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RESUMO

Chaves AS. Influéncia do Helicobacter pylori no desenvolvimento de Estruturas Linfoides
Terciarias e no prognostico de pacientes com Adenocarcinoma Géstrico. Séo Paulo; 2024.
[Tese de Doutorado - Programa de Pds-Graduacdo em Oncologia da Fundacdo Antonio
Prudente]

Introducdo: O céncer gastrico é a quinta neoplasia mais comum e a terceira principal causa
mundial de mortalidade por cancer e tem no Helicobacter pylori (HP) uma de suas principais
causas etioldgicas. O HP induz um processo infeccioso/inflamatorio crénico, resultando em
desordens gastroduodenais, como gastrite cronica, Ulcera péptica e adenocarcinoma gastrico
(GA). Estudos apontam a existéncia de uma reacdo semelhante & formacdo de estruturas
linfoides terciarias (TLSs) em individuos HP* em comparagdo com individuos HP". TLSs sdo
encontrados em sitios de inflamacéo crénica, como tumores, criando um nicho de apresentacao
de antigenos e de resposta imune local. A presenca de centros germinativos € particularmente
um indicador de bom prognoéstico. Contudo, ndo h& dados na literatura que relacionam
TLSs/foliculos linfoides induzidos pelo HP, com o prognéstico do GA. Nosso trabalho visa
preencher esta lacuna. Objetivos: 1) Avaliar a influéncia do HP na inducéo de TLSs em estagios
pré-neoplasicos, conjuntamente com a avaliacdo do perfil imunolégico de pacientes portadores
de gastrite. 1) Avaliar o impacto da infeccdo por H. pylori em individuos diagnosticados com
adenocarcinoma gastrico. Materiais e métodos: Amostras de tecido tumoral e tecido
peritumoral de pacientes diagnosticados com GA, ndo metastaticos (n = 17) e submetidos a
resseccdo cirargica upfront foram coletadas e processadas para uso em citometria de fluxo
multiparamétrica. Para as analises ex vivo dos estagios pré-neoplasicos, foram recrutados
pacientes diagnosticados com gastrite cronica (CAG, n = 10) e gastrite atrofica (AT, n = 10).
Amostras de tecido da regido do antro gastrico foram obtidas, processadas e utilizadas para
citometria de fluxo multiparamétrica. Coorte retrospectiva (n = 5) de pacientes submetidos a
cirurgia curativa entre 2014 e 2020 foi utilizada para quantificacdo de TLS e para imuno-
histoquimica (IHC). Analises adicionais foram conduzidas nos seguintes datasets publicos:
EMTAB-8889 (n = 96) e GSE5081 (n = 32), ambos com dados de RNA microarrays de
pacientes diagnosticados com diversos tipos de gastrites, RNA microarray de pacientes com
adenocarcinoma gastrico (ACRG, n = 300, #GSE62254), e bulk RNAseq de pacientes



diagnosticados com adenocarcinoma géastrico do tipo difuso (n = 50, #GSE129219).
Resultados: Individuos HP* exibiram elevada expressao relativa de genes de formacdo de
centro germinativo (i.e., BCL6) e de plasmadcitos (i.e., MZB1) quando comparados com os HP"
na gastrite cronica, havendo sinais intensos de genes de formacdo de TLSs (CXCL13 e
CXCR5), de exaustdo celular (HAVCR2, LAG3 e ENTPDL1) e de resposta imune inata (TLRs
e NLRs) em relacdo aos individuos HP". A andlise de enriquecimento também mostrou que nos
HP* havia processos ligados a resposta imune humoral e contra bactérias, sugerindo uma
eventual montagem de resposta de células B contra o patdgeno. Em nossa coorte de pacientes
com gastrite, observamos que na regido antral dos individuos com CAG havia maiores
frequéncias de células T CD4* PD1" e de T CD4" TIGIT" comparados aos com AT. Também
foi verificada maior frequéncia de células CD19" no antro de individuos HP* quando
comparados com os HP". Além disso, em individuos com AG, havia elevadas frequéncias de
células T CD8" CD103'PD1" e de T CD8" CD103"CD39PD1", além de T CD4* CD39" e de
T CD4* CD127'"°% CD25" em relagdo ao tecido peritumoral, sugestivo da existéncia de um
processo de exaustdo e supressdo imunolodgica nestes individuos. Verificamos também que
pacientes HP* exibiram maior densidade de TLS na margem invasiva (IM) do que no centro do
tumor (CT), particularmente nos do tipo intestinal de Laurén. Analise de IHC mostrou que no
paciente HP* havia maior densidade de células expressando marcadores de maturacdo de
centros germinativos (particularmente CD20 e CD23) na IM do que no CT, mesmo em regides
mais afastadas, enquanto o paciente HP" possuia apenas CD20* no CT. Analisando a coorte
GSE62254, observamos que a assinatura de TLS encontra-se mais intensa em pacientes do
subtipo difuso e no estadiamento Ill, em relagdo aos demais subtipos e estadiamentos. A
assinatura molecular de TLSs maduros gerada in-house estava enriquecida em individuos com
HP* em relag&o aos individuos HP". Como indicador prognéstico, individuos HP* com TLS"
possuiram uma menor sobrevida global se comparados com aqueles HP* com TLS"". Além
disso, os individuos HP* TLS" exibiram processos bioldgicos relacionados & resposta imune
mais intensos do que os HP~- TLS". Por fim, com a coorte GSE129219 (AG difuso de Laurén),
verificamos que durante a infeccdo por HP, ha escores de enriquecimento significativos para
imunidade humoral - especialmente a antimicrobiana -, para a resposta imune de mucosa e
contra bactérias gram-negativas, como o HP. Conclusdes: Nosso trabalho sugere que a
presenca de HP é capaz de modular a resposta imunologica em individuos infectados, gerando
assinaturas TLS-like, e um ambiente imunoldgico mais intenso. Contudo, mesmo com a
presenca de TLSs nos individuos portadores de AG, a infec¢do concomitante por HP esta

associada a um prognostico desfavoravel.
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ABSTRACT

Chaves AS. [The Influence of Helicobacter pylori on the development of Tertiary Lymphoid
Structures and Prognosis of Patients with Gastric Adenocarcinoma]. Sdo Paulo; 2024.
[Tese de Doutorado - Programa de Pds-Graduacdo em Oncologia da Fundacdo Antonio
Prudente]

Introduction: Gastric cancer is the fifth most diagnosed cancer and the third leading cause of
cancer-related deaths worldwide. Helicobacter pylori (HP) is considered one of its most
common causes. HP can establish a chronic infection/inflammatory process which may result
in gastroduodenal disorders, such as chronic gastritis, peptic ulcer, gastric adenocarcinoma
(GA) and MALT lymphoma. Studies indicate the existence of a tertiary lymphoid structure
(TLS)-like reaction in HP* individuals compared to their negative counterparts. TLSs form in
sites of chronic inflammation, such as tumors, creating a local hub of antigen presentation and
immune response. The presence of germinal center reaction is an indicator of good prognosis.
However, there is no data in the literature linking TLSs/lymphoid follicles induced by HP with
the prognosis of GA. Our work aims to fill this gap. Objectives: I) To assess the influence of
HP on the induction of TLSs in pre-neoplastic stages, together with the immunological profile
of patients with gastritis. I1) To evaluate the impact of HP infection in individuals diagnosed
with GA. Materials and methods: Tumoral and peritumoral sample tissues were obtained from
non-metastatic GA patients who underwent upfront surgery (n = 17). Samples were then
processed for use in multiparametric flow cytometry. For the ex vivo analysis of preneoplastic
stages, patients diagnosed with chronic gastritis (CAG, n = 10) and atrophic gastritis (AT, n =
10) were recruited. Tissue samples from the gastric antrum region were obtained and used for
multiparametric flow cytometry. For TLS quantification and immunohistochemistry (IHC)
assay, a retrospective cohort (n = 54) of patients submitted to curative surgery between 2014
and 2020 was used. Additional analyses were conducted on the following public datasets: E-
MTAB-8889 (n = 96) and GSE5081 (n = 32), both with RNAmicroarray data from patients
diagnosed with different types of gastritis, RNAmicroarray from patients diagnosed with gastric
adenocarcnoma (n = 300, #GSE62254), and buk RNAseq of patients diagnosed with diffuse
type gastric adenocarcinoma (n = 50, #GSE129219). Results: HP* individuals diagnosed with

CAG exhibited higher relative expression of genes related to germinal formation (i.e., BCL6),



plasma cells (i.e., MZB1), TLS formation genes (CXCL13 and CXCRS5), cellular exhaustion
(HAVCR2, LAG3 and ENTPD1) and innate immune response (TLRs and NLRs) when
compared to HP" individuals. The enrichment analysis also showed that in HP* patients, there
were processes linked to the humoral immune response and against bacteria, suggesting an
eventual mounting of a B cell response against the pathogen. In our gastritis cohort, we
observed higher frequencies of CD4" PD1* T cells and CD4" TIGIT™" T cells in the antral region
of CAG patients compared with those diagnosed with AT. A higher frequency of CD19" cells
was also found in the antrum of HP* individuals in comparison to HP- individuals. Furthermore,
in the tumoral tissue of AG patients, higher frequencies of CD8" CD103*PD1" T cells and CD8*
CD103*CD39*PD1* T cells, in addition to CD4* CD39" T cells and CD4* CD127"" CD25" T
cells were observed, compared with the peritumoral tissue. It indicates the existence of a
exhaustion and immune suppression process undergoing in these individuals. We were also
able to observe that HP* patients exhibit a greater TLS density in the invasive margin (IM) than
in the center of the tumor (CT), particularly in those with Laurén’s intestinal type. IHC analysis
showed higher densities of cells expressing germinal center maturation markers (CD20 and
CD23) in the IM in comparison with CT. The staining could be observed even in farther regions,
whereas the HP- only exhibited CD20 staining only in the CT. By analyzing the GSE62254
cohort we observed that the TLS signature displayed a high intensity in patients with Laurén’s
diffuse type and in stage Ill, in comparison with the other subtypes and stages. The in-house
molecular signature of mature TLS was found to be enriched in HP* individuals, compared with
their negative counterparts. As an indicator or prognosis, HP* individuals with TLS" had a
lower overall survival compared to those HP* with TLS'" signature. Besides HP* TLS"
patients possessed more intense biological processes related to immune repose than HP-TLS"
patients. Finally, with the GSE129129 cohort (Laurén’s diffuse GA), we were able to verify
that during HP infection, there were significantly enriched scores for humoral immunity —
especially antimicrobial type -, mucosal immunity and against gram-negative bacteria, such as
HP. Conclusions: Our work suggests that the presence of HP is capable of modulating the
immune response in infected individuals, generating a TLS-like signature, together with a more
intense immune environment. However, even with the presence of TLSs in individuals with

GA, concomitant HP infection is associated with an unfavorable prognosis.

Keywords: Gastric Adenocarcinoma, Helicobacter pylori, Tertiary Lymphoid Structures
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1 INTRODUCAO

1.1 ADENOCARCINOMA GASTRICO: EPIDEMIOLOGIA

De acordo com a base de dados GLOBOCAN 2020%, o cancer gastrico foi responsavel
pelo registro de aproximadamente 1 milh&o de novos casos e cerca de 800.000 mortes apenas
no ano de 2020, tornando-se a quinta neoplasia mais comumente diagnosticada e a quarta causa
mundial de morte relacionada ao cancer, tanto em homens quanto em mulheres, atras apenas
do cancer de pulméo, colorretal e hepatico. A despeito dos ultimos avancos diagndsticos e
terapéuticos, apenas 25-30% dos pacientes com cancer gastrico atingirdo sobrevida mediana de
5 anos, com excecao de paises como Japdo e Coreia do Sul, onde mais de 50% dos individuos
atingirdo essa marca?.

Ainda em relacdo a incidéncia desta neoplasia, verifica-se que a taxa de incidéncia
padronizada por idade ¢ aproximadamente duas vezes maior nos individuos do sexo masculino?.
Esta taxa €, de modo geral, mais elevada na Asia Oriental, particularmente no Jap&o e Mongblia,
seguidos pelos paises da América Latina, Caribe, Leste Europeu e Oceania, ao passo que 0
norte da Europa, América do Norte, e Africa possuem as menores taxas®. E interessante notar
que cerca de 85% dos casos de cancer gastrico sdo registrados em paises que apresentam indices
de desenvolvimento humano elevado ou muito elevado®, contudo, a despeito dos avancos nas
modalidades terapéuticas, e de alguma melhora nos dados de sobrevida e incidéncia em alguns
paises, especialmente onde a renda per capta é mais elevada®, estas taxas sdo crescentes em
individuos abaixo dos 50 anos de idade em ambos os cenarios de baixo e alto risco®.

No caso particular do cenario brasileiro, os dados oficiais estimam que mais de 40 mil
novos casos ocorreram entre 0s anos de 2020 e 2022, com incidéncias anuais ajustadas de
7,34/100000 para mulheres e 12,81/100000 para homens, taxas essas que variam
significativamente conforme a regido administrativa e unidade federativa abordada’. Embora a
tendéncia global, especialmente nos individuos do sexo masculino seja de decréscimo na taxa
de mortalidade, no Brasil esta encontra-se em elevacdo nos ultimos 20 anos nas regides Norte
e Nordeste, ao passo que no Sul, Centro-Oeste e Sudestes seus indices diminuem. De acordo
com o trabalho publicado por Bray et al. (2012), no qual o indice de Desenvolvimento Humano
(IDH) foi utilizado para avaliar padrées globais de incidéncia e mortalidade de céancer,

observou-se a tendéncia global na reducao de neoplasias associadas agentes infecciosos, como



cancer cervical e géastrico, nos paises de IDHs médios e elevados, demonstrativos de uma
transi¢do epidemioldgica das neoplasias.

Sendo assim, indicadores relacionados a performance do sistema de salde, educacéo e
renda, bem como estratégias e programas de prevencdo, possuem papeis essenciais na
mortalidade relacionada ao cancer®. Esse conjunto de a¢Ges podem ser derivados para o que se
observa na Regido Sudeste, onde indicadores socioecondmicos mais elevados e suas
consequéncias, como o melhor acesso ao sistema de salde e implementacéo de estratégias de

diagndstico e tratamento precoce do cancer gastrico ocorrem desde o inicio dos anos 2000°.

1.2 ETIOLOGIA

Embora ndo haja consenso sobre o que leva as diferencas em incidéncia observadas no
cancer gastrico, sabe-se que diversos fatores ambientais ou relacionados ao estilo de vida
contribuem, em certa medida, para o desenvolvimento desta neoplasial®. Sendo assim, é
importante esclarecer, que o cancer gastrico também pode ser incluido no grupo de tumores
cujas causas relacionam-se a agentes infecciosos, tais como carcinoma hepatocelular (HBV e
HCV)!, carcinoma de cérvix, vulva e cavidade oral (HPV)'?, sarcoma de Kaposi (HIV)®,
cancer colorretal (Streptococcus bovis)!* e linfoma de Burkitt (EBV)™. De modo geral, tais
neoplasias  possuem  maior  prevaléncia nos paises menos  desenvolvidos
socioeconomicamente®®.

No adenocarcinoma gastrico, dentre os seus principais fatores etiologicos, tem-se a
infeccdo por Helicobacter pylori, uma bactéria gram-negativa classificada como carcindégeno
do tipo | pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), que pode ser encontrada em até em até
90% dos casos em alguns cenarios!’. Sua transmissdo se da pelas vias oral-oral ou oro-fecal, e
apos iniciado o processo de colonizagéo e infecgdo, o patdgeno pode desencadear a formacao
de Glceras pépticas, cancer gastrico e outras doencas gastrointestinais®. Devido ao seu modo
de transmissdo, entende-se que as questdes relacionadas ao status socioecondémicos exercam
influéncia sobre sua prevaléncia. Embora nos ultimos anos, com a melhoria das condigGes
sanitarias e de higiene, bem como o acesso mais amplo a antibioticoterapia a prevaléncia global
da infeccdo por H. pylori tenha diminuido significativamente, ainda sdo encontradas taxas de
até 76% em paises em desenvolvimento, contra 58% em paises desenvolvidos. No Brasil,
estima-se que a prevaléncia do H. pylori seja de aproximadamente 60% da populagéo, variando-

se conforme o cenario avaliado®®. Embora estudos demonstrem que cerca de 2% a 3% das



pessoas infectadas com H. pylori irdo desenvolver cancer gastrico?®, algumas populagGes com
altos indices de infecgdo, como na regido sul da Asia, ndo possuem uma alta incidéncia de
cancer gastrico, o que pode ser devido a prevaléncia de diferentes gendtipos da bactéria em
diferentes partes do mundo?.

