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RESUMO

Neves TJ. Expressdo de FOXP3 e resposta inflamatéria em carcinomas de
células renais de células claras. Sao Paulo; 2019. [Tese de Doutorado-Fundagao

Antdnio Prudente]

Introducdo: Nas ultimas décadas, progressos significativos foram feitos no manejo
do carcinoma de células renais no cenario de doenga avangada ou metastatica. O
uso de imunoterapicos estdo aumentando tendo em vista que as células inatas e
adaptativas do sistema imune desempenham um papel importante na regulagéao do
crescimento do cancer. Objetivos: Os autores avaliaram as expressdes imuno-
histoquimicas de FOXP3, CD4 e CD8 e seus impactos prognosticos na sobrevida
global e as compararam com fatores clinicos e patologicos. Metodologia: As
expressoes imuno-histoquimicas de FOXP3, CD4 e CD8 foram analisadas em 103
casos de carcinomas renais de células claras dispostos em tissue microarray. Para
analise de seu impacto na sobrevida e associagdo com variaveis clinicas, dados
epidemiologicos e clinicos foram coletados. Resultados: Em uma analise
univariada, a razao de linfécitos CD4*/CD8" apresentou impacto na sobrevida
cancer especifica (SCE) (p=0,045). Concluséao: A relagao de linfécitos CD4*/CD8*
esteve associada a piores taxas de SCE. Nenhuma das variaveis clinicas e
anatomopatologicas estudadas mostrou relagdo significativa com linfocitos
positivos para FOXP3, CD4 e CD8.

Descritores: Carcinoma de Células Renais. Neoplasias Renais. Adenocarcinoma

de Células Claras. Inflamacgao



SUMMARY

Neves TJ. [FOXP3 expression and inflammatory response in clear cell renal
cell carcinomas]. Sao Paulo; 2019. [Tese de Doutorado-Fundacdo Antdnio

Prudente].

Introduction: Significant progress has been made in the management of renal cell
carcinoma during the last decades in the advanced or metastatic scenario. The use
of immunotherapy is increasing as innate and adaptive cells of the immune system
play an important role in regulating cancer growth. Objectives: The authors
evaluated the immunohistochemical expressions of FOXP3, CD4 and CD8 and their
prognostic impacts on overall survival and compared them with clinical and
pathological factors. Methodology: Epidemiological and clinical data were
collected. Immunohistochemical expressions were analyzed in 103 cases arranged
in tissue microarray. Results: In a univariate analysis, the CD4*/CD8* lymphocyte
ratio impacted cancer-specific survival (ECS) (p = 0.045). Conclusion: The ratio of
CD4*/CD8* lymphocytes was associated with worse ECS rates. None of the clinical
and anatomopathological variables studied showed a significant relationship with
FOXP3, CD4 and CD8 positive lymphocytes.

Key-words: Carcinoma, Renal Cell. Kidney Neoplasms. Adenocarcinoma,

Clear Cell. Inflammation.
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1  INTRODUCAO

O Carcinoma de células renais (CCR) € uma das neoplasias soélidas
mais comuns, representando a 32 neoplasia urolégica em frequéncia, mas a
primeira em mortalidade. Cerca de 30% dos pacientes com CCR, mesmo
aqueles com fatores prognosticos favoraveis, desenvolverdao doenga
metastatica (WILKE et al. 2010; PLITAS e RUDENSKY 2016; DE CASSIO et
al. 2019).

O desenvolvimento de imunoterapias contra o CCR tem tido grande
importancia no tratamento, com altas taxas de resposta, mesmo em tumores
nao responsivos a tratamentos prévios com terapia alvo (ZHANG et al. 2015).

O entendimento da inflamagao relacionada ao tumor em diferentes
tipos de cancer é pertinente, pois pode fornecer informagdes sobre a fungao
das células imunes no desenvolvimento e progresséao da neoplasia. Tal
determinagao pode ter valor progndstico e relevancia na modulagao imune
como adjuvante terapéutico para pacientes com parametros clinico-
patolégicos desfavoraveis (VASSALLO et al. 2015).

Evidéncias recentes sugerem que a imunidade inata e adaptativa do
sistema imune desempenham um papel importante na regulacdo do
crescimento do cancer. Além disso, alguns pacientes com cancer podem
apresentar uma resposta imune antitumoral com o potencial de controlar ou

eliminar o cancer (DISIS 2010).



No cenario clinico, varios achados sugerem que a imunidade mediada
por células T fornece uma protegao contra o desenvolvimento e a progressao
do CCR, e pode efetivamente mediar a regressao de lesdes ja estabelecidas

(TATSUMI et al. 2003).

1.1 CARCINOMA DE CELULAS RENAIS

1.1.1 Classificacao

A classificagéo histologica dos CCRs é de extrema importancia, uma
vez que a determinacdo dos subtipos histologicos tem significativas
implicagdes progndsticas e terapéuticas. Atualmente, segundo a organizagéo
mundial de saude (MOCH et al. 2016), podemos identificar cerca de 20
subtipos sendo os mais frequentes os carcinomas de células renais do tipo
células claras (65-70%), os carcinoma de células renais do tipo papilifero (10-
15%) e os carcinoma de células renais do tipo croméfobo (5-10%). Para os
dois primeiros, existe um sistema de graduacdo tumoral criado pela
International Society of Urological Pathology (ISUP) baseado na presenca e
proeminéncia de nucléolos e pleomorfismo nuclear. Esta graduagao vai de 1
a 4 e esta relacionada a progndstico, sendo quanto maior o grau, pior o

prognoéstico (MOCH et al. 2016).

1.1.2 Fatores derisco
A incidéncia de CCR aumenta com a idade e € maior para homens do

que para mulheres. Os principais fatores de risco estabelecidos para o CCR



incluem obesidade, hipertensao e tabagismo. Outras condig¢des clinicas que
tém sido associadas ao CCR incluem doenca renal crénica, hemodialise,
transplante renal, doencga cistica renal adquirida, diagndstico prévio de CCR
e, possivelmente, diabetes mellitus (VAN DEN BERG 2013). Muitos fatores
relacionados a estilo de vida, dietéticos, ocupacionais e ambientais também
sdo associados ao CCR com diferentes niveis de evidéncia (SCELO e
LAROSE 2018). Fatores genéticos também contribuem para o risco de CCR.
Individuos com historia familiar de cancer renal apresentam um risco
aumentado em aproximadamente duas vezes de desenvolver a doenca
(KARAMI et al. 2010). Inumeras sindromes genéticas também cursam com o
desenvolvimento de CCR, dentre elas, as mutacdes mais frequentes ocorrem
nos genes SETD2, PBRM2, BAP1, FLCN, FH, MET, PTEN, SDHB, SDHC,
SDHD, TSC1, TSC2 e VHL, alguns dos quais também sao implicados no
desenvolvimento de CCR esporadicos (HAAS e NATHANSON 2014; BIHR et

al. 2019).

1.1.3 Carcinoma de células renais do tipo células claras (CCRcc)

Os CCR de células claras constituem cerca de 65 -70% de todos os
carcinomas renais. Cerca de 60-80% s&o encontrados incidentalmente aos
exames de imagem. Geralmente s&o tumores corticais e unicos, que ocorrem
com igual frequéncia em ambos rins (VAN DEN BERG 2013; PETEJOVA e
MARTINEK 2016). Histologicamente, sao definidos por citoplasma claro, com
aglomerados de células agrupadas e rodeados por uma densa rede endotelial.

