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RESUMO

Ribeiro HSC. Expressao proteica de PD-L1 em pacientes com adenocarcinoma gastrico e
de transicao esofago-gastrica antes e apos tratamento neoadjuvante e correlacio com

desfechos clinicos. [Tese]. Sdo Paulo; Fundacao Antdnio Prudente; 2020.

Introducfo: A incidéncia e o impacto preditivo e prognostico da expressao proteica de PD-L1
em pacientes com cancer gastrico submetidos a tratamento perioperatorio ¢ incerto, bem como
a influéncia do tratamento sistémico nesta expressao. Objetivo: Determinar a expressao de PD-
L1 em biopsias de neoplasias gastricas pré-neoadjuvancia e em pecas cirirgicas apos este
tratamento e correlacionar estes achados com a resposta a quimioterapia pré-operatdria € com
os resultados de sobrevida observados. Método: Coorte retrospectiva de pacientes com cancer
gastrico e de TEG tratados no A.C.Camargo Cancer Center de 2007 a 2017. Bidpsias pré
tratamento e de 4areas representativas da neoplasia colhidas das pegas cirtirgicas apds a
neoadjuvancia e representadas em TMA foram analisadas por IHQ utilizando-se o anticorpo
22C3 PharmDx da DAKO com os resultados analisados pelo CPS. A SG e SLD foram
calculadas pelo método de Kaplan-Meier e a regressao de Cox foi usada para calcular os HR
crus e ajustados para fatores prognodsticos. Resultado: Duzentos e setenta pacientes foram
incluidos, com mediana de idade de 58,9 anos, 51,5% estadiados como c¢T3-T4N+, 45% com
histologia difusa. Apo6s a pés-neoadjuvancia, 13% de casos apresentaram resposta completa e
53% com regressao tumoral inferior a 50%. Com um seguimento mediano de 60,3 meses, as
sobrevidas global e livre de doen¢a medianas ndo foram atingidas. O percentual de casos PD-
L1 positivos nas biopsias foi 11,4% e em pegas cirtrgicas foi 18,6% com CPS mediano de 3
(IQR 2,0 — 7,5) ¢ 9 (IQR 5,0 — 20,0) respectivamente. Em 18,9% dos casos com amostras
pareadas, as mesmas foram classificadas como PD-L1 negativo nas biopsias e positivos na peca
cirirgica. A expressdo proteica do PD-L1 ndo esteve associada nem a resposta patoldgica nem
aos resultados de sobrevida. Conclusdo: A expressdo proteica de PD-L1 em pacientes com
cancer gastrico ¢ de TEG submetidos a quimioterapia perioperatoria ¢ baixa e
significativamente diferente quando analisada nas bidpsias pré-tratamento e nas pecas

cirrgicas e, nessa coorte, nao se correlacionou com sobrevida.

Descritores: Neoplasias Gastricas. Terapia Neoadjuvante. Progndsticos. Imuno-Histoquimica



ABSTRACT

Ribeiro HSC. [Immunohistochemical expression of PD-L1 before and after neoadjuvant
therapy in gastric and GEJ cancer patients and its association with clinical features and

outcomes]. [Tese]. Sdo Paulo; Fundacao Antdnio Prudente; 2020.

Background. The incidence, prognostic and predictive impacts of PD-L1 IHC expression in
locally advanced gastric cancer is uncertain as well as the effect of preoperative treatment on
this expression. We aimed to determine the expression of PD-L1 by CPS in the pre-treatment
biopsy and surgical specimens of patients with gastric cancer who received neoadjuvant therapy
and its association with pathological response and survival outcomes. Method. Retrospective
cohort of patients treated at a cancer center from 2007 to 2017. Patients with confirmed gastric
or GEJ adenocarcinoma who received neoadjuvant treatment and curative-intent surgery were
included. Gastric stump tumors and those who had a total esophagectomy were excluded.
Clinical data were obtained from medical charts. Biopsy samples and a tissue microarray with
the most representative areas of the surgical specimen were used to evaluate PD-L1 IHC
expression with 22C3 phamDx antibody. Results were analyzed using the CPS score. Overall
and DFS survival included the Kaplan-Meier product-limit estimator and a Cox regression was
used to obtain crude and adjusted HR for prognostic factors. Results. 270 patients were
included: median age was 58.9 years, most (51.5%) had cT3-T4N+ stages, 45% had diffuse
histology and 87.8% completed the preoperative regimen. 13% had a pCR, while 53% had
minimal tumor regression. With a median follow-up of 60.3 months (CI 95% 54.7 — 65.8), the
median OS and DFS were not reached. 11.4% of biopsies and 18.6% of surgical specimens had
positive CPS, with a median score of 3 (IQR 2,0 — 7,5) and 9 (IQR 5.0 — 20.0) respectively. In
18.9% of paired samples the PD-L1 expression was found to be negative in the biopsy sample
and positive in the surgical specimen. PD-L1 expression was neither associated with pathologic
response after neoadjuvant chemotherapy, nor with survival outcomes. Conclusion. PD-L1
expression on the setting of locally advanced gastric cancer was low and it was different when

biopsy and surgical specimens were compared. No impact on survival results could be detected.

Keywords: Stomach Neoplasms. Neoadjuvant Therapy. Prognosis. Immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

O adenocarcinoma gastrico configura uma importante causa de morbi-mortalidade por
neoplasias em todo o mundo. Segundo os dados do GLOBOCAN, publicados em 2018, neste
ano, devem ter ocorrido cerca de 1.033.000 casos desta doenca, com mais de 780 mil obitos,
nimeros que o tornam o quinto tumor mais frequentemente diagnosticado e a terceira causa de
obito por cancer em todo o mundo (Bray et al. 2018; Ferlay et al. 2019). No Brasil, a proje¢ao
do INCA estima cerca de 21.000 novos casos de cancer gastrico em 2020, correspondendo ao
quarto tumor mais incidente em homens e o sexto entre as mulheres (Ministério da Satde 2020).

Entre os fatores de risco, se destaca a infec¢ao pelo H. pylori, sendo que cerca de 75 a
90% dos casos podem ser atribuidos a esta causa (Plummer et al. 2015). Além disto, um
componente dietético parece ser também preponderante, incluindo o alto consumo de sal
(especialmente em alimentos conservados salgados), além de dieta pobre em frutas, o
tabagismo e o consumo excessivo de alcool (IARC-Working Group on the Evaluation of
Carcinogenic Risks to Humans 2012). E importante destacar que a maioria dos casos parece
estar relacionada a uma sinergia destes fatores de risco mais do que a apenas uma causa. Fatores
genéticos respondem por uma menor parcela de casos, com menos de 10% deles estando
associados a sindromes de cancer hereditario tais como a sindrome do cancer gastrico difuso
hereditario e a sindrome de Li-Fraumeni (Mclean et al. 2014).

A incidéncia do cancer gastrico ¢ varidvel em diferentes areas do mundo, provavelmente
relacionada a prevaléncia destes fatores de risco e a fatores genéticos. Esta mesma relagdo
parece explicar o declinio da incidéncia de tumores distais € um aumento no niimero de casos
de tumores proximais, mais relacionados a fatores como obesidade e doenca do refluxo gastro-

esofagico (Demartel e Parsonnet 2018).
1.1  CARCINOGENESE E CLASSIFICACAO PATOLOGICA

O adenocarcinoma gastrico ¢ uma neoplasia complexa e heterogénea. Fatores como a
idade de acometimento, a localizacdo tumoral, os achados histologicos e moleculares, bem
como a correlagdo etiologica de caracteristicas genéticas e associadas a0 meio ambiente variam
enormemente entre os individuos acometidos. A heranga familiar, conforme citado

anteriormente, parece corresponder a cerca de 10% dos casos, dentre os quais 3% podem ser



atribuidos a mutagdes germinativas especificas (como por exemplo o gene da E-caderina,
CDHI1) (Vogelaar et al. 2012). Nos demais 90% de casos considerados esporadicos, a infec¢ao
pelo Helicobacter pylori é um dos eventos etiologicos predominantes, com a colonizagdo do
epitélio gastrico levando a uma série de eventos inflamatorios pré-cancerosos, incluindo a
gastrite crOnica, a atrofia da mucosa, a metaplasia intestinal e a sequéncia displasia —
adenocarcinoma (Tan e Yeoh 2015). A co-infecgdo com outros patdégenos como o virus do
Epstein-Barr parece exercer um papel importante em um subgrupo de pacientes enquanto a
ocorréncia da neoplasia em pacientes H. pylori negativos ¢ rara (0.42 a 24.6% dos casos), ¢
dependente de critérios diagnosticos e geograficos (Yamamoto et al. 2015). Cirurgias géstricas
prévias e a exposi¢do constante ao refluxo alcalino sdo também fatores de risco reconhecidos
na origem desta neoplasia.

Do ponto de vista patologico, o adenocarcinoma gastrico pode ser categorizado em
diferentes subtipos e as classificacdes mais conhecidas sdo a de Laurén e a da World Health
Organization-WHO (Organizagdo Mundial da Saude-OMS).

A classificagcdo de Laurén, inicialmente descrita em 1965, ¢ ainda amplamente utilizada
e separa estes tumores em tipos intestinais, difusos e mistos / indeterminados. O subtipo
intestinal parece ser o mais frequente (54%) e estd associado a idade mais avancada, tumores
distais (ndo-cardia), sexo masculino e presenga de metaplasia intestinal. Por outro lado, os
tumores difusos sdo menos frequentes (32%), incidem em individuos mais jovens, mais
comumente em topografia mais proximal do 6rgdo e carregam um progndstico mais reservado
(Laurén 1965). Embora a infec¢ao pelo H. pylori seja prevalente em ambos os subtipos, ela
parece exercer um papel mais preponderante na carcinogénese do subtipo intestinal.

Por outro lado, a classificacado da WHO de 2019 reconhece cinco subtipos principais de
adenocarcinoma gastrico, quais sejam tubular, papilifero, mucinoso, de células pouco coesas
(incluindo os casos com células em anel de sinete e outros subtipos) e os adenocarcinomas
mistos, além de subtipos mais raros. A classificacao ¢ baseada no subtipo predominante, uma
vez que frequentemente mais de um perfil histolégico pode ser encontrado no mesmo paciente
(Nagtegaal et al. 2020).

Apesar de muito uteis na categorizagao de pacientes e, inclusive, na selecao dos mesmos
para diferentes modalidades de tratamentos loco-regionais (endoscopicos e cirurgicos), tanto a
classificagdo de Laurén quanto a da WHO tém sido de pouca valia na estruturacao de estratégias
de tratamento alvo-especificas da doenca, uma vez que as principais vias moleculares e os
potenciais alvos terapéuticos ndo sdo referidos em ambas. Até ha pouco tempo, a Unica

caracteristica molecular do adenocarcinoma géstrico traduzida em estratégia de tratamento na



pratica clinica era a descoberta de que tumores que hiper-expressam a proteina HER2 (7-34%
dos casos) apresentam ganho de sobrevida no cenario metastitico com a adigdo do
Trastuzumab, um anticorpo que bloqueia a autodimerizacdo desta molécula e a ativagdo
constitutiva desta via de sinalizagdo, ao tratamento baseado em platina e fluoropirimidina (Bang
et al. 2010). Isto reforca a necessidade de classificagdes que levem em consideragdo o
conhecimento mais aprofundado dos mecanismos de carcinogénese do adenocarcinoma
gastrico bem como os potenciais alvos terapéuticos identificaveis como estratégias de melhorar

o enfrentamento desta doenca.

1.2 CLASSIFICACAO MOLECULAR E MECANISMOS DE EVASAO IMUNE

Na ultima década, observou-se um grande esforco de varios grupos internacionais em
evoluir destas classificagdes anatomo-patologicas da doenca para uma compreensdo mais
ampla dos mecanismos moleculares, incluindo a mudanga na estratégia de analise de mutagdes
genéticas especificas e pontuais para o sequenciamento genOmico completo, além da
consideracdo de fenomenos epigenéticos nesta caracterizagao.

Neste sentido, em 2014, o The Cancer Genome Atlas (TCGA) produziu a classificacdo
molecular do adenocarcinoma gastrico até o momento mais divulgada e discutida na literatura
especializada. Nesta classificacdo, as neoplasias gastricas foram separadas em quatro grupos,
incluindo o subtipo Epstein-Barr virus positivo (EBV+), o grupo com instabilidade de
microssatelites (MSI), o subtipo com instabilidade cromossomica (CIN) e os tumores com
estabilidade gendmica (Cancer Genome Atlas Research Network 2014).

Os tumores EBV+ correspondem a cerca de 8-10% dos casos (Cancer Genome Atlas
Research Network 2014; Pereira et al. 2018) e estdo associados a uma alta frequéncia de
mutacdes de PIK3CA, hipermetilagdo do DNA (CpG Island Methylator Phenotype - CIMP) e
amplificacdo de JAK2, PD-L1 e PD-L2. Sao mais incidentes em pacientes do sexo masculino,
jovens e sem predilegdo por subtipo patologico. J& o subgrupo com instabilidade de
microssatélites corresponde a cerca de 22-30% dos casos e se caracteriza pela hipermetilagao
de MLH1, constituindo um conjunto de tumores com alta carga mutacional e um perfil de
metilagdo do DNA chamado Gastric-CIMP. H4, neste caso, a predilecdo por pacientes do sexo
feminino, mais idosas, tumores do tipo intestinal de Laurén e surgidos nas por¢des mais distais
do 6rgdo. O subtipo de estabilidade genética responde por mais um quinto dos casos e esta
associado a histologia difusa, a mutagdes de RAS e de RHOA e de proteinas de adesdo celular

incluindo a e-caderina (CDH1). E finalmente o grupo de instabilidade cromossomica (CIN)



consiste no maior nimero dos casos (50%) e prepondera entre tumores intestinais, com
amplificagdo de receptores tirosina-kinase, mutagcao de TP53 e aneuploidia.

E importante salientar que paralelamente a este trabalho, outros grupos utilizaram
caracteristicas moleculares, de expressdo génica e de mecanismos epigenéticos semelhantes
para produzir outras classificagdes, como por exemplo a do Asian Cancer Research Group.
Todas, no entanto, embora sinalizem mais claramente a respeito de uma categorizagdo com
maior repercussao clinica dos diversos subtipos moleculares do cancer gastrico, ainda carecem
de validagdes globais e de demonstrarem-se capazes de predizer prognostico e resposta as
abordagens terapéuticas multidisciplinares vigentes (Cristescu et al. 2015).

Este entendimento, associado as recentes descobertas sobre os mecanismos de evasio a
resposta imune das neoplasias sélidas langou luz a uma nova frente terap€utica para pacientes
com cancer gastrico. Simultaneamente ao lancamento da classificacdo molecular do TCGA,
algumas analises mostraram uma alta incidéncia de expressdo de proteinas associadas aos
checkpoint imunes nestes pacientes, especialmente aqueles com os subtipos EBV+ ¢ MSI.
Neste mesmo sentido, a imunossupressao para transplantados ou portadores de doencas
autoimunes esteve correlacionada com o surgimento de casos de cancer gastrico, refor¢cando o
link entre a agdo dos mecanismos de defesa imunoldgica e o aparecimento ¢ a progressdo da
doenga (Yang et al. 2016).

Além disso, proteinas chaves na modulagdo do sistema imune tais como CTLA-4
(cytotoxic T-lymphocyte antigen 4), IDO (indoleamine 2,3-dioxygenase), LAG-3 (Linfocyte
Activation Gene 3) e PD-1 (Programmed cell death 1) estdo super-expressas em células imunes
de pacientes com cancer gastrico sugerindo um papel da exaustdo da capacidade de defesa das
células T induzida pelo tumor na progressao da doenca (Kim JW et al. 2016).

De modo sucinto, a ativagdo de células T e a tolerdncia imune sdo parcialmente
mediadas pela familia de proteinas B7. Destas, PD-1 ¢ reconhecidamente expressa por
linfocitos T ativados nos centros germinativos de foliculos linfoides e também em linfocitos
infiltrados em tumores (TILs — Tumor-Infiltrating Lymphocytes) ¢ em outras células imunes.
Por outro lado, B7-H1, uma proteina trans-membrana mais conhecida como Programmed death
ligant 1 (PD-L1), expressa pelas células tumorais e por células do sistema imune, ¢ responsavel
pela regulagdo negativa da resposta imune mediada pela célula T ao se ligar ao seu receptor na
superficie destas células (PD-1). A hiper-expressao de PD-L1 pelas células tumorais esta
associada a apoptose de linfocitos T reativos ao tumor e a progressdo tumoral (Dong et al.
2002). Esta correlagdo entre a expressdo destas proteinas de checkpoint imunes com a

tumorigénese gastrica ¢ ainda refor¢ada pelo fato de que a expressdo de PD-L1 ¢ ausente em



tecido gastrico normal e é apenas fraca em adenomas gastricos. Por outro lado, 30 — 65% dos
casos de adenocarcinoma gastrico invasivos expressam PD-L1 e esta expressdo esta
correlacionada com profundidade de invasdo, acometimento linfonodal, disseminagao
sist€émica e tamanho do tumor (Lin et al. 2018).