Outro agente infecioso importante no contexto do adenocarcinoma gastrico, e ja
mencionado anteriormente, € o virus EBV, que é responsavel por cerca de 10% dos casos de
adenocarcinoma gastrico?>?2, Este virus, transmitido primariamente a partir da saliva, infecta
as células do epitélio gastrico e linfécitos B, tanto presentes nas tonsilas, quanto no estémago,
sendo que sua patogénese é mediada por células infectadas de modo latente, em que proteinas
codificadas pelo EBV, assim como RNAs n&o codificantes, sio expressas?®. Este tipo de cancer
gastrico possui caracteristicas clinicas e patoldgicas distintas, apresentando consideraveis
infiltrados linfoides, além de uma baixa taxa de metastases em linfonodos. Mesmo que
diagnosticado em estadiamentos avancados, pacientes EBV positivos apresentam um melhor
prognostico e maior sobrevida mediana quando comparados aos EBV negativos?,

Além dos fatores etioldgicos ligados a patdgenos especificos, ha outros ligados aos
habitos alimentares e ao estilo de vida e que podem ser responsaveis por até 50% de todos 0s
canceres gastricos. Dentre esses fatores, podem ser citados o baixo consumo de frutas e
vegetais, que paralelamente ao elevado consumo de alimentos processados, com alto teor de
sodio, bem como o uso de tabaco e bebidas alcodlicas, contribuem como fatores de risco para
o desenvolvimento da neoplasia®®. No caso do &lcool, seu consumo esta relacionado com
canceres relacionados ao trato gastrointestinal, como os de cavidade oral, faringe, laringe,
esdfago e figado. N&o obstante, este possui correlacdo significativa com o risco de
desenvolvimento de cancer gastrico, particularmente em paises como a China?. Em especial,
0 consumo de tabaco é um importante fator comportamental associado ao cancer gastrico, com
potencial de elevagdo do risco de desenvolvimento neoplésico em cerca de 50% em homens e
20% em mulheres?’?8, Neste aspecto, o tabagismo pode induzir um processo cronico
inflamatdrio no trato gastrointestinal, o que pode alterar a proliferacéo das celulas da mucosa e
promover a disfuncdo imunologica, e assim elevar os riscos de infecgdes bacterianas e virais.
Além disso, o tabagismo esta associado com o aumento do risco de displasias e metaplasia

intestinal, que sdo lesBes precursoras do cancer gastrico?®.



1.3  CLASSIFICACAO

Por definicdo, o cancer gastrico ¢ uma neoplasia que se origina entre as areas de juncao
do esdfago e do piloro. Deste modo, pode-se dividir o cancer gastrico em dois subtipos maiores:
0 subtipo cardia, que corresponde a porcdo superior do estbmago; e o subtipo ndo-cardia,
correspondente as demais regides. Aproximadamente 95% dos tumores que acometem o tecido
gastrico possuem origem em células glandulares, sendo denominados adenocarcinomas. Outros
tipos como carcinoma adenoescamoso, escamoso e indiferenciados sdo considerados tumores
raros®®. Dada a grande complexidade e heterogeneidade fenotipica desta doenca, alguns
sistemas de classificacdo foram desenvolvidos.

Inicialmente, buscou-se classificar os adenocarcinomas em conformidade com suas
caracteristicas histopatolégicas. Este sistema de classificacdo é conhecido como Classificacdo
de Laurén.>®* Embora tenha sido desenvolvida em 1965, é amplamente utilizada até hoje em
laudos anatomopatolégicos devido a sua simplicidade e robustez®?.

De acordo com este sistema classificatorio, € possivel a identificacdo de dois grandes
subtipos histolégicos, sendo estes o subtipo intestinal e o difuso, havendo ainda o subtipo misto,
0 qual é uma mistura dos dois primeiros. O subtipo intestinal € o mais comum, englobando
cerca de 54% dos casos, sendo mais prevalente em individuos do sexo masculino®. Possui,
como caracteristicas principais, células malignas coesas e boa diferenciacdo glandular invasiva.
Considera-se que este subtipo é associado a inflamacdo crbnica, como por exemplo,
consequéncia da gastrite atrfica relacionada ao H. pylori na regido antral®. O outro subtipo
contemplado por este sistema é denominado de subtipo difuso, que corresponde a 32% dos
casos, caracterizado por células tumorais de pouca coesao e diferenciacdo. Afeta tanto homens
quanto mulheres em proporcdes similares, bem como individuos mais jovens quando
comparado ao subtipo intestinal®2. Este subtipo ndo esta ligado a um processo patoldgico
inflamatorio, possuindo uma grande relagdo com a disfuncdo da adesdo celular, incluindo
sindromes hereditarias com a mutagdo germinativa do gene CDH1**. Mesmo assim, a infeccdo
por H. pylori pode ter um papel complementar associado a carcinogénese deste subtipo®>.

Quanto a associacgdo destes subtipos com o prognostico dos pacientes, este ainda € um
topico controverso. Contudo, ha evidéncias na literatura que apontam para um risco de morte
aumentado em cerca de 23% na populagéo global acometida pelo subtipo difuso em relacéo ao
intestinal. Este risco ndo é relacionado a questdes étnicas, de estadiamento ou exposi¢do a

quimioterapia®®.



Outro sistema também utilizado é a classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), que se baseia em critérios histo-morfoldgicos, podendo correlacionar-se com a
classificacdo de Laurén nos seguintes pontos: tumores do subtipo intestinal correspondem aos
tubular e papilifero da OMS, enquanto os tumores com células em anel de sinete e outros
carcinomas de células pouco coesas enquadram-se dentro dos tumores difusos de Laurén®.

Além das classificacBes de natureza histoldgica, outros sistemas foram delineados com
base em critérios moleculares. O trabalho realizado pelo The Cancer Genome Atlas Research
Network Group (TCGA)*® realizou o recrutamento de 295 pacientes originarios de diversas
partes do mundo e, através da coleta de material tumoral, de tecido saudavel e sangue, aplicou
uma abordagem multi-dmica integrativa, que gerou quatro grandes grupos com caracteristicas
distintas por meio de métodos de analise ndo-supervisionada. O primeiro grupo apresentou
extensiva hipermetilacdo de DNA nas regides promotoras, era constituido por tumores com
elevada carga viral de EBV, sendo denominados EBV™. O segundo grupo apresentou elevada
instabilidade de microssatélites (MSI) e elevadas taxas de mutacdo e hipermetilagdo, sendo
conhecido como grupo MSI. O terceiro grupo foi caracterizado pela presenca extensiva de
aberracbes no nimero de cdpias cromossdmicas, sendo este o0 grupo com instabilidade
cromossdmica (CIN). O grupo restante ndo apresentou tais alteracdes, sendo chamado de
genomicamente estavel (GS)®.

Em termos de prevaléncia, os dois primeiros grupos mencionados correspondem a mais
de 30% dos casos. A rigor, o grupo EBV* é responsavel por aproximadamente 10% dos casos,
dos quais 81% sdo encontrados em individuos do sexo masculino. Por outro lado, o grupo MSI
é responsavel por cerca de 22% dos casos de adenocarcinoma gastrico. Os tumores classificados
como CIN respondem por cerca de 50% dos casos, possuindo histologia ligada ao subtipo
intestinal de Laurén, sendo encontrados principalmente no antro gastrico. Por fim, o subtipo
GS esté associado ao subtipo difuso de Laurén, localizando-se preferencialmente na jungéo
gastroesoféagica e da cardia. E importante ressaltar que esta classificacio ndo leva em conta o
prognostico dos pacientes, porém pode auxiliar na escolha terapéutica mais adequada para 0s
pacientes®.

Outra classificacdo molecular que merece mencao é aquela proposta pelo Asian Cancer
Research Group (ACRG)*, a qual faz a ligagdo da classificagdo molecular do cancer gastrico
aos padrdes de alteracdo gendmica e aos padrdes de recidiva e prognostico. Esta classificacéo
baseia-se no critério de estratificagdo combinado com a incorporacdo de dois mecanismos
moleculares chave relacionados & atividade TP53 e a transicdo epitélio-mesénquima (EMT).

Deste modo, esse sistema, assim como 0 do TCGA, estratifica os pacientes com cancer gastrico



em quatro grupos distintos: tumores com instabilidade de microssatélite (MSI), tumores com
microssatélites estaveis e transicdo epitélio-mesénquima (MSS/EMT), e tumores com
microssatélites estaveis e TP53 tipo selvagem ou com perda funcional, denominados
respectivamente de MSS/TP53" e MSS/TP53".

Em termos de progndstico ao paciente, esta classificacdo aponta o subtipo MSI como o
mais favoravel e com menor frequéncia de recidivas, sendo a maioria dos casos diagnosticado
em estadiamentos precoces. Este correspondente ao subtipo intestinal de Laurén em mais de
60% dos pacientes avaliados. Ja o subtipo MSS/EMT é 0 mais agressivo e acomete individuos
mais jovens, sendo mais de 80% dos pacientes diagnosticados como subtipo difuso de Laurén
em estadiamentos 1l e 1V, o que o torna como o de pior prognostico. Os subtipos MSS/TP53*
e MSS/TP53" apresentam sobrevidas intermediarias, além de que o tipo TP53" apresenta a

maioria dos individuos infectados por EBV#,

1.4 HELICOBACTER PYLORI E A MUCOSA GASTRICA

1.4.1 Primeiro Contato

A mucosa gastrica é a camada mais interna da parede do estdbmago, podendo ser dividida
em 3 regibes: epitélio, lamina prépria e a camada muscular. O epitélio é responsavel pela
secrecdo de substancias importantes para o processo digestivo, como o &cido cloridrico e a
pepsina, e de protecdo, como o muco, que impede lesbes epiteliais causadas pelo baixo pH em
conjunto com a atividade de enzimas proteoliticas, e a colonizacdo por microrganismos
potencialmente patogénicos, como o H. pylori. Esta camada encontra-se sobre a membrana
basal, separando-a da lamina prépria, uma regido de suporte, onde encontram-se tecido
conjuntivo, nervos, células do sistema imunoldgico, vasos sanguineos e linfaticos. Apés a
lamina prdpria, tem-se a camada muscular, que é um continuo de células de tecido muscular
liso que define o limite entre a mucosa e a submucosa*!.

Devido as condi¢cdes da regido luminal, que tornam o estdmago um ambiente
particularmente limitante para o crescimento microbiano, o H. pylori possui apenas alguns
minutos de sobrevivéncia no IUmen antes de migrar para a superficie epitelial. O processo
migratorio ocorre com o auxilio da enzima urease, a qual diminui a viscosidade do muco através
da producdo de ions amonio, conjuntamente ao aparelho de motilidade flagelar, permitindo
assim que a bactéria se locomova facilmente no ambiente*?. Essa locomog&o ainda ¢ facilitada

pela forma helicoidal da bactéria, que permite uma melhor acdo mecénica para penetrar a



mucosa, uma vantagem evolutiva em sua estratégia de colonizagdo*®. Ainda assim, o patdgeno
deve gerenciar a extensdo de seu contato com as células epiteliais, evitando sua deteccdo pelo
sistema imunoldgico, pois embora uma associacdo mais intima com o epitélio permita uma
maior estabilidade para a realizacdo da colonizacdo, as chances de se iniciar 0 processo
inflamatorio sdo mais altas, causando diminuicdo da carga bacteriana e potencial dano tecidual
ao hospedeiro*. A interacdo entre o patdgeno e o epitélio se da a partir de fatores de adesdo
codificados pelos genes BabA, SabA, OipA e Alp-A/B*.

1.4.2 Resposta Imune Contra Helicobacter Pylori e Formacédo De MALTS

Para que ocorra o inicio da resposta imunolégica contra o H. pylori, faz-se necessario o
reconhecimento de estruturas bacterianas, tais quais lipopolissacarideos e acidos nucleicos,
pelos receptores de padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPS), como os do tipo
Toll (TLR) e NOD (NLR) presentes nas células epiteliais. A ativacao destes receptores culmina
na sintese e liberacdo de quimiocinas e citocinas inflamatérias, como IL-6, IL-8 TNF-a,, IL-1
e IFN-y, através da ativacdo das vias do NF-kB, AP-1 e de fatores reguladores de interferon
(IRFs), promovendo também o aumento da expressdo de moléculas coestimuladoras, de
apresentacio de antigenos e a migragdo celular®.

Apds a fase de primeiro contato hospedeiro-patdégeno, ocorre o fluxo de células do
sistema imune para a regido da lamina propria, que sob condic@es fisioldgicas ndo possui um
componente celular abundante. Células como neutrofilos, macréfagos, células dendriticas
(DCs) e NK estdo entre as principais células recrutadas para este sitio anatémico, estabelecendo
a partir dai as suas funcdes imunes*’*8, Em especial, o0 componente fagocitico reconhece o
patdgeno de modo analogo as células epiteliais, ou seja, com participacdo ativa dos TLRs e
NRLs reconhecendo PAMPs. Os fagocitos sdo ativados com o reconhecimento de heptose,
entregue na célula pelo sistema de secrecdo tipo 4 (T4SS), 0 mesmo que é responsavel pela
secrecdo da citotoxina associada ao gene A (CagA), um fator de viruléncia relacionado a
modulagdo do processo inflamatério e promocgdo da oncogénese*®. Em macréfagos, por
exemplo, a depender da carga bacteriana, a interacdo pode tornar-se danosa ao hospedeiro,
contribuindo para a patologia da gastrite, pois ha intensa resposta inflamatdria, com mediadores
como TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-8 e iNOS sendo ativamente produzidos por macrofagos do tipo
M1, intimamente relacionados com a resposta citotoxica de linfécitos T CD8" e da resposta do
perfil Th1%, na tentativa de erradicacdo do patdgeno®. A IL-8, por exemplo, é um potente

guimioatrator de neutrofilos, sendo essas células consideradas o componente histopatoldgico



definitivo da gastrite cronica por H. pylori®2. Com o avancar da infeccdo e a subsequente
necessidade do controle inflamatério, os macréfagos M2, estimulados por elementos presentes
no proprio H. pylori, levam a diminuicao do influxo de Ca?*, inibindo a via MAPK, reduzindo
a secrecao de fatores inflamatdrios e induzindo a producdo de moduladores como IL-4 e IL-
10°3. Deste modo, a inducéo de um perfil M2 exerce grande papel no controle das reagoes
danosas a mucosa, estando estes, inclusive, relacionados com melhor progndstico de casos de
gastrite atrofica cronica®?.

