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RESUMO

O cancro gastrico (CG) é uma doenca heterogénea, fato que se reflete nas caracteristicas
macroscopicas, histologicas e moleculares. O carcinoma gastrico com estroma linfoide
(CGEL), é um subtipo histoldgico de CG, caracterizado por abundante infiltrado linfocitario
intratumoral, constituido maioritariamente por linfdcitos T, que desempenham funcGes anti e
pro-tumorais. O PD-L1 € um ligando que inibe as funcBes dos linfocitos T. A expressao
aumentada de PD-L1 no CG sugere a possibilidade de utilizacdo de agentes inibidores do

checkpoint imunoldgico como terapia de preciséo.

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar o CGEL, relativamente ao perfil clinico-
patoldgico e molecular, resposta imunologica (estroma linfoide e expressdo de PD-L1), infecao
por EBV, instabilidade de microssatélites e co-localizacdo de PD-L1 nas células neoplésicas e

estromais.

O estudo foi realizado numa amostra de 24 casos de CGEL, em que se avaliaram os seguintes
parametros: caracteristicas clinico-patoldgicas; infecdo por EBV através de HIS e PCR;
instabilidade de microssatélites por PCR e eletroforese capilar; expressao de pan-citoqueratina
(AE1/AE3), CD8, CD3 e PD-L1 por imuno-histoquimica; co-localizacdo de PD-L1/CD68 e
PD-L1/citoqueratina por imunofluorescéncia com dupla marcacdo. Os linfécitos T CD8+ e

CD3+ foram quantificados no centro e na periferia do tumor.

Os principais resultados mostraram: infecdo por EBV em 66,7% dos casos; presenca de IMS-
A em 16,7% dos casos; expressao de PD-L1 (>50% de células neoplésicas e estromais) em 4
casos com infecdo por EBV e em 2 casos com IMS-A. Verificou-se também uma maior
densidade de linfocitos T CD3+ e CD8+ nos casos com infe¢do por EBV e na periferia dos

tumores.

Conclui-se que o CGEL se caracteriza por um perfil clinico-patolégico particular, elevada taxa
de infegéo por EBV e sobrexpressdo de PD-L1. Os resultados deste estudo contribuem para
consolidar o conceito de que o CGEL associado a infegdo por EBV é um alvo potencial para

imunoterapia dirigida ao checkpoint imunologico.

Palavras-chave: Carcinoma gastrico com estroma linféide; EBV; instabilidade de

microssatélites; PD-L1; resposta imunoldgica.
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ABSTRACT

GC is a heterogeneous disease, reflected in the macroscopic, histological and molecular
features. The gastric carcinoma with lymphoid stroma (GCLS) is a histologic subtype of GC,
characterized by abundant intratumoral lymphocytic infiltration, consisting mainly in T
lymphocytes, which play pro and anti-tumor roles. PD-L1 is a ligand that inhibits the functions
of T lymphocytes. Increased expression of PD-L1 in GC suggests the possibility of using

checkpoint inhibitors as tools for targeted therapy.

This study aimed at characterizing GCLS in terms of clinicopathological and molecular profile,
immune response (lymphoid stroma and PD-L1 expression), EBV infection, microsatellite

instability and co-localization of PD-L1 in tumour and stroma cells.

The study evaluated, in a sample of 24 cases of GCLS, the following parameters: clinical and
pathological features; EBV infection by ISH and PCR; microsatellite instability by PCR and
capillary electrophoresis; expression of pan-cytokeratin (AE1/AE3), CD8, CD3 and PD-L1 by
immunohistochemistry; co-localization of PD-L1/cytokeratin and PD-L1/CD68 by
immunofluorescence double staining. The CD8 + and CD3+ T lymphocytes were quantified in

the centre and at the periphery of the tumour.

The main results showed: EBV infection in 66.7% of the cases; presence of IMS-A in 16.7%
of the cases; PD-L1 expression (>50% of neoplastic and stromal cells) in 4 cases with EBV
infection and 2 cases with microsatellite instability high (MSI-H). There was also a higher
density of CD3 + and CD8 + T lymphocytes in cases with EBV infection and at the periphery

of the tumours.

In conclusion, GCLS is characterized by a particular clinicopathological profile, high rate of
EBV infection and overexpression of PD-L1. The results of this study contribute to consolidate
the concept that GCLS associated with EBV infection is a potential target for immune
checkpoint therapy.

Keywords: Gastric cancer with lymphoid stroma; EBV; microsatellite instability, PD-L1;
immune response.
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1.1. Epidemiologia e etiologia do CG

O Cancro Gastrico (CG) é uma neoplasia epitelial maligna que afeta a mucosa do estémago (1).
O CG é considerado a quinta neoplasia maligna mais frequente a nivel mundial (Figura 1.1)
(2). Dados da Globocan indicam que o CG constitui a terceira causa de morte mundial por
neoplasia maligna (Figura 1.1) (2). Para além disso, em 2012, aproximadamente 723.100
doentes morreram por CG, e 951,600 casos foram diagnosticados de novo (2).
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Figura 1.1- Taxa de incidéncia e mortalidade dos tipos de cancro mais frequentes. Adaptado da ref. (2).

A incidéncia do CG varia com a geografia, sendo mais elevada nos paises da Asia Oriental
(Japdo, China, Coreia), Europa Central e Oriental e na América do Sul (Figura 1.2) (3). Os
paises da América do Norte, Europa do Norte e Africa apresentam uma baixa taxa de incidéncia
(3). A incidéncia do CG também varia com o sexo, sendo predominante nos homens (Figura
1.2) (1, 2).
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Figura 1.2- Incidéncia mundial do cancro do estbmago. Adaptado da ref. (2).

Em Portugal, segundo dados da Glococan, o cancro gastrico € a quinta neoplasia mais frequente
e a gquarta causa de morte por neoplasia maligna (Figural.3) (2). Em Portugal, esta neoplasia
tem uma incidéncia de 3018 casos e uma mortalidade de 2285 casos por ano (2). A prevaléncia

de 5 anos destes doentes é de 3,7% (2).
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Figura 1.3- Incidéncia e mortalidade do cancro gastrico em Portugal. Adaptado da ref.(2).
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Dados do Registo Oncoldgico Regional do Norte (RORENO), relativamente ao ano de 2010,
apontam que em Portugal o CG ¢ a quarta neoplasia mais frequente, representando 8,5% dos

tumores no sexo masculino e 7,1% dos tumores no sexo feminino (Figura 1.4) (4).
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Figura 1.4- Percentagem (do n° total de casos) dos tumores mais frequentes no sexo masculino e
feminino em Portugal no ano de 2010. Adaptado da ref. (4).

O CG é uma doenca multifatorial, relacionada com varios fatores de risco: infecdo por
Helicobacter pylori; infecdo pelo Epstein-Barr Virus (EBV), tabagismo, obesidade, maus
habitos alimentares (consumo de alimentos fumados, salgados e contaminados por

nitratos/nitritos), raca (ser da raca negra), idade (ter mais de 65 anos), entre outros (5).

Para além destes fatores ambientais, ha fatores de suscetibilidade genética que condicionam
aumento de risco de desenvolvimento de GC, como por exemplo o Sindrome de Cancro
Gastrico Hereditario de Tipo Difuso, a Sindrome de Lynch, e a Polipose Adenomatosa Familiar
(3).

Nos altimos anos, a incidéncia do CG tem vindo a diminuir devido aos avangos na prevencao,
nos meios de diagnastico precoce e nos tratamentos personalizados (6). Contudo, o CG continua
a constituir um problema de salude publica mundial, devido ao progndéstico reservado,
especialmente quando diagnosticado em estadios avangados, tendo como consequéncia a
limitacdo nas opcdes de tratamento (6). Por exemplo, nos Estados Unidos, a taxa de sobrevida

aos 5 anos, para os doentes com CG, ronda 0s 29% (7).



Caracterizagdo do Carcinoma Géstrico com Estroma Linfoide: Perfil Clinico-Patoldgico, Resposta Imune (Estroma Linfoide e
Expressdo de PD-L1), Infecéo pelo Virus de Epstein-Barr e Instabilidade de Microssatélites

Deste modo, a investigacdo tem-se concentrado na caracterizagdo morfoldgica e molecular do
CG, assim como na identificacdo de biomarcadores de diagnostico, de progndstico e preditivos

da resposta terapéutica dirigida a alvos moleculares (8).

1.2. Classificacdo morfoldgica do CG

O CG é uma doenca heterogénea, fato que se reflete nas caracteristicas macroscépicas,
histologicas e moleculares (1). Apesar da heterogeneidade morfolégica do CG, existem dois
sistemas principais de classificacdo histologica do CG: a classificacdo de Lauren (9), e a
classificacdo da Organizacdo mundial de saide (OMS) (1). Estas classifica¢cdes sub-dividem o
CG, de acordo com o perfil histoldgico, o grau de diferenciacdo, o padrdo de crescimento e a
histogénese (1). Cerca de 90% dos CGs sdo adenocarcinomas gque correspondem a varios sub-

tipos histolégicos (1).

De acordo com a classificacdo de Lauren, identificam-se dois tipos principais de CG: o tipo
intestinal e o tipo difuso. O CG tipo intestinal é caracterizado pela formacdo de estruturas
glandulares com diferentes graus de diferenciacdo. No CG tipo difuso observa-se perda de
adesdo das células tumorais que, por isso sdo denominadas pouco-coesas, com capacidade de
infiltrar a parede gastrica de forma difusa. Nesta classificacdo de CG reconhecem-se ainda dois
sub-tipos morfol6gicos: 0 “nao classificado” ou “indeterminado” e o tipo misto, na qual se

verifica coexisténcia dos dois tipos principais (intestinal e difuso) (9-12).

A classificacdo da OMS sub-divide os adenocarcinomas gastricos em cinco sub-tipos
principais, de acordo com o padrdo morfoldgico: carcinoma tubular, papilar, mucinoso,
carcinoma de células pouco-coesas e carcinoma misto (1). Além destes, existem outras
variantes histologicas raras, que representam apenas 5% de todos os CG, compreendendo, entre
outros, carcinoma adenoescamoso, carcinoma hepatoide, e carcinoma gastrico com estroma
linfoide (1).
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Tabela 1.1- Os dois sistemas de classificacdo do cancro gastrico. Adaptado da ref. (1).

Classificacédo de Lauren

Classificacdo de WHO

Tipo Intestinal

Carcinoma Tubular

Tipo Difuso

Carcinoma Papilar

Tipo Misto

Carcinoma Mucinoso

Tipo “Nao Classificado” Carcinoma de Células Pouco Coesas

Carcinoma Misto

Variantes raras: Carcinoma gastrico com
estroma linfoide, carcinoma
adenoescamoso, entre outros.

1.3. Classificacdo molecular do CG

De acordo com “The Cancer Genome Atlas” (TCGA), o CG pode ser classificado em 4 sub-
tipos moleculares: (1) CG associado a infecdo por EBV; (2) CG com instabilidade de
microssatélites; (3) CG com estabilidade gendmica; e (4) CG com instabilidade cromossémica
(13) (Figura 1.5). Esta classificagdo baseia-se no estudo de vias de sinalizagdo, na identificagéo

de mutacBes determinantes (driver mutations), assim como em alterac@es epigenéticas (13).

Os tumores associados a infecdo por EBV, apresentam mutacdo no gene Phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha (PIK3CA), hipermetilacdo do gene Cyclin-
dependent kinase Inhibitor 2 (CDKN2A) (p16), amplificacdo do gene Janus kinase 2 (JAK2),
alteracdo de genes responsaveis pela resposta imune (CD274), amplificacdo/sobrexpressdo dos

genes PD-L1 e PD-L2. O CG deste tipo apresenta estroma linféide abundante (13) .

Os tumores com instabilidade de microssatélites apresentam hipermetilagdo do
Deoxyribonucleic acid (DNA) e silenciamento epigenético do gene MutL Homolog 1 (MLH1),
assim como hipermutacéo de varios genes, nomeadamente os que codificam os fatores da classe
1 do sistema HLA (13).
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Os tumores com estabilidade gendmica sdo caracterizados pela fusdo ou mutagdo dos genes
RHOA e Rho GTPase activiting proteins (ARHGAP) e mutacdo somética do gene CDH1 (gene
que codifica a caderina — E). O CG deste tipo corresponde geralmente ao sub-tipo histologico
de tipo difuso (13).

Por altimo, os tumores com instabilidade cromossémica, caracterizam-se por mutaces do gene
TP53, ativacdo de recetores com atividade tinosina-cinase, assim como amplificacdo de genes
que codificam fatores de crescimento (Epidermal growth factor receptor (EGFR), Vascular
endothelial growth factor receptor (VEGFR) e amplificagdo de genes reguladores do ciclo
celular, Cyclin D1 (CCND1), Cyclin E1 (CCNEL1) e Cyclin Dependent Kinase 6 (CDK®).

A heterogeneidade morfoldgica e molecular do carcinoma gastrico reflete-se na dificuldade em
identificar terap€uticas eficazes e “alvos terapéuticos’” com relevancia clinica na era da chamada

“medicina de precisdo” (14, 15).

No entanto, ainda é desconhecido o impacto da classificacdo molecular relativamente aos
beneficios clinicos, nomeadamente no que se refere ao desenvolvimento de ensaios clinicos (8,
13). Torna-se urgente a validacdo das recentes classificagbes moleculares em ensaios clinicos

para validacao de novas terapéuticas na pratica clinica (13, 16).

» Mutagdo do gene PIK3CA ( * Hipermetilagdo de hMLH1
 Hipermetilacdo do gene « Silenciamento do promotor h(MLH1

CDKN2A » Hipermutacéo de genes que
» Amplificacéo e sobrexpressdo codificam fatores da classe 1 do
de PD-L1/2 sistema HLA

* Des-regulacéo dos genes da
resposta imune

( )
« Carcinoma de tipo difuso « Carcinoma de tipo intestinal
» Mutacéo do gene CDH1 (gene » Mutacéo do gene TP53
da Caderina-E) « Ativacio da via de sinalizagéo
*» Mutacdo de RHOA RTK-RAS
* Fusdo das unidades de ativagéo
\_ GTPase (CLDN18 -ARHGAP) ) I\ Y,

Figura 1.5- Esquema representativo da classificacdo molecular do CG proposta por “The Cancer
Genome Atlas”. Este esquema descreve as principais caracteristicas dos quatro sub-tipos
moleculares de carcinoma gastrico. Adaptado da ref. (13). EBV-Epstein-Barr Virus; IMS-
Instabilidade de microssatélites; EG- Estabilidade gendmica; IC- Instabilidade cromossdmica.
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1.4. Caracteristicas do Carcinoma Gastrico com Estroma Linféide (CGEL)

Em 1975, Watanabe et al caracterizaram pela primeira vez o carcinoma gastrico com estroma
linfoide (CGEL) (Tabela 1.2) (17).

Tabela 1.2- Caracteristicas do CGEL. Adaptado da ref (17).

Aspetos macroscopicos
- Tumor bem delimitado, com um padrao de crescimento espansivo;
- Umbilicacéo central.

Aspetos histolégicos

Caractel_’lstlcas do - Células neoplasicas dispostas em ninhos, trabéculas, e/ou (micro)
carcinoma glandulas;

gaSt”C?. C?m q - Infiltrado denso de células linfoides no estroma (com plasmocitos e
estroma lintoide formacéo de foliculos linféides);

- Distribuicéo uniforme e difusa do infiltrado linféide.

Taxa de sobrevida: Elevada

O CGEL, tal como os restantes CG, ocorre predominantemente em homens e localiza-se
preferencialmente no estdmago proximal (18). Este tipo de CG possui bom prognostico, quando

comparado com o CG sem estroma linféide (17, 18).

Histologicamente, o CGEL caracteriza-se por apresentar estroma denso, rico em linfécitos e as
celulas neoplésicas dispdem-se em ninhos, trabéculas e/ou (micro) glandulas (Figura 1.6) (17).

Figura 1.6- Fotografia microscépica dos CGEL. Histologicamente, identifica-se um
infiltrado inflamat6rio abundante no estroma com a presenca de estruturas tubulares e
glandulares (400X).
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Estes tumores sdo, macroscopicamente, bem delimitados, com umbilicagéo central e localizam-
se no estdbmago proximal (Figura 1.7). A frequéncia relativa do CGEL no Japéo é de 1-4% no
universo do CG (17).

Figura 1.7- Fotografia macroscopica de um carcinoma gastrico
com estroma linféide. Macroscopicamente, identifica-se uma
neoplasia vegetante na parede anterior da transi¢ao cardia/ corpo.

1.5.EBV

O Epstein-Barr Virus (EBV) é um virus ubiquitario que pertence a familia do Herpesvirus,
afetando mais de 90% da populagdo mundial (19). Varios estudos tém demonstrado o papel
oncogénico do EBV no desenvolvimento de diversas doengas malignas, incluindo o linfoma
endémico de Burkitt, o linfoepitelioma nasofaringeo, o linfoma de Hodgkin e o carcinoma
gastrico (19-22). Existem dois tipos de virus de EBV, tipo 1 e tipo 2, que contribuem para 80%

e 20% da infecdo em linfomas ndo Hodgkin, respetivamente (23).