A caracteristica genética mais intimamente associada a esse cancer € a perda



ou mutagao do gene supressor de tumor von Hippel-Lindau (VHL) (VAN DEN
BERG 2013). A mutagao ou perda do VHL ¢ identificada em 60-90% dos
casos esporadicos. A perda desta proteina resulta na estabilizacdo da familia
de fatores indutores de hipodxia - ativadores transcricionais de proteinas de
genes que estao envolvidos na mediagao da resposta a hipdxia. Isso, por sua
vez, ativa genes envolvidos na angiogénese, migragao celular e metabolismo.
Além desse evento genético comum, outros eventos intimamente associados
ao CCRcc incluem mutagdes com perda de heterozigose em um grande grupo
de genes remodeladores da cromatina. Os genes mais comumente inativados
incluem PBRM1, BAP1 e SETD2, embora mutacbes em uma variedade de
modificadores de histonas adicionais (KDM5a, ARID1a e UTX) também sejam
vistas (DALGLIESH et al. 2010; GIACCIA et al. 2013). O impacto dessas
mutacgdes nos resultados e nas propriedades bioldgicas desses canceres s6
agora esta sendo identificado com evidéncias recentes que apontam para
uma associagcdo entre as mutagcbes no gene SETD2 e as alteragbes na
composi¢cdo da cromatina. Finalmente, mutagbes em genes associados a
sinalizagdo da via mTOR (PIK3CA, PTEN e MTOR) também foram
identificadas em uma proporg¢ao substancial de tumores. (KIM et al. 2008;

HAKIMI et al. 2013; KAPUR et al. 2013; COSTA et al. 2017).

1.2 ATUALIZACOES NA TERAPIA

O tratamento do carcinoma de células renais mudou muito nos ultimos 15

anos. O progresso no tratamento cirdrgico do tumor primario e o aumento da



compreensao da biologia molecular e genébmica da doenga levaram ao
desenvolvimento de novos agentes imunoterapicos. A imunoterapia comegou
no final do século XIX quando William B. Coley tentou aproveitar o sistema
imunoldgico para tratar o cancer injetando misturas de Streptococcus
pyogenes vivos e inativados e Serratia marcescens nos tumores dos
pacientes em 1891 apds ter notado varios casos em que pacientes com
cancer entraram em remissao espontanea apos desenvolver erisipela. Coley
obteve respostas como remissdao completa duravel em varios tipos de
neoplasias, incluindo sarcoma, linfoma e carcinoma testicular. A falta de um
mecanismo de agado conhecido para as 'toxinas de Coley' e os riscos de
infectar deliberadamente pacientes com cancer com bactérias patogénicas
fizeram com que os oncologistas adotassem a cirurgia e a radioterapia como
tratamentos padrao no inicio do século XX (DECKER e SAFDAR 2009).

A estratégia de usar bactérias atenuadas para tratar doengas malignas
ressurgiu em 1976, quando foi realizado um estudo para testar o uso da vacina
contra tuberculose Bacille Calmette-Guérin (BCG) como um meio de prevenir
a recorréncia de cancer de bexiga invasor ndo muscular. A terapia com BCG
foi muito eficaz e continua a ser usado hoje (MORALES et al. 2017).

A idéia de usar a imunoterapia no cancer, em geral, voltou a ter
destaque quando Thomas e Burnet propuseram a teoria da vigilancia
imunoldgica do cancer em 1957. Eles sugeriram que os linfécitos agiam como
sentinelas para identificar e eliminar células somaticas transformadas por
mutagdes espontaneas. A auséncia de dados que apoiam a existéncia de

antigenos especificos de tumores e a incapacidade técnica de cultivar e



manipular linfécitos in vitro na época adiaram mais progressos nessa area por

algum tempo (DUNN et al. 2002).

O fator de crescimento de células T interleucina 2 (IL-2) foi identificado
em 1976 MORGAN et al. permitindo aos pesquisadores cultivar células T in
vitro pela primeira vez. Demonstrou-se que grandes doses de IL-2 séo
eficazes quando administradas a pacientes com canceres metastaticos
estabelecidos, aumentando a producdo de células T. O uso da IL-2 como
agente imunoterapico acabou por obter aprovagdo da US Food and Drug
Administration (FDA) em cancer renal metastatico em 1991 e melanoma
metastatico em 1998 ROSENBERG et al.

Na década de 1970, Milstein e Kohler foram pioneiros na producéo de
anticorpos monoclonais em laboratério usando hibridomas, linhas celulares
secretoras de anticorpos formadas pela fusao de linfécitos com linhas
celulares de mieloma (MILSTEIN 1999).

A pesquisa sobre terapias baseadas em anticorpos acabou levando ao
desenvolvimento de rituximab, que se liga ao CD20 na superficie das células
B imaturas e as torna alvo para eliminacédo pelas células T natura killer. O
primeiro anticorpo monoclonal aprovado pelo FDA para o tratamento de um
cancer, o linfoma n&o-Hodgkin, foi langado em 1997 por RUDNICKA et al.).

Quanto as vacinas, em 1991, os pesquisadores clonaram um antigeno
derivado do melanoma que poderia induzir uma resposta das células T

citotoxicas (VAN DER BRUGGEN et al. 2007).

As vacinas clinicamente eficazes permaneceram ilusérias, no entanto,

até 2010, quando o FDA aprovou a primeira vacina contra o cancer, 0



sipuleucel-T, para cancer de prostata resistente a castragdo. Essa vacina de
células dendriticas foi capaz de prolongar a sobrevida global dos pacientes
em ensaios clinicos, embora nado tenha tido nenhum efeito no tempo de
progressao da doencga (FINN 2007).

Na ultima década, avancos marcantes no tratamento do CCR
metastatico foram feitos através da aprovagao de terapias alvo incluindo
sorafenib, sunitinib, bevacizumab, pazopanib e axitinib que inibem o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e seu receptor (VEGFR) e everolimus
e temsirolimus, que inibem o complexo mTOR. Desde 2015, agentes com
alvos adicionais além do VEGFR foram autorizados, como cabozantinibe e
lenvatinibe. Mais recentemente, imunoterapias como o nivolumab também
foram adicionadas ao arsenal de drogas a serem utilizadas no tratamento de
CCR metastatico (HSIEH et al. 2017b).

O CCR localizado pode ser tratado com nefrectomia parcial ou radical
(LJUNGBERG et al. 2015), ablacédo (EL DIB et al. 2012) ou vigilancia ativa
(PIERORAZIO et al. 2015), porém, apesar da nefrectomia com intencéo
curativa, cerca de 30% dos pacientes que apresentam CCRcc com doenga
localizada eventualmente desenvolvem metastases e necessitardo de
terapias sistémicas (PATARD et al. 2004; MESKAWI et al. 2012; WOLFF et
al. 2016). O CCR avangado possui altas taxas de mortalidade sendo
altamente resistente a radiagcdo e quimioterapia (FIGLIN et al. 2012). As
abordagens terapéuticas que visam a sinalizagdo de VEGF e mTOR
continuam a desempenhar um papel significativo no tratamento do CCR

avangado (FIGLIN et al. 2012).



Devido algumas alteracdes genéticas, os CCRcc sao ricos em lipidios
e glicogénios, e sdo altamente vascularizados (REUTER e TICKOO 2010;
HAKIMI et al. 2016), este fato explica por que os agentes que inibem,
principalmente o VEGF e seu receptor VEGFR, sdo tratamentos eficazes para
0 CCRcc metastatico (ESCUDIER et al. 2016; LEE et al. 2016). Além disso,
as mutagdes de mTOR no CCRcc geralmente sdo do tipo missense e
funcionalmente ativadoras (GRABINER et al. 2014; XU et al. 2016), o que
poderia explicar a razao pela qual os inibidores da via mTOR, incluindo o
everolimus e o temsirolimus, séo eficazes (VOSS et al. 2014; KWIATKOWSKI
et al. 2016).

Outra abordagem terapéutica tem sido a associagao entre 2 ou mais
drogas que parecem ter melhores resultados que um unico agente isolado

(HANAHAN e WEINBERG 2011; BOZIC et al. 2013; HSIEH et al. 2017a).