As DCs da mucosa gastrica exercem papel de mediador da ativacdo da imunidade
adaptativa, realizando a apresentacdo cruzada de antigenos para a imunidade adaptativa®*.
Contudo, o H. pylori pode agir sobre esse tipo celular, reprogramando-o, através do contato
direto, por exemplo, para produzir IL-18, que influencia na polarizacdo de células T para células
T reguladoras (Tregs), que podem suprimir a ativagdo imunoldgica®. Outro exemplo resultante
do contado da DCs com o H. pylori é a exacerbacdo da resposta inflamatoria via secrecdo de
IL-23 pelas DCs, promovendo assim polarizacdo para o perfil Th22, que leva a secrecdo de
CXCL2 pelas células epiteliais, atraindo para o sitio de infeccdo MDSCs, células supressoras
da resposta Th1%®. N&o obstante & influéncia do H. pylori, a interacio das DCs com linfécitos
presentes em oOrgdos linfoides secundarios, em conjunto com a acdo dos mediadores
inflamatorios produzidos em resposta ao patdégeno, promove a migracdo e a organizacdo de
linfocitos na lamina prépria da mucosa gastrica, o que pode favorecer a formacao de foliculos
linfoides em resposta ao H. pylori. Estas estruturas sdo ricas em células B, funcionando como
sitio local de apresentacdo de antigenos, ativacdo e maturacao dessas células. O eixo principal
que governa o processo migratério para a formacao destas estruturas é composto basicamente
pelo gradiente da citocina CXCL13, produzida por células dendriticas foliculares e células
estromais, em conjunto com o seu receptor cognato, CXCRS5, presente na superficie das células
B®’. Estes foliculos, também denominados de tecido linfoide associado a mucosa (MALT),
possuem intima associagdo com células dendriticas LAMP* (DC-LAMP™), que expressam
CD11c e altos niveis de MHC-I1, mas poucas moléculas coestimuladoras, como CD8*0, CD8*3
e CD8%6, localizando-se espacialmente nas proximidades de células Tregs FOXP3*%,

A partir deste momento, pode-se considerar que a imunidade adaptativa contra o H.
pylori se estabelece, gerando uma combinacédo de respostas adaptativas humorais e celulares,
que a longo prazo mostram-se ineficazes em erradicar a bactéria. A propria formacdo de
anticorpos contra os antigenos do H. pylori possui pouco efeito sobre o controle da carga
bacteriana, ndo exercendo atividade sobre a colonizagio®. Em razio desta aparente falta de um

papel protetor dos anticorpos contra o H. pylori, a imunizacdo de camundongos pode conferir



protecdo contra o H. pylori mesmo em animais deficientes para a produgéo de anticorpos®®. Em
relacdo a atividade celular, modelos murinos demonstram que a bactéria possui capacidade de
recrutamento de células Thl, Th1l7, bem como de Tregs para a mucosa, sendo que estes
modelos sugerem que tanto células Thl como Th17 sdo importantes para o efeito protetor da

imunidade adaptativa contra essa infecgao®:.

1.4.3 Mecanismos de Escape Imunolégico do Helicobacter pylori

Para que o H. pylori se estabeleca como patdgeno humano, ele deve exercer sua
capacidade de evasdo imunoldgica, o que se relaciona intimamente com suas caracteristicas
estruturais, como as exibidas por seus fatores de viruléncia. Dentre esses fatores, os elementos
mais amplamente estudados e diretamente relacionados as patogéneses da Ulcera péptica e do
adenocarcinoma gastrico sdo a citotdxica associada ao gene A (CagA) e a toxina vacuolizante
(VacA)®2%3, A primeira é injetada na célula epitelial pelo sistema de secrecio tipo 4 (T4SS) e
possui capacidade de regular negativamente a ativacdo do inflamassoma via NLRP3, um
receptor do tipo NLR, através de um processo denominado mitofagia, o que restringe a
producéo de IL-1B e 1L-18%, diminui o recrutamento de células mieloides como macrdfagos e
neutréfilos para o sitio de infeccdo®®, promove perda da protecdo homeostéatica do epitélio,
tornando-o suscetivel a modificages pré-neoplésicas a longo prazo®. Por outro lado, o fator
VacA induz a formacéo de um canal de ions cloreto quando inserido nas membranas celulares
do hospedeiro, sendo que sua principal acdo no contexto infeccioso é a interferéncia nas funcoes
normais do canal de calcio denominado mucolipinal (TRPML1). Com isso, tem-se a formacéo
de lisossomos e autofagossomos disfuncionais, que passam a servir de nicho protetor para o H.
pylori, formando um reservatdrio capaz de restabelecer sua infeccdo ativa®’. Em decorréncia
dessa protecdo, ha perda da eficiéncia do processamento antigénico, com a resultante
diminuicdo da apresentacdo de antigenos bacterianos para as células T, permitindo assim um
quadro persistente de infecgao®.

Além das caracteristicas acima abordadas, existe um aspecto ligado a coevolucéo do H.
pylori e seu hospedeiro que resulta em ligantes menos imunogénicos a serem reconhecidos
pelos PRRs, levando a uma consequente subversio imune®. Como exemplos cléassicos podem
ser citadas as modificacdes quimicas no lipideo A da molécula de LPS do H. pylori, como a
desfosforilacdo, que resulta em uma estrutura significativamente menos potente como indutora
da resposta do TLR4, quando comparadas as das outras bactérias gram-negativas®®’, e a
atenuacdo evolutiva da resposta a flagelina, componente chave do sistema de motilidade
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bacteriana, a qual ndo é capaz de promover a ativacdo do TLR5 do mesmo modo que outras

bactérias o fazem’®,

1.4.4 Os fatores de viruléncia e 0 adenocarcinoma gastrico

O H. pylori possui a capacidade de secretar diversos fatores de viruléncia que possuem
a capacidade de desregular as vias de sinalizagéo intracelulares do hospedeiro, deste modo
diminuindo a barreira para a transformacéo neoplasica. Os maiores fatores patogénicos séo o ja
mencionados VacA e CagA, em conjunto com a ilha patogénica (cagPAI)%253,

A ilha patogénica cagPAIl contém entre 27 e 31 genes, sendo que o altamente
imunogénico CagA é o seu gene terminal”. Acredita-se que as cepas CagA* estdo ligadas a um
processo inflamatorio mais intenso, altos niveis de atrofia e uma maior possibilidade de avancar
para o adenocarcinoma’. O risco relativo de desenvolvimento de neoplasias associado a
infeccdo por H. pylori CagA™ é variavel, podendo chegar em odds ratios téo elevadas quanto
28,473, Contudo, ndo é impeditivo que cepas CagA™ desenvolvam os mesmos quadros clinicos,
0 que aponta para a existéncia de outros fatores bacterianos ou do hospedeiro envolvidos™. Em
termos de prevaléncia, as cepas CagA* possuem grande variacdo, podendo chegar até 100%
dos casos em certas regides da Asia e menos de 50% nos paises ocidentais’®. Nestes Gltimos,
as cepas CagA" estdo associadas a um risco mais elevado de desenvolvimento de Ulcera péptica
ou adenocarcinoma gastrico em comparagao as cepas CagA™">. Como mecanismo de ac¢éo, apos
sua injecdo na célula hospedeira pelo sistema de secrecao tipo 4 (T4SS), codificado pela ilha
patogénica cagPAl, o fator de viruléncia sofre fosforilacdo e passa a influenciar diversas vias
de transducdo de sinal ligadas a proliferacdo celular, como RAS/MAPK/ERK, e a inflamacéo,
como a via do NF-kB'®.

Expresso por mais da metade das cepas de H. pylori, o fator de viruléncia VVacA possui,
como mencionado anteriormente, a capacidade de formar canais de ion cloreto ao se ligar na
superficie do epitélio hospedeiro, podendo levar a liberacdo do citocromo C das mitocondrias,
acarretando apoptose, além de poder promover respostas pro-inflamatorias®’. E sugerido que a
severidade clinica do VacA esteja ligada a sua estrutura, onde é sugerido que algumas alteracoes
na regido sinalizadora ou intermediaria desta molécula estejam associadas a um risco elevado
de desenvolvimento de Ulcera péptica e adenocarcinoma gastrico, como observado na Africa,
América Latina e Oriente Médio’’.

Uma questdo que ainda necessita de esclarecimentos na literatura € sobre a questdo

progndstica do H. pylori sobre o adenocarcinoma gastrico, pois ainda ndo h& consenso sobre 0
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quao influente é a presenca do patdégeno em relacdo a sobrevida dos pacientes, havendo

resultados dispares dependendo do contexto avaliado’®°, incluindo o imunoterapico®!-82,

1.45 A cascata de Correa

Como definido pela classificagdo de Laurén®, os adenocarcinomas gastricos sdo
divididos em duas categorias denominadas intestinal e difuso. Os tumores classificados como
intestinais emergem a partir de um cenario de inflamacéo crénica, que é descrito pela cascata
de Correa®, enquanto os classificados como subtipo difuso nio possuem esse processo
necessariamente envolvido em sua génese, exibindo perda de coeséo celular e da diferenciagéo
das células produtoras de muco®.

De modo bem simples, a cascata de Correa® propde que o cancer gastrico do tipo
intestinal é o resultado de modificacGes progressivas na mucosa gastrica, iniciando-se com a
mucosa gastrica normal e continuando na seguinte ordem: gastrite ndo atrofica (gastrite ativa
cronica), gastrite com atrofia multifocal, metaplasia intestinal do tipo completo, metaplasia
intestinal do tipo incompleto, displasia de baixo grau, displasia de alto grau e adenocarcinoma
invasor. Dos estagios acima listados, dois em particular merecem mencao, sendo eles a gastrite
atrofica e a metaplasia intestinal. A gastrite atréfica é o primeiro ponto da fase pré-neoplasica,
onde ha a perda do epitélio glandular normal, decorrente do processo inflamatério prolongado,
podendo ocorrer a fibrose da lamina prépria. Além desse estagio, a metaplasia intestinal € outro
processo lesivo de grande importancia, pois o epitélio atrofiado é substituido por células do
fenotipo intestinal, ocorrendo até o aparecimento de células de Paneth. A chegada nesta
condic&o, especialmente na chamada metaplasia incompleta, a qual alguns autores consideram
como um tipo de displasia de baixo grau®, indica um risco elevado no desenvolvimento de
cancer®,

Embora a cascata de Correa seja a descrigdo de um evento continuo, a evolugdo da
gastrite atrofica até os estagios de metaplasia e neoplasia pode levar mais de uma década®, e a
reversibilidade do quadro atrofico e metaplasico da erradicacdo do H. pylori®® é matéria de
discussdo. Mesmo ndo havendo consenso sobre essa possibilidade, melhoras nos quadros

clinico-patoldgicos s&o observados com a antibioticoterapia®.
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Figura 1. Cascata de Correia

1.5 ASPECTOS IMUNES DO ADENOCARCINOMA GASTRICO

O microambiente tumoral é o componente principal nos contextos de progressao
tumoral, invasdo, metastases, evasao imunolégica e resisténcia a terapia. O estbmago possui
como caracteristica um ambiente extremamente &cido e um componente enddcrino préprio, o
que faz do microambiente gastrico e do adenocarcinoma géstrico singulares.

Em termos populacionais, 0 microambiente do adenocarcinoma gastrico possui em
maior prevaléncia, dentre as células imunes infiltrantes, as células T CD8", seguidas por
macréfagos teciduais (CD68) e células T CD4", representando aproximadamente 15%, 13% e
11% de todas as células. Como descrito pela classificacio do TCGA®®, o subtipo tumoral EBV*
exibe caracteristicas que o torna imunologicamente mais quente do que os demais, possuindo
um infiltrado particularmente elevado de células T CD8*, T CD4" e macréfagos. Em
contrapartida, o subtipo difuso de Laurén, considerado genomicamente estavel®®, exibe um
infiltrado de leucdcitos mais discreto. Por terem um componente de células T CD8" mais

elevado, os tumores gastricos relacionados ao EBV exibem uma melhor sobrevida global, em
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relagdo aos outros subtipos®’8, Contudo, cabe salientar que células T CD8* totais ndo sdo
indicadores de prognostico consistentes®. Mais especificamente, a infiltragdo por células T
CD8* CXCR5" intratumorais esta relacionada com melhora na sobrevida global em pacientes
com adenocarcinoma gastrico, sendo que aqueles com TNM Il e Il sdo os de maior
probabilidade de se beneficiar de terapias adjuvantes. Além disso, a expressdo de CXCR5 por
tais células sugere a participacdo de estruturas linfoides terciarias no controle do tumor, uma
vez que este € um receptor chave na formagao e organizagéo de tais estruturas®®:,

Como estamos tratando do microambiente tumoral, um sitio de intensa atividade
inflamatoria, com prolongada exposi¢do a antigenos tumorais e a sinais de ativacdo celular,
existe alta probabilidade das células efetoras, como as T CD8" citotoxicas, tornarem-se
exaustas. Este evento acarreta a perda de sua funcdo efetora, caracterizada por pouca ou
nenhuma producéo de mediadores como IL-2, TNF-a e IFN-g. A exaustao de linfocitos T causa
também comprometimento epigenético, perda da capacidade proliferativa, acimulo de
receptores inibitérios (ou immune checkpoints), como PD1, TIGIT, TIM3 e LAG3, e aumento
de moléculas apoptdticas®.

Nos ultimos anos, diversos receptores inibitérios, bem como seus ligantes, foram
identificados e podem ser expressos em células imunes ou tumorais de pacientes com
adenocarcinoma gastrico®% e estes tém sido alvo de grande interesse clinico®. O exemplo
mais bem descrito na literatura ¢ a molécula de PD-L1, que fisiologicamente é expressa na
periferia por células apresentadoras de antigenos, dentre outras, servindo como ligante da
molécula de PD1, expressa na superficie de células T, evitando que haja exacerbacdo da
resposta imune e consequentemente danos teciduais®®. Um dos principais indutores desta
molécula é o IFN-y, produzido durante a resposta inflamatoria. E num ambiente altamente
inflamado, como o tumoral, as células neoplasicas passam a expressar o seu ligante, de modo a
escapar da imunidade adaptativa®”. Mencao também merece ser dada ao TIGIT, que exerce seus
efeitos inibitérios em células da imunidade inata e adaptativa através da ligagdo com o0s seus
receptores CD155 e CD112. Esta inibi¢do é um evento competitivo, no qual o TIGIT, possuidor
de maior afinidade pelo CD155, compete com 0s receptores de ativacdo CD226 e CD96. A
expressao de CD155 é encontrada principalmente na superficie de células dendriticas, linfocitos
T, linfocitos B e macrofagos®%. Além desses exemplos, ha a regulagdo positiva de outros
immune checkpoints, como CTLA-4, TIM-3 e VISTA, no microambiente tumoral do
adenocarcinoma gastrico®+100.101,

Contudo, ndo é puramente a a¢do entre as moléculas de immune checkpoints e seus

ligantes que promovem a incapacidade de acdo das células imunes no microambiente tumoral.
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O microambiente tumoral € de grande restricdo metabdlica, havendo privacdo de glicose e
aumento de hipoxia, que diminuem significativamente a resposta antitumoral, em especial das
células T CD8%102193 Cg¢lulas imunes exaustas exibem respiragdo mitocondrial suprimida, e
atividade glicolitica, em um processo de baixo fitness metabdlico, que reforca o estado exausto
das células. Por exemplo, células terminalmente exaustas, como as T CD8" TCF-1TIM3",
falham em responder a terapia com bloqueadores de immune checkpoints, sendo necessarias

outras estratégias para revigora-las, como o uso de IL10-Fct%,

1.6 COMPARTIMENTALIZACAO IMUNOLOGICA

Um dos aspectos mais importantes da resposta imunoldgica direcionada tanto contra
patdgenos, quanto tumores, esta ligado a um sistema imune organizado e compartimentalizado,
onde as células imunes encontram-se agrupadas, de modo a interagir e compartilhar
informac@es antigénicas umas com as outras. Orgdos Linfoides Secundarios (SLOs), MALTS
gastricos e Estruturas Linfoides Terciarias (TLSs) sdo exemplos de compartimentalizacdo com
acao bem definida. Muito embora sejam estruturas com func6es semelhantes, sua génese ocorre
de modo distinto.