O impacto da hiper-expressdo destas proteinas de bloqueio da resposta imune nos
resultados de sobrevida dos pacientes com adenocarcinoma gastrico ¢ ainda contraditorio na
literatura, com coortes apontando para um pior progndstico (Qing et al. 2015; Dai et al. 2017),
provavelmente relacionado a capacidade tumoral de evasdo do sistema imune que tal expressao
sinaliza, enquanto outras sinalizaram em sentido contrario (Kim JW et al. 2016; Boger et al.
2016). O que de fato fica claro ¢ que o entendimento do mecanismo pelo qual a neoplasia faz
uso deste eixo PD1/PD-L1 silenciando o reconhecimento e o ataque imune a suas cé¢lulas, bem
como outros mecanismos de evasdo destas defesas, abriu recentemente um novo flanco de
tratamento desta doenca, pelo uso de anticorpos capazes de bloquear estas proteinas e religar a
capacidade reativa do sistema imune como veremos a seguir (Figura 1). Selecionar os casos

com maior potencial de beneficio de seu emprego passa entdo a ser o desafio que se impde.
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Figura 1 - Visao Esquematica das vias de evasdo do sistema imune e de agdo dos inibidores de

Checkpoint. Dentre estas proteinas, PD-1 e CTLA-4 sdo expressas na superficie das células T enquanto PD-L1
¢ expressa na célula tumoral e nas células imunes e interagem com seus ligantes em células apresentadoras de
antigenos (como as células dendriticas) resultando em evasdo aos mecanismos de defesa imune. Inibidores de

Checkpoint restauram este reconhecimento impedindo a interagdo destas proteinas no microambiente tumoral.

1.3  PADRONIZACAO DO TRATAMENTO LOCORREGIONAL DO CANCER
GASTRICO

O tratamento curativo do cancer gastrico se assenta, até onde a vista alcanca, na
realizacdo de algum procedimento de remocao da lesdo neoplasica com margens de seguranga,
seu correto estadiamento anatomo-patoldgico e na adi¢do de tratamento sistémico nos casos de
doenca nao localizada ou de maior risco para recorréncia. Ambas as estratégias — tratamento
local e sistémico — tém sido continuamente atualizadas e apresentado recentemente, em centros
de referéncia, sucessivas melhorias nos resultados produzidos. Dados de ressecgdes
endoscopicas cada mais seguras e tecnicamente adequadas, de procedimentos cirirgicos ora
minimamente invasivos e de rapida recuperacao pds-operatéria, ora ampliados e cada vez mais

seguros do ponto de vista técnico e de avancos no tratamento sistémico com estratégias de



quimioterapia perioperatoria, com ou sem o uso de terapias alvo e, mais recentemente, com o
emprego da imunoterapia, explicam taxas crescentes de sobrevida alcangadas em varios
cenarios da doenga. Apesar disto, muito ainda ha que ser feito no cenario da doenga metastatica
ou recorrente.

Especificamente sobre a padronizacdo do tratamento local, seguimos, em nossa
institui¢do, os principios recomendados pela Japanese Gastric Cancer Association (2020),
conforme estabelecido em nosso manual institucional (Costa et al. 2013) e em publicagcdes
nacionais (Zilberstein et al. 2013). Lesdes consideradas precoces, com infiltracio de mucosa
ou submucosa sem disseminacao linfonodal podem ser tratadas endoscopicamente ou por uma
ressec¢do cirargica mais limitada. Assim, tumores bem diferenciados, restritos a mucosa,
menores que dois centimetros e sem ulceracdo sdo os candidatos ideais & mucosectomia
endoscopica. Lesoes que excedam este critério de didmetro (até 3 cm) e em centros com equipe
de endoscopia altamente especializadas podem ser tratados com um procedimento de dissec¢do
de submucosa (ESD). Quando a ressec¢do endoscopica ndo ¢ factivel nestes critérios tais
pacientes devem ser submetidos a uma gastrectomia com margens proximais de ressec¢ao de
dois centimetros, associados a uma linfadenectomia limitada, dita D1 na classificagcdo Japonesa.
Este procedimento inclui a remog¢do dos linfonodos das cadeias peri-géstricas e da artéria
gastrica esquerda que deve ser ligada na sua origem. Em casos de lesdes que infiltrem a
submucosa, sem evidéncia de comprometimento linfonodal ou em tumores com critérios
mencionados anteriormente, mas de subtipo difuso, esta linfadenectomia deve ser estendida a
um nivel intermediario, a chamada D1+, acrescentando a remoc¢ao dos ganglios ao longo da
artéria hepatica comum e do tronco celiaco nas gastrectomias subtotais e da artéria esplénica
proximal em caso de gastrectomias totais.

Os tumores que no estadiamento pre-operatorio demonstrem infiltragdo da camada
muscular do estdmago ou além e aqueles com evidencia de comprometimento linfonodal devem
ser submetidos a uma gastrectomia com linfadenectomia a D2, termo que cunha a remogao de,
além das estacdes linfonodais incluidas na linfadenectomia D1+, os ganglios do ligamento
hepato-duodenal e do territério proximal da artéria esplénica para as gastrectomias subtotais e
distais a este vaso e do hilo esplénico para as gastrectomias totais (Japanese Gastric Cancer
Association 2011). As margens proximais de ressec¢ao necessarias devem ser mais amplas que
nos procedimentos para tumores mais inicias, atingindo trés centimetros para lesdes T2 e cinco
centimetros para lesdes mais profundas.

Esta padronizacdo cirurgica parece ser reprodutivel para tumores iniciais e com a

mesma seguranga oncologica ja estabelecida pela cirurgia laparotomica utilizando-se a via de



acesso minimamente invasiva, laparoscopica ou robética, com o beneficio adicional de redugao
do tempo de internagdo, da dor e abreviagao da recuperagao pos-operatoria (Kim W et al. 2016;
Hu et al. 2016). Para pacientes com doenga mais avangada, incluindo infiltracdo de serosa e
linfonodomegalias extensas em exames de estadiamento sdo ainda aguardados dados de
seguranga oncoldgica e comparacao de resultados de sobrevida (Hur et al. 2015), o que nos faz,
em nosso servigo, manter a via de acesso laparotdmica para estes casos.

Os resultados de sobrevida com cirurgia exclusiva para pacientes submetidos a estes
procedimentos padronizados sdo comparaveis entre servigos orientais e ocidentais, incluindo
taxas de sobrevivéncia em cinco anos em torno de 90% no estadio clinico I, 70% no estadio 11,
45% no estadio III e entre 5% e 10% no estadio IV (Lee et al. 2001), segundo estadiamento do
Tumor Node Metastasis-TNM da American Joint Committee on Cancer-AJCC (Amin et al.
2018). Séries de dados populacionais americanos, no entanto, apontam para resultados muito
inferiores a estes, incluindo sobrevida em cinco anos para casos tidos como localizados de
60,9% e de apenas 25,2% para aqueles classificados como com disseminagdo regional (N+)
(Jimetal. 2017). Além disto, taxas de recorréncia de até 30 — 60% sdo descritas apds tratamento
cirirgico aparentemente curativo, com acréscimo significativo deste risco com o aumento da
profundidade de invasdo na parede do 6rgdo e com o acometimento linfonodal. A ndo aderéncia
a padronizacdo do tratamento cirurgico radical e o alto percentual de pacientes diagnosticados
com doenga localmente avancada fortaleceu, nas tltimas décadas, a busca por estratégias de
tratamento multimodal, agregando radio e quimioterapia a ressec¢do cirurgica, como

discutimos a seguir.

1.4 TRATAMENTO MULTIMODAL DO ADENOCARCINOMA GASTRICO E
PERSPECTIVAS FUTURAS

A percentagem de pacientes diagnosticados com tumores em estadios clinicos mais
avangados varia em todo o mundo e est4 correlacionada a estratégias de rastreio populacional,
presentes em paises de alta incidéncia da doenga. No Brasil, por exemplo, recente documento
do Tribunal de Contas da Unido sugere que 38% dos casos de cancer géstrico sdo
diagnosticados no estadio III e outros 41% no estadio IV (Brasil 2019). Nos Estados Unidos,
menos de um ter¢o dos casos sao diagnosticados em estadios iniciais, 0 que resulta em uma
taxa de sobrevivéncia global de 30% em cinco anos considerando-se todos os estadios

agrupados (National Cancer Institute-NCI 2018).



A primeira estratégia estudada a demonstrar beneficio em taxas de controle da doenca
com o tratamento multimodal foi a adjuvancia, utilizando-se radio e quimioterapia em estudos
americanos € apenas quimioterapia em estudos orientais. Assim, em 2001 foi publicado o
resultado do INTERGROUP 0116 no qual pacientes com cirurgias tecnicamente inadequadas
apresentaram ganho de sobrevida com a realizagdo de radio e quimioterapia adjuvantes
(Macdonald et al. 2001). Em outra dire¢2o, com pacientes submetidos ao tratamento cirtirgico
padronizado e com controle restrito de adequagao e aderéncia ao protocolo de linfadenectomia
preconizado, estudos orientais evidenciaram beneficio da adicdo de quimioterapia a
gastrectomia, tanto em sobrevida livre de progressdo quanto em sobrevida global, incluindo
esquemas baseados em S1 (pro-droga metabolizada em Fluorouracil) (Sakuramoto et al. 2007)
e na combinagdo de Capecitabina com oxaliplatina (XELOX) (Bang et al. 2012). Uma critica
continua apresentada a esta estratégia, especialmente nos estudos que tentaram repeti-la em
pacientes ocidentais, foi sempre a alta taxa de descontinuidade do tratamento por toxicidade
limitante ou decisdo do paciente, especialmente os mais idosos e/ou submetidos a gastrectomia
total. Em ambos os estudos menos de 70% dos pacientes completaram os protocolos de
tratamento propostos, o que leva a crer que estratégias que garantissem uma maior taxa de
completude poderiam gerar resultados ainda mais atrativos.

No Ocidente, especialmente nos paises europeus, a estratégia mais empregada na busca
da melhoria dos resultados de tratamento dos pacientes com cancer gastrico localmente
avancado se baseou no emprego da chamada quimioterapia peri-operatoria, administrada antes
e apods o procedimento cirargico. Esta abordagem visa o tratamento precoce da doenga micro-
metastatica, a regressdo patologica (downstaging) do tumor, permitindo maiores taxas de
resseccoes completas e, a0 mesmo tempo, garantir que um maior percentual de pacientes
recebam o tratamento sistémico devido a melhor tolerancia ao mesmo antes do procedimento
cirargico. Os estudos iniciais que validaram esta abordagem foram o MAGIC TRIAL, de 2006,
onde os pacientes foram randomizados para receberem terapia sistémica perioperatoria com
ECF (Epirrubicina, Cisplatina e Fluorouracil) (Cunningham et al. 2006) ou cirurgia exclusiva
e 0 ACCORD 07 onde o esquema de quimioterapia incluia Cisplatina e Fluorouracil (Ychou et
al. 2011). Em ambos, os pacientes com tratamento multimodal apresentaram ganho de
sobrevida global e livre de recorréncia, maiores taxas de ressec¢do RO e com maior percentual
de pacientes estadiados com tumores ypT0-1-2 e ypNO-1, caracterizando o downstaging
patoldgico. A tolerancia ao tratamento sistémico ficou também claramente caracterizada como
dependente do momento em que o mesmo ¢ administrado em ralagdo a cirurgia, sendo que

apenas 55% dos pacientes no MAGIC TRIAL e 48% dos arrolados no estudo francés
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conseguiram completar os ciclos previstos para a etapa pos-operatdria frente a taxas superiores
a 90% de completude para o tratamento neoadjuvante.

Um dado interessante nesta estratégia de tratamento perioperatorio € que aparentemente
a adicdo de radioterapia ao esquema proposto, quer seja no cendrio neoadjuvante (POET
TRIAL), quer seja no pos-operatorio (CRITICS TRIAL) ndo resultou em beneficio de
sobrevida quando comparado a quimioterapia isolada (Stahl et al. 2009; Verheij et al. 2016),
pendente ainda o resultado do TOPGEAR TRIAL, ainda em fase de recrutamento (Leong et al.
2017).

Mais recentemente, dois estudos importantes vieram a clarificar ainda mais esta
estratégia de terapia perioperatéria. Considerando-se dados de eficacia e toxicidade, o estudo
OEO05 TRIAL objetivou determinar a necessidade da adi¢dao de antraciclicos, especificamente
a epirrubicina (Epirrubinica, Cisplatina e Xeloda — ECX) a esquemas contendo
fluoropirimidinas e platina (Cisplatina e fluorouracil — CF) em pacientes com adenocarcinoma
gastrico e de transicdo (Alderson et al. 2017). Apds a inclusdo de 897 pacientes o estudo
demonstrou ndo haver beneficio de esquema com trés drogas neste cendrio, ao menos quando
o terceiro agente ¢ um antraciclico.

Apresentado em plenaria do congresso americano de oncologia em 2017, o estudo
FLOT4-AIO TRIAL (Al-Batran et al. 2017), considerado por muitos a referéncia standard para
tratamento do cancer gastrico localmente avangado, levou dois anos para ter seus resultados
publicados. Neste estudo, pacientes com cancer gastrico e de transicdo esOfago-gastrica
estadiados como cT2 ou maior e/ou cN+ e cMO foram randomizados para receberem em
esquema perioperatério, FLOT (Docetaxel, Oxaliplatina, Leucovorin e Fluorouracil) ou ECF /
ECX (Epirrubicina, Oxaliplatina e Fuorouracil ou Capecitabina). Com um seguimento mediano
de 43 meses, o grupo experimental demonstrou ganho de sobrevida mediana de 15 meses (50
versus 35 meses) em comparagdo ao grupo com esquema baseado em antraciclico (HR 0.77;
95% CI: 0.63 — 0.94; p=0.012). Além disto o esquema incluindo taxano produziu maior taxa de
regressao tumoral e maior propor¢ao de resseccdes RO (Al-Batran et al. 2019). Para pacientes
mais idosos e/ou com performance ndo otima fica a opcdo de esquemas baseados em duas
drogas, sendo o FOLFOX — Fluorouracil, Leucovorin e Oxaliplatina — amplamente utilizado na
pratica clinica.

Mesmo com esta evolugao de resultados demonstrada, como dito anteriormente, uma
parcela significativa dos pacientes ¢ diagnosticada com doenca metastatica ou recorrem apos
um tratamento com intencdo curativa. Esquemas semelhantes aos mencionados no cendrio

perioperatdrio tém sido empregados em primeira linha de casos diagnosticados metastaticos,
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com destaque para a adi¢ao de Traztuzumab naqueles com hiper-expressdo do HER2. Regimes
baseados em irinotecano (com ou sem a adi¢cdo de 5-FU), docetaxel e paclitaxel com ou sem
ramucirumabe sao considerados opcdes em segunda linha (Kang et al. 2012, Magalhaes et al.
2018).

Motivados pelo entendimento dos mecanismos de evasdo ao sistema imune previamente
mencionados, assim como em varias neoplasias sélidas, vem crescendo o interesse pelo uso dos
chamados inibidores de Checkpoint imunes em pacientes com céncer gastrico, sendo que os
dados mais consolidados apontam para um beneficio em parcela selecionada de pacientes em
terceira ou maior linhas de tratamento. Deste modo, dois agentes anti-PD1 foram aprovados
para uso neste cenario: o Nivolumabe, no Japdo, baseado em resultados do estudo
ATTRACTION 2 (Kang et al. 2017) e o Pembrolizumabe, no ocidente (incluindo o Brasil), de
acordo com o a coorte 1 do KEYNOTE-059 TRIAL (Fuchs et al. 2018). Um grande desafio
nestas estratégias ¢ sem duvidas a selecdo de pacientes com maior chance de se beneficiar do
uso desta classe de tratamento, ferramenta até agora sem consenso na pratica clinica. No estudo
Japonés, por exemplo, nao houve selecdo de pacientes baseada em expressdao de PD1 ou PD-
L1 e o beneficio do tratamento foi também independente deste status, embora uma minoria dos
pacientes tenha sido efetivamente testada. Por outro lado, na primeira coorte do estudo
Keynote-059, embora também ndo tenha havido o critério de positividade de expressao de PD-
L1 para recrutamento, todos os pacientes foram testados, sendo o mesmo considerado positivo
em 57.1% dos casos. A taxa de resposta global foi maior em pacientes com PD-L1 positivo e
que receberam o tratamento em terceira linha (22.7%) quando comparado a linhas posteriores

(6.4%) ou com pacientes PD-L1 negativo (8.6%).

1.5 RESPOSTA PATOLOGICA E SOBREVIDA

Desde que o tratamento perioperatorio se tornou rotina em diversos centros do mundo,
duas caracteristicas desta estratégia, ndo importa os agentes empregados, se destacaram como
potenciais beneficios mensurdveis: a maior taxa de resseccdo RO e a resposta patologica
induzida. Como mencionado anteriormente, ¢ comum aos estudos que empregaram algum tipo
de tratamento pré-operatério o achado de uma maior taxa de ressecgdes completas, atribuida ao
downsizing tumoral ou, em outras palavras, a diminuigdo do tamanho das lesdes e o clareamento
de suas margens de relagdo com outras estruturas. O beneficio clinico de ressec¢des RO
(margens microscopicas negativas) ja foi sobejamente demonstrado em vérias neoplasias, nao

sendo os tumores gastricos e de TEG excegdes.