A infecdo por EBV latente pode ser encontrada em 3 formas distintas de laténcias, sendo

determinadas pelo padrao de expressao de genes latentes:
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Em todas as fases de laténcia (I/11/111) s&o expressos: Epstein-Barr Virus (EBV)-encoded small
RNAs (EBER) 1 e 2, Epstein Barr antigen nuclear 1 (EBNA-1), Bam -HI-A region rightward
transcripts (BARTs) e BART— microRNAs. Na fase de laténcia Il sdo expressos- Latent
membrane protein (LMP) -1, 2A ou 2B e na fase de laténcia Il sdo expressos- EBNA-2, 3A, 3C
(24).

Os diversos tumores malignos com infecédo por (linfoma endémico de Burkitt, o linfoepitelioma
nasofaringeo, o linfoma de Hodgkin, entre outros) apresentam o virus em diferentes fases de

laténcia e com expressdo de determinados genes de latentes (Tabela 1.3).

Tabela 1.3 —-Tipo de laténcia em tumores malignos associados ao EBV. Adaptado da ref. (24).

Laténcia | Laténcia Il Laténcia Il
EBERs + + +
EBNA-1 + + +
EBNA-2,3A-C, LP - - +
LMP-1 - + +
LMP-2A, B - + +
BARTSs + + +
BAR miRNAs + + +
Malignidades Carcinoma
associadas Linfoma gastrico _ Linfoma
. Carcinoma Linfoma de .
endémico de . . associado a
; Nasofaringeo Hodgkin . A
Burkitt . imunodeficiéncia
Linfoma de

células NK/T

A infecdo por EBV associada ao carcinoma gastrico pertence ao tipo de laténcia | ou 11, na qual
sdo expressos 0s genes latentes: EBER 1 e 2 e EBNA-1, BARTs e BART— microRNAs, (LMP) -
1,2A e 2B (24) (Tabelal.3). Em fases de laténcia I e Il no cancro géastrico, o EBER é identificado
em elevados niveis nas células individualmente infetadas, sendo possivel identificar 10 milhdes
de copias do virus por célula (24). Contudo, mecanismo acdo deste virus na carcinogénese

gastrica ainda ndo se encontra bem estabelecido (24).

PressupOe-se que a oncogénese do CG associada ao EBV, se inicia com a infe¢éo dos linfocitos
B, através do recetor CD21, sendo que a infecdo por EBV ocorre com maior eficiéncia nos
linfocitos B do que células epiteliais gastricas. Ao estabelecer a infecdo nos linfocitos B, o virus

é reativado, e tem a capacidade de infetar as células epiteliais gastricas (25).
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Ao estabelecer a infecdo nas células epiteliais gastricas, o virus utiliza os mecanismos do
hospedeiro para a sua manutengéo, sobrevivéncia, proliferacdo e desenvolvimento tumoral (26)
(Figura 1.8).

v
£
Environmental factors R =i G
Damaged epithelium v
(smoking, bile juice etc.) 9 P 3
s
H.pyloriinfection g
¢
epithelium =
Chronic @ 1: Infection and maintenance
inflammation of monoclonal EBV genome
B cells with EBV

2: Epigenetic > | ¢ 3: Viral and Host
gene silencing miRNA expression

Inhibition of Apoptosis
Epithelial-Mesenchymal Transition
Immune Evasion

‘OO[ Secretion of exosomel
© Tumor
Establishment of EBVaGC | microenvironment

Figura 1.8- Esquema ilustrativo da oncogénese viral em CGaEBV. Adaptado da (26). A infe¢do por H.
pylori e fatores ambientais induzem a uma inflamacg&o cronica, e consequentemente resulta um denso
infiltrado de linfécitos, incluido células B infetadas com EBV. As células B infetadas e reativadas tém
a capacidade de infecta as células epiteliais do estbmago. Uma vez estabelecida a infecéo latente, 0 EBV
utiliza mecanismos celulares do hospedeiro para: manutencdo do genoma viral, hipermetilagdo do DNA
do genoma viral e do hospedeiro, alteracdo da expressdo de miRNA e secrecao de exossomas, resultando
no desenvolvimento e progressao do CGaEBV.
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1.5.1. EBV associado ao CGEL

O EBV associado ao carcinoma gastrico representa 10% de todos dos cancros gastricos (22,
27). A primeira evidéncia da infecdo por EBV no carcinoma gastrico foi documentada em 1990,
por Burke et al, com identificacdo de EBV pelo método de Polymerase Chain Reaction (PCR)
(28). Posteriormente, em 1991, Shibata et al identificaram sequéncias de EBV no interior do
ndcleo das células epiteliais gastricas em CGEL, através do método de Hibridizacéo in situ
(HIS) (29). Além disso, demonstrou-se também a presenca de EBV em lesbes de displasia

adjacentes ao CGEL e a sua auséncia na mucosa gastrica normal (29, 30).

No carcinoma gastrico associado a infe¢do por EBV (CGaEBV) hd um crescimento monoclonal
de células epiteliais do estdmago infetadas por EBV (31). O CGaEBYV apresenta caracteristicas
histoldgicas e clinico-patoldgicas semelhantes as do CGEL (32) (Tabela 1.4), o que sugere que
0 CGEL seja um sub-tipo especial do CGaEBV (33, 34).

Tabela 1.4 - Caracteristicas Clinico-patoldgicas dos CGaEBV. Adaptado da ref. (24)

Caracteristicas

Incidéncia Aproximadamente 10% dos carcinomas gastricos
Idade (média) 60 anos

Género Masculino: feminino = 2:1

Localizacdo Estdbmago proximal (cérdia e fundo)

Caracteristicas Macroscépicas Massa ulcerada

Parede gastrica com espessamento marcado

LesBes multiplas sincronos e metacronos
Caracteristicas Microscopicas  Carcinoma gastrico com estroma linfoide (CGEL)

Carcinoma de tipo linfoepitelial

Carcinoma com Doenca de Crohn com reagdo linfoide

Infiltrado inflamatorio proeminente

Linfdcitos, Plasmdcitos, histidcitos, neutréfilos
Comportamento Baixa taxa de metastases em ganglios linfaticos

Prognéstico favoravel
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1.5.2. Métodos de detecdo de EBV

Ao longo de vérias décadas, a presenca de EBV no CG tem sido detetada por PCR e HIS, sendo
que ambos os métodos identificam a infecdo por EBV nas células epiteliais malignas (22, 28,
35).

A principal diferenca entre as duas técnicas € que o PCR identifica a presenca do genoma do
virus de EBV através dos genes latentes expressos (por exemplo: Epstein Barr antigen nuclear
(EBNA-1, EBNA-2); Latent membrane protein (LMPs); BamHI-W fragment do EBV (BamHI-
W)), enquanto a HIS permite verificar a localizacdo do Epstein-Barr Virus (EBV)-encoded
small RNAs (EBER) nas células neoplésicas (26, 29, 33).

1.6. Instabilidade de microssatélites (IMS)

A instabilidade de microssatélites € uma forma de instabilidade que consiste na alteracdo do
namero de sequéncias repetitivas simples, também designadas microssatélites, causada por uma

deficiéncia no sistema de reparacdo do DNA designado por Mismatch Repair (MMR) (36, 37).

O sistema de reparacdo MMR € um dos mecanismos de reparacdo do DNA, responsavel pelo
reconhecimento e reparacdo de erros de emparelhamento ocorridos durante a replicagdo do
DNA (38). Os defeitos no sistema MMR tém sido identificados na carcinogénese e na

progressao tumoral de diversos cancros humanos, esporadicos e hereditarios (38, 39).

A IMS foi descrita, pela primeira vez, Hereditary nonpolyposis colorectal cancer (HNPCC) e
em alguns cancros esporadicos, tais como: carcinoma do colon, endométrio e estdmago (40,
41). O fendtipo de IMS pode resultar de mutagdes germinativas ou da inativacao epigenética
de diversos genes constituintes do sistema MMR, designadamente: hMLH1, MutS Homolog 2
(hMSH2), MutS Homolog 6 (hMSH6), PMS1 Homolog 2, Mismatch Repair System Component
(PMS2), assim como do gene Epithelial Cell Adhesion Molecule (EPCAM) (42). Varios estudos
demonstram que a maioria dos cancros esporadicos com o fenétipo de IMS resultam da

inativac&do epigenética do gene hMLH1, através da hipermetilacdo do promotor (42, 43).
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1.6.1. Instabilidade de microssatélites no CG

A IMS ¢é observada em 13-44% dos carcinomas gastricos esporédicos, sendo causada pelo
silenciamento epigenético do gene hMLH1 (44, 45). Este fendmeno ocorre devido a
hipermetilacdo do promotor do gene hMLH1, que se associa a perda de expresséo da proteina

hMLH1 e, consequentemente, condiciona defeito no sistema MMR (42).

Em casos raros, verifica-se a ocorréncia de mutagdes somaticas nos genes MMR em carcinomas
gastricos esporadicos (42). O CG com o fendtipo de IMS de alto grau (IMS-A) apresenta
caracteristicas clinico-patologicas particulares nomeadamente, maior frequéncia em doentes
idosos, localizagdo na porgdo distal do estbmago, padrdo de crescimento expansivo, sub-tipo
histologico intestinal, abundante infiltrado linfoide, e baixa incidéncia de metéstases

ganglionares (46, 47).

O CG com IMS-A caracteriza-se ainda por ter um progndstico favoravel, mesmo em estadios

avancados da doencga (47, 48).
1.6.2. Métodos de dete¢do de instabilidade de microssatélites

A PCR € o procedimento de eleicdo para a detecdo de IMS (40). Este método baseia-se na
amplificacdo de regides especificas de microssatélites, utilizando 5 marcadores
mononucleotidicos quasi-monomorficos (que sdo pares de primers que identificam repeticdes
mononucleotidicas especificas) (49). A analise destas regifes microssatélites é efetuada através

da eletroforese capilar (49).

A IMS pode também ser pesquisada por estudo imuno-histoquimico através de pesquisa de
expressdo das proteinas codificadas pelo sistema MMR (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) (48).

1.7. Microambiente tumoral

O processo de transformacdo neoplasica € complexo, nele participando também o
microambiente tumoral (50). Este € composto por diversos elementos, tais como: matriz
extracelular, endotélio vascular, fibroblastos e células do sistema imune. As principais funcoes
do microambiente tumoral séo: suporte estrutural que facilita o acesso dos fatores de
crescimento as ceélulas neoplésicas, desenvolvimento de vascularizagdo e modulagdo

imunoldgica (50).
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O infiltrado de células imunes no microambiente tumoral compreende linfécitos T, cuja funcdo
é a de reconhecer agentes exdgenos e células tumorais (51). O mecanismo de reconhecimento

e eliminacéo das células tumorais, designa-se por vigilancia imunolégica (52, 53).
1.7.1. Infiltrado linfocitario intratumoral (ILI) no CG

O infiltrado linfocitéario intratumoral (ILI) é constituido por linfocitos T e células “natural
killer” (54). Os linfdcitos T citotdxicos sdo responsaveis pela resposta imunoldgica adaptativa
e participam na vigilancia imunolégica (55). Varios estudos demonstram que neoplasias com
infiltrado linfocitario intratumoral tém melhor progndstico, nomeadamente, melanoma,
carcinoma colorretal, carcinoma esofagico, carcinoma do ovario, carcinoma cervical e

carcinoma urotelial (55-57).

No CG o ILI esta associado a melhor prognostico (58). Tem sido evidenciado que doentes com
elevada densidade de linfocitos intratumorais de tipo CD3+ e CD8+ tém melhor sobrevida em
relacdo aos doentes com baixa densidade destes linfocitos (58, 59). Pressupde-se que o
infiltrado linfocitéario intratumoral no CG, tenha um papel muito importante em termos de
vigilancia imunoldgica e no combate a evasdo das células tumorais (17, 60). Estudos
demonstram que 0s CG em estadios iniciais apresentam maior densidade do ILI em relagcéo aos
em estadios avancados, isto devido a perda de imunogenicidade das células neoplasicas durante
a progressdo tumoral (61, 62). No doentes com CG, a presenga de ILI tem sido
significativamente correlacionada com a baixa ocorréncia de metastases ganglionares, baixa

recorréncia da doenca e elevada taxa de sobrevida (63).

No seu conjunto, a evidéncia existente aponta para o papel de modulacdo imunoldgica no
comportamento das neoplasias e prognostico dos doentes com CG.

1.7.2. Imuno-modulac¢do no cancro

Um fendmeno muito importante na modulacdo da resposta imunolégica tem sido designado
como “Immunoediting” (64). O “Immunoediting” consiste num processo que envolve 3 fases:
(1) fase inicial de eliminacéo das células neoplasicas pelo sistema imune; (2) fase de equilibrio
entre o sistema imune do hospedeiro e as células tumorais; (3) fase final em que ocorre a evasédo
das células neoplasicas a vigilancia imunoldgica, através de multiplos mecanismos imuno-
inibitdrios (65, 66).
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Os mecanismos utilizados pelas células neoplésicas para atingirem a fase de evasdo a vigilancia
imunolégica sdo: perda de antigénios tumorais (reducdo do reconhecimento imunoldgico),
alteracdo dos recetores de morte celular, perda de anticorpos ou de linfocitos T, exaustdo dos
linfécitos T, ativacdo das células T reguladoras e mondcitos intratumorais, que Ihes permitem

escapar a morte (67).
1.7.3. Moléculas do checkpoint imunoloégico

O checkpoint imunoldgico é um processo que regula a ativacdo/inativacao de linfécitos T e que

desempenha um papel muito importante na modulacéo da resposta imunolégica (68, 69).

A via de sinalizacdo do checkpoint imunoldgico envolve vérias moléculas da familia B7,
nomeadamente: Programmed cell death protein ligand-1 (PD-L1), Programmed cell death
protein-1 (PD-1), CytotoxicT- lymphocyte antigen-4 (CTLA-4). Estas encontram-se expressas
na superficie das células, cuja funcdo € inibir a atividade imunolégica dos linfocitos T (54, 70)

ou induzir a apoptose dos linfécitos T (68).

1.7.3.1. PD-1

O PD-1 (Programmed cell death protein-1) é um recetor co-inibitorio transmembranar,
pertencente a familia das proteinas CD28, expresso na superficie dos linfocitos T ativados
(CD4+ e CD8+), células B, células “natural killer” e mondcitos ativados (71, 72). Este recetor
regula negativamente as funcoes das células T, levando a sua inativacdo, quando interage com
os seus ligandos PD-L1 ou PD-L2 (68).

Em condicdes fisioldgicas, o PD-1 desempenha um papel muito importante na manutencao da
homeostasia das células T e na preservacgao da tolerncia imunoldgica periférica (73).

Quando ocorre algum defeito nestes recetores, podem ocorrer alteraces de auto-imunidade e
perturbagdes da vigilancia imunoldgica (73). A expressdo de PD-1 ativa a expressdo do fator
de transcricdo Foxp3 (74). A expressao de PD-1, juntamente com a sobrexpressao de PD-L1 e
da proteina Foxp3, associam-se a pior prognaéstico no CG (70).

1.7.3.2. PD-L1

O PD-L1 (Programmed cell death protein ligand-1) (CD274 ou B7-H1) é um dos ligandos do
recetor PD-1, membro da superfamilia B7 das moléculas co-estimulatérias. O PD-L1 € expresso

por celulas T, células B, células dendriticas e macrdfagos, entre outros (70, 75).
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A ligacéo de PD-L1 a PD-1 e/ou B7.1 (CD80) tem um efeito inibitorio sobre os linfocitos T
(68). Em condicbes fisiologicas, o PD-L1 é expresso pelas células endoteliais e células

estaminais (do mesotélio, do coracgéo e da placenta).

No entanto, a expressdo de PD-L1 tem sido identificada em diversos tumores solidos,
nomeadamente, no carcinoma do pulméo, carcinoma da mama, glioblastoma e carcinoma
pavimentoso da cabeca e do pescoco, assim como no carcinoma gastrico (76-78). Também tem
sido demonstrado o papel da expressdo de PD-L1 na evasao imunoldgica das células tumorais
(78).

Nos tumores, a sobrexpressdo de PD-L1 conduz a inativacdo das células T ativadas,
particularmente os linfocitos T citotoxicos, levando a desregulagdo do mecanismo de resposta

imune e, subsequentemente, a promocao da progressao tumoral (71, 78).

O mecanismo de evasao a vigilancia imunoldgica consiste na interacdo entre o PD-1 e 0s seus
ligandos PD-L1 e PD-L2, desencadeando um sinal inibitorio sobre as células T ativadas que
leva, consequentemente, a diminuicdo da producdo de citoquinas (ex: IFN-y), aumento da
apoptose das células T, reducdo da proliferacdo das células T efetoras, e inibi¢do da resposta
imune (Figura 1.9) (68, 79).

