais foram quantificados e qualificados sob as categorias
fraco, moderado e intenso; sua marcagao para o PD-L1 e para FoxP3 foi avaliada

langando-se mao dos critérios supradescritos.

3.2.3 Aspectos Eticos

Nao dispomos de conflitos de interesse a serem declarados. Todo o custeio de
pesquisa foi financiado pelos proprios pesquisadores, em adicdo ao autor principal ter
sido contemplado pela bolsa de pés-graduacao CAPES/FAPERGS durante o ano de
2018.

Todos os pesquisadores assinaram o termo de sigilo e confidencialidade, apos
devida aprovacao pelo Conselho Cientifico e Editorial do Hospital Geral e pelo
designado Comité de Etica em Pesquisa (CEP). Em se tratando de um estudo de
biomarcador, foram seguidos os guidelines REMARK do NCI-EORTC Working Group
on Cancer Diagnostics, considerados padrao-ouro para guiarem publicagdes neste

campo.

3.2.4 Aspectos Estatisticos

Frequéncias absoluta e relativa foram utilizadas para analise estatistica descritiva
das varidveis. Os testes exato de Fisher e ¥* bicaudal foram utilizados quando
apropriados. Taxas de sobrevida foram calculadas pelo método de Kaplan-Meier e
analisadas pelo teste de log-rank. Modelos proporcionais univariados de Cox foram
aplicados para determinacao do hazard ratio (HR) representante dos riscos de morte ou
progressao entre os diferentes grupos. Todas as analises estatisticas foram realizadas
através do Statistical Package for the Social Sciences Software Package (SPSS) versao
22.0.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Pacientes
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Um total de 155 pacientes foi inicialmente incluso. Foram excluidas 25 pacientes
por discrepancia diagnostica, enquanto 57 pacientes n&do dispunham de material
histolégico disponivel na Unidade de Patologia. Apdés a confirmacédo diagndstica
histopatolégica, 13 pacientes foram excluidas por insuficiéncia de material tecnicamente
adequado para analise e um caso foi excluido por inconformidade diagnéstica. O

diagrama de fluxo da coorte em estudo encontra-se na Figura 1.

Figura 1

Fluxograma de recrutamento da coorte.
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A mediana de idade observada foi de 44 anos, 28,8% apresentou historia de
tabagismo. Carcinoma escamoso foi o tipo histolégico preponderantemente
diagnosticado — 86,4% (n = 51) dos casos, seguido pelo adenocarcinoma (n = 8). Ao
diagndstico, 28,8% (n = 17) portava PS 0, enquanto 62,7% (n = 32) portava PS 1; trés
pacientes apresentavam PS 2, e duas pacientes, PS 3. Seis (10,1%) pacientes
encontravam-se em EC |, 18 (30,5%) em EC Il, 24 (40,7%) pacientes em EC lll, oito
(13,6%) pacientes em EC IVA e trés (5,1%), em EC IVB.
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Cirurgia frontline foi oferecida a 27,1% das pacientes (n = 16), enquanto 64% (n
= 38) receberam quimiorradiagdo como tratamento definitivo; 19 (32,2%) pacientes
foram submetidas a braquiterapia complementar. Nove pacientes (16%) receberam
radioterapia exclusiva.

A mediana de seguimento foi de 26,2 meses. Progressdao de doenca foi
objetivamente documentada em 47,5% (n = 28) dos casos. Vinte (33,9%) o&bitos

ocorreram durante o periodo de seguimento desta coorte.

3.3.2 Avaliagao Tumoral Cervical

A avaliacdo das varidveis clinico-patolégicas (idade, tabagismo, PS, subtipo
histolégico, EC, modalidade de tratamento realizado e desfecho de resposta), nenhuma
exerceu, isoladamente, impacto sobre a variabilidade de expressdo do PD-L1 dentre os
especimes neoplasicos estudados.

Observou marcagéo para o PD-L1 em 32,2% (n = 19) das amostras cervicais
(Figura 2); dentre estas, cinco (8,5%) apresentaram expressdo de PD-L1 superior a
50%. A mediana de sobrevida global para o grupo PD-L1-negativo € de 47,8 meses,

nao tendo ainda sido atingida para o grupo PD-L1-positivo (p = 0,968; Figura 3).
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Figura 2
Marcagé&o imuno-histoquimica para o PD-L1, sob positividade mediante marcagao de
membrana. Aumento de 400x. Neoplasia cervical escamosa PD-L1-positiva,
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Figura 3
Curvas de Kaplan-Meier e teste de log-rank oriundos da analise de sobrevida global de

pacientes com neoplasia cervical, baseada na expresséo do PD-L1.
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A mediana de sobrevida livre de progressao foi de 24,3 meses para o grupo PD-

L1-negativo e 11,5 meses para o grupo PD-L1-positivo (p = 0,263; Figura 4).