12

Sobre a resposta patolégica, no entanto ha mais controvérsia. Diferentes padronizagdes
desta analise tém sido empregadas e ndo ha um consenso sobre qual a maneira mais fidedigna
e reprodutivel de se reportar estes achados. Conta-se na literatura em dias atuais cinco sistemas
de gradagdo de resposta patologica neste cendrio: Mandard-TRG, a escala da Associacdo
Japonesa de Cancer Gastrico (JGCA-TRG), o sistema do Colégio Americano de Patologistas
(CAP-TRG), o sistema Chinés e a Classificacdo de Becker (Zhu et al. 2017). As duas
classifica¢des mais utilizadas, quais sejam a de Mandard (Tumor Regression Grading — TRG)
(Mandard et al. 1994) e a de Becker et al. (2011) tentam aquilatar o significado de achados tais
como a presencga e o percentual de células tumorais vidveis residuais, bem como a presenga de
fibrose no leito tumoral pds neoadjuvancia. Ambas apresentam pros e contras na literatura
incluindo a reprodutibilidade e a variabilidade inter-observadores e principalmente um impacto
oscilante em termos de prognostico, com dados mais favordveis ora a uma, ora a outra e as
vezes a nenhuma (Tomasello et al. 2017; Hu et al. 2019; Xu et al. 2019).

O que vislumbramos, € parece ser esta também a percepcao de outros pesquisadores, ¢
que, embora as categorias estabelecidas por estas classificacdoes distingam de modo
significativo pacientes em diferentes estratos de sobrevida, este impacto se dilui no
estadiamento patologico pds neoadjuvancia (ypTNM) (Coimbra et al. 2019). Os fatores que
predizem estes padrdes de resposta, bem como sua correlagdo com caracteristicas moleculares
que se revelam importantes na defini¢do de condutas terapéuticas tais como o status de
instabilidade de microssatélites, a hiper-expressao do HER2 e a expressdo do PD-L1 tém sido
intensamente debatidos na literatura recentemente (Choi el al. 2019) e nos parece oportuna

analise semelhante em nosso meio.

1.6 SELECAO DE PACIENTES PARA AS MELHORES ESTRATEGIAS: UM
DESAFIO EMERGENTE

Baseada nestes resultados, ha na literatura uma crescente discussao a respeito do melhor
marcador de predicdo de resposta a esta terapia em casos de adenocarcinoma gastrico,
especialmente na perspectiva de emprego dos inibidores de checkpoint em linhas mais precoces
de tratamento, incluindo o cenario perioperatorio e adjuvante (Mheta et al. 2018). Uma meta-
analise recente demonstrou que a expressao de PD-L1 por imuno-histoquimica ¢ preditor de
resposta a inibidores do eixo PD1/PD-L1 entre mais de quarenta tipos de tumores sélidos

estudados (Khunger et al. 2017).
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Ha, porém, falta de consenso na literatura tanto no que diz respeito a uniformidade de
parametros utilizados para se quantificar esta expressdo quanto sobre quais valores de cut-off
teriam significativo impacto na pratica clinica. Sem este consenso, os estudos com drogas
inibidoras de checkpoint tém utilizado diferentes pardmetros de imuno-histoquimica para a
deteccao da expressdao de PD-L1 em diferentes cendrios, quando nao simplesmente suprimem
este dado. Em cada estudo e para cada neoplasia também o clone proteico especifico para esta
analise varia, criando uma correlagao anticorpo — droga que complica a aplicabilidade clinica e
a reprodutibilidade da informacdo (Nivolumabe — Dako, 28-8 antibody / Pembrolizumabe —
Dako 22c¢3 antibody / Durvalumabe — Ventana SP263 antibody). Além disto, a variabilidade
inter e intra-tumoral e entre diferentes avaliadores também se apresentam como fatores
limitantes (Gaule et al. 2017; Tran et al. 2017; Davis et al. 2019).

Recentemente, tem havido um crescente interesse nas propriedades imunes do
microambiente tumoral incluindo a densidade de Linfécitos CD8+ infiltrando a neoplasia, bem
como a presenca de outras células imunes tais como macrofagos, plasmocitos e histiocitos. O
entendimento do papel deste infiltrado bem como da importancia da expressao das proteinas de
checkpoint imunes também nestas células, em especial o PD-L1, levou a utilizagdo de critérios
distintos de analise e que se mostraram Uteis em diferentes histologias, como o Tumor
Proportion Score (TPS) para cancer de pulmio ndo pequenas células ¢ o Combined Positive
Score (PCS) para adenocarcinomas gastroesofagicos (Kulangara et al. 2019).

A aplicabilidade destes dois critérios tem sido comparada em diferentes cendrios
clinicos. Tecnicamente, o TPS ¢ calculado como a percentagem de células tumorais viaveis
com imunorreatividade parcial ou completa de membrana de qualquer intensidade. O CPS, por
sua vez, consiste em um score calculado pela divisdao do nimero de células PD-L1 positivas
(células tumorais, linfocitos e macrofagos) pelo nlimero total de células tumorais viaveis e
multiplicado por 100. Em uma comparagdo em casos de cancer gastrico e de colo uterino, o
TPS mostrou-se menos sensivel que o CPS em detectar pacientes com cancer gastrico com
beneficio de sobrevida pelo uso da terapia anti-PD-1 com pembrolizumabe, tanto em cut-offs
de 1 e 10 (Kulangara et al. 2018). Além disto, em pacientes ndo expostos a quimioterapia € com
tumores gastricos localmente avancados e ndo metastaticos, pesquisadores japoneses
demonstraram uma positividade muito mais alta para a expressdao do PD-L1 pelo CPS que pelo
TPS (71.7% versus 20.4%), inclusive com sua associagdo com progndstico sendo caracterizada
apenas com esta primeira metodologia (Yamashita et al. 2020), refor¢ando o seu emprego nesta

populacao.
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Além destas analises nao padronizadas da expressdo das proteinas inibidoras de check
points imunes em si, outras correlagdes tém sido tentadas no sentido de se reforgar o carater
preditor de resposta a esta classe de tratamento. O estudo seminal do papel do bloqueio de PD-
1 em neoplasias com Instabilidade de Microssatélites (Le et al. 2015) refor¢ou este achado
como preditor independentemente deste beneficio mesmo quando comparado a expressao do
proprio substrato terapéutico e levou a chamada indica¢do agnostica, independente do sitio
primario,, para a terapia anti-PD1 neste cenario de tumores. Especificamente em cancer
gastrico, os dados do TCGA apontam para uma propor¢do de casos com Instabilidade de
Microssatélites de 22%, nimero este nao reproduzido em séries de doenca locorregional, onde
uma variagdo de 8 a 17% ¢ descrita (Vrana et al. 2018). Em analises ndo planejadas de estudos
de tratamento sist€émico associado a este cenario de doenga locorreginal inclusive, a presenca
de MSI-H foi fator preditor de melhor progndstico e de ndo resposta a terapia sistémica
empregada, levantando a hipdtese que o perfil de maior antigenicidade que esta alteragdo
produz geraria um microambiente tumoral onde a ativacdo dos mecanismos de defesa imune
pudessem exercer um melhor papel no controle da doenca (Smyth et al. 2017; Choi et al. 2017,
2019). E finalmente, a ferramenta que parece carregar a maior precisdo nesta predi¢do de
resposta a imuno-terapia parece ser a Carga Mutacional Tumoral — o Tumor Mutation Burden.
Em painéis comercialmente disponiveis para a determinagdo desta variavel foi demonstrado
que cerca de 5% dos pacientes testados com adenocarcinoma gastrico apresentavam um
resultado de acima de 20 mutagdes / MB, o que os caracterizaria como tento um alto TMB e
uma maior chance de resposta a imuno-terapia. Embora a presenga de hiper-expressao do PD-
L1 e de MSI-H parecam positivamente associadas a um alto TMB, dados apontam para uma
correlagdo ndo perfeitamente linear nestes parametros (Klempner et al. 2017) e levantam a
possibilidade de outras variaveis, tal como o chamado fenétipo T-Cell inflamade , um conjunto
de tumores com hiper-expressdo de genes associados ao interferon y e presentes em varios
subtipos de cancer gastrico poderem ampliar o poder de predi¢do de resposta a estas novas
estratégias terapéuticas (Maron et al. 2017).

Dados de qual a padronizacdo do critério de positividade, de inclusdo ou nio do
infiltrado inflamatorio nesta andlise e principalmente do momento em relagdo ao tratamento (se
antes ou apds a quimioterapia neoadjuvante), bem como da amostra tumoral utilizada para a
pesquisa de expressao destas proteinas sao contraditorios na literatura e ausentes em casuisticas
nacionais. Encontra-se, até recentemente, uma grande variabilidade nas taxas de expressao de
PD-L1 (8,8% a 71,7%) em amostras de cancer gastrico a depender da regido do mundo em que

as coortes foram analisadas, do estadio em que os pacientes foram arrolados ¢ da metodologia



15

empregada na detec¢ao (Pereira et al. 2018; Yamashita et al. 2020). Em uma grande coorte
alema publicada em 2017 um achado intrigante refor¢a a importancia desta selecdo de amostras
uma vez que 33.1% dos casos tidos como PD-L1 positivos na andlise da pega operatéria
apresentavam células com esta expressao apenas no centro do tumor ou no front de invasao e
ndo na superficie luminal da neoplasia, tornando estes casos provavelmente negativos se apenas
uma bidpsia fosse analisada (Boger et al. 2017). Além disso, a concordancia desta expressao
entre sitios primarios e metastaticos foi de 80%. E ndo estd claro na literatura o impacto da
realizacdo de tratamento sistémico neste perfil de expressao, incluindo se a resposta patologica
maior ou menor seria um fator corroborante para esta mudanga e menos ainda se a positividade
ou nao da expressdo proteica do PD-L1 neste contexto carrega valor prognostico melhor ou

pior ou se mantém a capacidade de predicao de resposta aos inibidores do eixo PD1/PD-L1.
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2 JUSTIFICATIVA

Tal como em outros tumores sélidos, o emprego da imunoterapia para pacientes com
cancer gastrico tende a crescer, a despeito da caréncia de ferramentas de selecdo adequada e
uniforme dos melhores candidatos ao seu uso. Outro fato relevante ¢ a existéncia de dados
consistentes demonstrando significativas diferencas regionais de positividade para a expressao
de proteinas relacionadas a evasdo imune e de resposta observada a estas terapias neste cenario,
0 que, per si, justifica sua investigagdo em nosso meio onde, até 0 momento, apenas um estudo
avaliou esta expressao, com critério diverso ao mais utilizado e aceito na literatura especializada
(Pereira et al. 2018). Nao se encontra na literatura, também, uma analise do impacto da
realizacdo de quimioterapia e da resposta ao tratamento sist€émico na expressao proteica de PD-
L1. E, finalmente, ¢ controverso o papel progndstico deste achado, pelo que consideramos
fundamentais andlises adicionais em coortes de pacientes submetidos ao tratamento

considerado standard para esta neoplasia nos dias atuais.
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OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL

Determinar a expressdo proteica do PD-L1 pelo CPS em amostras tumorais de
adenocarcinomas gastricos e de juncdo esdfago-gastrica provenientes de bidpsias pré-

tratamento € em pecas cirirgicas apos a quimioterapia neoadjuvante.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

Descrever os fatores clinico-patolégicos relacionados com a expressao do PD-L1;
Avaliar os resultados de sobrevida global e livre de doenga nesta populacdo e
correlacionar com a expressao do PD-L1 e outros fatores prognosticos clinico-

patoldgicos.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 TIPO DE ESTUDO

Este ¢ um estudo de coorte retrospectiva.

4.2 PACIENTES

O estudo enderecou pacientes com diagndstico histologico confirmado de
adenocarcinoma gastrico e de transicdo esofagogastrica, estadios clinicos IB - III, submetidos
a quimioterapia neoadjuvante seguido de cirurgia com intuito curativo no A.C.Camargo Cancer
Center no periodo de janeiro de 2007 a dezembro de 2017, totalizando 270 casos. Os dados
relacionados as varidveis clinicas, epidemioldgicas, dos tratamentos clinicos neoadjuvante e
adjuvantes, do tratamento cirargico, da avaliagdo da resposta patologica e do desfecho da
sobrevida foram extraidos do banco de dados mantido prospectivamente pelo Nucleo de
Cirurgia Abdominal desta instituigdo desde 2006.

Os critérios de inclusdo foram:

e Pacientes com diagnostico histologico comprovado de adenocarcinoma géstrico,
incluindo aqueles cuja lesdo se encontra na transi¢do esdfago-gastrica, porém
classificados como Siewert II ou III;

e Tratamento quimioterapico e cirargico (gastrectomias totais ou subtotais)
obrigatoriamente realizados no A.C.Camargo Cancer Center, no periodo estudado;

e Cirurgias definidas como sendo de intuito curativo no momento da indicagao.

Os seguintes critérios de exclusdo foram adotados:

e Pacientes com tumores do coto gastrico, uma vez que estes casos representam um
grupo de doentes com padrao de disseminacdo e fatores prognosticos distintos dos
demais;

e Pacientes com tumores descritos como de esdfago distal ou de transicdo
esofagogastrica classificados como Siewert I ou que tenham sido submetidos a
esofagectomia como cirurgia principal;

e Pacientes estadiados, previamente a quimioterapia, como portadores de doenca

metastatica; neste caso, o tratamento sistémico ndo se configura como neoadjuvante;
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e Auséncia de material anatomopatoldgico (bidpsia e/ou pega cirlirgica) que permita
a realizacdo das andlises imuno-histoquimicas necessarias, bem como, a avaliacao
das variaveis da resposta patologica pretendidas, sendo estes casos considerados
apenas nas andlises de sobrevida da coorte como um todo;

e Tumores de histologia mista tal como neoplasias adenoescamosas e

adenoneuroendocrinas.

43 VARIAVEIS

As seguintes variaveis clinicas e de estadiamento pré-operatorio foram levantadas:
° Idade;
° Género;

. indice de Massa Corpérea (IMC);

o Classificacdo de risco da Associacdo Americana de Anestesiologia (ASA);

o Comorbidades identificadas no pré-operatorio;

. Localizagdo da lesdo na endoscopia prévia a quimioterapia;

. Alteragdes radiologicas identificadas na tomografia computadorizada de abdome e

pelve utilizada para estadiamento e/ou a ecoendoscopia quando este exame tiver sido

realizado:

0 Espessamento de parede do estdmago (T3) ou perda da definicdo da camada externa

do orgao (T4)

0 Linfonodos > 8mm no menor eixo e/ou realce anormal ou necrose central (N+);

. Achado de infiltracao de serosa (T4a) ou comprometimento linfonodal a laparoscopia
estadiadora pré quimioterapia;
. Estadiamento clinico agrupado pelo TNM 8&? edicdo (Amin et al. 2018).

Os dados referentes ao tratamento neoadjuvante empregado coletados foram: o esquema
de tratamento, durac¢do e perfil de toxicidade e re-estadiamento clinico pés-neoadjuvancia.

As variaveis relativas ao procedimento cirtirgico anotadas incluiram: tempo operatorio,
necessidade de transfusdes sanguineas durante a cirurgia, complicacdes clinicas e cirurgicas
pos-operatorias (graduadas pelo Classificacdo de Clavien-Dindo — Anexo 1) (Dindo et al.
2004), tempo de internagdo, necessidade de re-internagdo e obito em até 60 dias de pos-

operatorio.
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Também foram coletadas as informagdes relativas ao tratamento adjuvante e de

seguimento oncoldgico apds o término do tratamento multimodal.

44 AVALIACAO ANATOMO-PATOLOGICA E DA EXPRESSAO
PROTEICA DO PD-L1

Os exames anatomopatologicos destes pacientes foram revisados e as seguintes
variaveis descritas: tipo histologico de Laurén (1965); numero de linfonodos dissecados e
comprometidos; profundidade de invasao da parede do o6rgdo; o status de HER2 e o
estadiamento patologico pds neoadjuvancia (ypTNM) segundo a AJCC 8* Edi¢ao (Amin et al.
2018).

A avaliagdo da resposta patoldgica tumoral ao tratamento neoadjuvante foi feita através
das analises microscopicas de toda a lesdo residual ou do leito tumoral da peca cirargica. O
protocolo de processamento macroscopico institucional utilizado inclui:

— A localizagdo, quando possivel, da lesdo ao exame macroscopico e a abertura
longitudinal pela grande curvatura da peca, sem transfixar a lesdo; marcagdo com o
corante as margens distal e proximal.

— Realizagdo de cortes que incluam toda a area tumoral macroscopica ou lesdo residual
(leito tumoral) em toda a sua profundidade; inclusdo de fragmentos representativos das
margens radial, proximal e distal.

— Assegurar-se de incluir fragmentos da transi¢do entre a lesdo e mucosa ndo neoplasica.

— Representacao de fragmentos da mucosa nao neoplasica. Se possivel, representar corpo
e antro, incluindo pequena e grande curvatura.

Para graduacdo da resposta patoldgica do tumor ao tratamento neoadjuvante, utilizamos
a percentagem relativa de células vidveis e também a categorizacdo proposta por Becker et al.
em 2011, que segue:

Grau 1: resposta completa ou subtotal.