1 Producdo de citoquinas

1 apoptose das células T _ E i0 Im lézica

Veroiiteragho das célules T

Inibiglo da Resposta imune

Figura 1.9- Esquema representativo do mecanismo de evasdo a
vigilancia imunoldgica. Adaptado da ref. (80).
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1.8. Expresséo de PD-L1 no CG

A sobrexpressdo de PD-L1 em células neoplésicas tem sido estudada atraves do perfil imuno-
histoquimico (81). A imunomarcacdo da PD-L1 nas células neoplasicas é muito caracteristica

e localiza-se predominantemente na membrana celular (82).

A sobrexpressdo de PD-L1 tem sido frequentemente observada no CG (82). Estudos recentes
demonstraram que cerca de 40% dos carcinomas gastricos tém uma sobrexpressdo de PD-L1
(82). Nestes casos, verifica-se expressdo de PD-L1 nas células neoplésicas do CG , sendo rara
nas células epiteliais gastricas normais (81, 82). Varios estudos demonstraram uma associacao
significativa entre a expressdo do PD-L1 e a invasdo tumoral, a metéastases ganglionares, e 0
aumento do tamanho do tumor no CG (81, 83).

A maior parte dos estudos que avaliaram a expressdo de PD-L1 no CG revelaram que a
sobrexpressdo de PD-L1 se relaciona com pior prognastico e baixa sobrevida dos doentes (81).
N&o obstante, tem-se verificado expresséo de PD-L1 maioritariamente nos doentes com CG em
estadios Il e 111 (81, 82). Deste modo, a sobrexpressao de PD-L1 constitui um fator prognostico
e é também um biomarcador preditivo de resposta a imunoterapia em doentes com CG em
estadios avancados (81, 83). Tanto quanto € do nosso conhecimento, ndo ha na literatura estudos
de expressao de PD-L1 no CGEL.

1.9. Expressao de PD-L1 e infegdo pelo virus de Epstein-Barr (EBV) no CG

De acordo com a nova classificagdo molecular do CG proposta pelo TCGA, o carcinoma
gastrico associado a infecdo por EBV (CGaEBV), é considerado como um sub-tipo
independente (13). No CGaEBV observa-se frequentemente amplificacdo dos genes que
codificam PD-L1 e PD-L2 (13). A expressdo de PD-L1 e PD-L2 condiciona evasao a resposta
imunologica, atraves da ativacdo de um mecanismo de imuno-toleréncia (83). Varios estudos
mostraram uma forte correlagdo entre 0 CGaEBV e a expressdo membranar de PD-L1 nas
células neoplasicas (84-86). Assim sendo, o aumento da expressdo de PD-L1 no CGaEBV
sugere a possibilidade de utilizacdo de agentes inibidores do checkpoint imunologico como

terapia de preciséo (26).
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1.10. Imunoterapia - Inibidores do checkpoint imunoldgico

Recentemente, a imunoterapia tem sido utilizada como uma das armas terapéuticas no CG
avancado, com resultados satisfatorios desta estratégia terapéutica, a semelhanca da sua
utilizacdo noutros tumores, nomeadamente no melanoma, cancro do pulmao de ndo pequenas

células e carcinoma renal, entre outros (87).

A imunoterapia consiste na utilizagcdo de anticorpos monoclonais, anti-PD-L1 ou anti-PD-1,
também conhecidos por inibidores do checkpoint imunoldgico, com o objetivo de restaurar a
atividade das células T inibidas pelo PD-L1 expresso nas células neoplasicas que, desta forma

escapam a vigilancia imunoldgica (Figura 1.10) (88).

- J A A Anti-PD-L1
Y xou Y anirpa
B71 FD-L2

Figura 1.10- Esquema representativo do bloqueio do mecanismo de
checkpoint imunolégico, através da utilizacdo de anticorpos anti-PD-L1 e
anti-PD-1. Adaptado das ref. (88, 89).

Os inibidores checkpoint imunolégico mais conhecidos sdo os anticorpos monoclonais anti-PD-
L1  (MPDL3280A, MEDI4736), anti-CTLA-4  (Ipilimumab) e  anti-PD-1
(Nivolumab/Pembrolizumab), que aumentam a resposta imunoldgica adaptativa, através da
reabilitacdo da funcdo das células T citotoxicas efetoras (88, 90). Na Tabela 1.5 apresentam-se
alguns inibidores checkpoint imunolégico que tém sido utilizados em ensaios clinicos em

doentes com CG avancado.
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Tabela 1.5- Inibidores do checkpoint imunoldgico utilizados em ensaios clinicos nos doentes com CG
avancado. Adaptado das ref. (52, 61, 88).

Nome dos inibidores Alvo Fase de
do checkpoint A Descricao do anticorpo ensaio
. o terapéutico o
imunoldgico clinico
Nivolumab Anticorpo monoclonal totalmente humanizado 1]
1gG4
Pidilizumab PD-1 Anticorpo monoclonal humanizado 1gG1 I
Pembrolizumab Anticorpo monoclonal humanizado 1gG4 |
AMP-224 Proteina de Fusdo B7-DC/1gG1 |
BMS-936559 Anticorpo monoclonal totalmente humanizado |
1gG4
MPDL3280A PD-L1 Anticorpo monoclonal humanizado 1gG1 I
MEDI4736 Anticorpo monoclonal humanizado 1gG1 |
Ipilimumab CTLA-4 Anticorpo monoclonal humanizado 1
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2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivos gerais e especificos

O objetivo geral do presente estudo foi caracterizar o carcinoma gastrico com estroma linféide

(CGEL), com énfase no perfil clinico-patologico e molecular para melhor esclarecimento da

patogénese deste tipo de cancro do estbmago.

Constituiram objetivos especificos o0s seguintes:

v

v

Analisar as caracteristicas clinico-patoldgicas;

Analisar as caracteristicas morfolégicas do CGEL;

Caracterizar o microambiente tumoral do CGEL

Analisar a associacdo entre infecdo por EBV, IMS e a expressao de PD-L1;
Comparar as técnicas de detecdo da infecdo por EBV: PCR e HIS;

Analisar a co-localizacdo de PD-L1 e de uma pan-citoqueratina (AE1/AE3) em

células neoplésicas e a expressdo de PD-L1 em células do microambiente tumoral;

Comparar a expressdo de linfécitos T de tipo CD8+ e CD3+ no centro e na periferia

do tumor.

22



Caracterizagdo do Carcinoma Géstrico com Estroma Linfoide: Perfil Clinico-Patoldgico, Resposta Imune (Estroma Linfoide e
Expressdo de PD-L1), Infecéo pelo Virus de Epstein-Barr e Instabilidade de Microssatélites

3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. Amostras

Para este estudo foram utilizadas amostras de 24 casos de carcinoma gastrico com estroma
linféide, subsequentemente classificados, de acordo com a classificacdo da OMS (1) e a
classificacdo de Lauren (9). As amostras (fixadas em formol e incluidas em parafina) foram
selecionadas, retrospetivamente, do arquivo do Servico de Anatomia Patoldgica, do Centro
Hospitalar de S&o Jodo, no periodo de 2003-2011. Foram avaliadas as seguintes caracteristicas
clinico-patologicas: idade; género; localizacdo do tumor; tipo de cirurgia realizada; sobrevida

dos doentes; estadio pTNM, descritas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1- Caracteristicas clinico-patoldgicas dos doentes com CGEL

Caracteristicas N

» ldade de diagndstico

<65 Anos 9

>65 Anos 15
»  Género

Masculino 17

Feminino 7
» Localizagéo

Terco inferior 9

Terco médio/superior 15

» Tipos de cirurgias realizadas

Gastrectomia distal 8
Gastrectomia total 16
» Sobrevida do doente (meses) 67,1+41,5

» Estadios pTNM

IAelIB 6
IAelIB 12
A e 11IB 5
v 1
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3.2. Coloracdo Hematoxilina e Eosina (HE)

O diagnostico histopatologico de CGEL foi realizado através da avaliagdo morfoldgica dos
tecidos previamente corados com Hematoxilina e Eosina (HE). Esta técnica permite evidenciar
0s principais elementos tecidulares, nucleo, citoplasma e colagénio e as alteracdes morfologicas

subjacentes.

A técnica foi realizada em secdes de tecido parafinado de 3 pum, utilizando a Hematoxilina de
Gill, um corante nuclear basico, que cora os ndcleos das células de azul, pelo método
progressivo, e a Eosina, um corante citoplasmatico acido, que cora o citoplasma em rosa, pelo
método regressivo. A sobrecoloracdo do citoplasma pelo método regressivo é retirada através

de um diferenciador, o etanol absoluto.

3.3. Imuno-histoquimica (IHQ)

A imuno-histoquimica é uma técnica que abrange diversos métodos, na qual utiliza anticorpos
dirigidos a um determinado antigénio, também conhecido por constituintes celulares ou
tecidulares de interesse, e um sistema de detecdo que permite identificar a interacdo antigénio-
anticorpo (91). A técnica de IHQ tem uma potencialidade no auxilio ao diagnéstico, progndstico
e preditivo das doencas neoplasicas, doencas infeciosas e degenerativas (91).

Existem dois métodos basicos de IHQ, o método direto e 0 método indireto de acordo com a
Figura 3.1. O método direto baseia-se na utilizacdo de um anticorpo primario conjugado
diretamente com um marcador (fluorocromo ou enzima). O método indireto utiliza dois ou mais
passos, onde o anticorpo primario dirigido ao antigénio de interesse € reconhecido por
anticorpos secundarios, que amplificam o sinal. A utilizacdo dos anticorpos secundarios
depende do método utilizado para detecdo do anticorpo alvo, por exemplo: método
imunoenzimatico (peroxidase-anti-peroxidase, fosfatase alcalina anti-fosfatase alcalina),
método avidina-biotina, e os métodos do polimero (EPOS- Enhancer Polymer one Step Staining

e Envision- Dextran Polymer conjugate Two step visualization System) (91) .
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Método Direto Método Indireto

Figura 3.1- Esquema dos dois sistemas de IHQ: Método Direto — E realizado em
apenas uma etapa, em que o anticorpo primario (verde) esta ligado a uma enzima
ou fluorocromo; Método Indireto- € realizado em duas etapas, sendo utilizado um
anticorpo secundario ligado a uma enzima para reconhecer o anticorpo primario
ligado ao antigénio do tecido. Adaptado da ref. (92).

O método do polimero, indireto de dois passos (Envision, DAKO), baseia-se na utilizacéo de
uma macromolécula sintética, o polimero de dextrano, conjugado com Varios anticorpos
secundarios e enzimas (peroxidases horseradish (HRP)) gque se ligam ao anticorpo primario
dirigido ao antigénio, aumentando a amplificacdo de sinal (Figura 3.2). Cada cadeia de dextrano
possui aproximadamente 70 moléculas de enzima (HRP) e 10 moléculas de anticorpos

secundarios acoplados (92).

Figura 3.2- Polimero dextrano acoplado com Vvarios
anticorpos secundarios e enzimas (Peroxidases HRP).
Adaptado da ref. (92).
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A técnica de imuno-histoquimica pode ser realizada manualmente ou em sistemas automaticos
que se encontram disponiveis no mercado, por exemplo: o Cadenza da Shandon, Dako
Techmate, LabVision Autostainer, Ventana Nexes, Ventana Ultra e Leica Bond I11. Atualmente
0s sistemas automaticos aplicam tecnologias de alta gama, permitindo padronizar a qualidade
da imunomarcacéo através da realizacdo da desparafinacao, hidratagdo e recuperacao antigénica
no interior da plataforma. Atualmente, os equipamentos que se destacam e gque se encontram

disponiveis em diversos laboratérios sdo: o Ventana Ultra e o Leica Bond 111 (91).

Em qualquer técnica IHQ é importante utilizar controlos tecidulares positivos e negativos de
forma a garantir a sensibilidade e especificidade da mesma, devido a eventuais marcacdes
inespecificas e reacOes cruzadas que podem ocorrer (91) .

3.3.1. Imuno-histoquimica realizado em sistema automatico (Ventana Ultra)

O sistema BenchMark ULTRA (Figura 3.3), € um equipamento de coloracdo automatico, que
permite realizar varios protocolos de diversas técnicas em simultaneo, tais como IHQ,
Hibridizacéo in situ (HIS), e técnicas de imunofluorescéncia. O sistema esta valido para as
diversas técnicas e tem demonstrado resultados reprodutiveis e um controlo de qualidade eficaz
no auxilio ao diagnostico de doencas neoplasicas. Além disso, a implementacdo deste sistema
no laboratorio, permite maior flexibilidade laboral, rentabiliza o tempo dos utilizadores e
melhora o fluxo de trabalho.

O equipamento € composto por 30 gavetas de ldminas, que funcionam de forma independente,
e na parte superior interna apresenta um suporte que tem a capacidade para 35 reagentes, sendo
possivel processar 60 laminas em 8 horas e/ou 90 laminas com uma corrida durante a noite. A
parte inferior do equipamento é composta por 8 reservatérios de reagentes volumosos e 2

reservatorios de residuos (Figura 3.3).
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Figura 3.3 - Equipamento BenchMark ULTRA (Ventana).

3.3.2. Protocolo Imuno-histoquimico

A THQ foi realizada em secc¢des de tecido parafinado de 3um de espessura, aderidos em laminas
adesivadas superfrost™. A técnica foi realizada em todas as 24 amostras. Em todas as laminas,
assim como para todos os anticorpos estudados, foram utilizados controlo positivos, aderidos
na mesma lamina, designadamente: placenta para o PD-L1, amigdala para CD3 e CD8 e ileo
para AE1/AE3. Antes do processamento no equipamento, as secgdes de tecido foram colocadas

na estufa durante 1h, a 60°C, para melhor adesdo do corte a lamina.
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O estudo imuno-histoquimico foi utilizado para avaliar a expressao de:
1) AE1/AE3: uma pan-citoqueratina que permite identificar as células epiteliais tumorais;

2) CD3 e CD8: marcadores de linfocitos T presentes no infiltrado linfocitério intra e peri-

tumoral;

3) PD-L1: avaliado nas células epiteliais neoplésicas e nas células imunes do microambiente

tumoral.

As seccdes de tecido foram processadas no equipamento automatico de coloracdo BenchMark
ULTRA System (Ventana Medical Systems), usando os anticorpos Anti- AE1/AE3, Anti-PD-
L1, Anti-CD8 e Anti-CD3, com os respetivos protocolos (Anexos 9.1, 9.2, 9.3, 9.4). Cada
anticorpo foi otimizado de acordo com as respetivas brochuras, e teve-se em conta 0s seguintes
parametros: o tipo, 0 tempo e a temperatura de recuperacdo antigénica, a dilui¢do do anticorpo,
0 tempo de incubagdo com o anticorpo e o tempo de exposicao ao kit de amplificacdo, para o
caso do anti-PD-L1, que se encontram descritos detalhadamente na Tabela 3.2.

Tabela 3.2- Anticorpos primarios e condi¢des otimizadas da IHQ utilizada neste estudo

An_tlcpr_po Clones Recupelra}gao Diluices Tempo cje Tipo dsz Con_tljolo Orlgem dos
Primarios Antigénica Incubacao marcagao Positivo Anticorpos
. Protease 3 4 .
Anti- . . Pré- . . - . Ventana,
AE1/AE3 PCK-26 min; CCl.O diluido 8 min Citoplasmatica lleo Roche
4 min a 100°C
Anti-PD-L1  E1LaN  CCL-84mina 050 35 min Membranar  Placenta Cell
100°C Signaling
. CC1-56 min a Pré- . . Ventana,
Anti-CD8 SP57 100°C diluido 24 min Membranar Amigdala Roche
Anti-CD3 SP7 ccl- 320 mina 1:150 23 min Citoplasmatica e Amigdala  NeoMarker
100°C membranar

No equipamento BenchMark ULTRA, cada lamina foi processada individualmente, comegando
pelo aquecimento das laminas até 72°C, seguido de desparafinacdo com a solucdo tampéo
EZprep (Ventana), que é uma solugéo desparafinante e de lavagem, com pH 7, utilizado para
remover a parafina das laminas. O LCS é um 6leo que tem como funcdo evitar a evaporagdo
dos reagentes e manter a lamina sempre humida em todas as fases do processamento, sendo

designada lamela liquida.
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De seguida, procedeu-se a recuperacdo antigénica (RA) utilizando a solugdo tampéo Cell
Conditional 1 (CC1), constituido por Tris/Borato e Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA),
com pH 8,4, cuja funcdo é remover as pontes metilénicas estabelecidas entre o formol e os
epitopos do antigénio, de forma a “desmascarar” os epitopos para maior interacdo com 0s

anticorpos. A RA com a solucdo tampédo CC1 sé resultada em condicdes de altas temperaturas.