Figura 4
Curvas de Kaplan-Meier e teste de log-rank oriundos da analise de sobrevida livre de

progressao de pacientes com neoplasia cervical, baseada na expressao do PD-L1.
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A imuno-histoquimica para o FoxP3, 64,4% (n = 38) dos espécimes tumorais
tornaram-se imunorreativos (Figura 5); entretanto, sua expressao nao exerceu impacto
em desfechos de sobrevida (dados n&o aqui demonstrados). A analise da relagdo PD-
L1/FoxP3, 57,9% (n = 11) dos tumores PD-L1-positivos demonstraram positividade para

o FoxP3 versus 67,5% (n = 27) dentre os espécimes PD-L1-negativos (p = 0,56).
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Figura 5
Marcacgao imuno-histoquimica para o FoxP3, sob positividade mediante marcacao
nuclear. Aumento de 400x. Neoplasia cervical escamosa FoxP3-positiva.

3.3.3 Infiltrados Linfocitarios Peritumorais

Infiltrado linfocitario peritumoral leve foi observado em 57,6% (n = 34) das
amostras, moderado em 23,7% (n = 14) e intenso em 18,6% (n = 11) das amostras. A
estratificacdo por volume de infiltrado linfocitario ndo exerceu impacto significativo em

desfechos de sobrevida (Figura 6).



34

Figura 6
Curvas de Kaplan-Meier e teste de log-rank oriundos da analise de sobrevida global
(esquerda) e sobrevida livre de progressao (direita) de pacientes com neoplasia

cervical, baseada na quantificacao de infiltracao linfocitaria peritumoral.
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Marcagdo para o PD-L1 foi observada em 27,1% (n=16) dos infiltrados
linfocitarios (Figura 7) e, a analise de sobrevida, ndao houve diferenca entre os
marcadores e nao-marcadores. Demonstraram-se positivos para o FoxP3 93,2% (n =
55) dos infiltrados linfocitarios (Figura 8), sem exercer impacto em desfechos de
sobrevida (dados nao aqui demonstrados). 94,7% dos tumores PD-L1-positivos
expressaram marcagao positiva para o FoxP3 em seus respectivos infiltrados
peritumorais versus 92,5% (n = 40) dentre os infiltrados associados as neoplasias

cervicais PD-L1-negativas (p > 0,99).
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Figura 7
Marcagao imuno-histoquimica para o PD-L1, sob positividade mediante marcagéo de
membrana. Aumento de 400x. Infiltrado inflamatério peritumoral PD-L1-positivo.

Figura 8
Marcacgao imuno-histoquimica para o FoxP3, sob positividade mediante marcacao

nuclear. Aumento de 400x. Infiltrado inflamatério peritumoral FoxP3-positivo.
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3.4 DISCUSSAO

3.4.1 Avaliagao Tumoral Cervical

Sob resultados discordantes, a expressdo do PD-L1 ja foi previamente associada
a desfechos positivos, negativos e desfechos nao-PD-L1-associados neste cenario.
Wang et al. reportaram, inicialmente, que a expressao isolada do PD-L1 em neoplasias
cervicais (bem como em carcinomas timicos e carcinomas espinocelulares de pulmao)
nao parece ser capaz de predizer desfechos; entretanto, parece portar significado
preditor quando combinada a outros indicadores, como a proporgao linfocitaria T
CD8+/CD4+CD25+FoxP3+ (127).

Heeren et al. avaliaram o efeito progndstico entre os diferentes padroes de
expressao do PD-L1 em duas coortes de carcinomas escamosos e adenocarcinomas —
156 e 49 na primeira coorte e 96 e 31, na segunda, respectivamente. As amostras
foram obtidas entre 1985 e 2008. O ponto de corte utilizado para positividade do PD-L1
foi = 5%; foi diferentemente observado entre carcinomas escamosos (54%) e
adenocarcinomas (14%; p < 0,001), bem como entre subtipos de HPV — 83% HPV-18
versus 42% HPV-16 (p < 0,001). Sob resultados conflitantes, pacientes com neoplasias
escamosas evoluiram com pior sobrevida livre de progressdo mediante expressao
difusa (p = 0,046) ou ausente (p = 0,029) do PD-L1, em comparagao com expressao
marginal do PD-L1 (81).