1.3 CONTEXTO IMUNE

Analises histopatoldgicas de tumores mostram que um numero variado
de células imunes & encontrado tanto dentro quanto ao redor do tumor (Figura
1). Os macroéfagos, mastocitos, granuldcitos e células supressoras derivadas
de mieloides (CSDMs) s&o encontrados na maioria dos casos infiltrando ou
circundando leitos tumorais. Esta bem estabelecido que a inflamacéao crénica
e a presengca de macrofagos favorecem o crescimento e disseminagao
tumoral. Os linfécitos ndo sao distribuidos aleatoriamente, mas estao

localizados em areas especificas. As células natural killer (NK), por exemplo,



sdo encontradas no estroma e ndo estdo em contato com as células tumorais.
As células B sao encontradas principalmente na margem invasiva de tumores
em crescimento e em estruturas linfoides terciarias (ELT) adjacentes a leitos

de tumores (FRIDMAN et al. 2012).

%

Mast cell _ Macrophage

)

NK cell

0 n - r
Invasive margin

Bcell

CTL

Fonte: FRIDMAN et al. (2012).
Figura 1 - Anatomia tumoral mostrando as caracteristicas do contexto imune

incluindo eixo tumoral, margem invasiva, estrutura linfoide terciaria e
microambiente tumoral. Também ¢é mostrado a distribuicdo das células

imunes
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As células T, particularmente as células T CD8*, podem estar
localizadas na margem invasiva, mas também podem estar no centro do
tumor. Poucas células T CD8" sdo observadas nas ELT. Células dendriticas
imaturas estdo distribuidas no centro do tumor, em contato com células
tumorais ou no estroma circundante. Células dendriticas maduras
concentram-se em ELT, em intimo contato com células T virgens (FRIDMAN
et al. 2012).

Os linfocitos T citotoxicos CD8* (LTCs) sédo diretamente capazes de
matar células tumorais. Os linfécitos T helper CD4* (Th) sdo uma classe de
linfécitos T, secretora de citocinas. Os linfocitos T helper tipo 1 (Th1)
desempenham um papel crucial na ativagdo dos LTCs. Os linfécitos T helper
tipo 2 (Th2) estimulam a imunidade humoral e ativam os eosindfilos. Em
termos de imunidade antitumoral, a ativacdo de Th2 € menos efetiva que a
ativacdo de Th1 (YU e FU 2006). Além dos subgrupos Th1 e Th2, um
subconjunto de linfécitos T CD4" reguladores (Treg) suprime os linfécitos T
efetores (CURIEL et al. 2004). Nos ultimos anos, a hipotese de que as
proporgdes entre diferentes subconjuntos sdo mais preditivas do progndstico
ganhou muita atencdo. As razdes frequentemente utilizadas séo a razao
CD8*/FoxP3* (efetor/regulatéria) e a razdo CD8*/CD4* (efetor/ajudante).
Essas medidas podem fornecer uma visdao mais abrangente dos eventos no
local da doenga, ja que o sistema imunoldgico ndo € uma colegado de agentes
solitarios, mas sim um complexo sistema de freios e contrapesos onde cada
subconjunto depende de colaboragao e autorizagao de outros subconjuntos

(GOODEN et al. 2011).
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1.3.1 Funcgdes antitumorais de linfocitos T

A populagdo de células T maduras € composta por células T af
expressando CD4 ou CD8 e células que expressam o receptor de células T
(RCT) yd CD47/CD8. A funcédo das células T CD4* e CD8* é ditada pela
expressao desses co-receptores, CD4 ou CD8, para os quais o ligante é o
dominio B2 da molécula do complexo principal de histocompatibilidade (CPH)
classe Il (KRESGE et al. 1992) e o dominio a3 de moléculas CPH classe |,
respectivamente. Devido a estas especificidades, o receptor af de células T
CD8* é restringido ao reconhecimento de antigenos apresentados por
moléculas CPH classe | e o receptor de células T CD4" para antigenos
apresentados por moléculas CPH classe Il. No entanto, relativamente pouco
se sabe sobre a fungao de Tyd na imunidade antitumoral até o momento.
(POTTER et al. 1989).

O papel importante das células T como efetores na imunidade
antitumoral foi mostrado pela primeira vez em camundongos. Por exemplo, o0s
tumores induzidos pela luz ultravioleta (UV) sdo combatidos regularmente por
camundongos normais, mas crescem progressivamente na auséncia de
células T (SPELLMAN e DAYNES 1981; WARD et al. 1990). Além disso, foi
demonstrado de forma convincente que a imunidade mediada por células T é
essencial para o combate de tumores induzidos por virus e por quimicos
(CHEEVER et al. 1986).

A importancia das células T na imunidade tumoral também tem sido
mostrada em estudos com humanos, embora com limitagdes ja que a maioria

dos modelos tumorais em camundongos tem a vantagem de utilizar células T
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especificas para antigenos gerados a partir de camundongos isentos de
tumor. Assim, em estudos com humanos, os linfécitos T sdo isolados do
sangue periférico (KNUTH et al. 1984; MUKHERUJI et al. 1989) ou do tumor de
pacientes com cancer. Utilizando transferéncia do ILT expandido in vitro em
combinagcdo com quimioterapia, testes clinicos recentes mostraram taxas de
resposta positivas de até 50% em pacientes selecionados com canceres
agressivos em estagio avangcado (ROSENBERG 2001; DUDLEY 2002;

DUDLEY e ROSENBERG 2003; ROSENBERG et al. 2004).

1.3.2 Células T CD8" na imunidade tumoral

Embora o significado dos linfécitos na imunidade tumoral seja
raramente discutido, a importancia relativa de varios subgrupos de células T
na rejeicao de tumores é objeto de grandes controvérsias (YU e FU 2006). De
um modo geral, uma vez que o cancer € uma doenga causada por uma série
de mutagdes em varios tipos de células, as diferengas nos subconjuntos de
células T necessarias para mediar a rejeicdo do tumor n&do sédo de todo
surpreendentes. Um desses subconjuntos sdo os LTCs. A maioria dos
tumores é positiva para CPH classe |, mas negativa para MHC classe Il, e os
LTCs sao capazes de induzir a morte de tumores mediante o reconhecimento
direto de antigenos peptidicos, apresentados pelas moléculas CPH classe |
do tumor. Assim, a atencdo inicial a resposta imune antitumoral foi
preferencialmente dada as células T CD8*, fato apoiado por numerosos
estudos em camundongos. Por exemplo, em tumores induzidos por luz UV, o

subconjunto de células T CD8" citotdxicas parece ser necessario para rejeicao
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da lesdao (WARD et al. 1990). Consistente com o0s experimentos em
camundongos, dados clinicos de pacientes com céancer sustentam a
importancia das células T CD8" em trazer uma resposta antitumoral. Estudos
de transferéncia adotiva de linhagens de células T CD8* estimuladas in vitro
e clones CD8" especificos para antigenos tumorais medeiam a imunidade
antitumoral quando transferidos de volta para hospedeiros portadores de
tumor. Tomados em conjunto, as células T CD8* na imunidade tumoral podem
ser inquestionavelmente anunciadas como um dos principais subconjuntos de
células T que medeiam construtivamente uma resposta imune antitumoral

eficaz (ROSENBERG 2001).

1.3.3 Papel auxiliar e efetor das células T CD4*

E indiscutivel que as células T CD4* s&o parte integrante da imunidade
adaptativa, mas o papel especifico que desempenham na montagem de uma
resposta imune antitumoral permanece um tema de debate. Mais importante,
semelhante as células T CD8*, células T CD4* especificas do tumor que
podem reconhecer antigenos tumorais existem e os dados mostram que
essas células T migram para o local do tumor tanto em canceres humanos
quanto em camundongos (BECK-ENGESER et al. 2002).