Para a maioria dos anticorpos foi realizada uma RA por aquecimento com a solucdo tampéo
CC1 a100°C, tendo em conta os respetivos tempos otimizados (Tabela 3.2). Exceto o anticorpo
pan-citoqueratina (AE1/AE3), que requer a combinacdo da recuperacdo por aquecimento e a
digestdo enziméatica com uma enzima. A digestdo enzimatica foi realizada com a protéase 3,
uma enzima endopeptidase, que atua a 37°C, cuja funcdo é clivar as proteinas ¢ “desmascarar”

0s epitopos do antigénio na seccao de tecido.

Posteriormente, as seccOes de tecido foram submetidas ao bloqueio da peroxidase endogena. A
peroxidase enddgena é encontrada em diversos tecidos, nomeadamente: globulos vermelhos,
baco, rim, figado, medula 6ssea e em areas de necrose, sendo necessario realizar a inibicao
destes. A inibicdo da peroxidase enddgena foi realizada com uma solucdo comercial de
peroxido de hidrogénio (H20.) a 0,04% em solucdo tampdo de fosfato (Ventana), que por

excesso leva a saturacdo da atividade enzimatica.

Seguidamente, as seccdes de tecidos foram incubadas com o anticorpo primario respetivo, nas
condicgdes de otimizagdo adequadas (Tabela 3.2). O anticorpo anti-AE1/AE3 (clone PCK-26)
foi incubado durante 8 minutos, o anti-PD-L1 (clone E1L3N) durante 32 minutos, o Anti-CD8
(SP57) durante 24 minutos e por ultimo o anti-CD3 (SP7) durante 23 minutos.

Posteriormente, foram feitas lavagens com o tampé&o reaction buffer (Ventana), uma solucéo
tampdo de lavagem, com pH 7,6, utilizado para as lavagens entre as diversas etapas do

processamento.

Seguidamente, as sec¢Oes de tecido foram incubadas com o Kit de dete¢do Optiview Universal
Diaminobenzidine Tetrahydrochloride (DAB) (Ventana). O kit de dete¢do Optiview Universal
DAB (Ventana) é um kit da geracdo do multimero que utiliza um conjunto de moléculas
sintéticas, para detetar a interacéo antigenio-anticorpo. Este sistema é composto por 6 reagentes:
optiview peroxidase inhibitor, optiview HQ universal linker, optiview HRP multimer, optiview

H20- e o optiview Copper (93).
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O kit utiliza, primeiramente, o optiview HQ universal linker, um cocktail de anticorpos
secundarios (anti- rato e anti-coelho) conjugado com haptenos sintéticos, que estabelece ligacdo
com o anticorpo primario previamente ligado ao antigénio. Seguidamente, é utilizado o
optiview HRP multimer, um anticorpo terciario, também designado multimero, conjugado com
uma enzima peroxidase HRP que reconhece o anticorpo secundério através dos haptenos. As
enzimas HRP acoplados ao multimero reagem com o substrato perdxido de hidrogénio
(optiview H202) , e com o optiview Copper, oxidam o cromogéneo optiview DAB, dando origem

a um precipitado de cor castanha (Figura 3.4) (93).

DAB
Precipitate H:0;

+ Cnpper

! E\HRP Multimer

HQ Linker
ﬁﬂ
Primary
Antibody

Tissue | | Target Antigen

Figura 3.4- Kit de dete¢do Optiview DAB. Adaptado da ref. (93).

No caso do anticorpo PD-L1, foi realizada uma etapa adicional com um kit de amplificacéo
(Ventana, Roche), de forma a amplificar o sinal da marcacdo. O kit de amplificacdo é um
sistema que permite aumentar a intensidade da marcacgdo, através da adicdo de haptenos
sintéticos ndo enddgenos e multimeros que se ligam ao anticorpo primario, levando
consequentemente a sensibilidade necessaria para visualizar os antigenios com quantidades
minimas de expressdo. O kit é constituido por 2 solugbes Amplifier A (Rabbit -Mouse) e 0
Amplifier B (Mouse-Rabbit).

A solucdo Amplifier A é composta por haptenos sintéticos, que reagem com as enzimas HRP e
0 H202no local de interesse A solucdo Amplifier B, € composta por multimeios que se ligam
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aos haptenos, aumentando o sinal da marcacdo. A Figura 3.5 demonstra como o kit de

amplificacdo funciona juntamente com o kit de detegéo optiview DAB.

As secdes de tecido foram incubadas com o durante 8 minutos para cada um dos reagentes do

kit de amplificacdo.

AR

6. DAB chromogen reacts with HRP and | no t
H,0, to generate chean, crisp, highly l'\_*_./l
amplified signal. HRp

5. OptiView Amplification Multimer binds
1o increased number of bound haplens
creating greater signal at terget site.

4 & OptiView Amplifier with '[m_@-| RO,

conjugated HO hapien reacts AN
with HRP and H,0, at target site. -

.
NN B I
3§
¥
LB

A 3. Optiview HAP Multimer binds to the
numerous HO hapiens. The number of HO HOy
multimer malecules is multiplied in this OptiView HRP Multimer
way, resulting in increased staining
intensity withoul increased background.

B
B

OptiView HO Uiniversal Linker

A 2. Optiview HRP Multimer Binds the primary
antibady. Linker has many HO haptens
[non-endogenous) conjugated.

# 1. Primary antibody binds i target Primary antibedy

antigen in tissue. L
Ti=sue

Figura 3.5- Esquema representativo do kit de detecdo optiview juntamente com o kit de amplificacao.
Adaptado da ref (93).

Posteriormente, as secgées de tecido foram contrastadas com Hematoxilina e Bluing Reagent
(Ventana, Roche). A hematoxilina é um corante nuclear basico que, cora os nucleos das células,
permitindo visualizar sua morfologia. O bluing reagent é uma solugdo alcalina que permite
intensificar o contraste nuclear, tornando os ndcleos mais azulados. Por fim, as sec¢des de
tecido foram desidratadas com concentragées decrescente de etanois (70%,95%,100%),

diafanizadas em xilol e montadas com resina (Entellan) e lamela.
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3.4. Imunofluorescéncia (IF) — Dupla marcagéo

A imunofluorescéncia é uma técnica de IHQ que utiliza sistemas de detegdo com compostos
fluorescentes para visualizacdo do antigénio. Esta técnica tem por requisito a utilizacdo de um
microscopio apropriado para a visualizacdo das marcacdes, com varios filtros de emissdo de
luz no campo dos ultravioletas (480-590 nm). Os fluorocromos mais utilizados nas técnicas de

imunofluorescéncia sdo a fluoresceina, rodamina, fast red (91).

Neste estudo a IF com dupla marcacao foi realizada com o objetivo de avaliar a expressao
diferencial de PD-L1 nas células neoplésicas e em macrofagos, utilizando secgdes de tecido
parafinado de 3um de espessura. A primeira parte do protoloco foi realizada automaticamente
no equipamento BenchMark ULTRA englobando, desparafinacéo, recuperacdo antigénica com
a solucdo tampédo CC1 a 100°C durante 64 min e blogueio da peroxidase enddgena (Anexo 9.5).

As etapas seguintes foram realizadas manualmente.

Posteriormente, efetuou-se uma lavagem de 5 minutos em agua corrente e duas lavagens em
phosphate buffer solution (PBS) com Tween a 0,02%. Procedeu-se a delimitacdo da sec¢édo de
tecido na lamina com uma caneta hidrofébica e incuba¢do com uma solugdo composta por
Negro de Sudéo a 0,1% em etanol a 70%, para minimizar a autofluorescéncia do tecido e o
fundo inespecifico. Depois, procedeu-se a incuba¢do com uma solucdo comercial de bloqueio
das marcacdes ndo especificas (UltraVisionProteinBlock, ThermoScientific), durante 30min, a
temperatura ambiente. Em seguida, as seccOes de tecido foram incubadas com o anticorpo
primario, com as dilui¢des indicadas na Tabela 3.3.

Tabela 3.3- Anticorpos primarios e anticorpos secundarios conjugados com corante fluorescente

Anticorpos Origem
Anticornos Diluicbes | Tempo de secundarios + Diluicoes Tempo de dos
ricorp Clones dos Atc | Incubacao e Alexa dos Atc Incubacdo e | Anticorpos
primarios Lo . L,
primarios | Temperatura| Fluorcromo | secundarios | Temperatura | primarios
conjugado
Donkey anti-
rabbit biotinilado 1:250 1h Cell
Anti- E1L3N . Durante a + Signaling
PD-L1 | Rabbit | 1990 | noiteadoc | Streptativina aTA
. . 20min
conjugada com 1:500
Alexa 555
. . Ventana
Anti- PCK26 Pré- . . !
AEL/AE3 | Mouse | diluido 10 min Donkey anti- _ 1h Roche
mouse 1:200 aTA .
. PG-M1 . Durante a conjugado com Dako
Anti-CD68 |\ 1156 1:100 noite a 4°C Alexa 647

Atc-Anticorpo; TA- Temperatura Ambiente
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Para efetuar a marcacéo dupla PD-L1/CD68, os casos selecionados (n=3) foram incubados
simultaneamente com ambos os anticorpos durante a noite a 4°C. No caso da marcacao dupla
PD-L1/AE1/AE3 os 3 casos foram incubados apenas com o anticorpo anti-PD-L1 nas
condicdes referidas anteriormente. No dia seguinte, apds uma lavagem de 5 minutos com PBS
com Tween a 0,02%, as laminas foram incubadas com anticorpo AE1/AE3 durante 10 minutos,

a temperatura ambiente.

Posteriormente foram feitas trés lavagens com PBS com Tween a 0,02%, em todas as laminas,
para remover as ligacdes inespecificas dos anticorpos. As sec¢bes foram depois incubadas com
dois anticorpos secundérios simultaneamente:  “donkey anti-rabbit”  biotinilado
(LifeTechnologies, USA), e “donkey anti-mouse” (Invitrogen, USA) conjugado com um corante

fluorescente, “Alexa Flour 647, durante 1 hora em camara escura.

A partir desta etapa, as secc¢des de tecido foram mantidas sempre no escuro, de forma a evitar
a autofluorescéncia e reacdes cruzadas com o fluorcromos. De seguida, foram feitas 3 lavagens
com PBS com Tween a 0,02% apds as quais se incubou a Streptavidina conjugada com um
corante fluorescente “Alexa Fluor 555 durante 20 minutos. Esta solucdo liga-se ao anticorpo
secundario biotinilado, amplificando dessa forma o sinal do PD-L1. Seguidamente foram feitas
6 lavagens com PBS com Tween a 0,02%. O contraste dos nucleos foi efetuado com o 4',6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI), um corante nuclear e cromossémico, que estabelece ligacao
as regides AT do DNA e emite uma fluorescéncia azul. O corante DAPI vem acoplado ao meio

de montagem de imunofluorescéncia, o Vectashied.

Por ultimo, as laminas foram seladas com verniz e conservadas a 20°C. Finalmente, as laminas

foram avaliadas utilizando o microscdpio Zeiss Axiolmager Z1 (Carl Zeiss Microlmaging).

Em todas as experiéncias foram utilizados controlos positivos (seccdo de placenta) e negativos.
Os controlos negativos foram incubados com o diluente do anticorpo primario durante a noite,
com omissdo do anticorpo primario, e com 0s anticorpos secundarios. Engquanto, os controlos
positivos foram submetidos a todas as etapas do protocolo, incluindo a incubagdo com o

anticorpo primario.
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3.5. Extracdo de DNA

Os 24 casos foram submetidos a extracdo de DNA, realizada em secgdes de tecido de 10um de
espessura, obtidas de fragmentos fixados em formol e incluidos em parafina. Em cada amostra
foi feita a disseccdo da area representativa das células neoplasicas, previamente delimitada pelo
Patologista em seccbes de tecidos coradas por Hematoxilina e Eosina. O DNA extraido foi
coletado para um microtubo, adicionou-se 400 pl de tampdo de lise celular e 20 pl de proteinase

K. Em seguida, as amostras foram incubadas numa estufa com agitacao durante a noite a 56°C.

Posteriormente foi feita a inativacdo da proteinase K a alta temperatura, durante 15 minutos e
a centrifugacdo das amostras a 1300rpm durante 2 minutos. Apos centrifugacdo, o sobrenadante
de cada amostra foi transferido para um tubo coletor, previamente identificado, e procedeu-se
a purificacdo do DNA, no Magcore HF16 Automated DNA/RNA Purification System,

utilizando um kit de purificacao apropriado.

De seguida, o DNA purificado de cada amostra foi quantificado no NanoDrop 2000 e
conservado a -20°C. O DNA extraido foi utilizado para o estudo de instabilidade de

microssatélites e para a detecao de EBV pelo método de PCR.

3.6. Polymerase Chain Reaction (PCR)

A Polymerase Chain Reaction (PCR) é uma técnica de biologia molecular utilizada para
amplificar um ou mais fragmentos de DNA especifico do complexo genoma humano. A técnica
é simples, e permite gerar varios numeros de copias de um segmento de DNA de interesse. Esta
técnica tem diversas aplicabilidades deste de: sequenciagdo, estudo de mutacdes, clonagem,
genotipagem, diagnostico de doencas, detecdo de patogénese e medicina forense (94, 95).

O principio da reacdo baseia-se em 3 etapas principais (Figura 3.6):
1°. Etapa- Desnaturacao, as cadeias de DNA sdo desnaturadas a 95°C

2°. Etapa- Anneling, consiste na hibridizac¢éo dos primers em cada uma das cadeias moldes
(50-60°C).

3°. Etapa- Extensdo, processo de sintese das novas cadeias pelo Tag DNA polimerase
(72°C).
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A reacédo de PCR requere 0s seguintes componentes: um tampé&o- para manter o pH da reagéo
e MgCl,, DNA molde, desoxinucle6tidos- (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) em proporgdes iguais
para a construcdo da cadeia nascente, primers (iniciadores)- sequéncia de cadeia simples
complementar a cadeia mde de DNA que vai ser copiada, e 0 DNA polimerase Thermus
aquaticus (Tag), enzima termoestavel capaz de inserir desoxinucledtidos & cadeia
complementar que esta a ser sintetizada (94, 95).

Areacdo de PCR, envolvendo as 3 etapas principais (desnaturacéo, anneling e extensao), ocorre
em ciclo, sendo possivel aumentar, em cada ciclo, 2 vezes a concentracdo de DNA pré-
existentes. Consoante o numero de ciclos estabelecidos, a amplificagdo torna-se exponencial
(94, 95).
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Figura 3.6- Esquema ilustrativo das 3 etapas principais da reacdo de PCR. Adaptado da ref.(96).

W

Existem varias variantes (adaptaces e modificagdes) da técnica basica de PCR nomeadamente:
RT-PCR, PCR multiplex, Nested PCR (96).

3.7. Instabilidade de microssatélites (IMS)

Neste estudo, a pesquisa de instabilidade de microssatélites foi realizada através da técnica de

PCR multiplex, utilizando um painel de 5 marcadores mononucleotidicos. Este estudo foi

realizado no Instituto de Patologia e Imunologia Molecular da Universidade do Porto
(IPATIMUP).
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A técnica de PCR multiplex € uma variante do PCR classico, que se baseia na utilizacdo de
maltiplos pares de primers em simultaneo numa Unica reacdo de PCR para identificar estirpes
de patogénicos ou patogenicos isolados (Figura 3.7). Esta técnica permite produzir varios
produtos amplificados da sequéncia de DNA especifico de diferentes tamanhos. As vantagens
desta técnica sdo: permite detetar varios patogénicos em simultdneo num dnico ensaio, tem um

custo-efetivo baixo e consome pouco tempo na sua execucao (95).

Multiplex reaction

Figura 3.7- No PCR multiplex, sdo utilizados
maltiplos pares de primers, para amplificar
multiplos alvos de interesse, numa Unica reagdo de
PCR. Adaptado da ref.(97).

A pesquisa de IMS foi realizada no DNA extraido de seccdes de tecidos fixados em formol e

incluidos em parafina, de acordo com o protocolo previamente descrito.

Inicialmente foi feita a amplificacdo especifica das regides de microssatélites, utilizando um
painel de 5 marcadores mononucleotideos quasimonomérficos (BAT25, BAT26, NR-24, NR-
21, NR-27) e o protocolo de amplificacdo dos loci de microssatélites (Multiplex PCR; Qiagen,

studio City, California).

Estes marcadores séo pares de primers que identificam regides de repetices mononucleotidicas
especificas, numa Unica reagdo de PCR e tém acoplado em cada primer anti-sense um marcador

fluorescente, tal como descrito na Tabela 3.4.
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Tabela 3.4- Sequéncias de primers para analise de IMS.