Grau la: (0% de células tumorais viaveis).
Grau 1b: (< 10% de células tumorais vidveis).
Grau 2: regressao tumoral parcial (10-50% de células tumorais viaveis).
Grau 3: regressao minima ou sem resposta (> 50% de cé€lulas tumorais viaveis).

As percentagens relativas de fibrose no leito tumoral foram também anotadas.
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Para permitir as analises comparativas um Tissue Microarray (TMA) foi construido
com amostras em duplicatas de cada area representativa da neoplasia extraidas dos blocos das
pecas cirurgicas, apos reanalise dos cortes histoldgicos corados com Hematoxilina-Eosina.
Através do exame de microscopia Optica as areas representativas do tumor foram marcadas e
procedeu-se entdo a marcagdo do bloco de parafina (doador) na éarea escolhida, com caneta
permanente. Utilizando-se o tissue microarrayer (Beecher Instrument, Silver Springe, MD,
USA) foram extraidos os cilindros das areas marcadas e os mesmos transferidos para novos
blocos de parafina (bloco receptor). Cada caso foi representado pelo menos em duplicata com
a obtencdo de dois cilindros de Imm cada de areas representativas e distintas da neoplasia. A
depender da disponibilidade de material e heterogeneidade das areas tumorais alguns casos
foram representados em mais de uma area da peca cirargica. Para a analise das bidpsias pré-
neoadjuvancia, novos cortes dos blocos de parafina foram utilizados e plotados em ldminas
contendo 3-4 casos com vistas a preservar os blocos originais do desgaste que a confec¢do do
TMA poderia gerar em amostras escassas de tecido tumoral, bem como permitir a otimiza¢ao
da quantidade de reagente necessaria para a imuno-histoquimica.

A expressdo proteica do PD-L1 foi pesquisada por imuno-histoquimica utilizando-se o
kit PD-L1 THC 22¢3 PharmDX (Dako North America, Agilent Technologies, Carpinteria,
California) segundo padronizagdo que tem sido empregada na pratica clinica para determinar o
possivel beneficio da utilizagdo de terapia anti-PD1 (Pembrolizumabe) em pacientes com
cancer gastrico avangado (Kulangara et al. 2019). Os procedimentos foram realizados no Core
Facility de Histologia-IHQ-TMA do A.C.Camargo Cancer Center. Os blocos de parafina das
bidpsias gastricas e 0 TMA confeccionado a partir das pecas cirurgicas foram seccionados no
microtomo (Leica, RM2255) na espessura de 4 pum. As laminas foram
posteriormente imunomarcadas com o anticorpo anti-PD-L1 (cat. SK006, DAKO) utilizando o
sistema Autostainer Link 48 conforme instru¢des do fabricante (Agilent Dako 2020).
Brevemente, os cortes foram submetidos a desparafiniza¢do e recuperagdo antigénica com a
solucao de recuperacdo de baixo pH EnVision FLEX (cat. K800521-2, Dako) por 20 min a
97°C. Apos as lavagens, as laminas foram entdo marcadas com o anti-PD-L1 e contracoradas
com hematoxilina. As ldminas foram montadas com meio de montagem Entellan (cat. 107961,
Merck) e enviadas para avaliag@o histopatoldgica.

A analise do resultado obtido foi computada pelo CPS — Combined Positive Score
conforme o seguinte:

CPS = # Células PD-L1 positivas (Células tumorais, linfocitos e macrofagos) X 100

# Total de Células Tumorais Viaveis
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A escolha desta metodologia de analise pretendeu reproduzir o cenario utilizado na
pratica clinica e também atender as evidéncias de que a expressdo do PD-L1 em células imunes
intra e peritumorais tem papel importante na manifestacao do fenotipo de evasao imune e que,
por isso, provavelmente o CPS expressa melhor o papel prognostico de tal achado que o TPS
(Yamashita et al. 2020).

O resultado foi expresso de forma categorizada como amostra PD-L1(+) quando este
escore foi igual ou superior a 1 e casos PD-L1 (-) quando o mesmo foi menor que 1, tanto para
as laminas das biopsias quanto para o TMA com pegas cirurgicas pos neoadjuvancia. A analise
da expressao com o valor do CPS tomado de forma continua também foi realizada. Um paciente
foi considerado com PD-L1 positivo caso apresentasse ao menos uma amostra com CPS maior
ou igual a 1 (em biopsia e/ou peca cirurgica). Em caso de discordancias entre as amostras de
um mesmo paciente, o escore mais alto foi o considerado. A andlise foi feita por patologista
com expertise e treinamento especifico na leitura deste teste. Os controles utilizados foram os
disponibilizados pelo kit, representados por laminas contendo se¢des de duas linhagens
celulares granulares embebidas em parafina e fixadas em formalina: NCI-H226 com expressao

moderada de PD-L1 e MCF-7 com expressao negativa de PD-L1.
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Figura 2 - Confeccao do TMA e andlise do PD-L1 em biopsias e pegas cirurgicas. A. Imagem do

Bloco de TMA apos sua confecgdo: Al — Bloco 1; A2 — Bloco 2. B. Caso PD-L1 positivo em lamina de biopsia

(aumento original 40x). C. Caso positivo em analise de pega cirirgica pelo TMA (aumento original 40x).

4.5 DESFECHOS AVALIADOS

A sobrevida global foi definida como o intervalo, em meses, entre a data de inicio do
tratamento neoadjuvante ¢ o momento do Obito por qualquer causa, ou ultima informagado
clinica disponivel. A sobrevida livre de doenca consistiu no intervalo, também em meses, entre
a data da cirurgia e a ocorréncia de 6bito por qualquer causa ou data da recidiva tumoral. A
auséncia do paciente em duas visitas clinicas consecutivas e/ou auséncia de informagdes, além

desta data, foi definida como perda de seguimento.
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

A mensurag¢do das varidveis quantitativas foi expressa pela medida de tendéncia central
adequada (média ou mediana) com respectivas medidas de dispersdo (desvio-padrdo ou
intervalo interquartil). Para a comparacdo entre grupos, para variaveis numéricas com
distribuicao normal foi realizado o teste T de Student; para variaveis numéricas sem distribuicao
normal optamos pelo teste de Mann-Whitney; para varidveis categoricas foi utilizado o teste do
qui-quadrado de Pearson, ou nos casos de frequéncias menores que 05 dentro de uma tabela
maior que 2x2, a opcao foi pelo Teste Exato de Fischer. Para a comparacdo da expressdo do
PD-L1 em amostras pareadas antes e apds o tratamento neoadjuvante foi utilizado o Teste de
McNemar. Para todas as anélises, valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos.

A andlise da sobrevida global e livre de doenga foi realizada pelo estimador produto-
limite de Kaplan-Meier e a comparagdo das curvas feita através do teste de “log-rank”. As
variaveis que tiveram p < 0,20 pelo teste de log-rank, foram selecionadas para a anélise multipla
utilizando o modelo de riscos proporcionais de Cox. Valores de HR crus e ajustados foram
descritos acompanhados dos IC 95%. As andlises foram feitas nos softwares Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS — versao 22 IBM Corp., Armonk, NY) ou no STATA versao 14
(StataCorp, College Station, TX).

4.7 CONSIDERACOES ETICAS E CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundagdo Antonio
Prudente, mantenedora do A.C.Camargo Cancer Center, em 04/06/2019 sob o registro 2685/19

(Anexo 2) com dispensa do consentimento pds-informado pelo carater retrospectivo do mesmo.
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5 RESULTADOS

51 CARACTERIZACAO DA POPULACAO DE ESTUDO

No periodo analisado, 726 pacientes com diagnoéstico de tumores de estdmago e
transicdo esdfago-gastrica foram avaliados no Departamento de Cirurgia Abdominal do
A.C.Camargo Cancer Center. A Figura 3 demonstra o fluxo de selecdo de casos incluidos nesta
analise apods a aplicacdo dos critérios de inclusdo e exclusdo. Duzentos e setenta (270) pacientes
foram inicialmente estadiados como nao metastaticos, realizaram quimioterapia neoadjuvante
e foram submetidos a cirurgia, sendo esta a amostra considerada para as andlises da sobrevida
global e livre de doencga. Foi possivel a recuperagdo dos blocos de parafina de bidpsias pré-
tratamento de 132 pacientes (1 bloco por paciente = 132 amostras); Apods a selecao das areas
representativas dos tumores pds-neoadjuvancia nas pegas cirurgicas, foram selecionadas para a
confeccdo do TMA 161 amostras de 97 pacientes, assim distribuidas: 53 pacientes com uma
amostra, 27 pacientes com duas, 15 pacientes com 3 amostras, 1 paciente com 4 amostras ¢ 1
paciente com 5 amostras. Em 58 pacientes apenas as biopsias estavam disponiveis, em 23
apenas amostras de pecas cirurgicas foram encontradas e em outros 74 pacientes tanto as
bidpsias pré-neoadjuvancia quanto os blocos das pecas cirtirgicas p6s neoadjuvancia foram
recuperados, constituindo estes ultimos a coorte de pacientes com amostras pareadas. Assim,
um total de 293 amostras foram analisadas (132 de biopsias e 161 de pecas) mas, considerando-
se a superposicao de amostras de bidpsia e pecas num mesmo caso, o numero considerado para
o calculo da expressdo do PD-L1 na coorte foi 155 pacientes (58 apenas com bidpsia, 74

pacientes com amostras pareadas e 23 apenas com pecas cirurgicas).
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726 pacientes

avaliados
304 tratamento cirdrgico primario

9 - necadjuvancia apenas

70 - esofagectomia

34 - tumores de coto gastrico

27 - cM1 apds o estadiamento completo

270 Pacientes 8 - radioterapia pré-operatdria

Selecionados 4 - Histologias Mistas

259 resseccdes RO
- 242 casos ypMO
- 17 casos ypM1
10 casos ressecgoes R1

1 caso ressecgdo R2

74 pacientes com

132 amostras de bidpsias 161 amostras de pecas amostras pareadas (pelo
pré-necadjuvancia pos-neocadjuvancia p
h N menos uma amostra pré e
(132 pacientes) (97 pacientes)

pos neoadjuvancia)

Figura 3 - Sele¢do da populagao de estudo e disponibilidade de blocos de parafina dos tumores

para analise imuno-histoquimica de PDL-1.

Dentre os 270 casos analisados, a maioria era do sexo masculino (59,4%) com média
de idade de 58,6 anos (22 — 83 anos). Mais de 75% dos casos foram classificados como ASA
1-2, denotando uma importante sele¢do de casos com baixa expectativa de complicagdes peri-
operatorias para o tratamento multimodal. Um percentual semelhante de pacientes apresentava
tumores localizados no corpo (41,6%) e no antro (40,2%) ao passo que 18,1% apresentavam
tumores de cardia / fundo gastricos. Em todos, exceto um caso, a tomografia computadorizada
foi o exame de imagem usado no estadiamento e a laparoscopia estadiadora foi realizada em
176 casos (65,2% da amostra). Baseado nestas ferramentas, 62,2% dos casos foram
considerados com linfonodos clinicamente comprometidos (cN+) (Tabela 1). O subtipo
histologico de Laurén mais frequente foi o difuso (45,2%), seguido do intestinal (42,2%) e do

tipo misto (9,6%).
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Tabela 1 - Caracterizagdo da amostra de pacientes quanto as variaveis clinicas e do tumor
primario.

Variavel N %
N =270)
Sexo
Masculino 161 59,6
Feminino 109 40,4
Idade (anos)
Meédia (dp) 58,9 (12,4)
Comorbidades
Ausentes 82 30,4
Presentes 188 69,6
ASA (n=269)
ASA 1-2 204 75,8
ASA 3-4 65 24,2
Localizacao do tumor no estdomago
Céardia / Fundo 49 18,1
Corpo 109 40,4
Antro 112 41,5

Exames de Estadiamento

Tomografia 269 99,6
RM 13 4,8
ECO-Endoscopia 33 12,2
Laparoscopia 176 65,2
PET-CT 35 13,0
Estadiamento Clinico
cT2NO 7 2,6
cT3-4N0 95 35,2
cT1-2N+ 29 10,7
cT3-4N+ 139 515
Subtipo Histolégico
Difuso 122 45,2
Intestinal 114 422
Misto 26 9,6
Inclassificavel 8 3,0
Expressdo / Amplificacio do HER2 (n = 139)
Positivo 19 13,6

Negativo 120 86,4
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Todos os 270 pacientes iniciaram a quimioterapia neoadjuvante, sendo os esquemas
mais frequentemente utilizados os baseados em duas drogas (FOLFOX / XELOX / FLOX / CF
— 156 casos) seguidos de esquemas baseados em trés drogas (EOX / DCF / FLOT / ECX / ECF
— 111 casos). A despeito dos esquemas variados, a tolerancia a quimioterapia pré-operatoria foi
boa e 87,8% dos pacientes concluiram o tratamento proposto. Por outro lado, 84 pacientes nao
chegaram sequer a iniciar o tratamento sistémico pos-operatdrio (incluindo 10 casos de dbitos
pos-operatorios) e apenas 41,1% dos que iniciaram a quimioterapia adjuvante concluiram todo

o tratamento planejado (Tabela 2).
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Tabela 2 - Caracterizagdo do tratamento sistémico perioperatorio instituido e toxicidade.

Variavel N %
Iniciaram o Tratamento Neoadjuvante 270 100%
Concluiram o Tratamento Neoadjuvante 237 87,8%

Esquemas de Quimioterapia (n = 270)

Duas Drogas — Platina e Fluoropirimidinas 156 57,8%
Trés Drogas (+ Epirrubicina) 69 25,6%
Trés Drogas (+ Taxano) 42 15,6%
Outros 3 1,1%
Toxicidade Graus III/IV 51 18,9%
Gastrointestinal 27 10,0%
Hematologica 20 7,4%
Mucosite 11 4,1%
Iniciaram o Tratamento Adjuvante 186 68,8%
Concluiram o Tratamento Adjuvante 111 41,1%

Esquemas de Quimioterapia (n = 186)

Duas Drogas — Platina e Fluoropirimidinas 132 71,0%
Trés Drogas (+ Epirrubicina) 31 16,7%
Trés Drogas (+ Taxano) 21 11,3%
Outros 2 1,1%
Toxicidade Graus III/IV 31 16,7%
Gastrointestinal 21 11,3%
Hematologica 11 5,9%
Mucosite 2 1,1%

Houve um discreto predominio de gastrectomias subtotais (137 versus 133 casos de
gastrectomias totais), (Tabela 3) com via de acesso laparotdomica em aproximadamente 76%
dos casos. Em 30 pacientes a resseccao multivisceral foi necessaria. A linfadenectomia D2 foi
realizada em 96% dos casos, com mediana de linfonodos dissecados de 33 (IQR 23 —43). Em
17 casos, houve deteccdo intra-operatoria de doenga metastatica, com ressec¢ao cirirgica
completa destes focos em todos os casos. Ressec¢des incompletas ocorreram em 11 casos, dez
deles por margens microscopicas comprometidas e um por doenga residual macroscopica
(resseccao R2). A mediana de tempo de internacdo foi de 9 dias e a morbidade global foi de
32%, sendo que a taxa de dbitos pos-operatdrios (contabilizados em 60 dias) atingiu 3,5% (10

casos).
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Tabela 3 — Caracterizacdo do tratamento cirurgico e da morbimortalidade pds-operatoria

Variavel N %
(N =270)
Extensao da ressec¢ao
Gastrectomia Total 133 49,3
Gastrectomia Sub-Total 137 50,7
Via de Acesso Cirurgico
Laparotomica 204 75,6
Minimamente Invasiva 66 24,4
Totalmente laparoscopica 44 16,3
Conversio 17 6,3
Robotica 5 1,9
Linfadenectomia
D1 9 33
D2 261 96,7
N de Linfonodos Ressecados
Mediana (IQR) 33(23-43)
Resseccao Multivisceral
Sim 30 11,1
Nao 240 88,9
Margens de Ressec¢io
RO 259 95,9
R1 10 3,7
R2 1 0,4
Morbidade pés-operatoéria (Clavien)
Nenhuma (Clavien 0) 176 65,2
Menor (Clavien 1 —2) 48 17.8
Maior (Clavien 3 — 4) 46 17,0
10 3,7

Mortalidade Pés-operatoria (60 dias)

Internag¢io em dias (mediana — IQR) 9(7-13)

Apos o tratamento neoadjuvante (Tabela 4), cerca de 47% dos casos foram classificados
como ypTO0-T2 e a maioria (51,5%) como ypNO. A taxa de resposta patologica completa
(ypTOypNO) atingiu 13% (35 casos). Por outro lado, 53% dos casos ainda apresentavam mais
de 50% de células viaveis pela classificacdo de Becker, caracterizando regressao tumoral

minima (Grau 3).
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Tabela 4 - Resultados das andlises patologicas nas pegas cirurgicas pds tratamento
neoadjuvante.