O fendtipo da célula T CD4* que impede a resposta antitumoral parece
ser atribuido a uma fungao reguladora. Esse dualismo paradoxal das células
T CD4* obriga a diferenciacdo adicional deste subtipo em células T CD4*

auxiliares e reguladoras (CURIEL et al. 2004).
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Embora as células T CD4* tenham se mostrado suficientes para
eliminar as células tumorais na auséncia de células T CD8" em alguns
modelos tumorais, € mais frequente o caso em que tanto CD4* como CD8*
Sd0 necessarios para a rejeigcao efetiva do tumor. Em parte, isso se deve a
uma por¢ao substancial das células tumorais que expressam apenas
moléculas CPH classe |, ndo moléculas de classe ll, limitando assim o
reconhecimento direto pelas células T CD4*. Além disso, 0 mecanismo efetivo
predominante na imunidade do tumor € a lise direta de células tumorais pela
classe | do CPH, reconhecendo LTC CD8*. (MUMBERG et al. 2002).

O papel das células T CD4* nas respostas antitumorais €, muitas
vezes, ajudar na ativagao das células T CD8*, levando a destruigdo do tumor
por LTC. A ajuda de células T CD4" para LTCs na imunidade do tumor é
dividida em trés fases: inducao precoce, manutencao efetora e memoria. Foi
debatido durante décadas se as células T CD4* sao necessarias para a
preparacido do LTC. Evidéncias acumuladas indicaram que, para a indugao
de respostas de células T CD8* tumorais especificas, a apresentacao cruzada
de antigenos que foram capturados por células apresentadoras de antigenos
(CAAs) profissionais, tais como células dendriticas (CDs), desempenha um
papel dominante. A ajuda das células T CD4* tem sido sugerida como
essencial para esse cruzamento na inducido da imunidade de LTC. Acredita-
se que eles agem ativando APCs que, por sua vez, expressam CcoO-
estimulatérios essenciais para uma melhor ativagao das células T CD8*. Em
resumo, os dados disponiveis sugerem que as células T CD4* sdo geralmente

necessarias para a ativacdo de LTCs quando as CDs nao sao ativadas através
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de outro mecanismo. No entanto, outras condigdes, como o nivel de antigeno
fornecido ou a integridade da drenagem dos tecidos linfoides, também podem
afetar a necessidade de ajuda com linfécitos T CD4*. Além disso, a ajuda de
células T CD4* tem sido considerada essencial para a indugao de respostas
de LTC contra tumores na maioria dos casos (YU et al. 2003).

Embora a necessidade de células T auxiliares CD4* na indugdo de LTC
continue a ser uma controvérsia, é geralmente aceito que as células T CD4*
sao essenciais para a manutengao de LTC na resposta imune especifica do
tumor. Para o hospedeiro sustentar perpetuamente uma funcdo LTC efetora
e evitar uma persistente infecgdo por virus, a ajuda de células T CD4* pode
ser necessaria através da secrecdo ou estimulagdo de citocinas que é
independente da ajuda da CDs. Ha alguns dados corroborantes da vacinagao
terapéutica e estudos de transferéncia adotiva que implicam a ajuda do CD4*
na manutengao da fungédo de LTC viavel (BATTEGAY et al. 1994).

Em alguns modelos de camundongos, enquanto o crescimento do
tumor foi evitado pela vacinagdo com inducdo de LTC mediado por CD
pulsada com peptideo, a mesma imunizagao terapéutica contra um tumor
estabelecido (um cenario que imita a persisténcia crénica do antigeno) exigiu
a ajuda de células T CD4" (WICK et al. 2002). Assim, a medida que o tumor
amadurece, o CD4* ajuda a tornar-se vital para a persisténcia da resposta
efetora. Relatos publicados sobre ensaios clinicos de imunoterapia adotiva
(isolamento de células especificas de antigenos, sua expansao e ativagao e
subsequente administracdo autéloga) apoiam ainda mais esse conceito

(DUDLEY e ROSENBERG 2003). A co-transferéncia de células T CD4* com
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células T CD8* expandidas de células T autdlogas que se infiltram no tumor
prolongou a sobrevida das células T transferidas adotivamente. Em conjunto,
€ evidente que a longevidade de uma resposta de LTC especifica do tumor é
aumentada pela presenca de células T CD4* (DUDLEY e ROSENBERG

2003).

1.3.4 Papel das células T CD4* nainducdo e manutencao das respostas
de memoaria das células T CD8*

Apds o clearance do antigeno, a maioria dos LTCs efetores sofre
apoptose, enquanto uma por¢ao menor se converte em linfécitos com um
fendtipo de memodria. Assim, em um segundo encontro de antigeno, a
resposta de LTC se propaga com velocidade e poténcia muito maiores. E
geralmente aceito que as células de memdria persistem na circulagao apoés
uma resposta efetora. E o papel das células T CD4" na inducdo e manutengao
de LTCs de memodria tem sido controverso. Em conjunto, os dados disponiveis
sugerem um requisito geral para o CD4 ajudar a gerar uma memoria CD8
saudavel. No entanto, o estagio em que as respostas das células T CD8*
requerem ajuda de linfécitos CD4* e a natureza de tal ajuda permanecem néo

conhecidos (FRIDMAN et al. 2012).

1.3.5 Linfocitos FOXP3* dentro do ambiente tumoral
O fator de transcri¢cao forkhead box protein P3 (FOXP3) exibe um papel
de regulador da expressao génica que é fundamental para a identidade e

fungcdo do subgrupo mais amplamente reconhecido e bem estudado de



17

células T imunorregulatorias: as células T regulatérias CD4* (Treg) (LU et al.
2017). Os linfécitos T regulatérios (Tregs) representam uma subpopulagao de
linfocitos T caracterizados pela expressao da molécula CD25* e do fator
nuclear FOXP3. Sob condi¢des normais, linfécitos FOXP3®™ agem na
supressao da resposta imune antitumoral, mantendo assim, a tolerancia
imunoldgica do tecido hospedeiro e facilitando a progressao tumoral. Assim,
linfécitos T regulatérios FoxP3* sdo investigados como um potencial fator
prognéstico e podem também representar um novo alvo terapéutico (WILKE
et al. 2010; PLITAS e RUDENSKY 2016).

De forma sucinta, o sistema imunolégico estd constantemente
trabalhando para encontrar um equilibrio entre Th1 e Th2, ativacdo e
apoptose, e condi¢gdes pro e anti-inflamatérias. Sabe-se que durante a
progressao do tumor o microambiente tumoral torna-se anfitrido de tal
balanceamento, especificamente o equilibrio entre o efetor e a resposta
regulatéria. Embora ndo seja muito conhecido, algumas evidéncias sugerem
que o subtipo de células T regulatérias dentro do tumor tem fungao
semelhante as células T regulatérias CD4* envolvidas na autoimunidade
(DIECKMANN et al. 2002; WANG et al. 2004; YU et al. 2005).

Os céanceres geralmente se desenvolvem por um longo periodo de
tempo. As principais caracteristicas fisiopatolégicas da neoplasia maligna, a
invasdo através das barreiras teciduais naturais e metastases estédo
frequentemente associadas a ruptura da arquitetura tecidual normal, levando
ao inicio de respostas inflamatdrias. Nesse aspecto, os canceres podem se

assemelhar a uma resposta inflamatéria crénica. Diante disso, especula-se
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que os mecanismos anti-inflamatérios que sdo acionados no inicio da invasao
e acoplados aos mecanismos internos controlados por células malignas para
produzir citocinas como o TGF-B desencadeiam uma reacgao regulatéria que
pode inibir a imunidade antitumoral. Dados tais eventos, a perda da fungao
reguladora pela deplegédo de linfocitos Treg CD4* induzido por tumor pode
aumentar a resposta efetora, resultando na rejeicdo do tumor (FRIDMAN et
al. 2012).