Em 2017, Enwere et al. publicaram os resultados da determinagéo de expressao
do PD-L1 tumoral em 120 pacientes com cancer de colo uterino localmente avangado,
tratadas com quimiorradiagdo radical; a expressdo em células imunes foi
desconsiderada. Inicialmente, seus dados de prevaléncia de expressao do PD-L1
chamam a atencado: 87,9% das suas amostras foram consideradas positivas quando
levado em consideragcao ponto de corte de =21%; 95,7%, mediante cut-off de >0%,
73,3% se 25%, 66,4%, se 210%, 56%, se 225% e 39,7%, se 250% (120). Se
considerado ponto de corte 250%, houve marcacgao para o PD-L1 em apenas 8,5% das
nossas amostras. Nao houve associagcédo entre a expressédo do PD-L1 e caracteristicas
clinico-patolégicas — idade, estadio clinico, tamanho do tumor, status linfonodal.

Semelhantemente, as variaveis clinico-patolégicas avaliadas por nosso estudo néao
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exerceram impacto em progndstico ou expresséao do PD-L1. Em concordancia com
nossos resultados, seu estudo também falhou em observar associagcdo entre
sobrevidas global e livre de progressao e a expressao tumoral deste biomarcador.

A interpretagcdo dos nossos resultados deve ser realizada com cautela,
considerando-se a amostra limitada. Outrora as medianas de sobrevida livre de
progressao sejam numericamente discrepantes — 24,3 meses para o grupo PD-L1-
negativo e 11,5 meses para o grupo PD-L1-positivo — ndo se encontrou diferenca
estatisticamente significativa (p = 0,263). Contudo, é passivel de consideracado que, em
conjunto, as observagdes supraexpostas corroborem que a expressdao do PD-L1, em

neoplasias cervicais, ndo exerga impacto em sobrevida.

3.4.2 Infiltrados Linfocitarios Peritumorais

Quanto ao leito tumoral, ha evidéncias que relacionam neoplasias associadas ao
HPV com falha de resposta HPV-especifica por linfocitos T citotoxicos e auxiliares tipo 1
(Th1); ademais, infiltrados intratumorais escassos em linfécitos CD8+ e abundantes em
linfocitos T regulatérios (Treg) parecem representar fator prognéstico independente para
sobrevida global (92,93,105,97-104).

Em 2017, Matsumoto et al. publicaram a avaliagdo da infiltragcdo neutrofilica
intratumoral (CD66b+) em 250 pacientes tratadas com radioterapia definitiva, apés uma
mediana de seguimento de 60 meses; a taxa de recorréncia de doencga foi
significativamente associada a densidade de neutrdfilos infiltrados. Mostrou-se relagao
significativa, também, a analise de sobrevida univariada: a sobrevida global, em cinco
anos, foi de 77,5% para o grupo “TAN-low” (baixa densidade de infiltragéo), 58,7% para
o grupo “TAN-med” (infiltracdo moderada) e 17% para o grupo “TAN-high” (alta
densidade); a sobrevida livre de progressao, para o mesmo periodo, foi estimada em
73,8%, 50,7% e 11,3%, respectivamente (106). Utilizando a mesma estratificacdo, nao
observamos diferenga significativa em sobrevida a analise da infiltragao linfocitaria. Em
adicdo, ao nosso conhecimento, a avaliacdo da expressdao no PD-L1 em infiltrados
linfocitarios ndo tinha sido previamente explorada em neoplasias cervicais. Nao
encontramos impacto da sua positividade em volume de infiltrado ou relagdo com