Tamanho do Marcadores

Nome Genes Sequéncia dos primers produto (bp) fluorescents

F: TACCAGGTGCGAAAGGCGA
BAT-25 ¢KIT R TCTCGATTTTAACTATGCGTC 153 NED (Preto)

F: CTCGGGTAATCAAGTTTTTAG

BAT-26  hMSH2 o AACCATTCAACATTTTTAACCC 183 6-FAM (Azul)
“Zinc finger F: CGTGAATTTTACCTCCTGAC

NR-24 2 R: ATTGTCGCATTCGATTCCAA 131 HEX (Verde)

\Rot  SLCTA8  F:GAGTCCGTGCGACAGTTCTA 100 6-FAM (Azt)

R: CTGGTCACTCCGGTTTACAA

Inhibitors of
Ol F. AACCATCGTTCGAAACCACT
NR-27 srpocigfﬁii R: CGATAATACTACGAATGACC 87 NED (Preto)

F- forward; R- reverse

Para a reacdo de PCR multiplex, foi preparado um tubo de PCR com um volume de 5 pl de
solucdo de reacao para cada amostra, contendo 2,5ul de Master Mix (Qiagen), 1,1 ul de agua
livre de RNAse e DNAse, 0,4 pl dos primers dos 5 marcadores de microssatélites e 1 pl do

DNA purificado de cada amostra.

Posteriormente, os tubos de PCR foram colocados no termociclador (T100™ Thermal Cycler,
USA) e submetidos as seguintes etapas: desnaturacdo inicial a 95°C durante 15 minuto, seguido
de 35 ciclos de desnaturacéo a 95°C durante 30 segundos, annealing a 55°C durante 1m30s e
extensdo a 72°C durante 1 minuto. No final dos 35 ciclos, ocorreu uma etapa de extensdo a 60°c

durante 20 minutos.

Apo6s amplificagdo, foram adicionados 13pl de uma mistura de formamida—Rox (numa
proporcéo de 120:5), a 1,2 pl do produto de PCR de cada amostra. A formamida foi utilizada
para desnaturar as cadeias de DNA, mantendo-as alinhadas em cadeia simples e 0 ROX foi

utilizado como marcador fluorescente (vermelho) de peso molecular.

Por ultimo, o perfil alélico dos 5 marcadores foi analisado através de eletroforese capilar,
usando o sequenciador automatico de DNA (ABI PRISM, 3130 Genetic Analyze, Applied

Biosytems) de acordo com o protocolo estabelecido.

As amostras foram classificadas como IMS-alto grau (IMS-A), quando identificados 2 ou mais
marcadores “mutados” ou com picos extras, IMS-baixo grau, quando apenas um marcador se
apresentava “mutado” e Microsatellite stable (MSS) na auséncia de marcadores “mutados” ou

auséncia de picos extras (49).
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3.8. Nested PCR

O Nested PCR é uma variante do PCR classico, que consiste na realizacdo de dois PCR
consecutivos, para a obtencdo de um produto com maior especificidade. Neste método baseia-
se na utilizacéo de dois pares de primers, um 1° par de primers externo, que flanqueia a regido
do DNA de interesse, e um 2° par de primers interno, que amplifica a regido precisa que se
pretende amplificar. Na 1° reagdo de PCR utiliza-se o 1° par de primers externo, enquanto, na
2° reacdo de PCR utiliza-se o 2° par de primers interno, e o produto do 1° PCR serve como

DNA molde para a sintese do 2° produto (Figura 3.8).

O método de Nested PCR permite aumentar a sensibilidade e a especificidade do produto

amplificado. Além disso, € utilizado para confirmar a integridade do produto do 2° PCR (95).

? 1 Outer
LLf | R R RN primers
m=b.  Nosted
™= primers
m—
g

‘ Second round of PCR

PFETTITTI I T I I T I I T I TIITII1]
J AL L L LLE

Figura 3.8- Esquema demonstrativo do principio basico do Nested PCR. Adaptado da ref. (97).

3.8.1. Nested PCR para detecdo do virus de Epstein-Barr (EBV)

A detecdo da presenca de EBV nas amostras foi realizada pelo método de Nested PCR, através
da utilizacdo de primers para 0 gene EBNA2 (que codifica o antigénio nuclear 2 do virus EBV).
Foram utilizados primers especificos que permitem a descriminacao do EBV de tipo 1 e de tipo
2 (EBNA2-EBV tipo 1 e EBNA2-EBV tipo 2).

O PCR foi realizado em amostras de DNA extraido de cada caso acordo com o protocolo
previamente descrito. Para a primeira reacdo de PCR, foi preparado um tubo de PCR para cada
amostra com 12 pL de solucgéo de reacdo (Master Mix, NZY Tech).
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A solucdo de reacdo foi constituida por: 1,25 pl de solugdo tampéo, 1,25 pl de dNTPs, 0,75 pl
de MgCl> (NZYTech), 0,1 pl de Taq polimerase (NZYTech), 7,625 ul de agua livre de DNase
e RNase, 0,5 pul do primer forward EBNA2 (Sigma-Aldrich) e 0,5 pl do primer reverse EBNA2
(Sigma-Aldrich) (Tabela 3.5).

Tabela 3.5- Sequéncias de primers do 1° PCR e do Nested PCR. Adaptado da ref. (23).

Nome dos primers Gene Sequéncia dos primers
EBNA2-F F: TGGCAAACCCGTCACTCTC
EBNA2-R EBNA2 R: TAATGGCATAGGTGGAATG

Nested EBNA2-F EBNA2 F: AGGGATGCCTGGACACAAGA

Nested EBNA2-R1 R1: GCCTCGGTTGTGACAGAG

Nested EBNA2-F F: AGGGATGCCTGGACACAAGA

Nested EBNA2-R2 EBNA2 R2: TTGAAGAGTATGTCCTAAGG

F- forward; R1- reverse EBNA-EBV tipo 1; R2- reverse para EBNA2-EBV tipo 2.

A reacdo de PCR no termociclador envolveu uma etapa inicial de desnaturacao a 95°C durante
5 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 seg., annealing a 52°C por 1
min e extensdo a 72°C por 2 min. No final, ocorre uma etapa de elongacdo a 72°C durante 10

minutos e o alongamento a 12°C.

Para a 2° reacdo de Nested PCR foi preparado tubos de PCR e solu¢édo de reacdo em duplicado
para cada amostra, de forma a amplificar o gene EBNA2 para os dois tipos de EBV (tipo 1 e
tipo 2) separadamente (Figura 3.9). Foi utilizado o mesmo primer Nested forward para os dois
tipos de EBV, sendo alterado apenas o primer Nested reverse, que permite distinguir o tipo 1 e

o tipo 2.
- <
| cDNA Alvo (EBNA2) |
12 amplificacdo usando ‘
primers para o EBNAZ - <=

| 12 Produto de PCR |

28 amplificacdo usando ‘
primers espscifico para o
MNested PCR EBNAZ

= Primers (R e F) EBNA2

;‘_’ Primers Nested PCR EBMNA 2
|ZE Produto de PCR | [FJ- EBNA2 para os 2 tipos

(R1)- EBNAZ- tipo 1
[R2)- EBNAZ- tipo 2

Figura 3.9- Esquema ilustrativo do Nested PCR na dete¢éo do EBV nos CGEL.
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Para cada tubo de PCR foi preparado 23 ul de solucéo de reacdo (Master Mix), constituido por
2,5 ul de solugéo tampdo, 2,5 pl de dNTPs, 1,5 pl de MgCl> (NZYTech), 0,2 ul de Taq
Polimerase (NZYTech), 15,25 pl de agua livre de DNAse, 1 ul de primer forward Nested-
EBNA2 (igual para os dois tipos de EBV) e 1 ul de primer reverse Nested EBNA2-EBV tipo 1
(R1) ou 1 pl de primer reverse EBNA-2-EBV tipo 2 (R2) (Tabela 3.5). Em seguida, foi
adicionado 2ul do produto do primeiro PCR de cada amostra na solugéo de reacdo. Por fim
ocorreu a reacdo de PCR no termociclador, envolvendo o mesmo ndmero de ciclos e tempos

utilizados no primeiro PCR.

Para a visualizagdo e purificagdo do produto do Nested PCR foi realizada a técnica de
eletroforese em gel de agarose. A eletroforese em gel é uma técnica que se baseia na utilizagdo
de campo elétrico, com uma amostra de DNA num gel de agarose, para separar o produto de
PCR mediante o tamanho dos fragmentos de DNA. Esta técnica permite verificar a pureza do
produto de PCR, determinar o peso molecular e detetar macromoléculas, tais como, proteinas

e acidos nucleicos (98).

A separagao do produto do Nested PCR foi realizada num gel de agarose a 2%, contendo o
corante greensafe, que permitiu visualizar a migragao das amostras. Previamente foi adicionado
nas amostras um tampdo de carregamento, constituido por azul de bromofenol e glicerol, numa
concentragdo 6 vezes o volume final da amostra. Apds preparagdo das amostras, estas foram
carregadas no gel de agarose embebidos em solugdo TBE a 1%, e a corrida ocorreu a 180v
durante 45 minutos. Adicionou-se no gel de agarose, um marcador de peso molecular, o ladder,

para referenciar o tamanho do produto.

Em todas as experiéncias foram utilizados controlos positivos (duas linhas celulares: GP-
positivo para EBNA2-EBV tipo 1 e IPA- positivo para EBNA2-EBV tipo 2) e negativos (branco:

com auséncia de DNA).

3.9. Hibridizacgéo in situ (HIS)

A hibridizacdo in situ € uma técnica que permite identificar a localizacdo da expressdo de um
determinado gene no microambiente celular. Esta técnica baseia-se na utilizacdo de sondas
marcadas que hibridizam e detetam sequéncias alvo especificas de DNA ou RNA em amostras

fixadas.
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A hibridizacdo da sonda ocorre através do aquecimento inicial da sonda e do tecido que leva
subsequentemente a desnaturacgéo das cadeias de DNA, seguida de um arrefecimento da reacgéo,
que permite a sonda hibridizar a sequéncia de DNA complementar alvo. A hibridizacdo da
sonda é visualizada através de métodos de detecdo indireto, que utiliza anticorpo primario
dirigida a sonda, que por sua vez é reconhecido por uma enzima ligada a um sistema de dete¢éo
com cromogeneo. Este complexo da origem a uma precipitacdo colorida no local da ligacéo

especifica do anticorpo (99, 100).

Para a detecdo de EBV também foi realizada a técnica de hibridizacéo in situ, que determina a
localizacdo da infecéo latente por EBV e também permite validar os resultados obtidos pelo
método de PCR.

O método de HIS, identifica a expressdo de EBV-encoded small RNAs (EBER), através de uma
sonda de oligonucleotideos marcadas com fluoresceina, que hibridiza especificamente com os
transcritos precoces de RNA localizados no interior do nicleo das células neoplasicas infetadas
(22, 101). No presente estudo a HIS foi realizada no equipamento BenchMark ULTRA System
(Ventana Medical Systems), utilizando sondas marcadas com fluoresceina (INFORM EBER
Probe, Ventana, USA) (102).

A HIS foi realizada nos 24 casos, em seccdes de tecido de 3um de espessura, obtidas de
fragmentos fixados em formol e incluidos em parafina. Previamente as sec¢des de tecido
aderidas em laminas adesivadas, foram colocadas na estufa durante 1 hora a 60°C.
Seguidamente, as laminas foram colocadas no equipamento BenchMark ULTRA, tendo cada
lamina sido processada individualmente. As seccOes de tecido foram desparafinadas com a
solucdo EZprep e seguidamente foi realizada a digestdo enzimatica com a enzima ISH Protease
3 (Ventana), uma endopeptidase, que atua a 37°C, e tem a funcdo de remover as proteinas que
rodeiam a sequéncia de DNA. Posteriormente, as sec¢des de tecido foram incubadas com a
sondas INFORM EBER, durante 1 hora. A sonda INFORM EBER atua a 37°C, hibridizando
os transcritos de EBV-encoded small RNAs (EBER), sendo necessario uma prévia desnaturagdo
das cadeias de DNA a 85°C, para facilitar o acesso da sonda ao alvo de interesse. Apds

hibridizacéo, foram feitas lavagens para remover as sondas que ndo foram hibridizadas.
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Em seguida foi aplicado o kit de detecéo iVIEWgeDetection Kit (ISH iVIEW kit, Ventana),
composto por: um anticorpo primério anti-fluoresceina de ratinho, um anticorpo secundario
biotinilado (anti-ratinho), as enzimas streptavidina e fosfatase alcalina, para visualizacéo, o 5-

Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP) e o cromogéneo Nitro-Azul-Tetrazolio (100) .

Inicialmente, as sec¢des de tecido foram incubadas com o anticorpo primario anti-fluoresceina
de ratinho que deteta as sondas marcadas com fluoresceina. De seguida, foram incubadas com
0 anticorpo secundario de bode anti-ratinho biotinilado que por sua vez se liga ao anticorpo
primario formando um complexo. Depois, foi adicionado um conjugado de enzimas
(streptavidina e fosfatase alcalina) que se ligam a biotina acoplada ao anticorpo secundario. A
visualizacdo da marcacdo foi feita através do BCIP e o cromogéneo Nitro Azul-Tetrazélio, que

da origem a um precipitado azul (Figura 3.10) (100, 103).

Blue Signal Enhancer

\ BCIP
VNBT
Streptavidin Alkaline

Phosphatase (SA-AP)~—_|

Maouse anti-Rabbid _\_/A
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Biotinylated Goat
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Antibody / \

DMP —__

N DNP-abaled Probe
Target -

Sequence-.__
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ISH NIEWme Plus Datection

Figura 3.10- Esquema ilustrativo do principio basico do kit de detecdo de
hibridizag&o in situ. Adaptado da ref. (103).
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Entre as etapas de incubacdo, as seccOes de tecido foram sempre submetidas a lavagens com a
solugéo tampao adstringente de SSC (Sodium Salt Citrate), com pH 7, composta por citrato de
sal de sodio, e tampdo de cloreto de sddio e citrato de sddio, cuja funcédo é remover todos os
compostos nado hibridizados. Por fim as sec¢des de tecido foram contrastadas com Nuclear Fast

Red, que da uma cor vermelha aos nucleos das células.

No final do protocolo, as ldaminas foram desidratadas com etanol a 50%, 70% e 100%, acetona,
diafanizadas em xilol e montadas em laminas com Entellan e cobertas com lamela. Em todas
as experiéncias foram utilizadas sec¢des de tecido como controlo positivo para o EBER,

aderidas na mesma lamina de cada caso.

3.10. Avaliacdo da expressao de PD-L1

A avaliacdo da expressao de PD-L1 foi realizada por um Patologista experiente, de acordo com
0s critérios propostos por Boger et al (104). Os critérios utilizados para avaliacdo da expressao
de PD-L1 nos casos foram: percentagem de células neoplasicas marcadas, intensidade da
marcacdo das células neoplasicas e percentagem de células imunes, sendo atribuido um valor
de acordo com o sistema de score apresentado na Tabela 3.6. Por fins de andlise de resultados
consideraram-se dois grupos: 1) >50% de células neoplasicas e/ou estromais expressam PD-
L1; 2) <50% de células neoplésicas e/ou estromais expressam PD-L1. Também se avaliou a

intensidade da marcacdo, classificada em negativo, baixa, moderada e forte.
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Tabela 3.6- Sistema de Score de imunoreactividade da expressdo de PD-L1. Adaptado da (104).

Sistema de Score de imunoreactividade

Score de percentagem de células tumorais PD-L1
0 (0%)
1 (<=1%)
2 (2-10%)
3 (11-50%)
4 (>50%)

Score de intensidade de PD-L1
0 (negativo)
1 (Baixa)
2 (Moderada)
3 (Forte)
Percentagem de célula imunes
0 (0%)
1 (1-5%)
2 (6-20%)
3 (>20%)

3.11. Avaliacdo da expressdo de CD8 e CD3 no estroma linfdide

A expressao de linfocitos CD3 e CD8 foi quantificada tanto no centro como na periferia do
tumor. Para cada caso, as laminas foram digitalizadas e a partir destas digitalizacdes foram
feitas fotografias de 10 areas no centro do tumor e 10 areas na periferia do tumor, utilizando
um sistema de camara acoplado a um microscépio (Leica DMD108, Leica Microsystems). A
selecdo das areas foi feita por um Patologista experiente, compreendendo toda a area tumoral,
mucosa adjacente ndo neoplasica, mucosa gastrica, visualizada pela coloracdo HE. Na selecédo
foi evitada areas de necrose e de ulceracdo. As fotografias foram realizadas com uma ampliacédo
de 400x.

Posteriormente, as fotografias foram analisadas no software ImageJ onde foram feitas as
contagens dos linfécitos T CD3+ e dos linfocitos T CD8+, separadamente, no centro e na

periferia do tumor.

3.11.1. Método de quantificagdo dos linfocitos T CD3+ e CD8+ no software
ImageJ

1°. Apds aquisicdo de imagem, abrir a imagem com o software Image J.
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3°. Fazer a contagem manual das células marcadas com o respetivo anticorpo com uma cor

(neste caso o Azul). O software contabiliza automaticamente o nimero de células marcadas

manualmente.
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Dos valores obtidos das contagens, foram utilizados o valor médio da soma das contagens nas

diferentes areas (centro e periferia) para o estudo estatistico.