Variavel N %
(N =270)
Estadio T
ypTO 35 13,0%
ypT1 52 19,3%
ypT2 41 15,2%
ypT3 48 17,8%
ypT4a 88 32,6%
ypT4b 6 2.2%
Estadio N
ypNO 139 51,5%
ypN1 36 13,3%
ypN2 43 15,9%
ypN3a 37 13,7%
ypN3b 15 5,6%
Estadio M
ypM1 17 6,3%
Estadiamento patologico agrupado
Resposta patologica completa 35 13,0%
Estadio | 63 23,3%
Estadio I1 66 24,4%
Estadio I 89 33,0%
Estadio IV 17 6,3%
Resposta patologica (% células viaveis)
0% (Grau la) 35 13,0%
< 10% (Grau 1b) 18 6,7%
10% - 50% (Grau 2) 74 27,4%
> 50% (Grau 3) 143 53,0%
Percentual de Fibrose no leito tumoral
(mediana — IQR) (%) 30 (15 -80)

5.2 RESULTADOS DE SOBREVIDA

Com um tempo de seguimento mediano de 60,3 meses (IC 95% 54,7 — 65,8), as taxas
de sobrevidas global e livre de doenca medianas de toda a amostra ndo foram atingidas,
conforme as Figuras 4 e 5. A taxa de sobrevida global em 5 anos atingiu 63,5% e a de sobrevida
livre de doenca 60,5%. Neste periodo, 76 pacientes apresentaram recidivas e 85 foram a 6bito,

16 deles por outras causas que ndo a doenca oncologica.
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Quando analisados isoladamente, os dados da resposta patologica tumoral nas pegas
cirargicas p6s neoadjuvancia, categorizados de acordo com os estratos propostos por Becker et
al. (2011), foram capazes de significativamente separar os pacientes segundo as taxas de
sobrevida estimadas em cinco anos, tanto no que diz respeito a sobrevida global quanto a
sobrevida livre de doenca, com p<0,001 (Figuras 6 ¢ 7). Nas analises das taxas de sobrevida
global, os pacientes com Grau la (resposta patologica completa) apresentaram 96,6% de
sobrevivéncia em 5 anos. Para aqueles com resposta Grau 1b (< 10% de células viaveis) este
percentual atingiu 84,1%. Aqueles com resultado entre 10 — 50% de células viaveis (Grau 2)
apresentaram 69,6% de SG em cinco anos e para os com mais que 50% de células viaveis (Grau

3) este percentual foi a 49,3%.
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Figura 6 - Sobrevida global dos pacientes segundo a resposta patologica tumoral categorizada

pelo percentual de células tumorais viaveis (p<0,001).
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53 EXPRESSAO IMUNO-HISTOQUIMICA DE PD-L1

Conforme citado anteriormente, foi possivel a recuperacdo de material representativo
das bidpsias pré-neoadjuvancia de 48,8% (132 / 270) dos pacientes e de blocos de parafina
selecionados das pegas cirurgicas pds-neoadjuvancia de 35% (97 / 270) de toda a coorte.
Considerando-se situagdes com material apenas de bidpsias, casos pareados (com amostras de
bidpsia e peca cirurgica) e aqueles com material apenas de pecas pudemos avaliar a expressao
do PD-L1 em algum momento do tratamento em 155 pacientes (57%). A frequéncia de
positividade para PD-L1 pelo método do CPS nestes 155 pacientes estudados foi de 20%,
conforme a Tabela 5. Nas bidpsias pré-neoadjuvancia, 11,4% (15/132) das amostras foram
consideradas como PD-L1 positivas com CPS mediano de 3,0 (IQR 2,0 — 7,5). Por outro lado,
este percentual subiu para 16,7% (27/161) das amostras na analise das pegas cirirgicas poOs-
neoajuvancia, com mediana de 9,0 para o valor do CPS (IQR 5,0 — 20,0) (Figura 8). Estas 27

amostras de pecas cirurgicas positivas ocorreram em 18 pacientes, ou seja 18,6% (18/97) da
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coorte com material disponivel apds a neoadjuvancia. Nestes, a seguinte distribuicdo foi
observada: 12 pacientes com amostra unica, 3 pacientes com 2 mostras, sendo que destes um
apresentou uma amostra positiva e outra negativa, 2 pacientes com 3 amostras, sendo que em
um deles duas amostras eram positivas e uma negativa (Caso 112 — Figura 9) e 1 paciente com
5 amostras . Em 58 dos 74 (78,4%) pacientes com amostras pareadas pré e pos-neoadjuvancia,
os resultados da expressdo de PDL-1 em ambas as amostras foram similares e em 16 pacientes
(21,6%) houve divergéncia dos resultados destas andlises. Observamos, neste grupo, que 14
dos 74 (18,9%) pacientes analisados mostraram PDL-1 negativo no material da biopsia e
positivo na pega cirtirgica e em 2 (2,7%) casos esta expressao foi positiva no material da bidpsia
e negativa na pega cirirgica pos tratamento sistémico. Dentre estes 14 casos, apenas dois

apresentavam mais que uma amostra de areas de pega cirurgica no TMA.

Tabela 5 — Expressdao de PD-L1 nas amostras tumorais pré e pos neoadjuvancia e por pacientes
totais e pareados

Variavel N %

Expressio de PD-L1 nas amostras analisadas

(n=293)
Negativa 251 85,2%
Positiva 42 14,3%
Expressao de PDL-1 na amostras de biépsia (n=132)
Negativa 117 88,9%
Positiva 15 11,3%

Expressio de PDL-1 em amostras de pecas
cirargicas (n=161)
Negativa 134 83,3%

Positiva 27 16,7%

Expressiao de PDL-1 por pacientes com ao menos
uma amostra tumoral (biopsia e/ou peca cirurgica)

(n=155)
Negativa 124 80,0%
Positiva 31 20,0%

Expressdo de PDL-1 em pacientes com ambas as
amostras ( biopsia e peca cirargica) (n=74)*

Bidpsia negativa e peca negativa 56 75,7%
Bidpsia negativa e peca positiva 14 18,9%
Biodpsia positiva e pega negativa 2 2,7%
Biodpsia positiva e pega positiva 2 2,7%

*p=0,003 (Teste de McNemar)
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Figura 8 — Exemplo de caso discordante quanto a expressdo do PD-L1: negativo na biépsia (A1 —
HE, aumento original 40x; A2 — IHQ PD-L1 na bidpsia, aumento original 40x) e positivo em pega cirtirgica (B1

— HE, aumento original 40x; B2 — IHQ PD-L1 no TMA — CPS 60, aumento original 40x).
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Figura 9 - Exemplo de heterogeneidade da expressdo do PD-L1 em peca cirurgica pos
neoadjuvancia. Caso 112. A: Bloco 1D — CPS positivo score 20 — A1 — HE (aumento original 40x); A2 — IHQ
PD-L1 (aumento original 40x). B: Bloco 1E — CPS positivo score 10 — B1 — HE (aumento original 40x); B2 — IHQ
PD-L1 (aumento original 40x). C: Bloco 1Q — CPS negativo — C1 — HE (aumento original 40x); C2 — [HQ PD-L1

(aumento original 40x).
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A expressdo imuno-histoquimica de PD-L1 mostrou associagdes estatisticas
significantes com algumas variaveis clinicas e histopatoldgicas, como a idade do paciente,
sendo a positividade deste marcador observada com mais frequéncia em pacientes mais idosos
(média de idade 62,9 anos para os casos positivos versus 57,3 anos para os pacientes com
expressao negativa, p=0,026); com os tumores do subtipo histologico intestinal, de acordo com
classifica¢do de Laurén (p=0,022), e com os tumores de localizagdo proximal (p=0,030) (Tabela
6). De modo interessante, nao houve correlacdo significante entre a expressao de PDL-1 e o
estadiamento clinico pré-tratamento e patologico pods-neoadjuvancia, grau de resposta
patologica determinada pelo percentual de células tumorais viaveis, ou mesmo com o status de
HER2. Também nao se detectou qualquer impacto da expressdo do PDL-1 de forma isolada
nos resultados das taxas sobrevida tanto global (p=0,907) quanto livre de doenca (p=0,686)
(Figuras 10 e 11).
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Tabela 6 - Correlagdo entre a expressdao imuno-histoquimica de PDL-1 e as caracteristicas
clinicas e histopatologicas em 155 pacientes de cancer gastrico submetidos a tratamento

neoadjuvante
Variavel Expressio global de PD-L1 P
No. (%)
Negativa Positiva
Idade (media, dp) 57,3 (12,6) 62,9 (11,3) 0,026
Sexo
Masculino 68 (54,8%) 19 (61,3%) 0,550
Feminino 56 (45,2%) 12 (38,7%
Estadio Clinico
cT1-2 NO 3 (2,4%) 2 (6,4%) 0,122
cT3-4 NO 43 (34,7%) 11 (35,5%)
cT1-2 N+ 14 (11,3%) 0 (0%)
cT3-4 N+ 64 (51,6%) 18 (58,1%)
Histologia (n=151)
Difuso 65 (53,3%) 8 (27,6%) 0,022
Intestinal 44 (36,1%) 18 (62,1%)
Misto 13 (10,6%) 3 (10,3%)
Localizacio
Cérdia/fundo 19 (15,3%) 11 (35,5%) 0,030
Corpo 44 (35,5%) 11 (35,5%)
Antro/piloro 61 (49,2%) 9 (29,0%)
Estadio T
ypT0-2 56 (45,2%) 12 (38,7%) 0,550
ypT3-4 68 (54,8%) 19 (61,3%)
Estadio N
ypNO 55 (44,4%) 16 (51,6%) 0,547
ypN+ 69 (55,6%) 15 (48,4%)
Percentagem de células
vidveis
0% 12 (9,7%) 3(9,7%) 0,620
<10% 7 (5,6%) 2 (6,4%)
10% - 50% 43 (34,7%) 7 (22,6%)
> 50% 62 (50,0%) 19 (61,3%)

Expressao/amplificacio

de HER2 (n=139)

Negativo 97 (87,4%) 23 (82,1%) 0,538
Positivo 14 (12,6%) 5(17,9%)
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54 FATORES PROGNOSTICOS DE SOBREVIDA

Por fim, com os dados da resposta patoldgica ao tratamento neoadjuvante e com a
expressdo do PD-L1, procedeu-se a andlise de fatores progndsticos associados as taxas de
sobrevida global (Tabela 7) e livre de doenga (Tabela 8). Na andlise univariada, o subtipo
histolégico intestinal e a percentagem de fibrose no leito tumoral (tomada como varidvel
continua) foram fatores significativamente associados as melhores taxas de sobrevida global e
livre de doenga. Por outro lado, a classificagdo de risco cirtirgico ASA 3-4, a necessidade de
uma ressec¢ao ampliada, o estadiamento patologico ypT3-4 e ypN+ e o percentual de células
viaveis no leito tumoral entre 10 — 50% (HR 5,17) e acima de 50% (HR 10,29) se
correlacionaram com um pior resultado em ambas as taxas de sobrevida.

Nas analises multivariadas para ambos os desfechos, apenas a variavel relacionada ao
estadiamento patologico pos-neoadjuvancia (ypT3-4 e ypN+) manteve uma associagdo
significativa com pior prognostico nas taxas de sobrevida, enquanto o subtipo intestinal
continuou relacionado a um melhor desfecho clinico. A expressdo de PD-L1 nao foi fator
associado as taxas de sobrevida em ambas as andlises e o grau de resposta patoldgica a
neoadjuvancia nao se manteve como preditor nem de sobrevida global, nem de sobrevida livre

de doenga, na analise ajustada.



Tabela 7 — Analise uni e multivariada de fatores prognoésticos de Sobrevida Global
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Variavel

Analise univariada

Analise multivariada

Sexo masculino
Idade

ASA

ASA 1-2

ASA 34

Localizacao do tumor

Cardia / fundo
Corpo

Antro / piloro
Estadio Clinico
cT1/T2 NO
cT3/T4 NO
cT1/T2 N+
cT3/T4 N+
Resseccdo ampliada
Histologia
Difuso
Intestinal

Misto

Estadio T
ypTO0-1-2
ypT3-4

Estadio N
ypNO

ypN+

Fibrose

Percentagem de
células viaveis
0%

<10%

10% - 50%

> 50%

PD-L1 Positivo

HR
1,02
1,01

1,0
1,58

1,40
0,95
1,0

1,0
1,22
0,58
1,46
2,38

1,0
0,61
0,56

1,0
5,66

1,0
4,33
0,98

1,0
1,77
5,17

10,29

1,04

1C 95%
(0,67 - 1,55)
(0,99 — 1,02)

(1,01 —2,47)

(0,81 —2,43)
(0,60 — 1,51)

(0,29 - 5,08)
(0,11 - 3,00)
(0,36 — 5,99)
(1,40 — 4,03)

(0,39 — 0,95)
(025 -1,25)

(3,29 -9,72)

(2,67 - 7,00)
(0,97 - 0,99)

(0,25 - 12,62)
(1,21 -22,05)
(2,52 - 42,02)

(0,52 -2,07)

0,926
0,484

0,043

0,231
0,822

0,787
0,519
0,600
0,001

0,030
0,157

< 0,001

<0.001
<0,001

0,565
0,026
0,001
0,907

HR

1,0
1,31

1,48

1,0
0,56
0,50

1,0
2,93

1,0
2,67
1,00

1,0
0,78
1,46
3,13

IC 95% P
(0,81 -2,12) 0,273
(0,83 —2,64) 0,181
(0,35 - 0,90) 0,017
(0,22 — 1,13) 0,096
(1,61 —5,33) <0,001
(1,54 — 4,63) <0,001
(0,99 - 1,02) 0,641
(0,10 - 5,89) 0,809
(0,29 —7,30) 0,646
(0,43 — 22,66) 0,260
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Tabela 8 - Analise uni e multivariada de fatores progndsticos de Sobrevida Livre de Doenga

Variavel

Analise univariada

Analise multivariada

Sexo masculino
Idade

ASA

ASA 1-2

ASA 34

Localizacao do tumor

Cardia / fundo
Corpo

Antro / piloro
Estadio Clinico
cT1/T2 NO
cT3/T4 NO
cT1/T2 N+
cT3/T4 N+
Resseccdo ampliada
Histologia
Difuso
Intestinal

Misto

Estadio T
ypTO-1-2
ypT3-4

Estadio N
ypNO

ypN+

Fibrose

Percentagem de
células viaveis
0%

<10%

10% - 50%

> 50%

PD-L1 Positivo

HR
1,07
1,01

1,0
1,61

1,61
0,96
1,0

1,0
1,37
0,68
1,47
2,59

1,0
0,63

0,61

1,0
6,61

1,0

4,7396

0,98

1,0
1,89
5,82
11,94
1,14

IC 95%
(0,71 - 1,60)
(0,99 — 1,02)

(1,05 -2,46)

(0,96 —2,70)
(0,61 — 1,51)

(0,33 —5,70)
(0,14 - 335)
(0,36 - 6,03)
(1,57 —4,28)

(0,41 -0,98)
(0,29 —1,28)

(3,86 - 11,32)

(2,96 — 7,56)
(0,97 — 0,99)

(0,27 — 13,45)
(1,37 - 24,74)
(2,93 - 48,71)
(0,59 —2,21)

0,742
0,363

0,029

0,071
0,864

0,662
0,633
0,593
<0,001

0,039
0,191

< 0,001

<0.001
<0,001

0,523
0,017
0,001
0,687

HR

1,0
1,29

1,42
0,99

1,47

1,0
0,58
0,54

1,0
3,37

1,0
2,77
1,01

1,0
0,81
1,79
4,54

IC 95%

(0,81 —2,05)

(0,78 - 2,62)
(0,61 - 1,62)

(0,82 - 2,64)

(0,36 —0,93)
(0,25 -1,16)

(1,84 - 6,14)

(1,62 —4,72)
(0,99 — 1,02)

(0,11-6,18)
(0,36 - 8,92)
(0,63 — 32,46)

0,278

0,250
0,983

0,200

0,017
0,114

<0,001

<0,001
0,336

0,841
0,477
0,132
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6 DISCUSSAO

6.1 ANALISE DOS RESULTADOS GERAIS

O tratamento multimodal do cancer géstrico tem apresentado evolugdes consistentes nas
ultimas décadas. Segundo os dados mais recentes, sobrevidas medianas de 50 meses puderam
ser obtidas com quimioterapia perioperatéria e cirurgia com técnicas padronizadas, em
pacientes com doenca locorregional (Al-Batran et al. 2019). Nesta coorte, atendidos os critérios
de selecdo, 270 casos puderam ser analisados, permitindo a avaliacdo dos resultados desta
modalidade de tratamento em nosso meio. Importante salientar que, como o objetivo estava
atrelado ao procedimento cirirgico em si, 0s casos que iniciaram a neoadjuvancia mas nao
chegaram a ser operados foram excluidos desta analise.

Quando se observa a caracterizagdo desta amostra alguns dados chamam a atencao,
incluindo o percentual de pacientes com tumores de tipo histoldgico difuso e de localizagao
proximal no 6rgdo, mais frequentes aqui que em outras séries da literatura e até em estudos
randomizados (Boger et al. 2016; Al-Batran et al. 2019). Ao que parece, observa-se uma
transi¢ao epidemiologica desta neoplasia, justamente com a reducao dos casos do subtipo
intestinal e uma queda menos marcante nos tumores proximais e do subtipo difuso (Bray et al.
2018). Outra correlacdo que pode ser estabelecida ¢ entre este percentual e a idade mediana dos
pacientes (58 anos), uma vez que justamente entre os mais jovens ¢ que a incidéncia dos
tumores difusos prepondera.