O desenvolvimento dos SLOs se d& em éareas pré-definidas durante o processo de
embriogénese, possuindo &reas bem especificas e estruturadas para o desenvolvimento da
resposta imunoldgica. Por outro lado, os TLSs, embora compartilhem algumas semelhancas
com o0s SLOs em alguns processos dentro de sua formacao, ndo estdo ligados a um programa
genético prévio, mas sim a processos inflamatorios crénicos, tais quais os encontrados em
doencas autoimunes e no proprio tumor. Os TLSs se desenvolvem em um processo de
neogénese linfatica, que estabelece um nicho para a apresentacdo de antigenos e
desenvolvimento da resposta imunolégica local'®. Em contrapartida, os MALTs'% se formam
em resposta a agentes infecciosos na mucosa gastrica, particularmente o H. pylori. Estas
estruturas, quando se formam, exibem foliculos linfoides e intensa reacdo de células B®,
podendo dar origem a um processo maligno denominado linfoma de MALT® Em termos de
composic¢do, os TLSs sdo comparaveis aos SLOs, com zonas de células B e T bem definidas,
contendo regides onde vénulas do endotélio alto (HEVs) facilitam a entrada de células imunes
circulantes. Embora os principais componentes celulares dos TLSs sejam linfocitos e células

dendriticas, a organizacdo adequada deste ambiente é sustentada por uma rede de células
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estromais ndo hematopoiéticas. Populacdes de células endoteliais linfaticas e sanguineas, bem
como imunofibroblastos, estdo no centro dessa estrutura®®’,

Diversas evidéncias indicam que os TLSs desempenham papeéis centrais no controle
da progressdo tumoral'®, e mesmo com a heterogeneidade dos métodos utilizados para
quantificar essas estruturas, os estudos realizados s&o consistentes em afirmar que altas
densidades de TLSs intratumorais e peritumorais estdo associadas a sobrevida global e livre de

doenca prolongadas em diversos tipos de tumor, incluindo céncer gastrico, sarcoma'®,

110 cancer de pulmao®t2 mamal®!4, colorretal*'>% e cancer de pancreas't’ 8,

melanoma
Especificamente no contexto do cancer gastrico, pode-se citar dois trabalhos classicos que
relacionam TLSs e sobrevida neste contexto. O primeiro, em uma coorte de 914 pacientes'?®,
observou que quanto a maior densidade dos TLSs nas laminas dos pacientes, melhor era o
prognostico em termos de sobrevida global, especialmente nos estadiamentos TNM 11 e 1.
Outro estudo'?®, baseado em imuno-histoquimica, em uma coorte de 82 pacientes, observou
que a maior abundancia de células T Thet" e células B foliculares estava associada a maior
sobrevida livre de progressao. O principal fator ligado a um bom prognostico em pacientes com
cancer gastrico sao as células B, que auxiliam no desenvolvimento da imunidade antitumoral
dentro da organizacgdo espacial do TLS.

Assim, pode-se afirmar que as células B constituem o ponto central de todo este
processo, pois os linfécitos B ativados, residentes nos TLSs, atuam modulando o fen6tipo das
células T presentes no microambiente tumoral através de sua capacidade de apresentar
antigenos tumorais. Diversos estudos demonstram que os linfocitos B infiltrantes no tumor,
com fenotipo ativado/memoria, expressam marcadores de apresentacdo de antigenos, como
MHC I e Il, e moléculas coestimuladoras, tais quais CD40, CD8"0 e CD8'62112*, Embora as
células dendriticas sejam as principais células apresentadoras de antigenos envolvidas na
ativacdo inicial de células T nos linfonodos, as células B podem, através de seus mecanismos
de apresentacédo de antigenos, contribuir para a expansao adicional de células T CD4" presentes
no tumort?3124,

Isto pode ser observado em um estudo com pacientes diagnosticados com cancer de
pulmao de células ndo pequenas'?®, cuja densidade elevada de células B presentes nos TLSs foi
associada a elevacdo na clonalidade do repertério de receptores de células T CD4"" e CD8** no
tecido tumoral e nos linfonodos drenantes, respectivamente. Essa influéncia também foi
observada em um cenério analogo*?®, no qual foi verificado que TLSs com alta densidade de

células B resultaram em menores niveis de expressdo de immune checkpoints por células T
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CD4", bem como baixas porcentagens de células Tregs, indicando uma resposta mais efetiva
contra o tumor.

Devido a capacidade de apresentacdo cruzada, as células B também interagem com
os linfocitos T CD8", um aspecto ja bem estabelecido na literatura'?’~1%°, Por exemplo, no
cancer de ovario de alto grau'?*, foi observado que células B que entraram em contato com
antigenos, além de exibirem um perfil fenotipico atipico de memdria, sendo CD20"CD27",
encontravam-se colocalizadas com as células T CD8* ativadas, possuindo marcadores
relacionados a apresentacdo de antigenos. Outro aspecto importante a ser levado em
consideracgdo é o estado funcional das celulas B infiltrantes tumorais e como ele se enquadra
dentro da estrutura organizacional dos TLS. Em um estudo em cancer de pancreas'®, foi
demonstrado que os TLSs se desenvolvem em estruturas maduras contendo células T CD4" e
CD8* CXCL13*, que agem como organizadoras do tecido linfoide. Nesses tecidos, as células
B passam por processo de proliferagdo, hipermutacdo somatica e mudanca de classe de
imunoglobulinas, dentro de centros germinativos. Da mesma forma, no cancer de ovério, a
abundancia de células B CD20* foi associada apenas a um melhor progndstico na presenca de
CXCL13, um marcador de TLS. Os pacientes com o fen6tipo CD20"CXCL13" tiveram
sobrevida global e sobrevida livre de progresséo significativamente mais longas do que 0s com
o perfil CD20'" ou CXCL13' 3L, Os fendtipos regulatorios podem surgir quando as células B
estdo desorganizadas por todo o estroma e tém interagdo substancial com células malignas®*?,
como sugerido pela baixa atividade de células T em TLSs imaturos!®®. E, portanto, crucial
considerar a distribuicdo espacial das células B para entender adequadamente seu papel no
controle da progresséo tumoral.

Vale notar que os tumores ricos em TLS sdo tipicamente mais infiltrados por células
T CD8*, que podem expressar immune checkpoints apds a exposicao persistente ao antigeno ou
a sinais inflamatdrios. Em TLSs maduros de pacientes com sarcoma, 0 contato intimo entre as
células B e T foi suficiente para induzir alta expressdo de PD-1 nas células T%°. Da mesma
forma, os niveis de expresséo dos receptores inibitorios TIGIT e CTLA-4 foram elevados em
amostras de cancer de pulm&o de células ndo pequenas TLS" em comparagio com as TLS" 1%,
Assim, 0s TLSs podem representar um rico local de expressdo de immune checkpoints

clinicamente relevantes.
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2 JUSTIFICATIVA

Como bem definido pela literatura, a principal funcéo das estruturas linfoides terciarias
presentes nos tumores € a formacao de um sitio local de apresentacéo de antigenos, permitindo
que a resposta imune antitumoral seja amplificada, resultando assim em progndsticos mais
favoraveis aos pacientes. Contudo, deve-se atentar que essas estruturas ndo sdéo homogéneas,
apresentando variacdes conforme o tipo tumoral, e mesmo entre pacientes. Fatores como
localizacdo em relacdo ao tumor, densidade, composicdo celular e estagios de maturacdo podem
exibir correlagdo positiva ou negativa com o prognostico dos pacientes.

Estudos demonstram que prognosticos opostos e diferentes correlagBes clinico-
patoldgicas estdo associam-se com a presenca de TLSs em areas distintas, o que é sugestivo de
diferencas qualitativas na composi¢do do microambiente tumoral. Pacientes nos quais elevadas
densidades de TLSs intratumorais, e poucos peritumorais, exibem uma resposta imune
antitumoral mais intensa e bom prognostico, enquanto o evento oposto € indicativo de
comprometimento imunol6gico, ou mesmo imunossupressao, conjuntamente com prognésticos
desfavoraveis. Com o advento e amplo uso da imunoterapia, onde novos marcadores sdo
utilizados para estratificagdo dos individuos que melhor se beneficiariam desta modalidade
terapéutica, existem evidéncias de que as maiores densidades destas estruturas no
compartimento tumoral estdo ligadas a uma melhor sobrevida dos pacientes em diversos tipos
de cénceres. Neste aspecto, a presenca especifica de maiores infiltrados de células B
demonstraram-se preditores das respostas para terapias anti-PD1, e anti-CTLA4 em tumores
como cancer gastrico, melanoma e sarcoma.

Porém um aspecto que carece de maiores esclarecimentos e esta diretamente
relacionado a carcinogénese gastrica, diz respeito a influéncia do Helicobacter pylori sobre o
microambiente imunologico do estdmago. Enquanto seu papel como carcindgeno ja € bem
estabelecido na literatura, ndo existe consenso relativo ao prognéstico dos pacientes
diagnosticados com adenocarcinoma gastrico infectados pela bactéria, especialmente aqueles
entre os estadiamentos TNM 1 a Ill. Entretanto, sabe-se que dentre os individuos com cancer
gastrico elegiveis para a imunoterapia, 0s que sdo portadores de H. pylori demonstram
performances clinicas significativamente empobrecidas, exibindo menores sobrevidas globais
e livres de progressdo. Porém, os trabalhos que tratam sobre o tema ndo exploram o0s

mecanismos subjacentes a esta resposta, abordando apenas o critério clinico. Outro ponto
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relevante, ja bem descrito na literatura é a capacidade do H. pylori em induzir a formacéao de
agregados e foliculos linfoides durante o processo infeccioso, conhecidos como MALTS. Essas
estruturas sdo estruturalmente analogas aos TLSs presentes tumores, sendo também, sitios
otimizados de apresentacdo antigénica, no caso para antigenos pertencentes ao patogeno.
Contudo a literatura ndo apresenta dados que relacionem a formacgdo de uma resposta
imune anti-H.pylori, onde a formacéo de MALTS é caracteristica, pode exercer influéncia na
formacéo de estruturas linfoides terciarias em pacientes com adenocarcinoma gastrico, nem
como essa resposta antimicrobiana pré-existente ao estabelecimento do tumor pode se
relacionar ao prognostico destes mesmos pacientes. Sendo assim, o presente trabalho visa o

preenchimento destas lacunas literarias.
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3 OBJETIVOS

Obijetivo 1. Avaliar a influéncia do H. pylori na inducdo de TLSs em estagios pre-neoplasicos,

conjuntamente com a avaliacdo do perfil imunoldgico de pacientes portadores de gastrite; e

Obijetivo 2. Avaliar o impacto da infeccdo por H. pylori na formagédo de TLSs em individuos

diagnosticados com adenocarcinoma gastrico.
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4 MATERIAIS E METODOS

41 PACIENTES

4.1.2 Coorte prospectiva

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa A. C. Camargo (Protocolo
2847/20) e todos os pacientes envolvidos assinaram um termo de consentimento livre
esclarecido (TCLE). Os individuos recrutados sdo de ambos os sexos, maiores de 18 anos, sem
metastases distantes, sem tratamento com quimio ou imunoterdpico prévio, e sem
comorbidades. Um total de 17 pacientes diagnosticados com adenocarcinoma gastrico foi
recrutado no A. C. Camargo Cancer Center (ACCCC) e no Hospital Central da Santa Casa de
Misericérdia de Sdo Paulo (HCSCMSP) nos anos de 2020 e 2023. Destes pacientes, foram
obtidas amostras de sangue periférico e de tecido tumoral e peritumoral (5 cm distante do centro
do tumor), coletados sob a supervisdo de um patologista qualificado.

Neste estudo, também foram recrutados 20 pacientes nao-tumorais, diagnosticados
com gastrite crénica ou atrofica, oriundos do Departamento de Endoscopia Digestiva do
A.C.Camargo Cancer Center entre 0s anos de 2021 e 2022. Destes individuos, ja normalmente
submetidos ao procedimento endoscopico de rotina, foram coletadas amostras de sangue
periférico e tecido da regido antral.

4.1.3 Coorte retrospectiva do A.C.Camargo Cancer Center

Foram selecionados, a partir dos registros institucionais do A. C. Camargo Cancer
Center, 5 pacientes diagnosticados com adenocarcinoma gastrico, submetidos a resseccéo
cirurgica, entre os anos de 2014 e 2020, na instituicdo. Para que fossem considerados elegiveis,
0s pacientes deveriam ter ao menos 18 anos de idade, confirmacdo histoldgica de
adenocarcinoma gastrico entre os estadiamentos | e 111, e ndo terem sido submetidos a terapia
neoadjuvante. Esta coorte foi utilizada para a quantificacdo de TLSs na regido do centro do
tumor e margem invasiva (distante até 1mm da borda tumoral) por um patologista qualificado.
Dois pacientes representativos foram selecionados para marcagdo de imuno-histoquimica. Os
dados de acompanhamento clinico foram utilizados para a elaboragdo da curva de sobrevida
dos pacientes, tendo como base a data da ressec¢do cirdrgica até o ultimo dia de follow-up

registrado, quando do ultimo acesso ao sistema, no dia 01/07/2024.
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42 COLETA EPROCESSAMENTO TECIDUAL

Para a obtencdo da suspenséo celular, os tecidos foram fragmentados e incubados a 37°C
por 40 minutos, em uma solugéo de digestdo contendo 1mg/mL das colagenases | e IV e meio
RPMI 1640 (Gibco) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (HI FBS Gibco), conforme

descrito na literatural®*

. Apos lavagem com PBS1x, a suspenséo obtida foi filtrada utilizando-
se um cell strainer de 70 um. Do material processado, 10% da amostra foi utilizada para
citometria de fluxo multiparamétrica, sendo o material restante mantido em solugdo de
criopreservagao (10% DMSO, 90% soro fetal bovino) e congelado a -80°C.

O sangue coletado foi diluido em PBS 1x (1:1), aplicado em um tubo falcon contendo
Ficoll Paque Plus (GE Healthcare) e centrifugado a 400g por 40 minutos a 20°C. Posteriormente
0 anel de PBMC formado foi coletado, e lavado com PBS 1x a 400g por 10 minutos. Da
suspensdo celular obtida, aproximadamente 10% foram utilizados para as padronizagdes da
citometria de fluxo multiparamétrica, e o material restante, mantido em solucdo de

criopreservacao (10% DMSO, 90% soro fetal bovino) sendo congelado a -80°C.

43 CITOMETRIA DE FLUXO MULTIPARAMETRICA

As suspensdes celulares foram filtradas através de cell strainer de 70 um, lavadas
com PBS1x e marcadas com Fixable Viability Stain 575V (BD Horizon) ou com Fixable
Viability Stain 510V (BD Horizon), por 10 minutos, em temperatura ambiente. Apds um novo
ciclo de lavagem, foram incubadas com Fc block (BD Biosciences) por 15 minutos a
temperatura ambiente e marcadas com painéis de anticorpos de superficie por 30 minutos a 4°C.
Apdbs nova lavagem, as células foram ressuspendidas e fixadas em PBS 2% PFA.

O seguinte painel de anticorpos foi utilizado para a analise dos marcadores de
superficie dos pacientes portadores de adenocarcinoma gastrico: PerCP-Cy5.5 anti-CD45 (BD
Pharmingen), APC anti-CD3 (BD Pharmingen), PE anti-CD4* (BD Pharmingen), BUV496
anti-CD8" (BD Horizon), BV421 anti-CD56 (BD Horizon), BV605 anti-CD279 (BD Horizon),
BV711 anti-CD39 (BD Horizon), FITC anti-CD103 (BD Parmingen), APC-H7 anti-CD19 (BD
Pharmingen), PE/Dazzle 594 anti-TIGIT (BioLegend), BV786 anti-CD127 (BD Horizon),
BUV563 anti-CD25 (BD Horizon) e FVS510V (BD Horizon).

Para os tecidos ndo-tumorais, foram utilizados os marcadores a seguir: APC-H7 anti-
CD45 (BD Pharmingen), PerCP-Cy5.5 anti-CD3 (BD Pharmingen), BV605 anti-CD4* (BD
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Horizon), BV650 anti-CD8" (BD Horizon), APC anti-CD56 (BD Pharmingen), BV421 anti-
CD279 (BD Horizon), PE anti-CD19 (BD Horizon), PE anti-TIGIT (R&D Systems), FVS757v
(BD Horizon).

A aquisicdo das amostras foi realizada pela plataforma FACSymphonyAb5, e os dados
gerados, analisados no software FlowJo v10.8 (BS Biosciences).
44  AVALIACAO DO STATUS DE INFECCAO POR H. PYLORI

Foram considerados positivos para a infeccdo por H. pylori os pacientes que
atendessem os seguintes critérios: confirmagdo na avaliacdo histolégica pela coloracdo de
Giemsa ou pelo teste rapido de urease positivo, conforme explicitado no laudo
anatomopatoldgico (ACCCC e HCSCMSP) ou do departamento de Endoscopia Digestiva
(ACCCCQC).