3.12. Anélise estatistica

A andlise dos resultados foi realizada utilizando o software SPSS versdo 23.0. O nivel de

significancia considerada foi de p<0,05.

Para comparar a expressao de CD3 e CD8 entre o centro e na periferia do tumor, foi avaliada,
primeiramente, a normalidade da distribuicdo da soma das contagens de linfécitos T CD3 e
CD8, utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Posteriormente, foi aplicado o teste paramétrico t-

Student para amostras emparelhadas.

Para comparar a expressao de CD3 e CD8 relativamente a infe¢éo por EBV, foi também testada
a normalidade das duas variaveis, utilizando o teste de Shapiro-Wilk. De seguida, foi aplicado

0 Teste t-Student para amostras independentes.

Para avaliar a associagdo entre a infecdo por EBV e a instabilidade de microssatélites, foi
realizada o teste exato de Fisher. Foi realizado tambem o teste exato de Fisher para avaliar a

associacdo entre as duas técnicas de detecdo do EBV, PCR e HIS.
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4. RESULTADOS
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4.1. Caracteristicas clinico-patoldgicas do CGEL

O presente estudo foi realizado numa amostra de 24 casos de CG, com um perfil histopatoldgico
especifico, denominados CGEL. O objetivo do estudo foi caraterizar dos casos de CGEL quanto
ao perfil clinico-patolégico, associacdo ao EBV, IMS, infiltrado linfoide, e expressao de PD-
L1. A idade dos doentes foi, em média, de 65,4 anos com um desvio padréo de 12,4. A maioria
dos doentes 15/24 (62,5%) tinham idade superior a 65 anos. Quanto ao género, verificou-se um
predominio de doentes do sexo masculino 17/24 (71%). A maioria dos doentes com CGEL
16/24 (66,7%) foi submetida a cirurgia total do estdmago (gastrectomia total). Dos 24 casos,
15 (62,5%) dos tumores localizavam-se no terco médio/superior e 9 (37,5%) no terco inferior
do estdbmago. A taxa média de sobrevida dos doentes com CGEL foi de 67,1 meses com um
desvio padrdo de 41,5. Os estadios de pTNM estéo descritos na Tabela 4.1.

Tabela 4.1- Caracteristicas clinico-patoldgicas de 24 casos de CGEL

Caracteristicas n (%)
» ldade de diagnéstico 65,4 +12,4
<65 Anos 9 (37,5%)
>65 Anos 15 (62,5%)
» Género
Masculino 17 (70,8%)
Feminino 7 (29,2%)
» Localizagéo
Terco inferior 9 (37,5%)
Terco médio/superior 15 (62,5%)
» Tipos de cirurgias realizadas
Gastrectomia distal 8 (33,3%)
Gastrectomia total 16 (66,7%)
» Sobrevida do doente (meses) 67,1+415
» Estadios pTNM
IAe B 6 (25,0%)
IHAelIB 12 (50,0%)
A e 1B 5(20,8%)
IV 1 (4,2%)
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4.2. Caracterizagcdo morfologica do CGEL

A avaliacdo morfoldgica foi feita em ldminas coradas por Hematoxilina & Eosina (HE), tendo-
se verificado a presenca de infiltrado linfocitario denso em todos os casos, que dificultava a
descricdo do padrdo morfoldgico das células neoplasicas. Deste modo, para melhor caracterizar
a morfologia das células tumorais, foi realizada a técnica de imuno-histoquimica com o
anticorpo pan-citoqueratina (Anti-AE1/ AE3), de modo a evidenciar o padrdo morfoldgico

destas células.

Através do estudo imunostoquimico, verificou-se uma heterogeneidade da arquitetura das
estruturas epiteliais neoplésicas com constituicio de glandulas, ninhos sdélidos,
corddes/trabéculas e presenca de células pouco-coesas (Figura 4.1 e 4.2). A células neoplésicas
encontravam-se dispostas em tubulos, glandulas, cord@es, trabéculas e células isoladas.
Verificou-se que o infiltrado linfocitario era constituido predominantemente, por linfocitos e

plasmdcitos e com a presenca frequente de foliculos linféide no centro e periferia do tumor.

VoA “
iR
\ ) .

\ Y

i

7 "- A
» X .7}1'
8

oler 2 PRI S
: LM R AL PO
Figura 4.1- Expressdao de AE1/AE3 pelas células neoplasicas do CGEL: A- Estrutura
glandular (cribriforme); B- Estrutura cordonal; C- Estrutura micro-glandular; D- Estrutura de

células pouco-coesas (IHQ, 400x).
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Figura 4.2- Padrdo morfologico dos CGEL através das técnicas de HE e Imuno-histoquimica. A- Pela
coloracdo H&E verifica-se um infiltrado linfoide proeminente no estroma e o padrdo morfol6gico das células
neoplasicas pouco nitida; B- Imuno-histoquimica com o anticorpo AE1/AE3, para a identificacdo das células
neoplésica e melhor demonstragdo do padrdo morfoldgico; Identificagdo do arranjo das células neoplésicas:
em tubulos (C), em glandulas (D), em corddes e trabéculas (E) e células isoladas (400x).
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Outras caracteristicas morfoldgicas foram avaliadas, descritas na Tabela 4.2. De acordo com a
classificacdo de Lauren (9), observaram-se 0s seguintes sub-tipo histoldgicos: intestinal
(2/24;8,3%), difuso (0/24; 0%), misto (2/24; 8,3%) e ndo classificavel (20/24; 83,3%). O padréao
de crescimento foi classificado como infiltrativo (9/24; 37,5%) e expansivo (15/24; 62,5%).
Observou-se a presenca de permeacdo linfatica em 15 casos (62,5%) e de invasdo venosa em
13 casos (54,2%). S6 foram identificados metastases a distancia (M1) num dos casos (4,2%).

Tabela 4.2- Caracteristicas morfoldgicas dos CGEL

Carateristicas n (%)
Classificacdo de Lauren

> Intestinal 2 (8,3%)

> Difuso 0 (0%)

> Misto 2 (8,3%)

> Nao Classificado 20 (83,3%)
Padréo de crescimento

> Infiltrativo 9 (37,5%)

> Expansivo 15 (62,5%)
Permeacdo linfatica

> Presente 15 (62,5%)

> Ausente 9 (37,5%)
Invasdo venosa

> VO 13 (54,2%)

> V1 11 (45,8%)
Metastase a distancia

> MO 23 (95,8%)

> M1 1 (4,2%)
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4.3. Expressdo de CD3 e CD8 no microambiente tumoral

Ensaios clinicos com imunoterapia tém evidenciado que os doentes com infiltrado de linfocitos
T mediados pela imunidade adaptativa pré-existentes, apresentam resultados mais efetivos, aos
inibidores do checkpoint imunoldgico, em relacdo aos doentes com pouco infiltrado linfocitario.
Neste sentido, foi considerado pertinente avaliar o infiltrado linfocitario nos CGEL.

A caraterizacdo do microambiente tumoral, particularmente o infiltrado linfocitério, foi
avaliada em todos os casos, através da técnica de imuno-histoquimica, recorrendo ao anticorpo
CD3, que marca a sub-populacdo de linfdcitos T tipo CD3, e ao anticorpo CD8, que marca
linfocitos T citotoxicos tipo CD8. A técnica de imuno-histoquimica, demonstrou a expressdo
das subpopulacGes de linfocitos, evidenciando-os com uma marcacdo citoplasmatica e
membranar de cor castanha (Figura 4.3). Posteriormente, foi feita a quantificacdo dos linfocitos
T CD3+ e CD8+ no centro e na periferia do tumor utilizando o software ImageJ.

Na Tabela 4.3 apresentam-se os resultados obtidos da aplicacdo do Teste t para amostras
emparelhadas na comparacdo da expressdo de CD8 no centro e na periferia do tumor,
verificando-se que a expressdo de CD8 foi significativamente superior na periferia em relacédo
ao centro do tumor (p =0,000).

Comparando a expressao de CD3 no centro e na periferia do tumor, também se verificou uma

expressao significativamente superior na periferia em relagdo ao centro do tumor (p=0,003).

Tabela 4.3- Comparacao da expressdo de CD8 e CD3 no centro e na periferia do tumor

Meédia+ Desvio Padréo

(n=24) P
CD8 Centro 1915,9+1124,5 0,000
CD8 Periferia 2435,8+1281,4
CD3 Centro 3580,8+2192,1 0,003
CD3 Periferia 4452,3+2304,3
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Figura 4.3- Expressédo de CD3 e CD8 em carcinomas gastricos com estroma linfdide: A- Expressédo de CD3

no centro do tumor; B-Expressdo de CD3 na periferia do tumor; C- Expressdo de CD8 no centro do tumor; D-
Expressdo de CD8 na periferia do tumor (IHQ, 400x).

4.4. Infegdo por EBV no CGEL

A avaliacdo da infecdo por EBV foi realizada em todos os casos, através de duas técnicas: PCR
e HIS. A técnica de PCR permitiu identificar o DNA do virus no genoma humano, atravées da
expressdo do gene EBNA-2 pelas células neoplasicas infetadas e linfocitos infiltrados no tumor.
Enquanto, a técnica de HIS permitiu identificar o EBV-encoded small RNAs (EBER) no nlcleo
das células neoplasicas infetadas.

Pela técnica de HIS (EBER), foram detetados 16 casos de CGEL (66,7%) com a presenca de
EBV, e 8 casos (33,3%) negativos para o EBV (Tabela 4.4). O EBV-encoded small RNAs
(EBER) foi identificado no nucleo das células neoplésicas infetadas, com uma coloragéo azul,
e ausente na mucosa normal adjacente (Figura 4.4).
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Tabela 4.4- Detecdo de infecdo por EBV através de técnica de hibridizacdo in situ

EBV por HIS N %
Positivo 16 66,7
Negativo 8 33,3
Total 24 100

Em 23 casos procedeu-se a detecéo de EBV por Nested PCR. Num dos casos ndo havia material

disponivel para esta analise. Pela técnica de Nested PCR, foram identificados 11 casos (47,8%)
positivos e 12 casos (52,2%) para 0 EBNA2-EBV de tipo 1. Enquanto, para 0 EBNA2-EBV de

tipo 2 ndo se identificou qualquer caso positivo (Figura 4.5). Nos resultados obtidos da

experiéncia do Nested PCR, demostrados por eletroforese no gel de agarose (Figura 4.5), a

presenca de uma banda de 300bp, que corresponde ao peso molecular do gene EBNA2, EBV

tipo 1.

Tabela 4.5- Detecdo de infe¢do por EBV através da técnica de PCR

EBV por PCR N %
Positivo 11 47,8
Negativo 12 52,2
Total 23 100
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Figura 4.4- Hibridizac&o in situ para detecdo de infecdo por EBV no CGEL.
O sinal de hibridizacao localiza-se apenas no nucleo das células neoplésicas,
representado por uma cor azul (HIS, 100x).

A
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M 12 3 4 & 6 7T 8 9§ 10N 12 13 U4 1516 17 B M

Figura 4.5- Nested PCR para detecdo de DNA do virus de EBV: A- O produto
de amplificacdo de 300 bp corresponde ao gene EBNA2-EBYV tipo 1 (casos
assinalados com uma seta branca). B- N&o se verificou amplificagdo do gene
EBNA2-EBV tipo 2 em qualquer dos casos. M-marcador de peso molecular; 1-
15 — casos em estudo; 16- controlo negativo; 17- controlo positivo para o
EBNA2- EBV tipo 2 (linha celular IPA); 18- controlo positivo para 0 EBNA2-
EBV tipol (linha celular GP).
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4.5. Comparacao das técnicas de detecdo da infe¢do por EBV

Para avaliar a correlacdo existente entre as duas técnicas de detecéo da infecdo por EBV foi
efetuado o teste exato de Fisher. Pela técnica de PCR foram detetados 11 casos positivos para
EBV (EBNA2) e 12 casos negativos para EBV, enquanto por HIS, foram detetados 15 casos
positivos para EBV (EBER) e 8 casos negativos. Todos o0s casos positivos por PCR (EBNA2),
foram igualmente positivos pela técnica de HIS (EBER). Contudo, em 4 casos, positivos por
HIS, néo se obteve amplificacdo por PCR. Os resultados obtidos demonstram uma associacéo

fortemente significativa entre as duas técnicas de detecdo de infecdo por EBV (p =0,001).

Tabela 4.6- Comparacéo das técnicas de HIS e PCR na detec¢do de infe¢do por EBV

HIS Total

Negativo  Positivo

PCR Negativo 8 4 12
Positivo 0 11 11
Total 8 15 23

4.6. Comparacdo de infecdo por EBV com a presenca de linfécitos CD3+ e

CD8+ no centro e na periferia do tumor

Comparou-se a infecdo por EBV com a expresséo de linfécitos CD3+ e CD8+, através do Teste
t para amostras independentes. Dos resultados obtidos, verificou-se que na maioria dos casos
EBV positivos a quantidade de linfocitos T CD8+, era significativamente superior no centro e
na periferia do tumor, em relacdo aos casos EBV negativos (p=0,005 e p=0,002 respetivamente)
(Tabela 4.7). Resultados semelhantes foram obtidos no estudo dos linfécitos T CD3+ no centro
e na periferia do tumor (p=0,001 e p=0,002 respetivamente) (Tabela 4.7). Os resultados obtidos
da analise quantitativa do infiltrado linfocitario revelam que os CGEL infetados por EBV tém
um infiltrado de linfocitos T citotoxicos CD8 e CD3 proeminente no tumor em relacao os casos

EBV negativos.
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Tabela 4.7- Comparacéo da infecdo por EBV e a presenca de linfécitos CD8+ e CD3+ no centro e na
periferia do tumor

EBV N Meédia £ Desvio Padréao P

Positivo 15 2357,3+1104,3

CD8 Centro . 0,005
Negativo 9 1180,4+726,2
. Positivo 15 2973,4+1221,7

CD8 Periferia . 0,002
Negativo 9 1539,9+814,6
Positivo 15 4539,5+2159,9

CD3 Centro . 0,001
Negativo 9 1983,0+1027,2

CD3 Periferia Posm_vo 15 5383,5+2331,6 0,002
Negativo 9 2900,3+£1190,3

4.7. Instabilidade de microssatélites no CGEL

A pesquisa de IMS no CGEL foi realizada através da técnica de PCR multiplex, e anélise dos
resultados por eletroforese capilar. A técnica de PCR multiplex, com os 5 marcadores
mononucleotidicas, permitiu amplificar as regiGes de microssatélites, com maior probabilidade
de instabilidade. A anélise eletroforética, permitiu identificar alteragdes no ndmero de
sequéncias repetidas, através da presenca de picos extras em dois ou mais dos marcadores. Foi
considerado instabilidade microssatélites de alto grau os casos com picos extras em dois ou
mais marcadores (Figura 4.6), sendo estes picos correspondentes as clones de células
neoplasicas. Enquanto, 0s casos que nao apresentaram picos extras em nenhum dos marcadores

foram considerados MSS (Figura 4.7).

A anadlise de instabilidade de microssatélites foi realizada em todos os casos, tendo sido
identificada 4 casos (16,7%) de CGEL com instabilidade de alto grau (IMS-A). Nos 20 casos
(83,3%) restantes néo se detetou MSS (Tabela 4.8).

Tabela 4.8- Instabilidade de microssatélites no CGEL

IMS n %
Ausente 20 83,3
Presente 4 16,7

Total 24 100
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Figura 4.6- Eletroferograma representativo de instabilidade microssatélites de alto grau. As setas
demonstram picos extras nas regides microssatélites identificadas pelos marcadores NR-27, NR-21,
NR-24, BAT-25, BAT-26, respetivamente.
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Figura 4.7- Eletroferograma representativo de instabilidade microssatélites estaveis, ou seja, ndo se
verifica picos extras em nenhum os marcadores.

4.8. Associacgdo entre infecdo por EBV e IMS no CGEL

Para avaliar a associacdo existente entre a infecdo por EBV e a IMS nos CGEL, foi realizado o
teste estatistico exato de Fisher, que nos permitiu avaliar a correlacdo existente entre duas
variaveis. Verificou-se que todos os casos com infecdo por EBV (n=16) eram estaveis, isto e,
ndo apresentavam IMS. Nos casos negativos para EBV (n=8), detetou-se instabilidade de
microssatélites de alto grau em 4 casos (50%), sendo os restantes (n=4) estaveis (50%) (Tabela

4.9). Os resultados obtidos demonstram que a infecdo por EBV e a IMS estéo inversamente

correlacionados (r=-0,577, p=0,003).
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Tabela 4.9- Associacdo entre infecdo por EBV e IMS-A

EBV Total
Negativo Positivo
(n=8) (n=16)
IMS-A Ausente 4(50%) 16 (100%) 20
Presente 4 (50%) 0 (0%) 4
Total 8 16 24

4.9. Avaliacdo da expressao de PD-L1 no CGEL

A expressao de PD-L1 foi avaliada em todos os casos, através do estudo imuno-histoguimico,
com o anticorpo anti-PD-L1, que identifica as células neoplasicas e imunes que expressam a
proteina PD-L1. O intuito desta avaliacdo foi de explorar se nos CGEL a via de sinalizacdo PD-

L1/PD-1 se encontra ativa.