Na fase pré-operatéria, o estadiamento clinico de quase a totalidade dos casos foi
realizado com a tomografia computadorizada e um percentual expressivo dos pacientes foi
submetido a laparoscopia exploradora, acrescentada de forma rotineira no protocolo de
tratamento institucional apds 2013 (Costa Jr et al. 2013). Poucos casos tiveram acesso a
ecoendoscopia, considerado um teste de alta acuracia para a detec¢do do estadio T e N. Por
outro lado, uma andlise preliminar do uso institucional de um protocolo de distensdo gastrica
para estadiamento com a tomografia, introduzido mais frequentemente apos 2015, aponta para
uma acurécia de 78% para T3, 90% para T4 e 78% para N+ (Almeida et al. 2018).

Embora pacientes mais idosos tenham sido arrolados para o tratamento multimodal, a
despeito de sua ndo representagdo nos estudos randomizados, tanto a mediana de idade quanto

o fato de que mais de 75% dos casos foram classificados como ASA 1-2 denotam, nesta coorte,
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uma sele¢cdo provavelmente atrelada a busca de melhores resultados em termos de
morbimortalidade da associagdo do tratamento sistémico com a cirurgia radical do cancer
gastrico. Tradicionalmente, o cancer gastrico era considerado como um tumor quimio-
resistente, disseminando entre os cirurgides o conceito de que a quimioterapia pré-operatéria
poderia tirar do paciente as condigdes clinicas ideais para a realizacdo do tratamento cirtrgico
radical e de que o procedimento cirurgico inicial seria a melhor opgao de tratamento para esta
neoplasia, mesmo no cenario metastatico. A decisao multidepartamental do nosso servigo em
desafiar este conceito logo apos a publicagdo da evidéncia do beneficio propiciado pela
quimioterapia perioperatdria em 2007, ainda que pesasse naquele momento, a divida sobre os
esquemas ideais de quimioterapia, se deveu ao entendimento de que mesmo com a técnica
cirtrgica padronizada, a melhoria de resultados das taxas de sobrevida destes casos passava
pelo controle sistémico da doenca.

De fato, a evolugdo dos esquemas terapéuticos e a expertise dos profissionais na
realizacdo do tratamento, aliados ao suporte para manejo das possiveis complicagdes e a
personalizacdo da estratégia, permitiram que a maioria (87,8%) dos casos concluisse o
tratamento pré-operatorio proposto. A taxa de 41% de pacientes capazes de concluir todo o
esquema quimioterapico planejado também vai de encontro com os dados da literatura,
refor¢cando o impacto que o tratamento pré-operatorio tem na chance de exposi¢ao do paciente
a quimioterapia (Cunningham et al. 2006; Ychou et al 2011; Al-Batran et al. 2019), e,
provavelmente, na melhora do desfecho de sobrevida apresentado.

Do ponto de vista técnico, pode-se considerar esta uma coorte homogénea no que diz
respeito a padronizacdo do procedimento cirtirgico. A mediana de linfonodos ressecados atesta
a atengao a este quesito, em consonancia com os guidelines japoneses (Japanese Gastric Cancer
Association 2020). Outro dado que reflete este rigor € a baixa taxa de ressec¢des com margens
comprometidas - cerca de 4% versus 15%, por exemplo, em estudo randomizado recente (Al-
Batran et al. 2019). Este baixo percentual de margens comprometidas esta associado, por sua
vez, a conferéncia sistemdtica do status microscopico da margem de resseccao durante a
cirurgia realizado na instituicdo e, também, a um numero considerdvel de resseccoes
multiviscerais (11%), indicadas com o objetivo de se atingir uma cirurgia R0. Outro ponto
importante no que diz respeito ao procedimento cirtirgico foi a defini¢do da intengdo do mesmo.
Todos os casos desta coorte foram estadiados como cMO, ou seja, sem metéstases a distancia
detectaveis no pré-operatorio. Ao final do procedimento, 6,2% dos casos se revelaram pM1,
com o achado de doenga metastatica durante a cirurgia e comprovada por biopsia de congelacao

ou no anatomo-patologico final. Estes, assim como os outros casos foram considerados
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procedimentos com intengao curativa, no que pese o mau prognostico que a presenca de doenga
metastatica representa e seus desfechos analisados em conjunto com os casos ndo metastaticos.

Talvez atrelado também a selecdo dos pacientes, mas também a padronizacao dos
cuidados perioperatorios, observou-se o que pode ser considerado um baixo percentual de
complicacdes (32%) e de Obitos pos-operatdrios (3,5%). Entendemos que estes niimeros
atestem a seguranga deste protocolo de tratamento neste ambiente controlado e que poderiam
embasar a decisdo de se adotar o tratamento multimodal quando comparados com dados de
pacientes submetidos a tratamento cirirgico primario (Ramos et al. 2018).

A andlise patologica da peca cirurgica revelou um percentual de casos sem doenga
residual de 13%, nimero comparavel aos dados disponiveis de resposta patolégica completa na
literatura (Uson Junior et al. 2019). Também chama a aten¢ao o fato de que a maioria dos casos
foram considerados ypNO, em contraste com o achado de mais de 60% dos casos tidos como
cN+. Este dado pode refletir duas justificativas, ndo necessariamente excludentes. A primeira
diz respeito a acuracia do estadiamento clinico adotado, onde a maioria dos casos tidos como
cN+ assim foram classificados baseados nos achados de tomografia. O critério adotado para
este fim (tamanho, morfologia e aspecto radioldgico dos ganglios) se mostrou com acuracia
variavel em outras publicagdes. Ainda assim, esta nos parece ser a ferramenta mais reprodutivel
e acessivel para o estadiamento N, embora alguma variabilidade inter-observador ndo possa ser
excluida (Kwee e Kwee 2009; Vergadis et al. 2018). A outra justificativa plausivel ¢ a
possibilidade do recrudescimento do estadiamento da neoplasia devido a a¢do do tratamento
neoajuvante, atestada por fato semelhante em varios outros estudos (Cunningham et al. 2006;
Ychou et al 2011; Al-Batran et al. 2019). Este ponto poderia ser reforcado pelo achado que
também mais casos foram estadiados como ypT1-2 quando comparados ao estadiamento
clinico. No entanto, a auséncia de andlise pormenorizada dos achados patologicos linfonodais,
no que pese este objetivo extrapolar o escopo desta tese, impede maiores conjecturas neste
sentido. A avaliagdo de um possivel impacto deste downstaging nos resultados de sobrevida

serd abordada em se¢do propria desta discussao.

6.2 RESPOSTA PATOLOGICA E SOBREVIDA

Com um tempo de seguimento mediano de 60 meses, os resultados de sobrevida global
e livre de recidiva em nossa coorte se alinham com os melhores ja descritos em literatura com
amostras semelhantes de casos, independentemente da estratégia de tratamento multimodal

adotada (Noh et al. 2014; Hu et al 2019; Al-Batran et al. 2019). Conforme descrito, neste
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periodo, 76 pacientes apresentaram recidivas e 85 foram a 6bito, 16 deles por outras causas que
ndo a doenga oncoldgica, resultado em sobrevidas medianas nao atingidas. Por outro lado,
pode-se observar que este periodo de seguimento ¢ superior ao reportado na maioria das séries,
o que reforca a possibilidade de maior precisdo desta estimativa.

Um ponto importante que pudemos avaliar foi a resposta patologica produzida pelo
tratamento neoadjuvante e seu impacto na sobrevida. Embora véarios sistemas estejam
disponiveis na literatura optamos por utilizar a categorizagao proposta por Becker et al. (2003,
2011) e Langer e Becker (2018), uma vez que a mesma tem sido a mais utilizada em estudos
randomizados, leva em conta o percentual de células viaveis residuais em relagdo a area tumoral
e separa 0s casos em estratos mais reprodutiveis. Conforme discutimos anteriormente, 13% dos
casos apresentaram um grau de regressao tumoral classificado como Grau 1a, ou seja, resposta
patologica completa. Outros 34,1% dos casos apresentaram respostas Grau 1b e 2, produzindo
uma taxa global de resposta patologica clinicamente significativa de 47,1%. Vérios estudos
analisaram o impacto deste achado em sobrevida e aqui também pudemos demonstrar uma
associacao entre resposta patologica e este desfecho em analise nao controlada. De fato, a
auséncia de células tumorais residuais se associou a sobrevida cancer-especifica de 100% em
cinco anos nesta coorte. Resultados muito expressivos de sobrevida global também foram
observados nos estratos seguintes, chamando a atencdo que quanto maior o percentual de
c¢lulas residuais, menor a sobrevivéncia observada, atingindo a mediana de 60 meses para o
grau 3 de resposta (acima de 50% de células tumorais viaveis).

Além de categorizar o resultado de sobrevida obtido, a analise do grau de regressao
tumoral nos parece oferecer uma oportunidade concreta de selecdo de pacientes para terapias
adicionais ou sequenciais, uma vez que aqueles que nido apresentaram resposta ao esquema
oferecido significativamente derivam piores resultados de sobrevida e seriam candidatos ideais
para ensaios clinicos. No entanto, tal como o ocorrido nesta coorte, tal dado ndo estabelece
mudan¢a de conduta na quimioterapia adjuvante até o presente momento, uma vez que 0s
estudos foram desenhados considerando-se o tratamento como um todo e nenhum ajuste
baseado em resposta foi previsto ou analisado.

Mas o achado mais relevante ao nosso ver nesta casuistica, em consonancia com estudo
previamente publicado pelo grupo (Coimbra et al. 2019), € que, ao que parece, mais importante
que o percentual de células tumorais viaveis seria a localizacao das mesmas na parede do 6rgao,
traduzindo o estadio T patologico pos neoadjuvancia (ypT). Assim, quando analisadas em
conjunto, estas varidveis (grau de regressdo tumoral e estadiamento patologico) se

correlacionam e o segundo, e apenas este, se mantém como determinante da sobrevida
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observada, conforme também ja relato em outras coortes (Davies et al. 2014). Tal fato ainda
ndo ¢ completamente explicado, mas provavelmente se correlaciona com outros fatores tais
como a maior chance de disseminagdo linfonodal e hematogénica em casos de tumores mais
profundos na parede géstrica (ypT3 e ypT4) mesmo que uma quantidade minima de células

permaneca vidveis nestas camadas (Zhu et al. 2017).

6.3 A EXPRESSAO PROTEICA DE PD-L1 E A HETEROGENEIDADE INTRA-
TUMORAL

Conforme descrito na se¢ao de resultados, a analise da expressao proteica do PD-L1 foi
feita em um pouco mais da metade dos casos e demonstrou um percentual geral de positividade
em 20% dos pacientes que dispunham de ao menos uma amostra tumoral para ser analisada.
Considerando-se as amostras, esta taxa atingiu 11,3% levando-se em considera¢cdo somente as
amostras pré neoadjuvancia e 16,9% no material obtido apds este tratamento. Este resultado
ficou, em geral, aquém do relatado na literatura internacional tanto para séries de casos (Boger
et al. 2017; Yamashita et al. 2020) quanto para os estudos randomizados (Fuchs et al. 2018) e
em consonancia com casuistica nacional publicada recentemente (Pereira et al. 2018), no que
pese diferengas metodologicas importantes. De modo concreto, taxas de positividade de 8 a
69% tém sido relatadas, a depender das amostras analisadas, do pardmetro de determinacao da
positividade, do anticorpo empregado e do estadiamento da doenga. Até o momento, poucos
estudos correlacionaram esta expressdo com a realizacdo de tratamento sist€émico prévio,
especialmente em pacientes com doenga ndo metastatica (Yu et al. 2019; Schoop et al. 2020).

Nesta coorte, utilizamos o anticorpo 22¢3 PharmDX com o mesmo teste descrito e
aprovado pelas agéncias reguladoras para a utilizagdo da terapia anti-PD1 no cenario clinico de
cancer gastrico e de TEG metastatico e com a mesma metodologia de expressdo, qual seja o
Combined Positive Score ou CPS. No estudo que demonstrou o beneficio do Pembrolizumabe
em terceiras ou mais linhas de tratamento (KEYNOTE-059), a taxa de positividade para a
expressdo do PD-L1 foi de 57,1%. Esta analise foi feita majoritariamente em bidpsias de
tumores primarios (52,8%) e apenas em 18.1% das vezes em pecas cirurgicas de casos
previamente operados e em 27,4% em bidpsias de sitios metastaticos (Fuchs et al. 2018).

Outras coortes relataram diferentes taxas de positividade do PD-L1, baseadas em sua
maioria em metodologias distintas do CPS. Em 2015, um grupo Chinés reportou a expressao
do PD-L1 em amostras obtidas de pecas cirtirgicas de pacientes com adenocarcinoma gastrico

submetidos a tratamento cirurgico upfront. Utilizando-se um anticorpo diferente (ab58810 —
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Abcam, 1:50) e considerando positivos apenas os casos com coloracdo citoplasmatica
moderada a intensa das células tumorais, eles detectaram uma taxa de expressdao de 50,8%.
Neste estudo nao foi levado em consideragdo a expressao em células imunes e nenhum escore
de proporcionalidade foi utilizado (Zhang et al. 2015).

Ja em 2017, autores alemdes publicaram uma grande casuistica incluindo 465 casos
submetidos também a tratamento cirurgico como abordagem primaria da neoplasia gastrica
sendo que um percentual importante deles (20%) apresentavam-se ja em estadio IV. Neste
estudo a expressdo do PD-L1 foi acessada por imuno-histoquimica com o anticorpo E1L3N
Cell signaling ¢ os resultados computados levando-se em conta a marcacdo em células
tumorais, do estroma e imunes em separado. Para a expressdo nas células tumorais foi
considerada apenas a coloragdo de membrana, tal como nos protocolos mais recentes incluindo
o CPS. O percentual de células com expressdo e a intensidade da mesma foram utilizadas para
a constru¢dao de um escore de imunorreatividade e uma taxa de positividade neste grupo de
células de 30,1% pdde ser observada. Ja 35,5% dos casos demonstravam positividade da
expressao do PD-L1 nas células imunes (Boger et al. 2017).

Algumas meta-analises foram produzidas enderecando a taxa de expressdo e o impacto
da positividade do PD-L1 no prognostico de pacientes com adenocarcinoma gastrico. Em
relacdo a expressao, a compilagdo mais recente incluiu 15 estudos e 3291 pacientes e reportou
as taxas de 14,3 a 69,3% citadas previamente. Esta variabilidade foi atribuida novamente as
diferencgas de anticorpos empregados e também a diferentes valores de pontos de corte para se
determinar a positividade (>1%, > 5%, > 10% e > 50%) (Gu et al. 2017). Esta heterogeneidade
dificulta sobremaneira a compreensao destes dados e sua reprodutibilidade. Conforme ja
colocado antes, sem uma padronizagdo destas analises inclusive nos estudos de valida¢ao da
utilizagdo dos inibidores de chekpoint imunes, ¢ bastante provavel que sigamos tendo resultados
contraditdrios e dificilmente avangaremos na selecdo dos casos mais propensos a responderem
a estas terapias.

Mais recentemente, um estudo nacional incluiu pacientes com cancer gastrico sendo que
11,% foram submetidos a tratamento neoadjuvante e detectou uma taxa de positividade para a
expressdo do PD-L1 de apenas 8,8% considerando-se a marcagdo de membrana em células
neoplésicas e/ou células imunes intra-tumorais. A imuno-histoquimica foi realizada em um
tissue microarray (TMA) construido com amostras obtidas das pecgas cirargicas. Estes
pesquisadores utilizaram o anticorpo anti-PD-L1 da Abcam e consideraram o cut-off de

positividade de 1%, mas sem descrever exatamente se a analise fora feita pelo CPS (Pereira et

al. 2018).



50

Outro ponto chave nesta variabilidade das taxas de expressao se assenta na analise ou
ndo do infiltrado inflamatério intra e peri-tumoral. Em nossa coorte, tal como descrito na
metodologia do Combined Positive Score, tais células foram contabilizadas no numerador do
escore quando marcadas com o anticorpo anti-PD-L1 (Agilent Dako 2020). Esta diferenca nos
remete aos conceitos do CPS e do Tumor Positive Score (TPS), discutidos na introdugao.
Basicamente, pelo TPS somente serdo considerados positivos casos que apresentem expressao
membranosa do PD-L1 em células tumorais. Ja pelo CPS, qualquer amostra que contenha ao
menos 100 células tumorais vidveis e em que haja coloragdo de membrana em alguma destas
células e de membrana ou citoplasma em células imunes relacionadas a neoplasia pode ser
considerada positiva se resultar num escore acima de 1.