45 IMUNO-HISTOQUIMICA

Para estas marcagoes, utilizamos 03 cortes sequenciais de 7-8 micrometros do bloco de
parafina de cada paciente. Apo6s a fixacdo dos tecidos em Iamina histoldgica, as sec¢des foram
marcadas com anti-CD20 [L26] (Ventana) e anti-CD23[SP23] (DAKO), utilizando o sistema
Ventana BenchMark XT System. Tonsilas humanas forma usadas como controles positivos das
marcagoes. As sec¢Oes foram montadas no meio Entellan (Merck) e digitalizadas utilizando-se
o software Aperio Digital Pathology Scanner em resolucdo de 40x. A andlise dos scans foi

realizada com o auxilio do software Aperio ImageScope (v12.4.3).

Marcacao por

Quantificagéo dos TLSs na Coorte Cortes Histoldgicos e Imunohistoquimica

Retrospectiva e Selecéo de Blocos Preparacéo das Laminas

Ranracantativne

Fonte: Autoria propria
Figura 2. Esquematizacéo da imunohistoquimica.
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46 ANALISE DE BASES DE DADOS PUBLICAS

Para a investigacdo da influéncia do H. pylori sobre o perfil imunoldgico e a formacao
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de TLSs no contexto pré-neopléasico, foram utilizados dois grupos de dados de RNAmicroarray:
GSES5081 (pacientes diagnosticados com gastrite cronica) e E-MTAB-8889 (pacientes em
diferentes estagios de gastrite). A avaliacdo do contexto tumoral foi realizada valendo-se
também de dois conjuntos de dados, sendo eles: GSE62254 (RNAmicroarray, coorte ACRG) e
GSE129219 (bulk RNAseq, apenas pacientes com adenocarcinoma difuso de Laurén). Para a
construcdo do perfil imune, os dados foram deconvolucionados com o uso do algoritmo
MCPCounter'®,

Datasets Publicos Processamento dos Arquivos Anélise dos Dados

RNAmicroarrays e bulk RNAseq

Expression profile

cell1 '
cell2

—_—
cell3

cellN ]

File -

Fonte: Auroria propria
Figura 3: Procedimento geral das analises in silico.

4.6.1 Escores

Durante as analises in silico, foram utilizados dois escores diferentes, porém
convergentes para avaliacdo da formacdo de TLS. O primeiro escore, publicado por Cabrita et
al., 2020, utiliza os seguintes genes: CD79B, EIF1AY, PTGDS, RBP5, CCR6, SKAP1, LAT,
CETP e CD1D. O segundo escore, publicado por Kinker et al., 2023, consiste nos genes a
seguir: CXCL13, CXCR5, CCL21, CCL19, CCR7, FCER2, CD3E, MS4A1, CR2, CD79A,
PAX5, CD8"A e CD8"B. Para a criagdo dos escores, normalizamos o valor de cada gene por
amostra, subtraindo de seu valor individual o valor médio da sua expressdao em todas as
amostras. Apos esta etapa, realizamos o somatério do valor normalizado de cada gene. Quando
utilizados para estratificacdo, nos valemos da mediana simples para dividir os pacientes em
grupos de TLS alto e baixo. Também nos valemos da implementacéo de um escore de resposta
Th1 in house, ainda ndo publicado por nosso grupo. De modo analogo, o calculo do escore é

realizado como para os de TLS.

4.6.2 Gene Set Enrichment Analysis e Gene Ontology
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Para ambas as anélises, o pacote clusterProfiler foi utilizado, fornecendo-se uma lista
pré-ranqueada com os genes ordenados de acordo com a expressao diferencial entre 0s grupos
avaliados, tendo como critério log2(fold change). As funcbes gseGO e enrichGO foram
utilizadas para a realizacdo das analises de GSEA e GO, respectivamente. Em ambos os casos,

termos de Gene Ontology com foco em processos biologicos foram utilizados.

4.7  ANALISE DE SOBREVIDA

Os pacotes survival e survminer foram implementados para a realizacdo das analises
de sobrevida. A probabilidade de sobrevida por tempo foi estimada através da funcédo survfit, e

0 modelo de risco proporcional de Cox, pela funcdo coxph.

48 DIAGRAMA DE SANKEY

O diagrama de Sankey foi construido com auxilio do pacote networks3D, a partir dos
seguintes dados: status de Helicobacter pylori, classificacdo de Laurén, estadiamento, status de
TLS, e Follow up. Esta analise foi aplicada na coorte retrospectiva do A.C.Camargo Cancer
Center e no grupo de dados GSE62254.

49 ANALISES ESTATISTICAS

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando-se a linguagem de
programacdo RV4.3.2. Os testes utilizados em cada analise estdo indicados em suas respectivas

descricdes.
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3) RESULTADOS

5.1 HELICOBACTER PYLORI ESTIMULA A EXPRESSAO DE GENES
ASSOCIADOS A FORMACAO DE FOLICULOS LINFOIDES

Em nossa primeira analise, buscamos avaliar a influéncia do H. pylori sobre o
microambiente da mucosa gastrica. Para tal, utilizamos o dataset GSE5081, que consiste em
RNAmicroarray de tecidos de mucosa antral normal (NER) ou erodida (ER) de individuos
infectados (HP*) ou ndo (HP") por H. pylori. Nossas analises iniciais demonstraram que além
da presenca do patdgeno, é necessaria a lesao tecidual para que ocorra um aumento significativo
na expressdo diferencial de genes relacionados a formagéo de TLSs na mucosa gastrica (Figura
5A). De acordo com os resultados obtidos, é possivel observar que o gene CXCL13 é o de maior
expressdao em todos os individuos positivos para H. pylori. Porém, este torna-se
diferencialmente expresso apenas quando existe 0 quadro de erosdo da mucosa (HP* ER)
(log2FC = 3,24; FDR = 0,0086). A principal importancia deste resultado esta relacionada ao
fato de 0 CXCL13 ser um dos principais quimioatraentes de linfdcitos B para os foliculos em
orgaos linfoides secundarios e em estruturas linfoides terciarias, a partir de sua acao sobre seu
receptor cognato, 0 CXCR5%. No caso do H. pylori, CXCL13 pode estar ligada ao processo
de ativacdo/maturacdo do MALT, na tentativa de eliminacdo do patégeno, bem como formacéo
de estruturas malignas como o linfoma de MALT®’.

Em relagio a genes relacionados ao processo de formagdo de centro germinativo'®,
como AICDA, BCL6 e FAS, quando comparados entre individuos HP* ER vs. HP- ER, AICDA
e FAS nédo apresentaram diferenca em termos de expressdo relativa (Figura 5B). Em
contrapartida, os genes BCL6 (p < 0,001) e MZB1 (p = 0,0481) exibiram uma elevacao
significativa no grupo HP* ER. Esta observacdo sugere que existe processo de maturacdo de
respostas de linfocitos B, ao menos em fase inicial. Além disso, 0 gene MZB1 estd normalmente
relacionado com formagao de resposta imune humoral*3, o que pode ser sugestivo de resposta
contra o H. pylori.

Naturalmente, a resposta contra o H. pylori se inicia com a atividade da imunidade inata
no reconhecimento dos PAMPs bacterianos. Este evento pode ser indiretamente observado

através da maior intensidade de sinal de alguns receptores da imunidade inata, como receptores
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Toll-like e NOD-like selecionados com base em sua elevacgéo significativa nas amostras de
individuos pertencentes ao grupo HP* ER, comparados aos HP- ER (Figura 5C; TLR2 p <
0,0217; TLR8 p = 0,0103; TLR10 p < 0,001; NOD1 p =0,0188; NLRP1 p = 0,0195; NLRC3
p =0,0225). Deste modo, nossos resultados sugerem uma relacdo entre elementos de

reconhecimento bacteriano com a eventual geracdo de resposta imune humoral.
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Fonte: Autoria propria

Figura 4. Helicobacter pylori e erosdo da mucosa relacionam-se com a intensidade da resposta imunoldégica
na gastrite cronica. . (A) Barplots representativos da expresséo diferencial de genes relacionados a maturagéo de
TLS em HP* NER vs. HP- NER (painel esquerdo) e HP* ER vs. HP- ER (painel direito). As barras em vermelho
correspondem aos genes diferencialmente expressos (n = 16, FDR < 0,05). (B) Heatmap representativo (n = 16)
dos receptores Toll-like e NOD-like significativamente expressos no grupos HP* ER vs. HP- ER através do teste T
de Student. (C) Anélise de genes relacionados ao processo maturativo de linfécitos B entre individuos HP* ER vs.
HP- ER, analisados através do teste T de Student. VValores de p < 0,05 foram considerados como significativos.

5.2  ASSINATURAS IMUNOLOGICAS DO H. PYLORI

53 MAIORES FREQUENCIAS DE IMMUNE CHECKPOINTS NA
GASTRITE CRONICA



27

Valendo-nos de uma coorte de 20 pacientes recrutados no A.C.Camargo Cancer Center
(Anexo 1), sendo 10 diagnosticados com gastrite cronica e 10 com gastrite atrofica, realizamos
analise por citometria de fluxo multiparamétrica nas amostras da regido antral, com o intuito de
verificar seus perfis imunoldgicos.

Observamos que ndo ha diferenca na frequéncia de células T CD4" (p =0,8), de T CD8"
(p =0,1), de NK (p = 0,3) e de células B CD19" (p = 0,2) entre os estagios cronico e atrofico
da gastrite, analisando-se o compartimento de células CD45 totais (Figura 7A-C). Contudo,
notamos que células T CD4" expressando os immune checkpoints PD1 e TIGIT sédo
significativamente mais abundantes em pacientes com gastrite crénica do que em pacientes com
gastrite atréfica (Figura 7D). A frequéncia de células T CD8" expressando TIGIT também foi
significativamente mais abundante em pacientes com gastrite crénica do que em pacientes com
gastrite atrofica (Figura 7E), porém sem que houvesse diferenca estatistica na frequéncia de
células T CD8" expressando PD-1 (Figura 7E).

Quando exploramos a eventual influéncia do H. pylori sobre a montagem de uma
resposta adaptativa com grande participacdo das células B, segregamos a coorte em individuos
H. pylori positivos (n = 4) e negativos (n = 16). Observamos que a frequéncia de células B
CD19" estéa significativamente elevada em pacientes com H. pylori positivo (Figura 7F). Como
mostrado no heatmap ordenado pela frequéncia de células B CD19*, ao menos trés dos quatro
individuos HP* distribuem-se proximos a regido de maior frequéncia de células B,
independentemente do tipo de gastrite (Figura 7G).

Em conjunto, nossos resultados mostram que ha maior presenca de marcadores de
exaustdo celular nos quadros cronicos. Somando-se a isto, observamos que as células B estdo
presentes em maior frequéncia durante em pacientes com HP™, corroborando nossos achados

anteriores, que sugeriram uma resposta humoral local sendo formada.
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Fonte: Autoria propria
Figura 5. Gastrite crbnica esta associada a presenca de marcadores de exaustdo imunolégica. (A) Estratégia

de gating. (B) Dotplots para cada uma das populacGes celulares comparando-se os dois tipos de gastrite da coorte.
(C) stacked barplots demonstrativos para a distribuicdo das células T CD4*, T CD8*, NK e CD19 no antro de
individuos portadores de gastrite cronica e atrofica. (D) populagdes imunes principais, (D) T CD4* PD1*e TIGIT*
e (E) T CD8* PD1* e TIGIT*. (F) Dotplot comparativo entre individuos negativos ou positivos para H. pylori em
relacdo as células CD19. (G) Heatmap ordenado pelo sinal crescente de células CD19, onde também sdo inclusas
células T CD4* e T CD8". A intensidade foi calculada como log2(x + 1) da frequéncia de cada uma das células na
populagdo CD45. Andlises estatisticas foram realizadas pelo teste de Wilcox. Valores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.

54 ANALISE DO INFILTRADO IMUNE DE PACIENTES COM
ADENOCARCINOMA GASTRICO

Como visto, o H. pylori exerce influéncia sobre o sistema imunolégico do hospedeiro
durante a fase pré-neoplésica, o que pode estar associada a formagédo de estruturas linfoides

ectopicas, que atingem seu maior grau de maturacdo durante a fase crénica da doenga, com a
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presenca de uma resposta imune humoral formada contra o patégeno. Contudo, ainda néo foi
abordado o efeito da interagdo hospedeiro-patégeno no contexto neoplésico. Para realizarmos
esta analise, utilizamos inicialmente 17 pacientes oriundos do A.C.Camargo Cancer Center e
do Hospital Central da Santa Casa de Misericordia de Sdo Paulo (Anexo 2), avaliando o seu
perfil imunoldgico.

Em nosso passo inicial, observamos que mesmo o tecido tumoral possuindo maior
abundancia celular do que o peritumoral (Figura 8A e B), a frequéncia da populacao leucocitaria
CD45" era estatisticamente equivalente entre os dois sitios (Figura 8C p = 0,782), mesmo
quando estratificados (Figura 8D) entre o subtipo difuso (n =7, p = 0,805) e o intestinal (n = 8,
p = 0,86). Além da frequéncia semelhante da populagdo CD45" entre os dois sitios anatdmicos,
as abundancias das principais populacdes imunes ndo apresentaram diferencas estatisticas,
indicando que existe uma manutencdo das proporcdes celulares entre os sitios anatdmicos
(Figura 8E). Contudo, ndo foi possivel avaliar a influéncia do H. pylori sobre a composi¢do
celular, pois nesta coorte ha apenas um caso confirmado de infecgdo. Sendo assim, optamos
por realizar apenas uma caracterizacdo geral, sinalizando o paciente infectado para mostrar,
qualitativamente, seu comportamento.

Como primeira analise mais especifica, buscamos avaliar a frequéncia dos linfécitos T
CD8*CD103"e T CD8" CD103* CD39*, ambos importantes componentes da imunidade contra
tumores*, que expressam o marcador de residéncia tecidual CD103. Por serem relacionadas a
residéncia tecidual, também se relacionam até certo ponto com o H. pylori, pois as células com
perfil de residéncia estdo dentre as primeiras a interagirem com a bactéria durante a fase inicial
da infeccdo!*?. Em nossa analise, observamos que as células T CD8* CD103* encontram-se
significativamente elevadas no tecido peritumoral (Figura 8F; p < 0,001), contudo esta possui
maior frequéncia na expressdo de PD1 no tecido tumoral (Figura 8G; p = 0,0395), sem
apresentar diferencas na frequéncia de TIGIT (Figura 8G; p = 0,89). Jaas T CD8" CD103"
CD39", embora ndo apresentem diferenca entre os tecidos (Figura 8F, p = 0,145), também
demonstraram frequéncia mais elevada apenas na populacdo PD1* (Figura 8H; p = 0,0395). Em
ambos 0s casos, o sitio tumoral € onde ocorre a prevaléncia da molécula de PD1, um marcador
classico de ativacdo/exaustdo celular**?, o que é sugestivo da exposicdo constante a antigenos
tumorais, e iniciando um processo de exaustdo, pois a expressdo do marcador TIGIT, que
indicaria um processo mais avancado de exaustdo, ndo possui diferenca entre as células T do
tecido tumoral e do tecido peritumoral, além de exibir uma mediana menor.

Outro componente de grande importancia nesta questdo sdo as células T CD4" CD39",

que fenotipicamente sdo caracteristicas de células reativas ao tumor'**, e as T CD4* CD127'"
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CD25" (Tregs). As células T CD4* CD39" e as Tregs foram observadas em uma frequéncia
significativamente maior no compartimento tumoral (Figura 81, p = 0,008; Figura 8J, p =
0,005). E possivel encontrar também uma maior frequéncia, mesmo que ndo significativa,
(Figura 8K, p = 0,07) de Tregs CD39* no compartimento tumoral, uma populacao considerada
mais estavel sob o ponto de vista de expressdo de Foxp3'®°.