Experimentos in vivo em camundongos demonstram que a deplegéo de
células T CD4* CD25* através do tratamento com anticorpo anti-CD25 antes
do desafio tumoral aumenta significativamente a eficacia da imunidade
antitumoral induzida por vacina (SUTMULLER et al. 2002; TAWARA et al.
2002; DANIEL et al. 2003). Além disso, foi demonstrado que o equivalente de
linfécitos Treg identificado em camundongos também existe em humanos.
Essas células T CD4* CD25* CD45R0O*, representam cerca de 6% das células
T CD4* e estdao presentes no sangue de adultos humanos saudaveis
(DIECKMANN et al. 2002). As células T CD4* CD25* que possuem
propriedades regulatérias também foram relatadas como estando entre as
células T do ILT em diferentes tipos de cancer como pulméao, ovario, pancreas,
mama e gastrointestinal, além de linfoma (SASADA et al. 2003; WOO et al.
2014). Um grupo de pesquisadores que estudou o infiltrado inflamatério em
carcinoma de células escamosas do pénis viu que a expressao de FOXP3 é
um preditor independente de recorréncia (VASSALLO et al. 2015). Por outro
lado, outros estudos mostraram que altos niveis de infiltrado inflamatdrio rico

em linfocitos FOXP3 positivos ndo tiveram impacto na sobrevida de mulheres
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com carcinoma endometrial (RASHID et al. 2017). Em carcinoma pulmonar
nao-pequenas células, a presenga das células Treg FOXP3* esta relacionada
a pior prognostico (GIATROMANOLAKI et al. 2019). Em carcinomas
mamarios triplo negativos, os resultados apontam para melhor sobrevida
quando correlacionado a Treg FOXP3*/CD25" (ZHANG et al. 2019). Em
tumores colorretais, foi usado uma abordagem diferente e foi mostrado que
linfécitos Treg FOXP3™ estdo mais relacionados a tumores colorretais do lado
esquerdo (SADAHIRO et al. 2019). A presencga de células Treg nos locais dos
tumores sugere que eles podem ter um efeito profundo na inibicdo das
respostas efetoras das células T contra alguns canceres humanos (SIEGEL
et al. 2000; CURIEL et al. 2004; YU et al. 2005).

O fato de que populacbes funcionais de células imunes estéo
localizadas em diferentes areas de um tumor e que isso varia entre os tipos
de cancer sugere que diferentes populagdes de células imunes podem ter
diferentes fung¢des no controle do tumor. Além disso, a densidade variavel e a
localizacdo dessas células imunes entre tumores em diferentes individuos
com o0 mesmo tipo de cancer levam a pergunta se o contexto imunoldgico
pode afetar o aparecimento tumoral, sua agressividade e consequentemente

o prognostico e desfecho do paciente.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressao de FOXP3 e a relacao CD4/CD8 em uma série de

casos de CCR do tipo células claras (CCRcc).

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Analisar o impacto da expressao de FOXP3 e a relagao CD4/CD8 nas
taxas de sobrevida global (SG), sobrevida céancer especifica (SCE) e
sobrevida livre de doenga (SLD) e tentar correlaciona-la a estadio clinico, grau

e demais parametros clinico-patoldgicos.
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3 METODOLOGIA

Foram selecionados 103 casos de CCRcc. As amostras parafinadas
foram dispostas em um tissue microarray (TMA) de 1mm, em duplicata e
submetidas a estudo imuno-histoquimico para a detecgdo de FOXP3 (clone
236A/E7), CD4 (clone SP35; ventana) e CD8 (clone SP57; ventana). Em todos
0s casos as expressbes de FOXP3, CD4 e CD8 intratumorais foram
analisadas e quantificadas de forma semi-automatizada usando-se o
equipamento Aperio em uma area tumoral de 1 mm. Os dados anatomo-
clinicos foram colhidos dos prontuarios dos pacientes e das laminas
revisadas. Para a analise e estatisticas dos resultados utilizamos o programa

SPSS versao 17.0.

3.1 IMUNO-HISTOQUIMICA

Cortes sequenciais obtidos do bloco de parafina do TMA foram
desparafinizados em xilol, hidratados em alcool em sequéncia decrescente de
graduagéo e coradas com um anticorpo primario comercialmente disponivel
direcionado contra CD4 (Clone SP34, Ventana; tempo de recuperagao
antigénica de 36 min, ph 9 e incubagdo do anticorpo por 32 minutos), CD8
(Clone SP57, Ventana; tempo de recuperagédo antigénica de 36 min, ph 9 e

incubacéo do anticorpo por 32 minutos) e Fox-P3 (Clone 236A/E7, Abcam;
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tempo de recuperacgao antigénica de 64 min, ph 9 e incubagao do anticorpo
por 32 minutos). A reagao imuno-histoquimica (IHC) foi realizada utilizando
um método automatizado em um Ventana Autostainer baseado no protocolo
Bench-Mark XT (catalogo 390M-16).

Apods realizagdo do estudo imuno-histoquimico, as laminas de TMA
foram escaneadas utilizando o escaneador de Iaminas Aperio (Aperio AT
Turbo, Leica Biosystems). As areas de interesse das imagens digitalizadas
foram marcadas por patologista experiente (TN) e analisadas usando o
software ImageScope (Aperio - Leica Biosystems). A marcacao das areas de
interesse consistiu em selecionar digitalmente toda a area representativa
tumoral de cada caso no TMA e a analise consistiu no uso do algoritmo
nuclear v9 (Aperio - Leica Biosystems). Este algoritmo aplica critérios como
tamanho, intensidade de cor, formato, para contar como positiva a célula
estudada. O resultado apresentado € quantitativo com a identificacdo do
numero de células positivas para cada marcador utilizado, e o valor final

anotado como numero de células por mm2.

Figura 2 - Expressao imuno-histoquimica em corte de TMA e a marcagao das

areas de interesse.
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3.2 ANALISE ESTATISTICA

Para a anadlise estatistica utilizamos o software Windows Statistical
Package for Social Science (SPSS), versao 17.0.

A distribuicdo das varidveis clinicas e anatomopatolégicas esta
apresentada na forma de tabelas de contingéncia. A mensuragdo das
variaveis quantitativas foi expressa pelas médias e seus respectivos desvios-
padrao.

Com o intuito de se verificar a existéncia de associacao da expressao
de FOXP3 e a relagao CD4/CD8 as demais variaveis, foi realizado o teste Qui
Quadrado de Pearson (MORETTIN e BUSSAB 2010). Para os casos em que
as frequéncias esperadas foram inferiores a 5 foi utilizado o teste exato de
Fisher. O nivel de significancia adotado foi o de 5%.

Ao estudar as curvas de sobrevida, levou-se em consideraciao que a
sobrevida global (SG) se refere aos oObitos por todas as causas; sobrevida
cancer-especifica (SCE), dbitos por cancer ou complicagdes peri-operatorias
e sobrevida livre de doenga (SLD), ébitos por cancer ou complicagdes peri-
operatodrias associado a recidivas tumorais. Para estudar as analises de SG,
SCE e SLD utilizou-se o estimador de KAPLAN e MEIER (1958) como
ferramenta para estimar a probabilidade de um paciente com CCR estar vivo
ou nao apresentar recidiva até o instante de tempo considerado. Através da
representacado grafica desse estimador, conseguimos visualizar, para uma
determinada varidvel, qual categoria de pacientes apresenta maior

probabilidade de ndo morrer por CCR ou ndo apresentar recidiva de CCR ao
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longo do tempo. Quanto mais superior for a curva referente a uma
determinada categoria, maior sera a probabilidade de os pacientes dessa
categoria estarem vivos ou sem recidiva do CCR até o instante de tempo
considerado. Para a comparagao das curvas estimadas para cada categoria
dentro de uma determinada variavel utilizou-se o teste ndo-paramétrico de
LogRank. Os valores p correspondentes aos testes estdo apresentados na
legenda de cada grafico. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

Os valores referentes a dados de frequéncia e taxas de sobrevida
foram simplificados com técnicas de arredondamento padronizadas com
eliminagao de casas decimais. A significancia estatistica foi determinada para

um valor de p<0,05.
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4 RESULTADOS

Dos 103 pacientes avaliados, 42 eram femininos e 61 masculinos. 49,
42 e 12 tumores apresentaram Grau 2, 3 e 4 de ISUP respectivamente. A
quantidade média de linfocitos CD4 positivo nos casos avaliados foi de 89,3
variando de 0 a 518 (Figura 3) e a quantidade média de linfocitos CD8 positivo,
236,3 variando de 9 a 1664. (Figura 4). A relagdo CD4/CD8 variou de 0 a 5,6.
Quanto ao FOXP3, a quantidade média de linfécitos FOXP3™* foi de 15,08

variando de 0 a 264. (Figura 5)

Figura 3 - Expressao imuno-histoquimica de CD4 em linfocitos intra-tumorais

de casos com diferentes intensidades.