Os casos foram classificados em dois grupos: 1) expressdo acentuada de PD-L1 (>50% das
células imunorreativas, neoplésicas e/ou estromais) em 6 casos (25%); 2) expressdo de PD-L1

em menos de 50% das células em 18 casos (75%) (Tabela 4.10).

Tabela 4.10- Expresséo de PD-L1 no CGEL

Expressao do PD-L1 n %
>50% 6 25
<50% 18 75
Total 24 100

4.10. Padrao morfoldgico de expressdo de PD-L1 nas células neoplasicas e

células estromais

A técnica de imuno-histoquimica, permitiu avaliar o padrdo de expressdo de PD-L1 nas células
neoplésicas e nas células estromais. A expressdo de PD-L1 foi observada nas células
neoplasicas e nas células estromais (linfécitos, macrofagos e células dendriticas), mas ausente
nas células epiteliais ndo neoplasicas (Figura 4.8). Na maioria dos casos com expressao de PD-
L1 >50%, as células epiteliais neoplasicas exibiam um padrdo de expressao predominantemente
membranar (Figuras 4.9), enquanto as células estromais exibiam um padrdo de expressdo

citoplasmatico, granular ou em “Dot” (Figura 4.10).
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Figura 4.8 - Coloragdo Imuno-histoquimica com o anticorpo AE1/AE3 (A) e PD-L1 (B): A- Expressao
de AE1/AE3, realcando as células epiteliais neoplésicas (IHQ, 100x); B- Expressdao de PD-L1
membrana e citoplasmatico nas células neoplésicas e estromais (IHQ, 200x).

Figura 4.9- Coloracdo Imuno-histoquimica com o anticorpo PD-L1. Expressdo aumentada de PD-L1
>50% identificada nas células epiteliais neoplasicas e estromais. As células epiteliais neoplasicas
apresentam uma expressdo membranar, citoplasmatica de PD-L1 (200x).
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Figura 4.10- Coloracdo Imuno-histoquimica com o anticorpo PD-L1.
Expressdo de PD-L1 <50% identificada principalmente nas células
estromais (200x).

4.11. Comparacdao entre a expressdo de PD-L1 e o infiltrado linfocitario

intratumoral

Tendo em conta a importancia da expressdo de PD-L1 no infiltrado linfocitario intratumoral
para aplicabilidade da imunoterapia com inibidores do checkpoint imunologico, foi avaliado a
associacdo existente entre a expressao de PD-L1 e o infiltrado linfocitario intratumoral, através
do teste t para amostras independentes. Segundo os resultados obtidos, ndo foi encontrada uma
associacdo significativa entre a expressdo de PD-L1 e a distribuicdo da populagéo de linfocitos
T CD8+ e CD3+.
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4.12. Avaliacdo da dupla marcacdo por imunofluorescéncia

A andlise de co-localizacdo de expressdo de PD-L1 nas células epiteliais neoplésicas e nas
células estromais foi realizada através da técnica de imunofluorescéncia - dupla marcagédo. A
dupla marcacéo foi realizada com os anticorpos conjugados com os respetivos fluorocromos, o
anti-PD-L1 (conjugado com o flourocromo vermelho) para avaliar a expressdo da proteina PD-
L1 nas células epiteliais e estromais, o anti-pan-citoqueratina (AE1/AE3) (conjugado com
flourocromo verde) para identificar as células epiteliais neoplasicas e o anti-CD68 (conjugado
com flourocromo o verde) para identificar os macréfagos no microambiente tumoral. Num
grupo selecionado de casos foi possivel demonstrar a co-localizacdo de PD-L1 e da pan-
citoqueratina AE1/AE3 nas células neoplésicas (epiteliais), através da visualizagdo de
sobreposicdo dos flourocromo que revelaram uma marcacdo cor de laranja. Foi também
possivel demonstrar a co-localizagdo de PD-L1 e CD68 em macréfagos do microambiente
tumoral (também através da sobreposi¢éo dos fluorocromos que deram origem a uma marcagao
cor de laranja) (Figura 4.11). Neste estudo, demonstrou-se uma co-expressédo de PD-L1 superior

nas células epiteliais em relacdo aos macrofagos.
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Figura 4.11- Co-localizacdo de expressdo de PD-L1 em células epiteliais neoplasicas (AE1/AE3) e em
macréfagos (CD68): A- Expressao de AE1/AE3 em células epiteliais neoplasicas (verde); B- Expresséo de
PD-L1 em células epiteliais neoplasicas (vermelho); C- Co-expressdo de PD-L1 e AE1/AE3 em células
epiteliais neoplasicas (amarelo); D- Expressdo de CD68 em macrdfagos (verde); E- Expressdo de PD-L1 em
macrofagos (vermelho); F- Co-expressdo de PD-L1 e CD68 em macrdfagos (amarelo) (Imunofluorescéncia,
400x).

4.13. Comparacao entre a expressdo de PD-L1, infecdo por EBV e IMS

A comparacdo da expressao de PD-L1 com a infecdo por EBV e IMS revelou que, nos casos
com expressdo de PD-L1 >50% (n=6), se detetou infecdo por EBV em 4 casos (66,7%) e a
presenca de IMS-A nos 2 casos restantes (33,3%). Contudo, ndo foi encontrada uma associacao
significativa entre a expressao de PD-L1, a infegéo por EBV e a instabilidade de microssatélites
(Tabela 4.11). Os casos em que se detetou a presenca de infecdo por EBV (n=4) séo diferentes

daqueles em que se verificou a presenca de IMS-A (n=2) (Figura 4.12).
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Tabela 4.11- Comparagdo entre a expressdo de PD-L1, infe¢do por EBV e IMS

Expressdo de PD-L1

<50% >50%
(n=18) (n=6)
N (%) n (%)
Positivo
EBV (n=16) 12 66,7 4 66,7
Negativo
(n=8) 6 33,3 2 33,3
Presente
IMS-A (n=20) 2 11,1 2 33,3
Ausente
(n=4) 16 88,9 4 66,7
130,00 EBV
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Figura 4.12- Comparacéo da expressdo de PD-L1, infecdo por EBV e IMS-A nos 6
casos com expressédo de PD-L1 >50%: infecdo por EBV (n=4); IMS-A (n=2).
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4.14. Expressédo de PD-L1 no CGEL e sobrevida dos doentes

A andlise da associagdo existente entre a expressdo de PD-L1 e a sobrevida dos doentes, foi
realizada através do teste t para amostras independentes. N&o se verificou diferenca
significativa (p=0,497) na sobrevida dos doentes com CGEL em funcao de expressdo de PD-
L1 (>50% versus <50%), ou seja, nesta série a expressdo do PD-L1 ndo influéncia a sobrevida
dos doentes com CGEL (Tabela 4.12).

Tabela 4.12- Expressdo de PD-L1 e a sobrevida geral (Meses)

Expressao de n Meédia £ Desvio
PD-L1 Padréo P
Sobrevida
Geral >50% 6 77,33+40,307 0,497
<50% 18 63,67+42,401
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5. DISCUSSAO
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O carcinoma géastrico com estroma linfoide é um sub-tipo raro de cancro do estbmago, mais
frequente nos homens, constituindo cerca de 1-4% de todos os tipos de CG (18, 105).
Histologicamente, estes tumores séo caracterizados por um abundante infiltrado linfocitario no
estroma, com uma distribuicdo relativamente uniforme (22). Estes tumores caracterizam-se

ainda pelo bom progndstico, com impacto na boa sobrevida dos doentes (17).

O principal objetivo deste estudo foi o de avancar na caracterizacdo morfoldgica, imuno-
histoquimica e molecular do CGEL, relativamente ao microambiente tumoral, infecdo por
EBV, instabilidade de microssatélites e expressdo de PD-L1. Para a prossecucdo destes
objetivos utilizaram-se varias técnicas de biologia molecular (PCR, eletroforese capilar, HIS) e

de imuno-histoquimica e imunofluorescéncia (com dupla marcacao).

Na primeira fase, o trabalho centrou-se na avaliacdo morfologica do CGEL, com andlise das
caracteristicas histoldgicas e imuno-histoquimicas através utilizacdo de pan-citoqueratina
AE1/AE3. Verificou-se uma heterogeneidade morfoldgica intratumoral com existéncia de
estruturas glandulares, cordonais, microglandulares e células neoplasicas pouco-coesas. Além
disso, verificou-se que a maioria dos tumores era do tipo histologico “nao classificavel”, de
acordo com a classificacdo de Lauren, apresentando um crescimento expansivo e permeacgéo
linfatica. De uma forma geral os carcinomas gastricos sdo morfologicamente heterogéneos.
Contudo, no sub-tipo de CGEL ainda ndo tinha sido avaliada, especificamente, a

heterogeneidade morfoldgica intratumoral (1, 106).

Neste presente trabalho, foi também avaliado o perfil clinico-patoldgico dos doentes com
CGEL, verificando-se um predominio de doentes do sexo masculino (71%), com idade média
de 65,4 anos e uma taxa média de sobrevida de 67,1 meses. Verificou-se ainda que a maioria
dos tumores foi diagnosticada em estadios iniciais pTNM e que estes se localizavam
preferencialmente no terco medio/superior do estbmago. Estes resultados sdo concordantes com
os de estudos anteriores, que demonstram que o0 CGEL tem melhor prognostico em relagdo aos
subtipos de CG, sem estroma linfoide e apresentam caracteristicas clinico-patoldgicas distintas
(34, 107, 108).

Foi também caracterizado o microambiente tumoral do CGEL, uma vez que este sub-tipo de
CG ¢ caracterizado pelo abundante infiltrado linfocitario intratumoral. Sabe-se que o
microambiente tumoral é constituido maioritariamente por células imunes, particularmente por

linfocitos T citotoxicos CD8+ e tem sido demonstrada a sua dupla fungdo, como pro- e anti-
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tumoral durante a tumorigénese (109). Mdltiplos estudos tém relevado que as células imunes
do microambiente tumoral quando interagem com as células malignas desencadeiam uma agéo
promotora da oncogénese (109, 110). Neste sentido avaliou-se o infiltrado linfocitario presente
no CGEL, através da marcagdo imuno-histoquimica para os linfocitos T de tipo CD3+ e CD8+,
utilizando o software ImageJ, para quantificar a expressdo de CD3+ e CD8+ no centro e na
periferia dos tumores. Na comparacao da expressao de CD8+ e CD3+, no centro e na periferia
do tumor, verificou-se que quer a expressdo de CD8+ quer a expressao de CD3+ foi
significativamente superior na periferia em relacao ao centro. No entanto, um estudo no cancro
colorretal, no qual se avaliou a expressao de CD8 no centro e periferia do tumor, verificou-se
um predominio de infiltrado linféide CD8+ na periferia do tumor (111). Outro estudo recente
mostrou que, no CG com IMS, a densidade de linfécitos esta fortemente associada a estadios
precoces e que esta densidade é mais baixa em estadios avancados (58). Uma explicacdo para
este fato seria que o infiltrado de linfocitos T CD8+ e CD3+, quer no centro quer na periferia,
estaria a exercer uma fungdo anti-tumoral nas fases iniciais do desenvolvimento neoplésico. No
CGEL, a elevada densidade de linfocitos (CD3+ e CD8+) em todos os estadios tumorais (tal
como verificado no presente estudo) corrobora com esta interpretacdo. Contudo, importa
salientar que a metodologia utilizada tem algumas limitagcdes, uma vez que se baseia numa
contagem ndo automatizada, suscetivel a ocorréncia de erros, justificando-se a utilizacdo de

métodos automatizados para validacdo dos resultados obtidos.

Numa segunda fase do trabalho avaliou-se a presenca de infe¢do por EBV no CGEL. O EBV
tem sido reconhecido como um dos agentes etioldgicos na carcinogénese do GC, e a maioria
dos casos de CGEL esta fortemente associada a infe¢do por EBV (112). Chang M et al (113),
demonstraram uma associacdo entre a infecdo por EBV e o CGEL, tendo verificado que 80%
dos casos de CGEL apresentavam infecdo por EBV (113). No presente estudo verificou-se uma
elevada taxa de infecdo por EBV no CGEL (66,7%). Os resultados obtidos corroboram assim
com as observacdes de estudos anteriores. Verificou-se também que a infe¢do por EBV estava
presente apenas no nucleo das células epiteliais neoplésicas, tal como verificado pelo método
de HIS.
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O EBV pode ser classificado em EBV de tipo 1 e de tipo 2. Relativamente a amplificacdo do
EBNAZ2 por PCR, € de evidenciar que o gene EBNA2-EBYV de tipo 1 é mais frequente do que o
EBNA2-EBV de tipo 2 no CGEL, a semelhanca do que se verificou no linfoma ndo Hodgkin
(23). O EBV do tipo 1 é frequentemente detetado nos paises em desenvolvimento e tem uma
elevada eficiéncia na transformac&o dos linfocitos B em relacdo ao EBV do tipo 2 (23). Neste
estudo, observou-se a infecdo por EBV tipo 1 em todos os casos de CGEL analisados por Nested
PCR para o gene EBNA2. Estes resultados sugerem que o EBV pode ser um agente causal na
carcinogénese gastrica com uma acgdo precoce nas fases iniciais da oncogénese, podendo

contribuir para a transformacao maligna e expanséo clonal das células neoplésicas (21, 22, 35).

No presente estudo foram utilizadas duas metodologias para detetar a infecdo por EBV,
nomeadamente a Hibridizacdo in situ (HIS) e o PCR. Ambos os métodos apresentaram
resultados semelhantes, contudo verificou-se uma pequena discrepancia de resultados em 4
casos, sendo 0s casos negativos pelo método de PCR e positivos pelo método de HIS. As
possiveis causas para justificar a discrepancia de resultados, podera ter sido devido a perda de
integridade do DNA do tumor, para a sequéncia de EBNA2, durante a microdissec¢ao da sec¢éao
de tecido parafinado, assim como a prépria heterogeneidade tumoral. Véarios estudos tém
revelado que a HIS é o método Gold Standard para a detecdo de EBV, com alta especificidade
e sensibilidade, permitindo localizar o RNA do EBV no nucleo das células neopléasicas, o que
ndo é possivel pela técnica de PCR (33). Na realidade, o PCR ndo permite esclarecer a
localizagdo do virus em células epiteliais ou estromais. E, contudo, um método de aplicacio
facil e mais barato que a HIS, podendo ter um papel no screening inicial de infecdo por EBV,
com utilizacdo subsequente de HIS nos casos negativos por PCR. Recentemente, um estudo
demonstrou que a HIS é suficiente para detetar a infecdo por EBV (33). O presente estudo

comprova as diversas vantagens da aplicacdo da HIS na detecdo de EBV em relagédo ao PCR.

Comparou-se ainda a infecdo por EBV com a expressdo de CD3+ e CD8+, no centro e na
periferia do tumor e verificou-se que a maioria dos tumores EBV positivos apresentava uma
expressao de CD3+ e CD8+ significativamente superior, quer no centro quer na periferia do
tumor, em relacdo aos tumores EBV negativos. Os resultados deste estudo e os dados da
literatura sugerem que o infiltrado linfocitario abundante do CGEL pode ser secundario a
infecéo por EBV (114).
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A resposta imune do hospedeiro tem sido apontada como um fator que limita o crescimento
tumoral, com um impacto no prognostico favoravel do CGEL quando comparado ao de outros
tipos de CG (115, 116).

Numa terceira fase do trabalho, avaliou-se a instabilidade de microssatélites neste subtipo de
tumores, uma vez que o fenotipo de IMS-A tem sido descrito no CGEL, estando associado a
uma melhor sobrevida em relacdo aos tumores com instabilidade de baixo grau ou sem
instabilidade de microssatélites. Neste estudo, averiguou-se que apenas 4 casos apresentaram
IMS-A, sendo os restantes estaveis. A frequéncia de IMS-A no CGEL foi de 16,7%, uma
frequéncia relativamente elevada em relacdo a observada numa populagdo chinesa em que se
observou uma frequéncia de 8% de instabilidade de microssatélites numa serie constituida por
varios tipos de CG (117). Contudo, esta taxa de IMS-A (16,7%) pode ser justificada pelo fato
desta série apresentar um elevado nimero de casos EBV positivos e estes dois subtipos
moleculares serem mutuamente exclusivos (113). Outros estudos demonstraram que o infiltrado

linfocitario tumoral no CGEL é mais abundante nos casos com IMS-A (114).

No presente estudo foi utilizado o PCR multiplex e eletroforese capilar para a pesquisa de
instabilidade de microssatélites. Contudo, outros estudos tém demonstrado a utilidade da

imuno-histoquimica para a pesquisa de instabilidade de microssatélites (48).