Em relagdo a questéo do envolvimento das células B, como visto na Figura 7, ambos 0s
compartimentos possuem estatisticamente a mesma frequéncia dessas celulas (p = 0.207). Além
disso, mesmo criando-se um heatmap ordenado pelo log2(x + 1) da frequéncia das células B
CD19" em relacdo aos leucdcitos totais (CD45"), ndo se observou uma correlacdo clara com as
demais células (Fig 8L) em todos os compartimentos.

Assim, podemos concluir que o microambiente do adenocarcinoma gastrico possuli
células T com fendtipo de reatividade ao tumor, além de Tregs. Embora ndo consigamos
elaborar comparag6es com a infeccdo por H. pylori, 0 paciente presente na coorte ndo exibiu

um comportamento destoante das demais amostras.



31

H i CD45 Cells
Sl;glcels Slgglcels i Live Cells Lymphocytes Sampling Site p=0.782
| 80 .
! S
2~ 260
FSGA —— ) o0
W reiumon 5 o '
e 3£ 40 ]
. rE ®
‘. ‘ s 820 g i
y h ol ED
g+ E 1 Peritumoral ~ Tumoral
&
|
D . . CD4 T Cells CDB T Cells NK Cells CD19 Cells
Diffu Intestinal p pd < 1
e ) Imesting) . = 0.2 p=0818 p = 0.897 p = 0.207
o7 100 23100
ot 89 75
82 15 L] 8 . of ° & 7 e
c £
£ | . Qg 50 o
é,{% s0 ° . ® . :(% 25 o ] -g— .
*® | —.— oo =@
R S S ) 4+ ¢ e % 3
0- ] $ L] T ! T T ]
Femed Tomeral Seomor Tumoa Peritumoral  Tumoral Peritumoral  Tumoral Peritumoral  Tumoral Peritumoral  Tumoral
F G
CD103* CD3g- D103+ CD39* Peritumor Tumor PD1* TIGIT*
125 p <0.001 P =0.145 125 p =0.0395 p=0.159
1 s 14,6% 34,8% 24,1%
g 190 ; e 1 &_.100
8 75 ° ° 2z g
o 75 g . %) 1 og 75 ! . °
b h
501 fa 8
8 ' $ H 31 S 50 —M- ]
SR B i S = 8. § £
o & O a7s% 2,18% 35,3% 5,76% ® ' ® l 8
Peritumoral  Tumoral Peritumoral  Tumoral N S — S S 0
CD39 Peritumoral Tumoral Peritumoral Tumoral
PD1* TIGIT*
cos coios p =0.0395 p=0.89
. 125
750, ".' g 750 %3100 ? - .
; ‘ ) 03 75 . '%' 8
g.‘m o %“"‘ én— 50 ® !
@ -
e, I ;
Rt 0 =25
et i B I
’ 0 [} ° ) 1
L - — Peritumoral Tumoral Peritumoral Tumoral
I GD103- CD39* cD127'ow CD25hi Peritumor Tumor K €D103- CD39*
p=0.008 p = 0.005 p=0.07
o g r ] 1 100 [oes) [eeee)
. .2 1 96,9% 96,7% P g
2 . 815 8 7 ° o
3 ap- © 8 g
g 310 ® ~ 50 L @
[a] b
0 20! & o hd ™~ 8 5
2 £ 5 i _%_ g e ° :
04 g 0 [} 0 [o5]
Peritumoral Tumoral Peritumoral Tumoral Peritumoral Tumoral
Peritumoral Samples
H.pylori
CD18_CELLS
Lauren 750
CD8_CELLS ' 6 Diffse o
CD4_CELLS ] Intestinal
4 Indetermined PSS -
Tumoral Samples . : H.pylori N -
(I R Lauren Pesitive
" 250
H.pylori l 1 Negative
CD19_CELLS Indetermined
CD8_CELLS a

CD4_CELLS

750



32

Fonte: Autoria propria

Figura 6. Caracterizacéo de grupos celulares do microambiente gastrico. (A) Estratégia de gating. Todas as
analises quantitativas foram realizadas comparando-se o compartimento tumoral e peritumoral dos pacientes
envolvidos, variando-se apenas o tipo de populagdo envolvida. (B) Analise da populagdo total de células CD45.
(C) tSNE demonstrativo da celularidade da regido tumoral e peritumoral. (D) Avaliacdo da populacao de células
CD45 no subtipo difuso (n = 7, painel esquedo) e intestinal (n = 8, painel direito), (E) Analise das populagdes de
células T CD4*, T CD8*, NK e CD19, em frequéncia de CD45. (F) Avaliacao das populagdes de células T CD8*
CD103* CD39 (painel esquerdo) e T CD8* 103* CD39* (painel direito). Ao lado da figura F encontram-se os gates
representativos das populacdes nela analisadas, e abaixo, no painel inferior, tSNEs para a distribuicdo das
populacBes T CD8*, CD103 e CD39. Distribuicdo das frequéncias de PD1 (panel esquerdo) e TIGIT (painel
direito) entre os compartimentos histolégicos, nas células (G) T CD8* CD103* CD39 e (H) T CD8* 103* CD39".
Anélise das populacdes de células (1) T CD4* CD103" CD39* e (J) T CD4* CD127'°“ CD25" (Tregs). A direta da
figura J, pode-se observar seus gates representativos. (K) Analise da populacdo de Tregs CD39*. (L) Heatmaps
ordenados pelo sinal crescente de células CD19, onde também sdo inclusas células T CD4* e T CD8*. A
intensidade foi calculada como log2(x + 1) da frequéncia de cada uma das células na populagio CD45. A direita
encontra-se o tSNE representativo da distribuicdo das células CD19 nas amostras avaliadas. Analises estatisticas
foram realizadas pelo teste de Wilcox. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

5.5 HELICOBACTER PYLORI ESTA ASSOCIADO A MAIOR PRESENCA
DE TLS NA MARGEM INVASIVA DO TUMOR

Com o objetivo de nos aprofundarmos na questdo da influéncia do H. pylori sobre a
formagcdo das estruturas linfoides terciarias, nos valemos de uma coorte histdrica de pacientes
diagnosticados com adenocarcinoma gastrico no A.C.Camargo Cancer Center entre 0s anos de
2014 e 2020 (Anexo 3). Esta coorte foi analisada quanto a area de TLSs presentes nas regides
da margem invasiva e no centro do tumor, por um patologista qualificado.

Inicialmente, buscamos explorar em todos os casos, independentemente do status de H.
pylori (n = 54), a distribuicdo da &rea dos TLS. Observamos que os TLSs estdo distribuidos
sobretudo na margem invasiva em comparagdo ao centro do tumor (p < 0,00199) (Figura 9A).
A partir deste resultado, especulamos se a diferenca observada poderia estar relacionada a
influéncia do H. pylori sobre o microambiente. Deste modo, realizamos uma analise na qual os
pacientes foram segregados em infectados (n = 15) e ndo infectados (n = 29) pelo patogeno,
sendo possivel observar que apenas os individuos infectados exibiram um incremento
significativo (p = 0,0141) de TLSs na margem invasiva em comparacgao ao observado no centro
do tumor (Figura 9B). Esta observacdo tambem foi possivel de ser verificada em individuos
com adenocarcinoma gastrico do subtipo intestinal de Laurén (p = 0,0186) (Figura 9C). Por
meio da identificacdo do H. pylori em laminas de H&E, além da marcacdo por imuno-
histoquimica de CD20 e CD23, foi possivel notar a presenca de agregados linfoides maduros

contendo células B CD20" e células dendriticas foliculares ne regides contiguas a presenca do
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H. pylori (Figura 9D). Tais resultados sugerem que o H. pylori est4 associado & formacéo de
estruturas ectdpicas fora do centro tumoral.

Durante a avaliacdo dos aspectos prognosticos, incluimos como parametros:
estadiamento, subtipo histologico de Laurén, status de TLS e infeccdo por H. pylori. Para a
elaboracdo do status de TLS, utilizamos a mediana da area total (54 pacientes, mediana = 11)
para classificar os pacientes em TLS alto (> mediana) e TLS baixo (< mediana). Contudo, em
termos progndsticos, 0s Unicos aspectos de impacto na sobrevida dos individuos pertencentes
a esta coorte foram estadiamento, no qual os pacientes em estadiamento Il demonstraram
possuir a pior sobrevida (Figura 9E e 9I; HR = 2.2, p < 0,01); e subtipo de Laurén, com 0s
individuos pertencentes ao subtipo intestinal (Figura 9F e 91; HR = 2.0, p < 0,001) e misto
(Figura 9F e 91; HR = 1.4, p < 0,001) exibindo as piores performances. O diagrama de Sankey
(Figura 9J) demonstra a dindmica descrita nas analises desta coorte.

Deste modo, verificamos que o H. pylori esta associado a uma menor presenca de TLSs
no centro do tumor, comparativamente a margem invasiva. Observacdo analoga foi encontrada
no subtipo intestinal de Laurén, independentemente do status de infec¢do. Entretando, em
pacientes diagnosticados em estadiamentos iniciais da doenca, como no caso desta coorte, ndo
é observada a influéncia do status de TLS (Figura 9G) ou infec¢do (Figura 9H) sobre o
prognastico.
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Fonte: Autoria propria

Figura 7. Influéncia do H. pylori na formacdo de estruturas linfoides terciarias associadas a margem
invasora no adenocarcinoma gastrico. Distribuicdo da area de TLS entre a margem invasiva e centro do tumor
em (A) todos os pacientes; individuos H. pylori (B) negativos e positivos; e nos (C) subtipos histoldgicos de
Laurén. Analises realizadas pelo teste de Wilcox, sendo p < 0.05 significativo. (D) Marcacdo de HE
(Eosina/Hematoxilina), CD20 e CD23 para individuos H. pylori positivo (panel esquedo e central) e negativo
(painel direito). Setas vermelhas indicam a localizacdo tumoral; setas amarelas e verdes, indicam respectivamente
as marcacles de CD20 e CD23. Circulo vermelho mostra a localizagcdo do H. pylori. Curvas de Kaplan-Meier
indicando (E) estadiamento, (F) classificacdo de Laurén, (G) status de TLS, e (H) status de infeccdo por H. pylori.
(1) Diagrama de Cox. (J) Diagrama de Sankey demonstrativo do fluxo de informacédo da coorte.

56 H. PYLORI E STATUS DE TLS NO PROGNOSTICO DO
ADENOCARCINOMA GASTRICO

Para o aprofundamento de nossa andlise relativa a associacdo entre H. pylori e a
formacdo de estruturas linfoides tercidrias em pacientes com adenocarcinoma gastrico, nos
valemos da coorte de pacientes do ACRG (GSE62254, RNAmicroarray)®°. Desta coorte,
excluimos os pacientes pertencentes ao estadiamento 1V, restando para a analise um total de
219 individuos.

Como ponto inicial, buscamos caracterizar o perfil imunoldgico da coorte como um
todo, para averiguar possiveis padrdes de interesse. Sendo assim, os dados de expressao génica
foram deconvolucionados pelo algoritmo MCPCounter*®, obtendo-se a abundancia relativa das
celulas imunes e estromais presentes no microambiente tumoral. Apds agrupamento
hierarquico (Figura 10A), observamos que a abundancia das células imunes apresentou grande
heterogeneidade, havendo regides imunologicamente mais ricas, tanto no aspecto celular,
quanto no aspecto relativo aos genes de marcadores de exaustdo (PDCD1, TIGIT, ENTPD1,
CTLA4, HACR2 e LAG3), formacao e maturacdo de TLSs (CXCL13, CCL19, CCL21, CXCRS5,
CCRY), e assinaturas de TLS e resposta Thl. A despeito destes elementos ndo formarem um
padrdo claro, como nos individuos acometidos por gastrite crénica, foi possivel observar que a
assinatura de TLS* estava enriquecida em pacientes com adenocarcinoma do tipo difuso de
Laurén (Figura 10B) e durante o estadiamento Il (Figura 10C), o que é sugestivo de maior
atividade inflamatdria nestes cenarios.

Uma caracteristica desta coorte que se faz necessaria mencéo é a elevada porcentagem
de casos ndo classificados de H. pylori (Figura 10D), o que compromete os subtipos difuso,
intestinal e misto (Figura 10E) em 60,2%; 47,4%; e 80%, respectivamente. Deste modo, para a
avaliacdo da distribuicdo da assinatura de TLS entre os individuos com status de H. pylori

disponivel, reduzimos a coorte para 99 individuos, dos quais 41 eram positivos e 58, negativos
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para a infec¢do. Os pacientes foram segregados de acordo com a mediana da assinatura de TLS
calculada na coorte completa (219 pacientes, mediana = -0,140675) em TLS alto (> mediana)
e TLS baixo (< mediana). Assim, observamos que os individuos classificados como TLS alto
(Figura 10F) exibem valores de escore significativamente mais elevados quando infectados H.
pylori (p = 0,00529), ndo havendo diferenca relativa ao status de infeccdo naqueles que foram
classificados como TLS baixo (Figura 10G).

A partir da observacdo desta associacao entre escores mais elevados TLS e presenca de
H. pylori, buscamos averiguar se tambem haveria influéncia desses fatores no progndstico.
Assim, os pacientes foram segregados em dois grupos de acordo com seu status de infecgéo,
procedendo-se entdo para a andlise de sobrevida (Figura 10H e 10I). Em pacientes HP", a
presenca de TLS ndo influenciou a sobrevida global dos pacientes com cancer gastrico (Figura
10H). Surpreendentemente, os individuos infectados e com status elevado de TLS possuiram
menor sobrevida (p = 0,023) em relagdo aos pacientes infectados e com status reduzido de TLS
(Figura 101). Também foi observado que nesta coorte a proporcao de individuo infectados e
com escore de TLS elevado pertenciam principalmente ao estadiamento 11 (Figura 10J).

Assim, mostramos que, especialmente nos estadiamentos mais avancados, a
combinacéo de infeccdo por H. pylori e um escore elevado de TLS possui influéncia sobre o
progndstico dos pacientes com adenocarcinoma gastrico. O diagrama de Sankey (Figura 10K)

mostra graficamente a dindmica dos eventos descritos nesta secgéo.
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Fonte: Autoria prépria

Figura 8. H. pylori em combinacdo com status de TLS é indicativo prognéstico de pacientes com
adenocarcinoma gastrico. (A) Heatmap demonstrativo do panorama imunolégico dos individuos constituintes
da coorte analisada, destacando-se 0s principais tipos celulares, bem como genes representativos de cada uma das
categorias presentes. Distribuicdo do escore de TLS in house entre (B) os subtipos tumorais de Laurén e (C)
estadiamento. Analises realizadas por ANOVA, seguido por pds teste de Tukey, Valores de p < 0,05 foram
considerados significativos. (D) Porcentagem de casos positivos, negativos e ndo classificados de infec¢do por H.
pylori. (E) Porcentagem de casos nédo classificados de H. pylori entre os subtipos difuso, intestinal e misto de
Laurén. Distribuicdo do escore de TLS entre individuos portadores de H. pylori ou ndo estratificados por (F) TLS
alto e (G) TLS baixo. Analise de sobrevida de individuos H. pylori (H) positivos e (I) negativos. (J) Distribuigao
das combinagdes entre H. pylori e TLS para os estadiamentos I, 11 e 11l. (K) Diagrama de Sankey demonstrativo
do fluxo de informacéo da coorte.

5.7 PACIENTES INFECTADOS POR H. PYLORI EXIBEM PROCESSOS
BIOLOGICOS LIGADOS A RESPOSTA ANTIMICROBIANA

Ainda valendo-nos da coorte do ACRG, realizamos uma analise diferencial dos genes
expressos entre pacientes TLS alto vs. TLS baixo, segregados em H. pylori positivos (Figura
11A) e negativos (Figura 11B), conforme demonstrado pelos volcano plots. Naturalmente era
esperado que genes como CXCL13 e CCL19, ligados a formacdo de TLSs estivessem
diferencialmente expressos em ambos os casos. Contudo, o foco desta andlise foi a busca pelos
genes que estavam exclusivamente diferenciados em individuos H. pylori positivos. Um total
de 197 genes foram obtidos, cruzando-se os genes diferencialmente expressos dos dois
cenarios, sob as mesmas condi¢ées (log2FC > 0,5; FDR < 0,05). Esses genes foram submetidos
a analise de Gene Ontology, sendo possivel observar a presenca de diversos processos
bioldgicos ligados a resposta imune (Figura 11C), indicando que na presenca de H. pylori, o
sistema imune encontra-se em atividade mais intensa.