26

-
g® A

Figura 4 - Expressao imuno-histoquimica de CD8 em linfocitos intra-tumorais

de casos com diferentes intensidades.

Figura 5 - Expressao imuno-histoquimica de FOXP3 em linfocitos intra-

tumorais de casos com diferentes intensidades.

4.1 RELACAO CD4/CD8

A relagao entres os achados da razdo CD4*/CD8" e os parametros
clinicos, podem ser vistos na Tabela 1. Quando analisamos a razdo CD4/CD8
com os parametros clinicos, como estadiamento, grau histolégico, metastase
e tamanho tumoral, ndo observamos diferenga estatistica. Na analise das
curvas de SG, SCE e SLD, pacientes com menor relagdo CD4/CD8

apresentaram menor taxa de SCE.
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Nao foi observado diferenga estatistica significativa entre sexo e razao
CD4*/CD8"* (p=0,108).

Em relagdo ao tamanho, a diferengca observada foi naqueles que
variavam de 7-10 cm, onde do total de 16 casos, 11 deles apresentaram a
razao maior que 0,474. Porém, quando visto em conjunto, também n&o
apresentaram diferenga estatistica (p=0,215).

Os casos metastaticos e ndo-metastaticos também ndo mostraram
diferenca quando comparados com a quantidade de células CD4* e CD8*
(p=0,750).

A analise da presenca ou ndo de invasao microvascular manteve o
padrao e também nao mostrou diferenca estatistica com relacdo a razao
CD4*/CD8"* (p=0,695).

A presenca ou nado de necrose tumoral também n&o influenciou no
padrao do infiltrado imune nos CCR (p=0,482).

O grau de ISUP (International Society of Urological Pathology) continua
sendo importante para predizer prognéstico do paciente, mas também nao
influenciou o padrao do infiltrado imune intratumoral nos CCR (p=0,843).

Apesar da pequena quantidade de casos com metastase linfonodal,
quando comparados com aqueles pNO, nao foi observado diferencga entre eles
e a razao CD4*/CD8* (p=0,811).

Quanto ao estadiamento patolégico, a maioria dos casos estudados
eram estadio I. Assim como os outros parametros, exibiram o mesmo padrao

de distribuicado de linfécitos CD4* e CD8" (p=0,569).
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Tabela 1 - Relagdo entre os achados da razdo CD4*/CD8" e parametros

anatomo-clinicos.

Variavel Quantificagao
linfocitaria
Sexo
Masculino N
%
Feminino N

%
Metastase sincrénica

Nao Metastatico N
%
Metastatico N
%
Tamanho
0-4 N
%
4-7 N
%
7-10 N
%
>10 N
%
Invasao microvascular
Nao N
%
Sim N
%
Necrose
Nao N
%
Sim N
%
ISUP
Baixo grau N
%
Alto grau N
%
Estadiamento Patolégico
| N
%
Il N
%
11l N
%
v N
%
Estadiamento linfonodal
pNO N
%
pN+ N

%

Razao CD4*/CD8* - Total p
Mediana
<0,474 >0,474
0,108
34 26 60
66,7% 51,0% 58,8%
17 25 42
33,3% 49,0% 41,2%
0,750
46 45 91
90,2% 88,2% 89,2%
5 6 11
9,8% 11,8% 10,8%
0,215
22 22 44
43,1% 44,0% 43,6%
19 11 30
37,3% 22,0% 29,7%
5 11 16
9,8% 22,0% 15,8%
5 6 11
9,8% 12,0% 10,9%
0,695
47 48 95
92,2% 94,1% 93,1%
4 3 7
7,8% 5,9% 6,0%
0,482
22 26 48
44,0% 51,0% 47,5%
28 25 53
56,0% 49,0% 52,5%
0,843
25 24 49
49,0% 47,1% 48,0%
26 27 53
51,0% 52,9% 52,0%
0,569
36 30 66
72,0% 61,2% 66,7%
2 5 7
4,0% 10,2% 7,1%
9 10 19
18,0% 20,4% 19,2%
3 4 7
6,0% 8,2% 7,1%
0,811
7 10 17
87,5% 90,9% 89,5%
1 1 2
2,5% 9,1% 10,5%

N: contagem; %: porcentagem dentro da razdo CD4+/CD8+ - Mediana.



29

4.2 ANALISE DE SOBREVIDA CD4/CD8

4.2.1 Sobrevida global

Durante o seguimento, ocorreram 12 &bitos (4 dentre os casos com
mediana da relagdo CD4/CD8 menor que 0,474 e 8 dentre aqueles com
mediana da relagdo maior que 0,474). A SG em 50 meses foi de 92% nos
casos com mediana da relagado CD4/CD8 menor que 0,474 e 84% dentre

aqueles com mediana da relagdo maior que 0,474 conforme ilustrado na

Figura 2.
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Figura 6 - Curva de sobrevida global em 50 meses para os 103 pacientes
portadores de CCR estratificados em mediana da relagdo CD4/CD8 < 0,474 e
mediana da relagdo CD4/CD8 > 0,474 (LogRank p=0,201).
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4.2.2 Sobrevida cancer especifica

Durante o seguimento, ocorreram 10 &bitos (2 dentre os casos com
mediana da relagdo CD4/CD8 menor que 0,474 e 8 dentre aqueles com
mediana da relagao maior que 0,474). A SCE em 50 meses foi de 96% nos
casos com mediana da relagdo CD4/CD8 menor que 0,474 e 84% dentre

aqueles com mediana da relagdo maior que 0,474 conforme ilustrado na

Figura 3.
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Figura 7 - Curva de sobrevida cancer-especifica em 50 meses para os 103
pacientes portadores de CCR estratificados em mediana da relagdo CD4/CD8
< 0,474 e mediana da relacdo CD4/CD8 > 0,474 (LogRank p=0,045).
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4.2.3 Sobrevida livre de doenca

Durante o seguimento, ocorreram 15 6bitos e/ou recidivas (6 dentre os
casos com mediana da relagcdo CD4/CD8 menor que 0,474 e 9 dentre aqueles
com mediana da relagédo maior que 0,474). A SLD em 50 meses foi de 88%
nos casos com mediana da relagdo CD4/CD8 menor que 0,474 e 82% dentre

aqueles com mediana da relagdo maior que 0,474 conforme ilustrado na

Figura 4.
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Figura 8 - Curva de sobrevida livre de doenga em 50 meses para os 103
pacientes portadores de CCR estratificados em mediana da relagcado CD4/CD8
<0,474 e mediana da relacdo CD4/CD8 >0,474 (LogRank p=0,327).
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4.3 FOXP3

A relacao entre a mediana de linfécitos FOXP3* e os parametros
clinicos podem ser vistos na Tabela 2.

Ao relacionar a mediana de linfocitos positivos para FOXP3 com o
sexo, nao se observou diferenga estatistica (p=0,432).

Quanto a presenga de metastases, apesar da diferenca na quantidade
de casos acima e abaixo da mediana, a porcentagem destes nao demonstrou
diferencga estatistica (p=0,557).