Em 2020, Yamashita et al. reportaram os resultados de uma analise comparativa destas
duas ferramentas em 191 pacientes com cancer géstrico ndo metastatico e sem tratamento
neoadjuvante, utilizando um anticorpo especifico (anti-Iba-1) para a identificacdo das células
imunes intra-tumorais. Embora com um anticorpo diferente do aprovado pelo teste do FDA
para identificar pacientes potenciais beneficidrios da terapia anti-PD1, neste estudo a anélise da
expressdo do PD-L1 se assemelhou muito a realizada em nossa coorte. Os pesquisadores
identificaram uma taxa de positividade de 20,4% pelo TPS e 71,7% pelo CPS, demonstrando
que a inclusdo das células imunes na analise amplia muito o nimero de casos considerados PD-
L1 positivos. Este parece ser um dos estudos mais detalhados a respeito desta expressao e,
novamente, taxas bem superiores as descritas nas casuisticas nacionais foram reportadas. Tal
discrepancia pode estar relacionada ao fato de a andlise da expressdo ter incluido, aqui, pegas
cirargicas pds neoadjuvancia, uma possivel baixa representatividade das amostras de bidpsias
e o uso do TMA na avaliagao. Outro fator dificil de ser caracterizado neste cenario seria alguma
possivel variabilidade geografica nesta expressdo, eventualmente associada a fatores regionais
e a ancestralidade, vistas taxas tdo discrepantes em varias partes do mundo.

Até onde sabemos, nossa casuistica € uma das tnicas coortes na literatura a analisar a
expressao do PD-L1 em amostras pareadas de adenocarcinomas gastricos e de jungdo gastro-
esofagica antes e apds o tratamento neoadjuvante. Por diversos fatores, entre eles a
reestruturacao do setor de anatomia patoldgica e o direcionamento de exemplares de bidpsias e
pecas cirurgicas para exames complementares solicitados na rotina clinica e/ou para outros
estudos em vigéncia na institui¢do, um niamero baixo de amostras pareadas pdde ser obtido.
Ainda assim, os resultados s@o intrigantes. A taxa de positividade da expressdo do PD-L1 nas
biopsias (11,3%) se assemelhou muito a outra casuistica nacional onde a maioria dos casos

foram analisados sem a exposi¢do a quimioterapia neoadjuvante, ambas bem abaixo do
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reportado em outras séries tanto com pacientes com doenca localizada quanto com casos mais
avancados (Pereira et al. 2018). Considerando-se as amostras das pegas cirurgicas, a taxa de
positividade chegou a 16,7%.

A realizagdo da analise das pecas em TMA poderia ser apontada como uma justificativa
para esta baixa expressao, alicercada na menor representatividade da neoplasia que esta técnica
traz. De modo semelhante, nesta outra casuistica nacional citada acima esta mesma metodologia
foi empregada. De fato, a maioria das séries reportadas analisaram a expressao em laminas
convencionais extraidas dos blocos de parafina. Embora esta comparacdo esteja indisponivel
na literatura para casos de cancer gastrico, em outros sitios neopléasicos a heterogeneidade
intratumoral da expressdo do PD-L1 tem sido investigada e comparagdes entre amostras
convencionais € em cores representados em TMAs foram feitas. Em nossa série, considerando-
se o critério de disponibilidade de amostras e de sele¢do de areas da neoplasia mais
representativas, 54% dos pacientes com material disponivel pds-neoadjuvancia foram
representados por apenas uma amostra, 27,8% por duas e o restante por 3 a 5 amostras. Embora
tenhamos detectado heterogeneidade em amostras do mesmo paciente tal como representado
na figura 9, o fato de ser representado em mais de uma amostra ndo pareceu influenciar na
positividade dos casos pos-neoadjuvancia.

Em 2017, Li et al reportaram uma taxa de discrepancia de 18,9% entre a expressao do
PD-L1 pelo TPS quando comparadas amostras convencionais obtidas de blocos das pegas
cirirgicas e TMA confeccionado com estes mesmos espécimes em cancer de pulmao, sendo
que as primeiras estavam mais comumente positivas. Apesar deste dado, outras casuisticas de
cancer gastrico com expressao de PD-L1 mais frequente que os dados aqui apresentados se
basearam na analise de TMAs (Kim JW et al. 2016; Patil et al. 2018), deixando esta questao
em aberto. Além disso, a andlise prévia das laminas de HE com cortes dos blocos das pegas
cirargicas para a selecdo das areas mais representativas da neoplasia a serem incluidas no TMA
teoricamente corrigiria esta deficiéncia de amostragem, além de excluir os casos com resposta
completa que, em importante idiossincrasia técnica do CPS, ndo podem ser analisados por esta
metodologia. Uma proposta de sequéncia deste estudo e que pode esclarecer esta duvida seria
a analise comparativa dos casos negativos no TMA com a avalia¢do da imuno-histoquimica em
laminas convencionais, a ser levado a cabo como linha de pesquisa departamental neste topico.
Por ora, somos levados a crer que nossos numeros sdo criveis € embasam as analises aqui
tecidas.

Além do percentual de positividade do PD-L1, a taxa de discordancia da expressao entre

as amostras de bidpsias e de pegas na coorte pareada chamou nossa atencido (21,6% de
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resultados divergentes incluindo 18,9% de casos em que o material testou negativo para a
expressdao do PD-L1 na bidpsia e positivo no TMA p6s neoadjuvancia) e aqui ha interessantes
consideragdes a serem feitas.

A hipoétese da escassez de material no TMA ndo se encaixaria nesta explicagdo visto
que justamente um percentual significativamente maior de casos foi positivo nesta amostragem.
O contrario também nos parece improvavel: nenhum caso de biopsia foi descartado da analise
por insuficiéncia de material tumoral conforme as especificagdes do teste (minimo de 100
células tumorais amostradas) embora tenha sido relativamente comum que a neoplasia fosse
representada em apenas 1 ou 2 fragmentos. A pouca representatividade tumoral em amostras
de bidpsias ja foi reportado como causa de falha na analise de outras caracteristicas moleculares
em diversas neoplasias, sendo a pesquisa da hiperexpressado do HER2 o exemplo que
perfeitamente se encaixa aqui. Ha na literatura um certo conflito a respeito da concordancia
desta expressdo em bidpsias € em espécimes cirurgicos, mas em geral taxas de similaridade
acima de 90% sao reportadas e um nimero minimo de quatro fragmentos tumorais na biopsia
¢ recomendado (Abrahao-Machado e Scapulatempo-Neto 2016).

Outros dois pontos se adicionam a esta discussdo. O primeiro diz respeito ao papel da
heterogeneidade da expressdao do PD-L1 em céncer gastrico. Alguns autores demonstraram este
achado e padronizou-se que diante de escores discordantes entre diferentes areas da neoplasia
0 maior seria considerado. Assim, nossos casos discordantes (PD-L1 negativo na biopsia e
positivo na peca) foram incluidos entre os positivos na andlise geral de expressdo. Também
detectamos esta heterogeneidade em casos representados em mais de uma area no TMA
conforme descrevemos na Figura 9. Em casos assim, o0 modo como a neoplasia se comportaria
na eventualidade de um tratamento com algum inibidor de checkpoint é definitivamente algo
que merece investigacao adicional.

Dentro ainda deste conceito da heterogeneidade, vale ressaltar os achados da série alema
citada anteriormente. Neste estudo, os autores avaliaram a area tumoral onde a expressao do
PD-L1 foi positiva e a mesma estava localizada no centro da neoplasia ou no front de invasao
em 33% dos casos, o que a tornava provavelmente inacessivel a bidpsia (Boger et al. 2017). Tal
achado propde uma explicagdo para nossos dados, qual seja a de que, como procuramos incluir
as areas mais representativas da neoplasia no TMA, talvez tenhamos o construido mais
frequentemente com as dareas descritas naquele estudo. Infelizmente, dado o carater
retrospectivo da nossa andlise, ndo pudemos confirmar este achado. Mas esta constata¢do e o
nosso resultado ascendem um alerta para a possibilidade de que a anélise da expressao do PD-

L1 apenas em bidpsias obtidas por endoscopia do tumor primario pode trazer um resultado falso
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negativo. Isso carrega especial importancia nos estudos em que algum uso neoadjuvante da
terapia anti-PD1 seja cogitado, mas, mais significativamente, nos casos metastaticos em que
este dado serd tomado como definidor da indicagdo (e do acesso) ou ndao a esta opgao
terapéutica.

O segundo ponto digno de nota aqui ¢ a possibilidade de que a divergéncia de
positividade de expressdo do PD-L1 nestes casos estivesse relacionada nao a questdes pré-
analiticas ou de adequagao da amostra, mas sim a exposicao a quimioterapia neoadjuvante. A
auséncia de um brago controle construido com as andlises em bidpsias e pecas cirurgicas de
pacientes tratados com cirurgia upfront dificulta qualquer conjectura neste sentido, ¢ esta
também sera uma das linhas de pesquisa que o desdobramento desta tese trara.

Duas séries na literatura langaram luz sobre este tema. A primeira publicada por Yu et
al. em 2019 comparou amostras pareadas de bidpsias pré-neoadjuvancia e pecas cirurgicas pos
quimioterapia em 60 pacientes. Utilizando-se de anticorpo e metodologia para determinar a
expressao diferentes da coorte aqui apresentada, estes autores detectaram um aumento do
percentual de expressdao nao s6 do PD-L1 mas também de outros marcadores associados a
resposta imune tumoral incluindo o PD1, TIM3 (T-cell immunoglobulin and mucin domain 3)
e o infiltrado inflamatorio peri-tumoral constituido por linfocitos CD4" ¢ CD8". Numa
elaboracdo interessante, estes autores hipotetizaram que tais achados poderiam esta
relacionados a uma alteragdo em cascata do microambiente tumoral. Primeiramente a resposta
ao tratamento neoadjuvante levaria @ uma maior infiltracdo da neoplasia por células imunes
dentre elas linfocitos CD4" e CD8". No entanto, seguindo-se a essa maior resposta imune, teria
lugar uma maior expressdo do PD-L1 induzida por interferon-y secretado por linfocitos T
ativados como um contra-balanceamento deste processo. Nao fica claro na publicagcdo qual o
percentual de expressdo do PD-L1 antes e apos a quimioterapia nem a correlacdo com fatores
clinico-patologicos. Eles, porém, relatam ndo ter havido impacto da resposta a terapia
neoadjuvante na expressio destes marcadores e ainda que a maior expressao do PD-L1 pré
neoadjuvancia esteve associada a piores resultados de sobrevida (Yu et al. 2019).

Outra série, mais recente ainda, detectou resultado até certo ponto diferente. Analisando
apenas as pecas apos a neoadjuvancia e comparando com uma outra coorte de pacientes
submetidos a cirurgia upfront (portanto uma analise ndo pareada), estes pesquisadores
avaliaram as alteragdes no infiltrado inflamatorio bem como a expressao do PD1, PD-L1 e do
VISTA (V-Domain IG Supressor of T-cell Activation), um outro membro da familia B7 mais
recentemente implicado no balango regulatorio da imunidade anti-neoplésica. Os resultados

apontaram para um aumento da densidade de células imunes peri e intra-tumorais ¢ da



54

expressdao do PD1 e do VISTA apds o tratamento quimioterapico, ao passo em que uma redugao
da expressdo do PD-L1 pode ser detectada. Nesta série, apenas 15,1% dos casos pos-
neoadjuvancia foram considerados PD-L1 positivos contra 23,9% daqueles sem a terapia
sistémica prévia. Estes autores postularam ainda que o tratamento neoadjuvante seria
responsavel por uma modificacdo no microambiente imune tumoral e que esta alteracdo poderia
influenciar na expressdo de proteinas de checkpoint. A destruicdo celular provocada pelo
tratamento pré-operatdrio levaria a uma reducdo da antigenicidade da neoplasia e uma
consequente redugdo na expressdao de PD-L1. De modo interessante a expressdo do VISTA se
correlacionou negativamente com resposta ao tratamento neoadjuvante medida pelo grau de
regressao tumoral de Becker (Schoop et al. 2020).

Portanto, no que diz respeito a expressao do PD-L1 nesta populacdo bem como a
mudanga do percentual de positividade das amostras pré e pos neoadjuvancia entendemos que
nossa casuistica lanca mais dados em um cenario ainda de resultados contraditorios na literatura
e que deve levar mais algum tempo e exigir mais estudos, idealmente colaborativos, para uma

melhor caracterizagdo destas variaveis.

6.4 TFATORES CLINICO-PATOLOGICOS ASSOCIADOS A EXPRESSAO
DO PD-L1

Outra analise que pudemos fazer foi a de que fatores estiveram significativamente
correlacionados a positividade de expressdo do PD-L1 pelo CPS. Parte dos esforgos recentes
dos pesquisadores nesta area tem sido dedicada a caracterizagao do grupo de pacientes mais
propenso a melhores respostas com o tratamento com os inibidores de checkpoint imunes, o
que torna estas correlacdes bastante validas. Utilizamos, aqui, os dados clinicos e patoldgicos
ja disponiveis, o que justifica a falta de analises adicionais tais como do status da instabilidade
de microssatélites ou de outros marcadores de caracterizacdo molecular do cancer gastrico
como a hibridizagdo para EBV.

Nossos casos PD-L1 positivos apresentaram uma mediana de idade acima daqueles que
foram negativos e este achado também aparece em outras séries, sem uma explicagdo mais
convincente. Na andlise post hoc do CLASSIC trial, os pesquisadores observaram que a
expressdao do PD-L1 este associada a idade, sendo mais frequente em pacientes mais idosos e
apenas na andlise das células imunes intra-tumorais mas ndo nas cé¢lulas da neoplasia em si

(Choi et al. 2019). J& Yamashita et al. (2020) estabeleceram uma correlagdo desta expressao
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com idade acima de 65 anos. Por outro lado, tanto na casuistica nacional ja avaliada (Pereira et
al. 2018) quanto na série alema (Boger et al. 2017) e na meta-analise mais recentemente
publicada (Gu et al. 2017) ndao houve correlacao entre a idade e a expressao do PD-L1.

Outros fatores que se associaram a esta positividade foram a localiza¢do proximal da
neoplasia, incluindo cardia e fundo ante ao antro e a diferenciacdo histoldgica intestinal pela
classificagdo de Laurén. Seguindo na linha das contradi¢des de dados ja publicados, estes
achados foram confirmados em algumas séries e negados em outras. A localizagdo aparece tal
como encontrada aqui na série de Boger et al. (2017) e sem correlagdo com a expressao do PD-
L1 nas demais séries incluindo a meta-analise citada (Zhang et al. 2015; Gu et al. 2017; Pereira
et al. 2018; Choi et al. 2019; Yamashita et al. 2020). De modo interessante ¢ fazendo um
paralelo que infelizmente ndo pudemos tracar aqui pela indisponibilidade dos dados de MSI,
na analise do CLASSIC TRIAL demonstrou-se que os tumores de antro apresentam mais
frequentemente o perfil de Instabilidade de Microssatélites mas ndo foi observada diferenca na
expressdo do PD-L1 considerando-se as regides do 6rgdo afetadas pela neoplasia, embora
supostamente estas duas caracteristicas estejam também correlacionadas (tumores com MSI
apresentam maior expressdo do PD-L1) (Choi et al. 2019).

J& sobre o subtipo de Laurén, tumores intestinais estiveram mais associados a
positividade do PD-L1 apenas nas células imunes na analise dos pacientes do CLASSIC
TRIAL, mas nao a esta expressao nas c¢lulas tumorais (Choi et al. 2019). Na série de Pereira
et al. (2018) esta correlagio se deu com o subtipo misto e na série de BORGER et al. (2017) a
expressdo do PD-L1 foi mais frequente nos casos considerados inclassificaveis e que
corresponderam a 10% da casuistica.

Algumas variaveis ja associadas em outras publicacdes a expressao do PD-L1 nao
demonstraram a mesma caracteristica em nossa série, incluindo o estadiamento clinico e
patologico e a hiperexpressdo do HER2. Uma das explicagdes possiveis para a baixa taxa de
positividade da expressdo de PD-L1 em nossa coorte em contraste com as séries de pacientes
metastaticos € os estudos randomizados neste cenario poderia ser o achado de que esta
expressdo aumentasse com o avango da doenca. Em 2015 o grupo japonés da Universidade de
Osaka publicou a série daquela instituicdo analisando a expressao do PD-L1 em 431 pacientes
submetidos a tratamento cirtrgico upfront. Seus resultados apontavam neste sentido, com uma
maior taxa de expressao citoplasmatica intensa do PD-L1 em pacientes com estadios III e IV
(50%) aquando comparados aos estadios I/I1 (18%) (Tamura et al. 2015). Na série de BORGER
et al. (2017) os pesquisadores evidenciaram um aumento desta expressao a medida que o

paciente apresentava lesdes mais profundas na parede do 6rgdo, mas apenas nos tumores
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iniciais (Tla = T2). Dai em diante, porém, a expressao cai em frequéncia, desconstruindo o
argumento de sua correlacdo com a progressao tumoral. Nesta série, assim como na nossa, nao
houve correlagcdo da expressao com o estadiamento linfonodal e nem com o TNM clinico ou
patologico.

Uma das meta-analises publicadas neste tema identificava uma associagdo do tamanho
(>Scm) e da presenga de metastases linfonodais com uma maior expressdo desta proteina
(Zhang et al. 2016). Na mais recente publicagdo deste tipo, nem o tamanho da neoplasia e nem
o estadiamento TNM agrupado se correlacionaram com a expressdao do PD-L1, a qual esteve
associada ao estadio T e N (maior em tumores mais profundos e com metastases linfonodais),
invasdo vascular sanguinea e tumores EBV+ e MSI (Gu et al. 2017).