Devido a heterogeneidade inerente aos subtipos de Laurén envolvidos na anélise
anterior, buscamos realizar nova avaliagdo em uma coorte mais homogénea. Para tal, utilizamos
a coorte GSE129219%¢, constituida por pacientes com adenocarcinoma gastrico difuso. Pelo
fato de o cancer gastrico difuso nao se originar de um processo inflamatorio cronico, tal qual o
subtipo intestinal*’, especulamos que as modificagGes causadas pelo H. pylori seriam melhor
observadas. Deste modo, realizamos a analise diferencial (Figura 11D), e verificamos que
diversos genes ligados a processos de exaustdo como PDCD1, TIGIT, CTLA4 e LAG3
encontram-se negativamente expressos nos individuos que ja tiveram exposi¢éo ao H. pylori,
porém genes ligados a processos que envolvem linfocitos B, como CD19, e mesmo CXCL13
encontram elevados nestes individuos. O mesmo pode ser observado em genes ligados a

metaplasia como TFF3 e MUC2, demonstrando que o Helicobacter pylori influencia
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profundamente o microambiente tumoral. O Gltimo passo desta anélise, foi a realizacdo do
GSEA, utilizando-se termos de Gene Ontology ligados a processos bioldgicos. Dentre 0s
resultados providos pela analise, notamos a existéncia de processos relacionados a resposta
imune de mucosas, resposta imune humoral, resposta humoral antimicrobiana e a bactérias
gram-negativas (Figura 11E).

Com esse resultado, foi possivel demonstrar que individuos infectados por H. pylori,
possuem um componente imune que nao é direcionado apenas ao tumor, mas claramente é
direcionado a microrganismos patogénicos, especialmente no tocante a resposta imune

adaptativa humoral.
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Fonte: Autoria propria

Figura 9. A infeccdo por H. pylori promove resposta imune direcionada a patégenos no microambiente
tumoral. Volcano plots demonstrativos da expressao diferencial entre TLS alto e TLS baixo em individuos H.
pylori (A) negativos e (B) positivos. (C) Processos bioldgicos GO. (D) Volcano plot relativo a expressao
diferencial génica entre individuos com cancer gastrico expostos ou nao ao H. pylori. (E) GSEA plots relativos a
resposta imune de mucosas, imunidade humoral, resposta humoral antimicrobiana e resposta a bactérias gram-
negativas.
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6 DISCUSSAO

6.1 ASPECTOS PRE-NEOPLASICOS

No presente trabalho, foi investigada a influéncia do Helicobacter pylori sobre o
microambiente da mucosa gastrica tanto no contexto pré-neoplasico, relacionando-a com a
cascata de Correa®, quanto neoplasico. Em ambos os casos, fomos capazes de avaliar as
principais modificages causadas pela infec¢do. Estas iniciam-se, necessariamente, com 0
estabelecimento de uma resposta imunoldgica inata e adaptativa, que na tentativa de eliminar o
patogeno causam efeitos nocivos aos hospedeiro, como as gastrites e Ulceras*°¢. A
continuidade destes efeitos lesivos, potencialmente contribuem para o estabelecimento de
processo malignos, como no caso do adenocarcinoma gastrico'*® e linfoma de MALT*"/10¢,

Como sabemos, a colonizacdo da mucosa gastrica pelo H. pylori, seguido por seu
contato mais intimo com as células epiteliais, possibilitando a entrega de seus fatores de
viruléncia, e o reconhecimento de antigenos presentes em sua estrutura sdo 0s passos iniciais
da resposta imunoldgica contra este patégeno. Sendo assim, fomos capazes de verificar que
apenas a presenca de H. pylori ndo é suficiente para a indugdo de significativa de genes
relacionados a resposta imunologica como das familias de TLRs e NRLs (Figura 4). Com o
estabelecimento do contato mais estreito entre a bactéria e as células do hospedeiro, temos de
fato a montagem inicial do processo inflamatério, com a elevacao na expressdo de receptores
como TLR2 e NLRP1, que agem promovendo a resposta inflamatéria pela producdo de
mediadores como IL-2, IL-6 e IL-12 via ativacio do NF-kB!*° e por formacio de
inflamassoma, como no caso do IL-1p, respectivamente’®,

Além desses eventos, observamos que o gene CXCL13, bem como outros envolvidos
com o processo de formagéo e maturacao de estruturas linfoides tercidrias como CCR7, estavam
diferencialmente expressos apenas nos individuos que apresentaram les@es erosivas, 0 que nos
leva a especular que, neste ponto esta ocorrendo, ao menos incialmente a formacao de foliculos
linfoides na regido da lamina prépria. Este processo, coordenado pela atividade do eixo
CXCR5/CXCL13 esta presente ndo apenas neste caso em particular, mas em todos os eventos
gue envolvem homing de linfécitos B para a regido dos foliculos em 6érgdos linfoides

136

secundarios!®® e estruturas linfoides terciarias, como observadas em tumores3®. Neste contexto,
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um experimento realizado em modelo murino de infecgdo pelo Helicobacter suis®, demonstrou
que o tratamento com anti-CXCL13, além de reduzir a formacéo de foliculos linfoides, também
contribuia para a elevar a expressao de TGF S, IL-6 e IL-10, permitindo a induzindo a producao
de anticorpos do tipo IgA, especificos contra a bactéria.

Embora existam posicionamentos divergentes sobre a existéncia ou ndo de agregados

linfoides nativos no estdmago®®%?, um estudo recente!>

no qual pacientes submetidos a
cirurgia bariatrica foram analisados quanto a existéncia de agregados linfoides na presenca ou
auséncia de H. pylori, demonstrou que mesmo na inexisténcia de infecc¢éo, havia a presenca
discreta de agregado linfoides, porém os infectados os exibiam de modo exuberante e com
formacdo de centros germinativos. Este dado corrobora, mesmo que indiretamente, nossos
resultados, inclusive pela observacdo de um sinal mais elevado, embora néo significativo, de
CXCL13 na auséncia de lesdo por H. pylori. Também, o faz, em relacdo a expressao relativa
dos genes relacionados a formacéo de centro germinativo, como BCL6, AICDA, FAS e MZBL.
Embora nesta analise o0 gene CXCR5 ndo tenha demonstrado expressao diferencial significativa,
este relaciona-se a formacédo de foliculos linfoides na mucosa em casos de infeccdo por H.
pylori®®, Estes resultados sdo indicativos da presenca de sinais relacionados a formagdo de
estruturas linfoides ectopicas e a maturacdo de linfocitos durante a gastrite cronica erosiva pelo
H. pylori, porém, o entendimento dinamico deste processo, deve ser feito a luz da cascata de
Correa®,

De acordo com a cascata de Correa3, a primeira modificacéo histolégica reconhecida é
a inflamacéo cronica, e mesmo que este evento ndo seja considerado pré-neoplasico, é neste
ponto onde a resposta imunoldgica, principalmente celular encontra seu apice, como foi
possivel observar em nossos resultados (Figura 6). Contudo nestes resultados, um aspecto
interessante deve ser mencionado: enquanto € clara a divisdo entre um ambiente imunol6gico
mais quente, e outro frio, nota-se que muitos dos individuos H. pylori positivos ndo exibem
uma resposta imune tdo intensa, mesmo diagnosticados como gastrite cronica ativa. Uma
possivel explicacdo para o ocorrido, é a presenca de cepas menos virulentas do H. pylori,
deficientes em CagA, que € imunologicamente dominante, gerando assim um processo
inflamatério menos intenso, mas que ndo descarta 0 risco da progressdo para a gastrite
atrofical®, considerado o primeiro estagio pré-neopléasico®®. Ainda assim, uma parcela
consideravel dos pacientes exibe uma resposta imunolédgica mais elevada, especialmente na
gastrite cronica ativa, 0 ponto de maior escore para a assinatura de TLS, indicando que existe a

formacéo ativa de foliculos linfoides neste ponto da interacdo hospedeiro-patogeno.
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Caracteristicamente, estes foliculos linfoides formam centros germinativos com minima
expansdo de zona marginal®®. Contudo, até onde € a literatura demonstra, este ¢ o primeiro
trabalho a relacionar dentro da escala de Correia, 0 comportamento de uma assinatura
relacionada a formacdo de foliculos linfoides/TLS, e sinais da resposta imune ao H. Além do
aspecto relacionado a formagéo dos foliculos linfoides, é necessario atentar que a resposta
imune neste contexto é direcionada a contencdo ou erradicacio da bactérial*>*®’. Como
exemplificacdo para tal situacéo, tem-se o tratamento de escolha para linfoma de MALT, que é
um tipo de linfoma de células B, normalmente de baixo grau, cuja principal causa etiologica é
o H. pylori. Para esta neoplasia, a terapia de escolha é a antibioticoterapia’®®, que a depender
da resisténcia da cepa bacteriana, pode ser ajustada’®. Sendo assim, nossos achados ligados aos
maiores escores de enriquecimento da resposta imune humoral, adaptativa, e migracdo de
leucdcitos, que a principio podem ser considerados genéricos, complementam-se a resposta
bacteriana, indicado o direcionamento tomado pela resposta imune.

Realizada a caracterizacdo in silico, onde verificou-se indicativos da existéncia da
formacdo de uma reacéo linfoide stepwise durante a resposta imune anti-H. pylori, buscamos
emular estes achados em uma coorte de pacientes ambulatoriais portadores de gastrite cronica
e atrofica (Figura 7). Mesmo que ndo tenha sido possivel verificar diretamente uma diferenca
entre os infiltrados de células imunes entre as duas patologias, confirmou-se ao menos em parte,
que durante o processo inflamatério cronico, havia maior frequéncia de populacGes positivas
para marcadores de exaustdo como PD1 e TIGIT, particularmente nas células T CD4*, em
comparacdo ao observado nas células T CD8*. Embora estes resultados agrupem todos 0s
individuos, independentemente do H. pylori, esta analise é vélida sob a condicdo da
caracterizacdo geral do estado celular em ambos 0s estagios da gastrite. Mesmo com a escassez
de dados na literatura relativas as células T CD4* e T CD8" neste contexto especifico, alguns
trabalho demonstram que durante a infecgdo por H. pylori, estas populages celulares
encontram-se elevadas in situ, exibindo capacidade de expressao de IFN-y e IL-2, contribuindo
com o perfil Th1'%, Qutros trabalhos demonstram a predominéncia de populagdes de células B
e CD4" na mucosa gastrica de pacientes portadores de Ulcera péptica, infectados por H. pylori,
independentemente do sitio da les30'®°, ou mesmo que células T CD8* apresentam-se em maior
abundancia na lamina propria de papacintes H. pylori positivos®’. Ainda assim, ndo ha
avaliacdo comparativa entre o infiltrado de tipos diferentes de gastrite. Deste modo, é possivel
especular que a elevacdo nos marcadores de exaustao esta relacionada ao processo de ativagao

celular e exposi¢céo ao microambiente.
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Neste ponto, é importante salientar, que mesmo que ndo seja esperado que uma
populacdo de células como a T CD8" participe do controle imunolégico de bactérias
extracelulares como o H. pylori, tais populacdes exercem o papel de primeira linha de resposta
linfocitaria, passando posteriormente a exibir o perfil de residente de memoria tecidual
especificas para o antigeno CagA'“2. Outra questdo importante, é sobre nossas analises de
celulas B e sua abundancia em individuos infectados. Embora a literatura aponte para um

180 nossa observagio mostra que esta € uma

resultado andlogo em um contexto de Ulcera péptica
ocorréncia independente do tipo de gastrite, pois tanto individuos no estagio cronico ativo,
quanto atr6fico foram agrupados nas categorias assinaladas. Além disso, este resultado
acompanha nossa linha de raciocinio sobre a formacdo de agregados linfoide e o

desenvolvimento de foliculos na mucosa gastrica infectada por H. pylori.

6.2 ASPECTOS NEOPLASICOS

Com a analise dos dados pré-neoplasicos, foi possivel obter uma visdo geral da
influéncia do H. pylori sobre a mucosa gastrica e o sistema imune local, de modo que ocorresse
uma resposta imune analoga a das estruturas linfoides terciarias, mas direcionada contra o
patdégeno tanto no contexto celular, quanto humoral. Ndo obstante, o intenso processo
inflamatorio tem consequéncias danosas ao hospedeiro, resultando nos quadros de gastrite, e
por conseguinte, ao desenvolvimento de lesdes pré-neoplasicas. Ja é estabelecido na literatura,
que os antigenos VacA e CagA, este tltimo imunodominante!®, possuem amplo papel no risco
de desenvolvimento do cancer gastrico'®2. Além disso, devido a caracteristica imunodominante,
existe toda uma maquinaria inata e adaptativa direcionada contra o H. pylori, ativa e
estabelecida previamente ao inicio do processo neoplasico. Sendo assim, a questdo principal
neste aspecto, € como essa resposta imune ja pré-existente contra o patdégeno pode influenciar
na resposta imune do hospedeiro contra o adenocarcinoma gastrico.

Para responder a tal questionamento, incialmente valemo-nos de uma coorte de
pacientes portadores de adenocarcinoma gastrico (Figura 8). Contudo, apenas um paciente desta
coorte possuia diagnostico positivo para a infecgdo por H. pylori, o que fez com que optassemos
por seguir com esta analise em um contexto de caracterizacdo geral do comportamento do
componente imunoldgico destes pacientes. Através das comparacdes entre os sitios peritumoral
e tumoral, observamos a auséncia de diferencas estatisticas entre os infiltrados imunes das

populacdes celulares gerais. Porém, com a analise focada em tipos celulares especificos, fomos
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capazes de observar algumas diferencas interessantes. Primeiramente, as células T CD8"
CD103" CD39" (Figura 8F), que se encontram significativamente mais elevadas no peritumor,
e exibem maior frequéncia de PD1 no tumor (Figura 8G). Tais células exibem o perfil de CD8*
CD103" residentes de memoria tecidual (TRM) e devido a sua alta capacidade antitumoral®®3,
sdo consideradas fatores de bom prognosticol®®. De acordo com a literatura recente, estas
células encontram-se mais elevadas no compartimento ndo-tumoral gastrico, sendo
consideradas disfuncionais, a partir da expressao da molécula de PD1, em conjunto com a
reducdo na capacidade de producdo de granzima B e perforina. Esta funcionalidade pode ser
facilmente recuperada através da implementacdo de agentes anti-PD1 em combinagdo com
agonista de 4-1BB, expresso em niveis mais elevados nas céluas presentes no compartimento
tumoral. Assim, tem-se um quadro no qual as células presentes neste compartimento,
independentemenet do status de infeccdo, encontram-se disfuncionais, possivelmente devido
ao estadiamento mais avancado de alguns pacientes de nossa coorte.

Mesmo o perfil de células T CD8" CD103"CD39" (Figura 8F), considerado como
reativo ao tumor em diversas neoplasias sélidas'®®, bem como associado & melhor sobrevida'®®,
apresentou apenas uma diferenca na frequéncia de células que expressam de PD1 no tumor
(Figura 8H). Um trabalho recente'®”, abordou o papel de células CD8* CD39" com perfil de
residéncia tecidual presentes nos tumores gastricos, demonstrando que estas codificam genes
de receptores inibitorios tais como PD1, CTLA4, TIM3, GITR e TIGIT, e fatores de transcri¢do
relacionados a exaustdo de células T, como TOX e SOX. Contudo, um ponto interessante, e
que ndo foi abordado pelos autores, é o fato das células CD8* CD39" possuem elevada
expressdo da quimiocina CXCL13. Embora os autores ndo tenham discutido o papel destas
células em particular, maltiplos estudos demonstraram que células T CXCL13" poderiam agir
como recrutadores de linfocitos B CXCR5* para promover a formacdo e maturacdo de
TLSs681%9  porém, apenas com a expressio isolada de PD1 verificada em nosso trabalho, ndo
temos a capacidade de afirmar, que estamos observando células exauridas, ou recém ativadas,
pois 0 microambiente do adenocarcinoma gastrico promove a expressdo de PD1 em células T
CD8" independentemente da existéncia de disfuncionalidade celular!’®. Como Gltimo aspecto
desta analise a ser comentado, seria interessante especularmos sobre a questdo do CXCL13
secretado pelas células CD8* CD39", caso fosse possivel verificar algum padrdo dentro das
células B presentes na coorte, contudo ndo foi possivel observar uma correlacéo clara.