Ao estudar a relacdo do tamanho com a mediana de linfocitos positivos
para FOXP3, semelhante aos outros parametros, ndo observamos diferenca
estatistica (p=0,657).

Ao analisar a presenca de invasao microvascular, obtivemos resultados
semelhantes a presenca de metastases, uma diferenga significativa na
quantidade de casos, mas sem diferenga estatistica (p=0,891).

Quanto a presenca ou auséncia de necrose, a mediana de linfocitos
positivos para FOXP3 foi semelhante nas duas situagdes (p=0,944).

Nos casos com alto grau de ISUP (3 e 4), o percentual de linfécitos
FOXP3" foi levemente maior naqueles casos acima da mediana (p=0,431).

Ao estudar a relacdo do estadiamento com a mediana de linfécitos
positivos para FOXP3, semelhante aos outros parametros, ndo observamos

diferencga estatistica (p=0,664).
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Ao relacionar a mediana de linfécitos positivos para FOXP3 com a presenga
ou auséncia de metastase linfonodal, ndo se observou diferengca estatistica

(p=0,517).
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Tabela 2 - Relagdo entre a média de linfécitos FOXP3* e paradmetros

anatomo-clinicos.

Variavel

Sexo
Masculino

Feminino

Metéastase sincrbnica
Nao Metastatico

Metastatico

Tamanho
0-4

>10

Invasao microvascular
Néao

Sim

Necrose
Nao

Sim

ISUP
Baixo grau

Alto grau

Estadiamento Patolégico

v

Estadiamento linfonodal

pNO

PN+

Quantificacao
linfocitaria

N
%
N
%

N
%
N
%

N
%
N
%
N
%
N
%

N
%
N
%

N
%
N
%

N
%
N
%

N
%
N
%
N
%
N
%

N
%
N
%

FOXP3 Total p
< Mediana > Mediana
0,432
52 9 61
57,8% 69,2% 59,2%
38 4 42
42.2% 30,8% 40,8%
0,557
81 11 92
90,0% 84,6% 89,3%
9 2 11
10,0% 15,4% 10,7%
0,657
37 7 44
41,6% 53,8% 43,1%
27 3 30
30,3 23,1% 29,4%
16 1 17
18,0% 7,7% 16,7%
9 2 11
10,1% 15,4% 10,8%
0,891
84 12 96
93,3% 92,3% 93,2%
6 1 7
6,7% 7,7% 6,8%
0,944
42 6 48
47.2% 46,2% 47 1%
47 7 54
52,8% 53,8% 52,9%
0,431
45 4 49
50,0% 30,8% 47.6%
45 9 54
50,0% 69,2% 52,4%
0,664
56 10 66
64,4% 76,9% 66,0%
8 0 8
9,2% 0,0% 8,0%
17 2 19
19,5% 15,4% 19,0%
6 1 7
6,9% 7,7% 7,0%
0,517
14 3 17
87,5% 100,0% 89,5%
2 0 2
12,5% 0,0% 10,5%

N: contagem; %: porcentagem dentro da razdo CD4+/CD8+ - Mediana.
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4.4 ANALISE DE SOBREVIDA FOXP3

4.4.1 Sobrevida global

Durante o seguimento, ocorreram 12 ébitos (10 dentre os casos com
quantidade de linfocitos FOXP3* abaixo da mediana e 2 dentre aqueles com
quantidade de linfécitos FOXP3* acima da mediana). A SG em 50 meses foi
de 88% nos casos com quantidade de linfécitos FOXP3* abaixo da mediana e
84% dentre aqueles com quantidade de linfécitos FOXP3* acima da mediana

conforme ilustrado na Figura 5.
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Figura 9 - Curva de sobrevida global em 50 meses para os 103 pacientes
portadores de CCR estratificados em acima e abaixo da mediana de linfocitos
FOXP3* (LogRank p=0,671).
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4.4.2 Sobrevida cancer especifica

Durante o seguimento, ocorreram 10 &bitos (8 dentre os casos com
quantidade de linfocitos FOXP3* abaixo da mediana e 2 dentre aqueles com
quantidade de linfécitos FOXP3* acima da mediana). A SCE em 50 meses foi
de 90% nos casos com quantidade de linfécitos FOXP3* abaixo da mediana e
84% dentre aqueles com quantidade de linfécitos FOXP3* acima da mediana

conforme ilustrado na Figura 6.
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Figura 10 - Curva de sobrevida cancer-especifica em 50 meses para os 103
pacientes portadores de CCR estratificados em acima e abaixo da mediana
de linfécitos FOXP3* (LogRank p=0,472).
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4.4.3 Sobrevida livre de doenca

Durante o seguimento, ocorreram 15 obitos/recidivas (13 dentre os
casos com quantidade de linfocitos FOXP3* abaixo da mediana e 2 dentre
aqueles com quantidade de linfécitos FOXP3* acima da mediana). A SLD em
50 meses foi de 85% nos casos com quantidade de linfocitos FOXP3* abaixo
da mediana e 84% dentre aqueles com quantidade de linfécitos FOXP3* acima

da mediana conforme ilustrado na Figura 7.
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Figura 11 - Curva de sobrevida livre de doenga em 50 meses para os 103
pacientes portadores de CCR estratificados em acima e abaixo da mediana
de linfécitos FOXP3* (LogRank p=0,762).
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5 DISCUSSAO

5.1 ASPECTOS GERAIS

Uma analise abrangente das interagdes entre trés sistemas altamente
complexos - as células tumorais, a resposta imune e o0 microambiente tecidual
- com o objetivo de integrar o tumor a células imunes, aos microrganismos e
ao microambiente com dados clinicos (incluindo, informagbdes sobre
histologia, evolugéo e historico de tratamento), é necessaria (FRIDMAN et al.
2012). Isto fornecera uma imagem mais clara do contexto imunoldgico dos
tumores humanos e também das interagdes dindmicas das células tumorais
com o sistema imunolégico. A importancia disso ¢é ilustrada pelo fato de que,
embora as densidades de células imunes sejam variaveis de tumor para
tumor, todos os componentes das células imunes (células B, células NK,
células T CD8", células Th1, células Th2, células Treg, células TH17, células
TFH, macréfagos e células dendriticas) sdo encontrados em densidades mais
altas no tumor do que em tecidos ndo cancerosos. No entanto, as células
imunes podem estar localizadas em diferentes partes do tumor. Uma alta
densidade de células T de memoria citotdxica e TH1, tanto no nucleo quanto
na margem invasiva de um tumor € um forte fator progndstico que prediz
recidiva e maior sobrevida global. Um ambiente complexo de citocinas e

quimiocinas também esta presente no microambiente tumoral, permitindo a
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infiltracdo de células imunes e potencial ativagcdo em tumores adjacentes a
ELT.

Estes dados ndo s6 langam nova luz sobre a relagao entre imunidade e
cancer, mas também fornecem informagdes sobre o manejo de doengas malignas.
De fato, o padrao de infiltracdo de células imunes permaneceu como o Unico critério
significativo usado para prever sobrevida livre de doenca e sobrevida global, além
da classificaggo TNM (FRIDMAN et al. 2012). Juntamente com estudos em
camundongos, a analise do microambiente imunolégico humano oferece um novo
paradigma pelo qual a resposta imune, pelo menos tanto quanto a classificagao
histopatolégica de TNM, afeta o resultado clinico e a capacidade de guiar a
terapéutica.

Os novos desenvolvimentos e a percepgao dos mecanismos regulatérios do
sistema imune ampliaram a compreensdo dos mecanismos imunolégicos e

tornaram a imunoterapia novamente o foco do tratamento dos CCR metastaticos

5.2 RAZAO DE LINFOCITOS CD4*/CD8*

Neste trabalho, nenhuma das variaveis clinico-patolégicas estudadas
mostrou relagdo significativa com a razdo da quantidade de linfocitos CD4* e
CD8".