sobrevida.
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Karim et al. publicaram a primeira investigagao do eixo PD-1/PD-L1 direcionada
ao cancer de colo uterino, quando relacionada a marcadores linfocitarios. Dentre suas
115 amostras cervicais avaliadas, a idade mediana foi 48,5 anos, todas as pacientes
foram submetidas a resseccao cirurgica e 51 receberam radioterapia adjuvante por
critérios de alto risco (128). A avaliacao da densidade e subtipo do infiltrado linfocitario
por milimetro quadrado tumoral foi determinada na mesma coorte e apresentada em
publicagdo precedente (104). O volume de infiltracdo, por cada tipo celular, foi dividido
entre baixo e alto, balizado pelo percentil 50; 66% da amostra apresentou alta taxa de
infiltragdo por linfocitos CD8+, 54% CD4+, 59% FoxP3+. A proporgao linfocitaria T
CD8+/FoxP3+ representou fator progndstico positivo independente para sobrevida. O
PD-L1 esteve associado a maior infiltragdo intraepitelial por células T FoxP3+ (p =
0,022), mas nao por linfécitos T CD8+ (p = 0,162) ou CD4+ (p = 0,060). Nao se
observou impacto a analise da expressao do PD-L1 versus sobrevida global (p = 0,690);
entretanto, a analise de subgrupo celular, a sobrevida global de pacientes com tumores
PD-L1-positivos e infiltrados com proporcédo linfocitaria CD8+/FoxP3+ baixa foi
significativamente melhor do que tumores PD-L1-negativos e proporc¢ao linfocitaria
CD8+/FoxP3+ baixa (p = 0,033). Sob inicial concordancia, nosso estudo reproduz estes
resultados ao falhar em demonstrar impacto da expressdo do PD-L1 tumoral em
sobrevida global ou livre de progressao. Estes autores chamam atencdo para a
ressalva de que apenas pacientes em estadios clinicos IB-Il foram incluidos em sua
analise e que a expressao do PD-L1 pode ser diferente em cenarios mais avangados.
N&o obstante, a expressdo do PD-L1 foi observada em 19% das suas amostras(128) e
em 32,2% (n = 19) dos nossos espécimes. Nosso estudo incluiu pacientes sob estadios
clinicos Ill e IV e, a analise de subgrupo, tdo pouco foi encontrado impacto na
prevaléncia da expressdao do biomarcador ou em desfechos de sobrevida. Em
contraste, nossas analises linfocitarias nao reproduzem os eventos demonstrados pelos
autores: a imunorreatividade para o FoxP3 em infiltrados imunes n&o modificou
endpoints oncologicos. Ademais, a expressao do PD-L1 nos espécimes tumorais
cervicais nao pareceu induzir a upregulation do FoxP3 em seus infiltrados linfocitarios.

Entretanto, a consideravel expressao de FoxP3 observada em 93,2% (n = 55) dos
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infiltrados linfocitarios — irrespectiva da expressao de PD-L1 — sugere que a inibicado do

FoxP3 possa ser uma via inibitoria terapéutica a ser explorada neste cenario.

Quanto a terapéutica vigente, escassos e preliminares sdo os resultados de
inibidores de checkpoint em neoplasias cervicais. Um estudo, em andamento, de fase |
(NCT01711515), esta avaliando o efeito do ipilimumab em pacientes com cancer de
colo uterino, sob estadios clinicos IB2-IIA (desde que apenas os linfonodos para-
aorticos estejam comprometidos), ou estadios IIB, IIB e IVA, apds quimiorradiagao
(incluindo braquiterapia). Outro estudo, de fase Il (NCT01693783), esta avaliando
seguranga e eficacia do ipilimumab em pacientes sob estadio clinico IV. Resultados
preliminares da coorte que incluiu carcinomas cervicais do estudo KEYNOTE-028 foram
apresentados no Congresso Americano de Oncologia Clinica (ASCO) de 2016. O uso
de pembrolizumab, em monoterapia, resultou em taxas de sobrevida livre de
progressédo, em seis meses, de 13% e de sobrevida global, no mesmo periodo, de
66,7%. A expressao do PD-L1 21% foi considerada como critério de inclusdo (108). Na
edicao de 2017, foram apresentados os primeiros resultados do estudo multicoorte de
fase I/l (ainda em andamento) de nivolumab (CHECKMATE-358) em pacientes com
tumores metastaticos virus-associados — colo uterino, vulva e vagina. As pacientes nao
foram PD-L1-selecionadas. Dentre as 24 pacientes tratadas, 19 (79,2%) portavam
neoplasia cervical. A mediana de follow-up de 31 semanas, a taxa de resposta objetiva
foi de 20,8% — todas as respostas registradas foram em pacientes com cancer de colo
uterino e ndo se demonstrou relagdo com o status do PD-L1, HPV ou numero de
exposicao a linhas terapéuticas prévias (109). Por ultimo, dados atualizados do brago
do estudo KEYNOTE-168 que incluiu pacientes com neoplasia cervical, foram revelados
no ASCO de 2018: dentre as 98 pacientes receberam pembrolizumab, 83%
apresentavam positividade para o PD-L1. Apenas 13 respostas foram observadas (taxa
de resposta objetiva de 16%), todas eram PD-L1 positivas e nove (dentre as 13)

respostas mantinham-se apos nove meses de seguimento.