Verificou-se uma relacdo inversa entre a infecdo por EBV e IMS, ou seja, ndo foi encontrado
qualquer caso com positividade simultanea para a infe¢do por EBV e IMS-A. Os resultados
obtidos sdo concordantes com os de estudos anteriores, que demonstraram uma possivel relacao
mutuamente exclusiva entre a infe¢do por EBV e a IMS-A neste sub-tipo de CG (113). Em
2003, Chang et al sugeriram um papel importante da infecdo por EBV e IMS na carcinogénese
gastrica que, sendo independentes, podem desencadear mecanismos semelhantes no processo

de desenvolvimento neoplasico (113).

A expressdo de PD-L1 tem sido observada frequentemente no GC, tanto nas células neoplasicas
como em células estromais, incluindo células imunes (118). A ligacdo de PD-L1 ao seu recetor
PD-1 resulta na inativacao dos linfécitos T que, inibidos da sua funcgdo, condiciona um défice
de resposta imunoldgica do hospedeiro (119). Nestas circunstancias, as células neoplésicas
escapam a destruicéo pelo sistema imunologico (119). Esta fase do trabalho consistiu em avaliar
0 padréo de expressdo de PD-L1 no CGEL.
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Identificou-se expressdo acentuada de PD-L1 (>50%) nas células neoplésica e estromais em
25% dos casos. Verificou-se que a expressdo de PD-L1 era heterogénea. A literatura apresenta
também resultados heterogéneos em grande parte devido a diferentes critérios de avaliacdo
(percentagem de células com imunoreactividade, intensidade da imunoreactividade, tipo de
células epiteliais ou estromais). Por exemplo, Thompson et al verificaram que apenas 12% das
células neoplasicas exibiam expressdo membranar de PD-L1, enquanto 44% das células imunes
do estroma expressavam PD-L1 (118). Neste estudo, a positividade dos casos foi considerada
tendo em conta a expressdo de PD-L1 tanto nas células neoplasicas como nas células imunes
do estroma (118). Num outro estudo recente, publicado pelo Boger et al, verificou-se que 30,0%
dos casos tinha expressdo de PD-L1 nas células neopléasicas, enquanto 88,4% dos casos tinham
expressao de PD-L1 apenas nas células imunes, embora ambos os padrdes tenham sido

considerados positivos (104).

Deste modo, tem-se verificado uma necessidade em estabelecer critérios de avaliagdo de PD-
L1 no GC, principalmente o limiar de positividade com impacto biolégico que permita
identificar os doentes que podem beneficiar de tratamento com inibidores do checkpoint

imunolégico (118).

Apesar da heterogeneidade de expressdo de PD-L1, os resultados obtidos demonstram que neste
subtipo de CG em particular, a expressdo de PD-L1 é bem acentuada, o que os tornam alvo

potencial a resposta ao bloqueio com inibidores do checkpoint imunoldgico.

No presente trabalho, a co-localizacdo de PD-L1/AE1/AE3 nas células epiteliais neoplasicas e
de PD-L1/CD68 nos macrdfagos realizou-se com recurso a técnica de imunofluorescéncia com
dupla marcacéo. Os resultados obtidos demonstraram de facto a existéncia de co-expressao de
PD-L1 nas celulas neoplasica e nos macrofagos. A técnica de imunofluorescéncia-dupla
marcacdo demonstrou ser uma técnica de grande utilidade para avaliacdo diferencial da
expressdo de PD-L1, sendo uma mais-valia como critério de selecdo dos doentes que possam

beneficiar da imunoterapia.
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A expressao de PD-L1 tem sido demonstrada associada a infecéo por EBV e a instabilidade de
microssatélites nos carcinomas gastricos (13, 83, 120). Neste presente estudo foi também
avaliada a relacédo entre a expressdo de PD-L1, infecdo por EBV e a IMS-A. Verificou-se que
nos 6 casos com expressao aumentada de PD-L1 (>50%) havia infecdo por EBV (n=4) ou IMS-
A (n=2). Estes resultados estdo de acordo com a nova classificagdo molecular do CG que
individualiza o grupo de CGEL, e nele descreve a infecdo por EBV e o0 aumento de

expressao/amplificacdo de PD-L1 (13).

No presente estudo foi também avaliada a relacdo entre a expressdo de PD-L1 e a quantidade
de infiltrado linfocitario, ndo se tendo encontrado associagdes significativas. Isto €, a expressao
de PD-L1 ndo influencia a densidade de infiltrado linfocitario no microambiente tumoral. Kim
et al ndo observaram uma associacdo significativa entre a expressao de moléculas
imunossupressoras (PD-L1, CTLA-4) e a densidade de células imunes no microambiente

tumoral, corroborando assim com as observagdes feitas no presente trabalho (118, 121).

Por outro lado, num estudo recente demonstrou-se que o aumento da densidade de linfécitos
CD8+ se associa ao aumento de expressdo de PD-L1, nas células neoplésicas e estromais,

indicando assim a ocorréncia de um mecanismo de resisténcia imune adaptativa (118).

Foi tambeém avaliada a sobrevida dos doentes com CGEL em funcéo de expressdo de PD-L1,
néo se tendo encontrado uma diferenca significativa na sobrevida dos doentes, em funcao de
expressao de PD-L1. Porém, estudos tém demonstrado uma forte associacao entre a expressao

de PD-L1 e a sobrevida global e/ou intervalo livre de doenca nos doentes com CGEL (118).

Dada a dimensdo da amostra (n=24), torna-se assim importante a validacdo dos resultados

obtidos em séries alargadas de CGEL.

74



Caracterizagdo do Carcinoma Géstrico com Estroma Linfoide: Perfil Clinico-Patoldgico, Resposta Imune (Estroma Linfoide e
Expressdo de PD-L1), Infecéo pelo Virus de Epstein-Barr e Instabilidade de Microssatélites

6.CONCLUSOES FINAIS
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Com este trabalho mostramos uma caracteriza¢do mais detalhada das caracteristicas do CGEL,
nomeadamente perfil clinico-patologico, resposta imune (caracterizagdo do estroma linfoide e

expressdo de PD-L1), infecdo por EBV e instabilidade de microssatélites.

De uma forma sumarizada, podemos concluir que o CGEL se caracteriza por perfil clinico-
patoldgico particular, uma taxa elevada de infe¢do por EBV (66,7%) e sobrexpressao de PD-
L1 em 25% dos tumores. A expressao elevada de PD-L1 em casos com infe¢do por EBV ou
IMS-A, coaduna-se com as caracteristicas de dois dos sub-tipos de CG individualizados na nova
classificacdo molecular do CG, para os quais é proposta terapéutica dirigida ao checkpoint

imunolégico.

As diversas metodologias utilizadas neste estudo (HIS, PCR, imuno-histoquimica,
imunofluorescéncia) revelaram-se imprescindiveis para a caraterizagdo mais precisa do CGEL
revelando-se Uteis para a identificacdo dos casos em que os doentes poderdo beneficiar de
terapéutica dirigida a elementos do checkpoint imunologico.

Este trabalho permitiu um avanco na caraterizacdo do CGEL, relativamente a heterogeneidade
morfolégica intratumoral e resposta imune (caracterizacdo do estroma linféide e expressdo de

PD-L1), que ainda ndo tinha sido avaliado em estudos prévios.

Os resultados deste estudo contribuem para consolidar o conceito de que o0 CGEL associado a

infecdo por EBV é um alvo potencial para imunoterapia dirigida ao checkpoint imunoldgico.
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7.PERSPETIVAS FUTURAS
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Como perspetivas futuras, salienta-se a necessidade de estudar séries mais alargadas de CGEL
e de utilizar técnicas mais automatizadas e precisas para a caracterizagdo da populagdo linféide
(incluindo analise de imagem, assim como caracterizacdo molecular da resposta linfoide),
metodologias ja em implantacdo no laboratorio onde se realizou este trabalho. Uma altima
palavra para mencionar a necessidade de esclarecer melhor os mecanismos subjacentes a
expressdao aumentada de PD-L1 no CGEL, estando em curso a pesquisa de amplificagéo do

gene que codifica o PD-L1.
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9.ANEXOS
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Anexo 9.1- Protocolo de IHQ para o anticorpo AE1/AE3

Protocolo N° 12: AE1AE3 Gilza (07-06-2017)
Procedimento: U OptiView DAB IHC v5 (v1.00.0117)

BenchMark ULTRA IHC/ISH Staining Module
Hospital Sdo Jodo, EPE, Alameda Prof. Hernani Monteiro 4200-319 Porto, PORTUGAL

Protocolo N° 12

1 Parafina [Seleccionado]
2 Desparafinacéo [Seleccionado]
3 Aquecer Lamina até [72 ° C] a partir de Temperaturas médias ( Desparafinagéo )
4 Enzima de pré-condicionamento celular [Seleccionado]
5 Aplicar uma gota de [PROTEASE 3] (Enzima), Aplicar coverslip e incubar [4 minutos]
6 Cell Conditioning [Seleccionado]
7 Ultra CC1 [Seleccionado]
8 Agquecer lamina a [100 °C], e Incubar durante 4 minutos (Cell Conditioner #1)
9 Opgao [Seleccionado]
10 Aplicar uma gota de [OPTION 1] (Opg&o), Aplicar coverslip e incubar [8 minutos]
11 Anticorpo primario [Seleccionado]
12 Temperatura do anticorpo primario [Seleccionado]
13 Aquecer Lamina até [37 © C] ( Anticorpo primario )
14 Titulagao do anticorpo [Seleccionado]
15 Hans Apply ( Anticorpo primério ), and Incubate for [0 H 8 Min]
16 Contrastante [Seleccionado]
17 Aplicar uma gota de [HEMATOXYLIN] (Contrastante), Aplicar coverslip e incubar [8 minutos]

18 Pos-contrastante [Seleccionado]

19. Aplicar uma gota de [BLUING REAGENT] (Pés-contrastante), Aplicar cover slip e incubar [4 minutos]
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Anexo 9.2- Protocolo de IHQ para o anticorpo PD-L1

Protocolo N° 11: PD-L1 Gilza (07-06-2017)
Procedendo: U Opti View DAB IHC v5 (v1.00.0117)

BenchMark ULTRA IHC/ISH Staining Module
Hospital S&o Jodo, EPE, Alameda Prof. Hernani Monteiro 4200-319 Porto, PORTUGAL

Protocolo N° 11

1 Parafina [Seleccionado]
Desparafinacéo [Seleccionado]

Aquecer Lamina até [72 ° C] a partir de Temperaturas médias ( Desparafinagéo )

A W N

Cell Conditioning [Seleccionado]

[é)]

Ultra CC1 [Seleccionado]

6. Aquecer lamina a [100 Ca], e. Incubar durante 4 minutos (Cell Condicione #1)
7 CC1 8 Min [Seleccionado]
8 CC1 16 Min [Seleccionado]
9 CC1 24 Min [Seleccionado]
10 CC1 32 Min [Seleccionado]
11 CC1 40 Min [Seleccionado]
12 CC1 48 Min [Seleccionado]
13 CC1 56 Min [Seleccionado]
14 CC1 64 Min [Seleccionado]
15 Inibidor de peroxidase pré-primario [Seleccionado]
16 Anticorpo primario [Seleccionado]
17 Titulagao do anticorpo [Seleccionado]
18 Hand Apply ( Anticarbon primary ), and Incubate for [0 H 32 Min]
19 OptiView Amplificativo [Seleccionado]
20 Aplicar uma Gota de OV AMP H202 e uma Gota de OV AMPLIFIER, Aplicar Cover slip, Incubar durante [4 minutos]

21 Aplicar uma Gota de OV AMP MULTIMER, Aplicar Cover slip, e. Incubar durante [4 minutos]
22. Contrastante [Seleccionado]

23. Aplicar uma gota de [HEMATOXYLIN] (Contrastante), Aplicar cover slip e incubar [8 minutos]

24 Pos-contrastante [Seleccionado]

25. Aplicar uma gota de [BLUING REAGENT] (Pé6s-contrastante), Aplicar cover slip e incubar [4 minutos]
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Anexo 9.3- Protocolo de IHQ para o anticorpo CD8

Protocolo N° 13: CD8 Gilza (07-06-2017)

Procedimento: U OptiView DAB IHC v5 (v1.00.0117)

BenchMark ULTRA IHC/ISH Staining Module
Hospital Sao Jodo, EPE, Alameda Prof. Hernani Monteiro 4200-319 Porto, PORTUGAL

Protocolo N° 13

1 Parafina [Seleccionado]

2 Desparafinacéo [Seleccionado]

3 Aquecer Lamina até [72 ° C] a partir de Temperaturas médias (Desparafinagdo)
4 Cell Conditioning [Seleccionado]

5 Ultra CC1 [Seleccionado]

6. Aquecer lamina a [100 Ca], e. Incubar durante 4 minutos (Cell Condicione #1)
7 CC1 8 Min [Seleccionado]
8 CC1 16 Min [Seleccionado]
9 CC1 24 Min [Seleccionado]
10 CC1 32 Min [Seleccionado]
11 CC1 40 Min [Seleccionado]
12 CC1 48 Min [Seleccionado]
13 CC1 56 Min [Seleccionado]
14 Inibidor de peroxidase pré-primario [Seleccionado]
15 Anticorpo primario [Seleccionado]
16 Temperatura do anticorpo primario [Seleccionado]
17 Aquecer Lamina até [37 © C] ( Anticorpo primario )
18 Titulagao do anticorpo [Seleccionado]

19 Hans Apple ( Anticorpo primario ), anda. Incuba-te for [0 H 24 Min]
20. Contrastante [Seleccionado]

21. Aplicar uma gota de [HEMATOXYLIN] (Contrastante), Aplicar cover slip e incubar [8 minutos]
22 Pos-contrastante [Seleccionado]

23 Aplicar uma gota de [BLUING REAGENT] (Pés-contrastante), Aplicar cover slip e incubar [4 minutos]
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Anexo 9.4- Protocolo de IHQ para o anticorpo CD3

Protocolo N° 67: CD3 Gilza (07-06-2017)
Procedimento: U OptiView DAB IHC v5 (v1.00.0117)

BenchMark ULTRA IHC/ISH Staining Module
Hospital Sao Jodo, EPE, Alameda Prof. Hernani Monteiro 4200-319 Porto, PORTUGAL

1 Parafina [Seleccionado]
2 Desparafinacéo [Seleccionado]
3 Aquecer Lamina até [72 ° C] a partir de Temperaturas médias ( Desparafinagéo )
4 Cell Conditioning [Seleccionado]
5 Ultra CC1 [Seleccionado]
6 Aquecer lamina a [100 °C], e Incubar durante 4 minutos (Cell Conditioner #1)
7 CC1 8 Min [Seleccionado]
8 CC1 16 Min [Seleccionado]
9 CC1 24 Min [Seleccionado]
10 CC1 32 Min [Seleccionado]
11 Inibidor de peroxidase pré-primario [Seleccionado]
12 Anticorpo primario [Seleccionado]
13 Temperatura do anticorpo primario [Seleccionado]
14 Aquecer Lamina até [37 ° C] ( Anticorpo primario )
15 Titulacdo do anticorpo [Seleccionado]
16 Hand Apply ( Anticorpo primario ), and Incubate for [0 H 28 Min]
17 OptiView HRP Multimer [Seleccionado]
18 Contrastante [Seleccionado]
19 Aplicar uma gota de [HEMATOXYLIN] (Contrastante), Aplicar coverslip e incubar [8 minutos]
20 Pods-contrastante [Seleccionado]

21 Aplicar uma gota de [BLUING REAGENT] (Pés-contrastante), Aplicar coverslip e incubar [4 minutos]
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Anexo 9.5- Protocolo de recuperacdo antigénica para a técnica de imunofluorescéncia-dupla
marcagéao.

Resumo do protocolo
Procedimento: U OptiView DAB IHC v5 (v1.00.0117)
BenchMark ULTRA IHC/ISH Staining Module
Hospital S&o Jodo, EPE, Alameda Prof. Hernani Monteiro 4200-319 Porto, PORTUGAL

[ Protocolo N°30 Protocolo: CC1 Recuperacédo 7-03-2016

1 Parafina [Seleccionado]
2 Desparafinacéo [Seleccionado]

Aquecer Lamina até [72 ° C] a partir de Temperaturas médias ( Desparafinagéo )

A W

Cell Conditioning [Seleccionado]

[¢)]

Ultra CC1 [Seleccionado]
6 Aquecer lamina a [95 °© C], e Incubar durante 4 minutos (Cell Conditioner #1)
7 CC1 8 Min [Seleccionado]
8 CC1 16 Min [Seleccionado]
9 CC1 24 Min [Seleccionado]
10 CC1 32 Min [Seleccionado]
11 CC1 40 Min [Seleccionado]
12 CC1 48 Min [Seleccionado]
13 CC1 56 Min [Seleccionado]
14 CC1 64 Min [Seleccionado]

15 Inibidor de peroxidase pré-primario [Seleccionado].
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