Sobre a correlagdo com o status do HER2, resultados contraditorios também marcam as
evidéncias ja publicadas e, em nossa série, nenhuma correlacdo foi detectada. Como a
investigagdo da hiperexpressdo desta proteina ¢ mais comumente realizada no cenario de
doenca metastatica, sdo escassos os dados que a correlacionem com o status do PD-L1 em
pacientes semelhantes ao desta coorte. Em BORGHER et al. (2017) que incluiu quase 20% de
pacientes em estadio 1V, 8,5% de casos apresentavam HER2 positivo. Dentre estes, a taxa de
positividade do PD-L1 foi de 48,6% ante 22,5% dentre os HER2 negativos. Por outro lado, em
2018, um grupo chinés publicou uma interessante analise da correlagdo entre a expressdao do
PD-L1, a deficiéncia na expressao dos genes de reparo e o status do HER2 em casos de tumores
localizados sem quimioterapia neoadjuvante. Naquela casuistica a expressdo do PD-L1 foi
significativamente mais frequente no grupo HER2 negativo que no positivo (39,0 versus
24,2%) (Wang et al. 2018). J& na ultima série em que encontramos este dado, uma associacao
da expressao do PD-L1 com HER2+ ocorreu apenas em pacientes nao expostos a quimioterapia
neoadjuvante, embora o estudo tenha contado com um pequeno nimero de casos neste grupo
(Schoop et al. 2020). Assim, tal correlacdo se configura como mais um ponto aberto nesta
discussdo, sobre o qual temos a inten¢ao de nos debrugarmos mais profundamente no futuro.

6.5 FATORES PROGNOSTICOS DE SOBREVIDA — (AUSENCIA DE) O
IMPACTO DA EXPRESSAO DO PD-L1 NOS DESFECHOS CLINICOS

Deixamos para avaliar os fatores prognosticos relacionados aos desfechos clinicos apos
as analises sobre resposta patologica a terapia neoadjuvante e os dados sobre a expressdao do

PD-L1, cujo impacto aqui compde nosso objetivo principal, de propdsito.
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Em relagdo a categorizagdo da resposta patologica proposta por Becker, conforme
discutimos anteriormente, pudemos detectar uma clara distingdo de extratos prognosticos em
analise ndo ajustada. Na analise multivariada, no entanto, esta varidvel nao manteve seu valor
preditivo de desfecho. Este tem sido um topico de importante debate na literatura e ja o
abordamos na se¢do dedicada a esta relacdo nesta discussdo. Mas o que nos chamou mais
atenc¢do ¢ que em nossa casuistica a expressao do PD-L1 ndo apresentou qualquer impacto nos
resultados de sobrevida, nem global e nem livre de doenca.

As primeiras anélises sobre se e como a expressao do PD-L1 influenciaria nos resultados
de sobrevida foram feitas de forma conjunta considerando-se diversos tumores s6lidos. Assim,
em 2015 uma meta-analise compilou os dados de diversos estudos que investigaram este
impacto e concluiu que a expressao proteica do PD-L1 estava associada a piores desfechos de
sobrevida global em 3 (OR =2.43, 95% CI 1.60 — 3.70, p <0,0001) e 5 anos (OR =2.23, 95%
CI 1.40 — 3.45, p < 0,008), sendo estes resultados independentes da metodologia adotada para
a analise do PD-L1 incluindo anticorpos especificos e diferentes cut-offs para a caracterizagao
da positividade. Nesta meta-analise foram incluidos 3 estudos de pacientes com cancer gastrico,
produzindo um OR de 3.84 mas com um numero limitado de casos (Wu et al. 2015).

A seguir esta associacdo foi investigada nas séries mais numerosas aqui ja citadas. De
forma importante e contraditoria, observa-se resultados basicamente conflitantes entre estudos
exclusivamente com pacientes orientais, estudos com casuistica mista e séries de pacientes
ocidentais, antecipando-se aqui um ponto que gostariamos de discutir.

Entre 2014 ¢ 2016 ¢ possivel se encontrar cinco séries publicadas sobre a incidéncia da
expressao do PD-L1 em cancer gastrico em pacientes asiaticos e seu impacto em sobrevida. Em
comum estas séries trouxeram dados com diferentes amostragens, algumas incluindo tecido nao
tumoral e de pacientes ndo metastaticos e sem tratamento neoadjuvante (HOU et al. 2014;
JIANG et al. 2014; Qing et al. 2015; Zhang et al. 2015; ETO et al. 2016). Uma das mais
importante destas séries ¢ a de Zhang et al. (2015). Usando uma coorte de 132 pacientes
chineses submetidos a ressecgdo cirtirgica upfront, estes autores obtiveram uma taxa de 50,8%
de positividade para o PD-L1 e um resultado de sobrevida em cinco anos significativamente
menor quando comparados casos PD-L1 negativos e positivos (SG em 5 anos: 83,1% versus
50,8% respectivamente, p < 0,001). Em andlise ajustada, apenas a expressao do PD-L1 ¢ a
presenca de metastases linfonodais se mantiveram como fatores prognosticos adversos em
relacdo a sobrevida global.

Em contrapartida, a série alema ja bastante referida aqui trouxe dados de 465 casos de

pacientes caucasianos com tumores de transicdo esofago-gastrica e estdmago, também
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submetidos a tratamento cirirgico primario, mas com quase 20% de casos metastaticos ao
diagnéstico. Nesta coorte houve uma diferenciagdo entre a expressao do PD-L1 em células
tumorais (30,1% de positividade) e células imunes peri e intra-tumorais (88,4% de casos
considerados positivos). De fato estes autores demonstraram haver um impacto positivo da
expressdao do PD-L1 em sobrevida global mas apenas quando esta expressao ocorria nas células
imunes (HR =0.594, CI 0.461 — 0.765, p < 0,0001) (Boger et al. 2017).

A seguir, duas meta-analises vieram a publico compilando dados de séries tanto do
oriente quanto no ocidente. A primeira, publicada em 2016 incluiu 10 estudos, todos exceto um
realizados em pacientes asiaticos. O estudo com pacientes ocidentais desta meta-analise ¢
justamente a série alema referida acima. Os dados compilados apontaram para a expressao do
PD-L1 como fator prognostico adverso para sobrevida global com HR 1.64, 95% CI 1.11 —
2.43, p < 0.01. De modo interessante este estudo reforgou a correlacdo deste efeito deletério
com escores de positividade do PD-L1 com um aumento do risco de morte a medida que cut-
offs acima de 10% e de 50% eram analisados (Zhang et al. 2016). A segunda meta-analise sobre
este tema foi levada a cabo para incluir os estudos publicados entre 2016 ¢ 2017 além daqueles
sistematizados na analise prévia e ainda assim incluiu apenas uma (a mesma) série ocidental.
Com isso o numero de pacientes arrolados chegou a 3291 e o efeito deletério da expressdao do
PD-L1 caiu de um aumento de risco de morte de 64% descrito na primeira meta-analise para
46%, ainda assim significativo (Gu et al. 2017).

Segundo estes pesquisadores, algumas justificativas podem ser apontadas para este
achado. A primeira ¢ a de que a expressdao do PD-L1 traduz um acionamento do eixo de inibi¢do
imune PD1/PD-Llinduzindo a apoptose de células T ativadas, exaustdo imunoldgica e
expressao de IL-10. Este ambiente de bloqueio imunologico pode servir como estratégia de
evasao tumoral a lise mediada por células CD8+. A expressdao do PD-L1 pode levar ao acimulo
de linfécitos Treg pela inibi¢do de vias como a de mTOR, AKT, S6 além da fosforilagcdo de
ERK2 ¢ o estimulo a expressdo de PTEN, restringindo a agdo das células T efetoras (Zhang et
al. 2016).

Embora consistentes pela repetigdo dos resultados e pelas justificativas apontadas
acima, estas meta-analises sdo passiveis de criticas e algumas delas podem ser usadas para
embasar nosso achado de auséncia de impacto da expressdo do PD-L1 em sobrevida, no que
pese as limitagcdes de nossa propria andlise, discutidas na proxima sessdo. O primeiro sendo ¢ a
auséncia de uniformidade na metodologia apresentada para a detec¢do da expressdo do PD-L1
nos diversos estudos, incluindo os valores de cut-offs, amostras e clones antigénicos

empregados. Outro ponto € que parte destes estudos ndo traziam claramente os HRs com os
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respectivos intervalos de confianga e em ambas as meta-andlises parte destes dados foram
extraidos das curvas de Kaplan-Meier, o que pode comprometer a exatidao dos dados (Zhang
etal. 2016). E finalmente, estes dados refletem sobremaneira a populagao oriental representada
em mais de 80% da amostra e ndo sdo capazes de avaliar o impacto da quimioterapia
neoadjuvante, visto que também a imensa maioria, se ndo a totalidade dos casos arrolados
receberam a cirurgia como o primeiro tratamento.

Ainda na linha de resultados conflitantes, uma analise merece destaque. Em 2019
pesquisadores coreanos reportaram uma analise post hoc do CLASSIC TRIAL, um estudo
randomizado ja citado aqui e que demonstrou o beneficio da adi¢do de quimioterapia baseada
em platina e fluoropirimidina a cirurgia padronizada em pacientes com cancer gastrico. Nesta
analise recém publicada cerca de metade dos casos (637 pacientes) do estudo tiveram amostras
teciduais recuperadas para a pesquisa do status de instabilidade de microssatélites e da
expressdo do PD-LI1. Esta ultima andlise foi também realizada em TMA tal como nosso
protocolo mas utilizando-se clone antigénico diferente (E1L3N Cell Signaling) ¢ um critério de
positividade diferente conforme a intensidade da marcacao de células tumorais (tPD-L1) e
células imunes (sPD-L1). Quarenta pacientes (6,8%) apresentaram MSI-H, dezesseis (2,7%)
apresentavam positividade do PD-L1 em células tumorais e 165 (28,4%) em células imunes. A
despeito do numero pequeno de pacientes em cada categoria esta analise demonstrou que, de
fato, a presenca de MSI e de sPD-L1 (mas nao o tPD-L1) conferiram um melhor prognoéstico a
estes grupos independente do uso de quimioterapia adjuvante. Mais relevante para nossa
discussdo aqui, a SLD estimada em cinco anos para pacientes sPD-L1 positivo foi de 71,0%
versus 59,9% para pacientes sPD-L1 negativo. Enquanto o impacto prognostico da MSI foi
independente, o sPD-L1 se mostrou preditor de sobrevida apenas entre pacientes MSS.

Mas o mais intrigante aqui € que literalmente nenhuma destas andlises avaliou casos de
pacientes submetidos a tratamento neoadjuvante, ou seja, praticamente ndo ha dados sobre o
impacto da positividade do PD-L1 em sobrevida neste cendrio. Até onde pudemos localizar,
apenas as séries publicadas por Yu et al. e Hashimoto et al. em 2019 e Schoop et al. em 2020
abordaram o impacto da neoadjuvancia nesta expressdo e da positividade do PD-L1 em
sobrevida. Detalhamos duas delas no fim da sessdo sobre a expressio do PD-L1 e
heterogeneidade tumoral mas deixamos a avaliagdo dos resultados de sobrevida e a discussao
da série japonesa (Hashimoto et al. 2019) para serem analisados aqui. Na primeira série, uma
grande propor¢do de casos cT4 (91.7%) e em estadio III (90%) foram arrolados. Talvez por
isso a coorte apresentou uma SLD mediana de 20 meses e com SG mediana de 30.5 meses, bem

abaixo dos resultados de nossa coorte. Como pontuamos anteriormente estes pesquisadores
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detectaram um aumento da expressio do PD-L1 comparando as amostras pré e pos
neoadjuvancia, tal como nossa coorte. Além disso, apesar da expressao do PD-L1 pré-
quimioterapia ter sido associada a pior resultado de sobrevida, um aumento na densidade de
linfocitos CD8+ e da expressdo de PD1 e PD-L1 foram caracterizados com efeito protetor na
analise multivariada. A justificativa apontada pelos autores se assentou na hipdtese de que esta
maior expressdo de proteinas de checkpoint imune estaria relacionada a uma intensa resposta
adaptativa imunoldgica conferindo o beneficio detectado.

Em 2019 os pesquisadores da Universidade de Osaka publicaram a analise da expressdo
de PD-L1 e de MLHI1 em pacientes submetidos ou ndo a quimioterapia neoadjuvante e sua
correlacdo com resposta patoldgica e sobrevida (Hashimoto et al. 2019). Estes autores
avaliaram esta expressao no espécimen cirirgico, ou seja, naqueles pacientes que receberam a
quimioterapia pré-operatoria, a andlise se deu apds esta exposi¢do. A expressao do PD-L1
esteve significativamente associada ao silenciamento de MLH1 e ao perfil de alta instabilidade
de microssatélites. Embora este perfil tenha sido associado a pior resposta a quimioterapia, esta
associacao nao foi demonstrada com o PD-L1, que também nao impactou em resultado de SLD
em ambos 0s grupos.

J& na série publicada este ano a comparagao nao foi pareada, mas sim entre um grupo
de pacientes submetidos a cirurgia upfront e outro submetido a terapia neoadjuvante. Aqui um
resultado oposto foi encontrado, uma vez que neste segundo grupo uma menor taxa de
expressao do PD-L1 foi detectada e nenhum impacto desta expressdo em sobrevida pareceu
ocorrer. Por outro lado, na coorte de pacientes que receberam tratamento cirargico primario a
maior expressao do PD-L1 esteve significativamente associada a um melhor prognostico, tal
como o sugerido pela coorte alema e pela analise post hoc do CLASSIC TRIAL. Tais achados
postulam que o valor prognéstico do PD-L1 possa ser modulado pela quimioterapia
neoadjuvante e o fato de que em nossa coorte apenas as variaveis relacionadas ao estadiamento
patolégico final tenha se mostrado capaz de predizer os resultados de sobrevida nos parece

corroborar esta sugestao.
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7 LIMITACOES E IMPACTO NA PRATICA CLINICA

Como em todas as analises retrospectivas, os resultados aqui apresentados devem ser
interpretados com precaucao e servem mais como geradores de hipdteses do que razdes para
qualquer mudanga na pratica clinica. O ponto negativo mais significativo nos parece ser o baixo
percentual de amostras recuperadas para a andlise imuno-histoquimica, o que pode
comprometer a validade interna do estudo. Além disso, um possivel viés de selecdo pode estar
ocorrendo aqui, uma vez que um dos motivos detectados para a nao localizacao dos blocos de
parafina no arquivo foi a retirada dos mesmos para testes adicionais na pratica clinica, o que
torna provavel que justamente estes casos apresentassem mais chance de terem apresentado
recidiva tumoral. Outra deficiéncia deste estudo assenta-se sobre a ndo analise de outros fatores
sabidamente relacionados a expressao das proteinas de checkpoint imunes tais como o status
de instabilidade de microssatélites e a hibridizagao para EBV, furtando-se assim a possibilidade
de tecer importantes consideracdes progndsticas.

Por outro lado enxergamos aqui alguns pontos fortes que podem ser salientados. O
primeiro ¢ que a despeito da grande perda de amostras, o nimero de casos pareados analisados
(74) é o maior que pudemos encontrar em literatura consultada até esta data. Além disso, nesta
coorte os critérios para determinacao da positividade do PD-L1 foram claramente estabelecidos
e estdo baseados naqueles utilizados na pratica clinica amparada em estudos randomizados. O
anticorpo utilizado e a metodologia empregada para a realizagdo da imuno-histoquimica e sua
interpretagdo tornam também estes resultados mais provaveis de serem reproduzidos. Além
disso, a informacao da divergéncia significativa entre a expressdo do PD-L1 em amostras de
bidpsias e em pecas cirirgicas nos parece altamente relevante e merecedora de investigagao

mais pormenorizada.
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8 CONCLUSAO

Findo este trabalho, concluimos que a expressdo do PD-L1 em uma coorte de pacientes
com adenocarcinoma gastrico e de transicao esdfago-gastrica brasileira foi menor que os
percentuais referidos na literatura especialmente nas séries orientais e parece ser
significativamente diferente em amostras de biopsias pré-neoadjuvancia que nas pegas
cirirgicas.

Determinamos ainda que a positividade do PD-L1 correlacionou-se com fatores ja
conhecidos como idade mais avancgada, tumores proximais e de subtipo intestinal mas ndo com
a resposta a quimioterapia neoadjuvante nem com o status do HER2.

E finalmente, ndo detectamos qualquer impacto em sobrevida atribuivel a expressao

PD-LI1.
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Grau 4 Complicagdes com risco imunente de obito e necessidade de
tratamento em ferapia mntensiva.

Grau 5 Obito pds-operatdrio.
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questionamentos realizados em reunido de 09/04/2019, aprovaram a realizagdo do projeto n°
2685/19 intitulado: "Expressdo de PD-L1 em pacientes com adenocarcinoma gastrico antes e

apés tratamento neoadjuvante e correlaciio com desfechos clinicos."

Pesquisador Responsivel: Maria Dirlei Begnami de Souza
Aluno: Héber Salvador de Castro Ribeiro (Doutorado)

Informagdes a respeito do andamento do referido projeto deveriio ser encaminhadas ao
CEP dentro de 06 meses em relatério (modelo CEP).

Sdo Paulo, 07 de junho de 2019.

Atenciosamente,

1*. Vice-Coordénadora do Comitéde Etica em Pesquisa
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