3.5 CONCLUSAO
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Atualmente, a comunidade cientifica oncoldgica enfrenta dilemas na selegao
entre as multiplas tecnologias contemporéneas antineoplasicas pesando indicagao,
histologias, combinag¢des, sequenciamentos e fardo econbmico — o custo &,
frequentemente, proibitivo para seu acesso indiscriminado. E iminente a identificagéo
dos pacientes potencialmente respondedores e da dependéncia de resposta a perfis
moleculares tumorais especificos; torna-se imperativa a busca por biomarcadores que
predigam beneficio terapéutico. Deve-se ressaltar que o PD-L1 é um biomarcador falho
— métodos atualmente disponiveis nao conseguem identificar, assertivamente,
respondedores e nao respondedores. A sensibilidade e especificidade dos ensaios sao
insuficientes; estima-se que sua aplicagao inadvertida excluiria ~28% de individuos que
se beneficiariam do tratamento com imunoterapia e incluem até 42% de pacientes que
nao apresentam beneficio clinico. Além disso, a imuno-histoquimica, sozinha, nao leva
em conta fatores que poderiam modificar respostas terapéuticas, como a real interagao
entre células imunes e o PD-1, no microambiente tumoral, a presenga de vias imunes
supressoras concomitantes (FoxP3+, IDO, LAG3, por exemplo). Assim, a expressao do
PD-L1 nao deveria, sozinha, determinar exclusdo de pacientes para tratamento. Os
resultados aqui demonstrados, entretanto, enfraquecem o eixo PD-1/PD-L1 como
racional bioldégico antineoplasico no cenario da neoplasia cervical e motivam outros

comemorativos imunes como potenciais alternativas terapéuticas e de pesquisa basica.
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4 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Os resultados negativos oriundos da associagcdo entre a expressdo do PD-LA1,
somada a avaliacao linfocitaria, e desfechos de sobrevida devem, sim, ser avaliados
com cautela, devido ao carater retrospectivo do estudo e sua amostra limitada. Nao
obstante, n&o devem ser desprezados, visto que corroboram resultados
semelhantemente demonstrados em estudos prévios e, em conjunto, enfraquecem o
uso indiscriminado de agentes inibidores de checkpoint imune, no que tange a via PD-
1/PD-L1 no cenario da neoplasia cervical.

Reforcando o que fora citado no artigo original, a comunidade cientifica
oncoldgica enfrenta dilemas na sele¢ao entre as multiplas tecnologias contemporaneas
antineoplasicas pesando indicagao, histologias, combinagdes, sequenciamentos e fardo
econdmico — o custo &, frequentemente, proibitivo para seu acesso indiscriminado. E
iminente a identificagdo dos pacientes potencialmente respondedores e da dependéncia
de resposta a perfis moleculares tumorais especificos; torna-se imperativa a busca por
biomarcadores que predigam beneficio terapéutico. Deve-se ressaltar que o PD-L1 é
um biomarcador falho — métodos atualmente disponiveis ndo conseguem identificar,
assertivamente, respondedores e nao respondedores. A sensibilidade e especificidade
dos ensaios sdo insuficientes; estima-se que sua aplicagado inadvertida excluiria ~28%
de individuos que se beneficiariam do tratamento com imunoterapia e incluem até 42%
de pacientes que nao apresentam beneficio clinico. Em geral, biomarcadores sao
baseados em avaliagdes unitarias; talvez, a combinagao entre fatores possa qualificar o
uso de biomarcadores na pratica clinica. Hipotetiza-se, inclusive, que devido ao
dinamismo das respostas imunoldgicas, € improvavel que um unico biomarcador seja
capaz de predizer respostas aos agentes imunoldgicos. Ademais, deve-se questionar
se a identificacdo de subgrupos potencialmente imunogénicos, biologicamente distintos
entre si é realmente necessaria, quando nao se observa impacto em desfechos de
sobrevida (quando ndo ha imunoterapia vigente).

O melhor entendimento da biologia imune inata céancer-relacionada vem
viabilizando a promoc¢édo de imunidade anti-neoplasica de modo a se alcangarem
respostas duraveis — quiga a erradicagdo tumoral completa. Pesquisa basica,

especialmente nas areas de oncogendmica, metaboldémica e protedbmica devem, em um
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futuro proéximo, aproximar o racional cientifico, baseado na relagdo sistema imune x

cancer, de estratégias terapéuticas adequadamente direcionadas e responsaveis.