Pacientes que apresentaram valores da relagédo CD4*/CD8* abaixo da
mediana tiveram menores taxas de sobrevida. Casos que apresentaram
mediana da razao de linfécitos CD4+/CD8+ menor que 0,474 viveram cerca

de 45 meses (intervalo de confianga; IC 95:43-47), enquanto aqueles que
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apresentaram mediana maior que 0,474 viveram cerca de 33 meses (intervalo
de confianga; IC 95:30-37).

Ao comparar nossos achados a outros estudos que avaliaram
carcinomas renais vemos algumas similaridades.

BAINE et al. (2015) apresentaram resultados semelhantes e também
demonstraram a falta de correlagao entre grau nuclear, estadio tumoral e
densidade de linfocitos CD4* e CD8*. J4 NAKANO et al. (2001) mostraram
que abundante infiltracdo do tecido tumoral por linfécitos CD8+ e CD4+ esteve
associada a sobrevida mais curta.

MENARD et al. em 2018 mostrou haver um maior aumento da
densidade de células T duplamente positivas (CD4+ e CD8+) nos CCR
quando comparado ao cancer de pulmao e colorretal. Além disso, relatou
também que idade do paciente, estadio, grau e tamanho tumoral foram
similares entre os pacientes que apresentaram ou ndo aumento da densidade
de células T CD4+CD8+.

Comparando com outros tipos de tumores, vemos que a relagdo
CD4*/CD8* ainda apresenta resultados controversos e requer um melhor
entendimento. Estudos abordando céncer ovariano e colorretal encontraram
que o aumento da razdo de linfécitos CD8*/CD4* resulta em melhora da
sobrevida (SATO et al. 2005; MENARD et al. 2018). Neste caso, apesar de
estudar os mesmos subtipos linfocitarios, a razao utilizada foi inversa da
analisada neste estudo.

Em cancer de mama triplo negativo, trabalhos semelhantes que

estudaram a relacdo CD4*/CD8* mostrou que na interface tumor-hospedeiro,
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esta relagcao foi significativamente associada tanto a sobrevida livre de
recidiva quanto a sobrevida global (SATO et al. 2005). No Carcinoma
pulmonar nao-pequenas células a baixa razdo CD4*/CD8* prediz melhor
prognéstico (SATO et al. 2005). Em cancer de colo uterino, um baixa razéo
CD8*/CD4* mostra pior prognéstico (JORDANOVA et al. 2008).

REMARK et al. em 2013 comparou carcinoma colorretal e CCR e
afirmou que elevadas densidades de linfécitos CD8* foram correlacionadas a
tempo de sobrevida maior em carcinoma colorretal e tempo de sobrevida
menor em CCR.

De acordo com ZINGG et al. (2010), a razao de linfécitos CD8*/FoxP3*
nao € um fator preditivo de sobrevida para cancer de eséfago.

Outros estudos envolvendo carcinomas ovarianos, carcinomas
colorretais, carcinomas pulmonares nao-pequenas ceélulas, carcinomas
mamarios, adenocarcinomas pancreaticos, carcinomas uroteliais e
hepatocarcinomas mostraram que a alta quantidade de infiltrado linfocitario
tumoral CD4* e/ou CD8* esteve relacionada a melhor progndéstico (NAITO et
al. 1998; ZHANG et al. 2003; FUKUNAGA et al. 2004; SHARMA et al. 2007;

AL-SHIBLI et al. 2008; MAHMOUD et al. 2011; FOERSTER et al. 2018).
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5.3 LINFOCITOS FOXP3*

Neste trabalho, nenhuma das variaveis clinico-patologicas estudadas
mostrou relagao significativa com a quantidade de linfocitos FOXP3 positivos.
Ja outros autores puderam demonstrar algo diferente.

[IDA et al. (2019) estudaram 87 pacientes e viram que altas contagens
de infiltrado linfocitario FOXP3* estavam relacionadas a fatores
independentes de mau progndstico, metastase e recorréncia local apos
nefrectomia radical (p = 0,006).

Da mesma forma, NAKAYAMA et al. (2017) mostraram que a infiltragcao
por células T regulatérias no tumor estava associada a pior prognéstico em
111 pacientes com ccCCR. KANG et al. em 2013 demonstraram resultado
semelhante onde a infiltragdo intratumoral de linfécitos FOXP3 positivos se
correlacionou com metastase a distancia e pior sobrevida global em CCRcc
apos estudar 199 casos.

Em tumores de outros sitios, encontramos resultados diversos. LI et al.
em 2017 relataram que a expressdo nuclear aumentada de FOXP3 se
correlacionou com melhor prognéstico no carcinoma ductal invasivo da mama
apos estudar 123 casos.

Por outro lado, PENG et al. (2016) que também estudaram céancer de
mama, adversos.

SPECTOR et al. (2019) estudaram 464 casos de carcinoma de células
escamosas de cabeca e pescoco e viram que o aumento dos niveis de

linfécitos FOXP3* estavam associados a melhora na sobrevida.
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NEVES FILHO et al. em 2018 estudou 54 casos de tumores gastricos
e viu que a alta expressao de FOXP3 foi associada a tumores pouco
diferenciados (p = 0,03) e a presenca de infiltragao vascular (p = 0,04).

LEE et al. (2018) também estudou cancer gastrico em 2018 e viu que
a alta expressao de células T FOXP3* foi correlacionada com pior sobrevida
global.

Em cancer colorretal, um estudo com 168 pacientes de FENG et al.
(2019) concluiu que pacientes com alto infiltrado linfocitario tumoral FOXP3*
tiveram significativamente melhor sobrevida livre de recidiva e sobrevida
global.

De acordo com YANG et al. (2017) linfocitos FOXP3* podem agir na
inducdo do crescimento tumoral e metastase em tumor de pulmao nao
pequenas células.

LI et al. estudou tumores ovarianos em 2016 e encontrou que a
presenca de linfocitos FOXP3* ndo teve impacto na sobrevida global e SCE
(HR =0,98).

Como pudemos observar, em carcinomas de células renais, a relagao
da quantidade de infiltrado inflamatério CD4+, CD8+ e/ou FOXP3+ parece ter
pouca ou nenhuma correlagdo com dados clinico-patolégicos, assim como
prognéstico. Isso pode ser devido ao fato da maior parte dos casos deste
estudo corresponder a CCR localizado, enquanto a imunoterapia aplica-se
principalmente a doencga renal avangada.

Além disso, uma falha no nosso estudo foi ter avaliado a quantidade de

linfocitos apenas intra-tumoral, devido a técnica utilizada em TMA. No corte
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inteiro a quantidade de linfécitos estudada € maior e possivelmente mais
fidedigna. Também no corte inteiro é possivel estudar a populagao linfocitaria
do fronte de invasdo, onde ha uma maior concentracdo de linfécitos T
citotoxicos, um dos responsaveis pela destruicdo das células tumorais. Logo,
estudos com corte inteiro da interface tumor/tecido ndo tumoral podem trazer
dados distintos.

Uma melhor compreensao da natureza constitutiva e da especificidade
das respostas de células T CD8" CD4* e FOXP3 em pacientes com CCR séao
necessarias e provavelmente fornecerdo informacbes para projetar,

implementar e monitorar tratamentos mais eficazes.
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6 CONCLUSOES

A razao de linfécitos CD4*/CD8* apresentou impacto na sobrevida
cancer especifica (SCE) (p=0,045), sendo pacientes com valores de relagao
CD4*/CD8* abaixo da mediana aqueles que tiveram menores taxas de
sobrevida.

Nao houve associagao entre a quantidade intratumoral de linfécitos
CD4* e CD8" e parametros clinico-patolégicos.

A quantidade de linfocitos intratumorais FOXP3* nao apresentou
impacto nas taxas de sobrevida estudadas.

Semelhante ao CD4 e CD8, nao houve associacao entre a quantidade

de linfécitos FOXP3* intratumorais e parametros clinico-patolégicos.
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