Também, foi possivel observar que as células T CD4" presentes nos pacientes de nossa
coorte estdo relacionadas a um perfil CD4" CD39*, que de acordo com a literatura, esta ligado

a um prognostico desfavoravel nos pacientes com cancer gastrico. Este subtipo celular exibe
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elevadas expressdes de moléculas de exaustdo como PD1, CTLA4, TIGIT, GITR e NKG2A, e
de fatores de transcri¢do relacionados a este processo como IRF4 e TOX, e por conseguinte,
menos moléculas efetoras como CD127 e KLRG1, comparativamente as células CD3911, Em
adicdo a esta observacao, tem-se que a elevada presenca de células Tregs como as descritas em
nossas analises, relacionam-se com a supressao da resposta antitumoral através da secrecdo de
citocinas como 1L1072. Além disso, niveis elevados de CD39 (CD39") permitem que as células
Tregs mantenham uma expressao sustentada do gene FOXP3, exibindo maiores niveis de PD-
L1, CD25 e CTLA, e menores niveis de GITR e CD127 se comparadas as células CD39'.
Ademais, seus niveis de secrecdo de IL10 sdo mais elevados, mostrando intensa atividade
supressora em ensaios de co-cultural®. Assim, o aspecto principal que foi possivel de ser
inferido a partir dos nossos resultados, é o fato de que o microambiente gastrico exibido por
nossa coorte, independente do status de H. pylori, possui elevada atividade imunossupressora
e de células em exaustdo.

Como ndo foi possivel extrair informacdes especificas sobre a relagdo entre H. pylori e
0 a formacdo de TLSs em nossa coorte principal, nos valemos de uma coorte retrospectiva de
pacientes com adenocarcinoma gastrico, submetidos a cirurgia upfront, oriunda do A. C.
Camargo Cancer Center (Figura 9). Um aspecto inerente a esta coorte, é a predominancia de
individuos em estadiamento |, com tumores pequenos/superficiais, e mesmo que tenhamos
observado a presenca das estruturas linfoides terciarias em uma fracdo destes pacientes, também
observamos, em dados de transcriptbmica, que mesmo que os TLSs sejam encontrados em
todos os estadiamentos, sua assinatura apresenta-se mais intensa no estadiamento 11l (Figura
10C). Tais associacdes clinico-patoldgicas ndo sdo exclusivas para o adenocarcinoma gastrico,
podendo também ser encontradas em outros tipos tumorais, como o cancer de mamal’3. Mesmo
assim, foi possivel observar que nos individuos infectados havia areas mais densas de TLS,
detectadas desde os estadiamentos iniciais, especialmente na regido da margem invasiva. Esta
deteccdo torna-se sugestiva da existéncia de uma resposta imune contra a bactéria concomitante
a resposta antitumoral (Figura 9B).

N&o obstante a importancia de se analisar quantitativamente a presenca de TLS nos
tumores gastricos, bem como a influéncia exercida por H. pylori no microambiente, uma das
principais motivacOes para esta avaliacdo foi o aspecto progndéstico, pois ndo ha consenso
literario sobe a influéncia da bactéria sobre a sobrevida dos pacientes com adenocarcinoma
gastrico. Enquanto alguns autores afirmam que pacientes infectados pelo H. pylori possuem
melhor progndstico’®, outros ndo foram capazes de verificar associagio com a sobrevida

global'’®, ou mesmo afirmam que os individuos infectados possuem progndstico ruim*7®.
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Para melhor exemplificar o descrito selecionamos alguns trabalhos que se aprofundam
no tema. Um estudo recente, no qual 743 pacientes ndo metastaticos foram incluidos, em que
também se realizou uma meta-analise, ndo foi possivel observar quaisquer associagdes entre a
infeccdo por H. pylori e caracteristicas demograficas, ou patoldgicas como estadiamento TNM,
ou mesmo quimioterapia adjuvante. Mesmo a analise de sobrevida ndo foi capaz de demonstrar,
além de uma leve tendéncia & melhor sobrevida dos individuos infectados, uma relagéo clara.
Quando analisada a meta-andlise, na qual a propria corte foi incluida (perfazendo assim um
total de 57 estudos), foi possivel observar a melhor predi¢do de sobrevida global e livre de
progressao para os pacientes positivos para H. pylori. Contudo um importante questionamento
feito pelos autores diz respeito aos individuos erroneamente classificados como negativos no
momento da cirurgia, pois mesmo com a erradicacdo da infeccdo, as lesbes pré-neoplasicas
podem continuar em progressao, enviesando assim as analises.

Outro panorama diferente, foi observado por Zhao et al. (2024), onde avaliou-se o0 efeito
do tratamento anti-H. pylori pos gastrectomia radical em uma coorte de 1293 pacientes®. Neste
estudo, foi demonstrado que os individuos com estadiamento TNM TNM Il e 111 apresentaram
maiores beneficios quando submetidos a antibioticoterapia, 0 que foi observado tanto em
termos de sobrevida global, quanto livre de progressao, sugestivo de que a combinacdo de
quimioterapia adjuvante e terapia anti-H. pylori possa ser clinicamente benéfica. Porém, esta
questdo muda de aspecto quando o fator imunoterapia é adicionado, como demonstrado por um
trabalho®! no qual 77 pacientes diagnosticados com adenocarcinoma gastrico estadiamento
TNM 1V, portadores ou ndo de H. pylori, foram submetidos a imunoterapia anti-PD1 com os
seguintes agentes: nivolumabe, ou pembrolizumabe, ou
camrelizumabe/toripalimabef/tislelizumabe. Quando se avaliou a efetividade da terapia
imunoldgica, observou-se que os individuos infectados exibiram maior risco de ndo resposta
clinica a terapia, em comparacdo com aqueles ndo infectados. O mesmo evento, foi observado
em relacdo a performance de sobrevida e sobrevida livre de progressdo, indicando que a
infeccdo por H. pylori, no contexto da imunoterapia, € um fator de prognostico ruim. Outro
estudo®, com 215 individuos, em estadiamento TNM IV, também mostrou resultados
semelhantes, nos quais o H. pylori foi considerado fator de prognostico independente para
sobrevida global e livre de progressdo, onde em ambos 0s casos, 0s pacientes infectados
apresentaram piores performances. Nos dois trabalhos brevemente discutidos, a questdo da
influéncia da microbiota ndo pode ser descartada, pois de acordo com dados de metagendmica,
o H. pylori causa disbiose no estdmago, tornando-se a bactéria predominante!’’. Ademais, ja é
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conhecida a influéncia da microbiota sobre o desfecho da imunoterpia-*®, sendo deste modo,
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possivel especular que além dos efeitos sobre as células do sistema imune, o H. pylori possa,
através do processo de disbiose, influenciar nesta modalidade terapéutica.

Da mesma maneira, deve ser considerado como aspecto prognostico a presenca de
estruturas linfoides terciarias no microambiente tumoral. Os primeiros trabalhos a analisar este
aspecto tanto em melanoma!?, quanto em sarcoma'®, observaram que em ambos 0s contextos
estas estruturas estariam ligadas & um microambiente tumoral mais quente, nos quais quanto
maiores suas densidades ou escores, melhores indicadores de um prognostico favoravel ao
pacientes seriam, com notavel beneficio para a imunoterapia. Em cancer gastrico, também ¢
verificado o progndstico positivo de pacientes que apresentam maiores densidades de TLS em
termos de sobrevida global'’®, bem como o valor progndstico positivo da associagdo entre
densidade de TLS e grau de infiltracdo celular no tumor, especialmente de células CD8" e
CD20".

Porém uma questdo em aberto, € o quanto a formacdo dos TLSs sofre influéncia no
contexto progndstico por aspectos diretamente ligados a microrganismos, especialmente do H.
pylori. No presente trabalho, ndo foi possivel verificar, a0 menos na coorte retrospectiva,
alguma influéncia significativa provocada pelo H. pylori, ou status de TLS, com isso
acreditamos que este evento é devido, principalmente, ao predominio do estadiamento | nos
pacientes analisados. Contudo, o ocorrido ndo foi impeditivo para fosse observado o aumento
nas densidades de TLS na margem invasiva, em detrimento do centro do tumor nos individuos
infectados. Deste modo, nos valemos de uma analise mais abrangente em uma coorte publica
(Figura 10), com a qual foi possivel tracar algumas conclusdes que podem nortear a conduta
clinica, sendo a mais importante delas relativa a associacdo do status de TLS com a infeccdo
por H. pylori. Em nossos resultados, foi observado que pacientes com TLS alto possuem
elevada associacdo com H. pylori, sendo assim, foi especulado que mesmo na existéncia de
uma assinatura de TLS, que existe independentemente do status de infecgdo, a bactéria possui
capacidade de promover niveis de escores mais elevados (Figura 10F).

Outro aspecto no qual, para nosso conhecimento, este é o primeiro trabalho a explorar,
é a diferenca observada na sobrevida global quando analisados separadamente os individuos H.
pylori positivos e negativos, utilizando como critério comparativo os escore de TLS. Neste
trabalho, observamos que nos individuos infectados por H. pylori, o status elevado de TLS é
um indicativo de uma pior sobrevida global, quando comparados aos individuos com status
menores de TLS (Figura 101). Quando realizadas as analises de expressao diferencial desses
individuos, observou-se a presenca de um padrdo de resposta imunologica mais elevada nos

individuos H. pylori positivos. Posteriormente, verificamos que este padrdo de resposta, nos
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pacientes infectados esta ligado ao aspecto antimicrobiano, com intensa atividade humoral e
resposta a gram-negativos (Figura 11E). Esta caracteristica, ja havia sido observada em nossos
resultados relativos aos aspectos pré-neoplasicos, nos quais uma resposta a elementos
bacterianos estava presente (Figura 6G). Assim, definimos que no aspecto neoplasico, o H.
pylori também exerce influéncia, promovendo uma intensificacdo dos sinais relativos a
estruturas linfoides terciarias e a resposta antimicrobiana, que em conjunto, se relacionam a

uma performance progndstica pobre.
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7 CONCLUSOES

Com os resultados de nosso trabalho, podemos concluir que, o Helicobacter pylori
possui capacidade de influenciar na formacéo de estruturas linfoides terciarias, desde o inicio
de sua relagdo com o hospedeiro, e que a existéncia dessas estruturas esta ligada a um desfecho
desfavoravel ao paciente. Tal desfecho deve-se & concomitancia de uma resposta imune anti-

Helicobacter pylori concomitante a resposta anti-tumoral.
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Anexo 1 - Tabela 1

Tabela 1 - Estatisticas descritivas dos pacientes diagnosticados com gastrite cronicas
e gastrite atréfica recrutados no A. C. Camargo Cancer Center

Helicobacter pylori Status

Overall
Positive Negative (N=20)
(N=4) (N=16)

Gender
Masculine 1 (25.0%) 6 (37.5%) 7 (35.0%)
Feminie 3 (75.0%) 10 (62.5%) 13 (65.0%)
Age
Mean (SD) 55.8 (13.3) 48.3 (18.4) 49.8 (17.5)

Median [Min, Max]

52.5 [44.0, 74.0]

43.5[21.0, 77.0]

44.0 [21.0, 77.0]

Diagnosis

Chronic Gastritis 1 (25.0%) 9 (56.3%) 10 (50.0%)
Atrophic Gastritis 3 (75.0%) 7 (43.8%) 10 (50.0%)
Intestinal Metaplasia

Present 3 (75.0%) 7 (43.8%) 10 (50.0%)
Absent 1 (25.0%) 9 (56.3%) 10 (50.0%)

Fonte: prépria autoria
Legenda: SD, Standard Deviation



Anexo 2 Tabela 2

Tabela 2 - Estatisticas descritivas dos pacientes diagnosticados com adenocarcinoma
gastrico, recrutados no A. C. Camargo Cancer Center e Hospital Central da Santa Casa
de Misericdrdia de S&o Paulo

Helicobacter pylori Status

Overall

Positive Negative Not Available (n=17)

(n=1) (n=13) (n=3)
Gender
Masculine 1 (100%) 7 (53.8%) 1 (33.3%) 9 (52.9%)
Feminine 0 (0%) 6 (46.2%) 2 (66.7%) 8 (47.1%)
Age
Mean (SD) 67.0 (NA) 61.2 (10.2) 70.7 (11.4) 63.2 (10.5)
Median [Min, 67.0[67.0,67.0]  63.0[34.0, 76.0] 74.0 [58.0, 80.0] 65.0 [34.0,
Max] 80.0]
Laurén
Diffuse 1 (100%) 6 (46.2%) 0 (0%) 7 (41.2%)
Intestinal 0 (0%) 6 (46.2%) 3 (100%) 9 (52.9%)
Indetermined 0 (0%) 1(7.7%) 0 (0%) 1 (5.9%)
TNM Stage
I 0 (0%) 5 (38.5%) 1 (33.3%) 6 (35.3%)
I 0 (0%) 4 (30.8%) 1 (33.3%) 5 (29.4%)
" 1 (100%) 4 (30.8%) 1 (33.3%) 6 (35.3%)
Grade
Well 0 (0%) 3 (23.1%) 0 (0%) 3 (17.6%)
Mod 0 (0%) 3(23.1%) 2 (66.7%) 5 (29.4%)
Poor 0 (0%) 7 (53.8%) 1 (33.3%) 9 (52.9%)
Location
Antrum 0 (0%) 5 (38.5%) 0 (0%) 6 (35.3%)
Body 0 (0%) 5 (38.5%) 3 (100%) 8 (47.1%)
Fundus 0 (0%) 1(7.7%) 0 (0%) 1 (5.9%)
Incisure 0 (0%) 1 (7.7%) 0 (0%) 1 (5.9%)
Missing 0 (0%) 1(7.7%) 0 (0%) 1 (5.9%)

Fonte: prépria autoria

Legenda: SD, Standard Deviation



Anexo 3 — Tabela 3

Tabela 3 - Estatisticas descritivas dos pacientes diagnosticados com adenocarcinoma
gastrico, constituintes da coorte retrospectiva do A. C. Camargo Cancer Center

Gender
Masculine
Feminine

Age
Mean (SD)

Median [Min,
Max]

Laurén
Diffuse

Intestinal
Mixed
Indetermined

TNM Stage
I

I

i

Status
Antrum
Body

Helicobacter pylori Status

Positive
(n=15)

7 (46.7%)
8 (53.3%)

49.3 (11.6)
50.0 [33.0, 68.0]

9 (60.0%)

3 (20.0%)

3 (20.0%)
0 (0%)

13 (86.7%)
1 (6.7%)
1 (6.7%)

15 (100%)
0 (0%)

Negative
(n=29)

15 (51.7%)
14 (48.3%)

60.9 (17.0)
64.0 [32.0, 89.0]

14 (48.3%)

11 (37.9%)

4 (13.8%)
0 (0%)

22 (75.9%)
5 (17.2%)
2 (6.9%)

25 (86.2%)
4 (13.8%)

Not Available
(n=10)

9 (90.0%)
1 (10.0%)

66.6 (14.2)
71.0 [45.0, 89.0]

1 (10.0%)
4 (40.0%)
4 (40.0%)
1 (10.0%)

4 (40.0%)
4 (40.0%)
2 (20.0%)

7 (70.0%)
3 (30.0%)

Overall
(n=54)

31 (57.4%)
23 (42.6%)

58.8 (16.2)

59.5 [32.0,
89.0]

24 (44.4%)

18 (33.3%)

11 (20.4%)
1 (1.9%)

39 (72.2%)
10 (18.5%)
5 (9.3%)

47 (87.0%)
7 (13.0%)

Fonte: prépria autoria

Legenda: SD, Standard Deviation
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