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desaparecer no oceano, mas de tornar- se oceano.”
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RESUMO

Justificativa do estudo: O Carcinoma adenoide cistico (CAC) ¢ um dos tumores de glandulas
salivares mais comuns na regiao de cabeca e pescogo. Caracteriza-se por possuir evolucao lenta,
curso clinico prolongado, ser altamente infiltrativo, com altas taxas de recidivas, ocorréncia de
metastase regional e a distdncia. Para evitar a ocorréncia de metastases, as células neoplasicas
devem ser reconhecidas pelo sitema imunoldégico. Os mediadores que estdo expressos em
células neoplasicas e linfocitos, podem propiciar a imunossupressdo ¢ o escape das células
tumorais favorecendo a ocorréncia de metastase local e a distancia. Objetivos: O objetivo deste
estudo foi avaliar a expressao das proteinas Antigeno leucocitario humano-G (HLA-G), Ligante
de morte celular programada 1 (PD-L1), Ligante de morte celular programada 2 (PD-L2),
Cluster de diferenciagdo 8 (CDS), Granzima B (GrB), Cluster de diferenciacdo la (CDla),
Cluster de diferenciagao 83 (CD83), Antigeno 4 de linfocito T citotoxico (CTLA-4) e Morte
celular programada 1 (PD-1) em amostras de CAC e a associagdo destas com os parametros
clinicopatologicos da doenca. Material e métodos: Foram selecionadas 36 amostras de CAC
e a identificacdo da expressdo das proteinas foi realizada pela técnica da imunoistoquimica. As
células neoplasicas do CAC, positivas para as proteinas HLA-G, PD-L1, PD-L2, foram
avaliadas semi-quantitativamente em porcentagem de células positivas (0 — 100%) e do
infiltrado inflamatorio positivas para CD8, GB, CDla, CD83, CTLA-4 e PD-1 foram
quantificadas e convertidas em densidade (células/mm?). Amostras de trofoblastos, liquen
plano e linfonodos foram utilizadas como controle positivos das reacdes. Resultados: O CAC
apresentou escassa expressio de TIL CD8", GrB*, CDla" e CD83", assim como, escassa
positividade para CTLA-4 e PD-1. De forma contraria, observou-se expressao de PD-L2 e
HLA-G, enquanto PD-L1 foi negativo em todas as amostras avaliadas. Interessantemente, casos
que tinham baixa densidade de TIL CDS8", apresentaram maiores taxas de recidivas.
Conclusao: Nossos achados sugerem que o microambiente do CAC apresenta uma baixa
imunogenicidade, representada pela escassa densidade de TIL e células dendriticas. Além disso,
parece haver ativacdo das proteinas inibitérias imunes PD-L2 e HLA-G, o que sugere um
cendrio que pode favorecer o escape tumoral do sistema imunolégico e contribui para o

prognostico desfavoravel dessas neoplasias.

Palavras-chave: neoplasias. glandulas salivares. carcinoma adenoide cistico. evasao tumoral.



ABSTRACT

Study Rationale: Adenoid cystic carcinoma (ACC) is one of the most common salivary gland
tumors in the head and neck region. It is characterized by having a slow evolution, prolonged
clinical course, being highly infiltrative, with high recurrences rates, occurrence of regional and
distant metastasis. To prevent the occurrence of metastases, neoplastic cells must be
counteracted by the immune system. The mediators that are expressed in neoplastic cells and
lymphocytes, can propitiate the immunosuppression and the escape of the tumor cells favoring
the occurrence of local and distant metastasis. Objective: The aim of this study was to evaluate
the expression of the proteins HLA-G, PD-L1, PD-L2, CDS8, GrB, CDla, CD83, CTLA-4 and
PD-1 in the parenchyma and tumor stroma by immunohistochemistry CAC samples and to
investigate the association of these proteins with clinical and pathological parameters.
Methods: ACC neoplastic cells, positive for HLA-G, PD-L1, PD-L2 proteins were evaluated
semi-quantitatively in percentage of positive cells (0-100%) and inflammatory infiltrate cells
positive for CDS8, GrB, CD1a , CD83, CTLA-4 and PD-1 were quantified in 10 random fields
through an integration lattice with area of 0.0961 mm?. For each protein evaluated, cut-off was
established according to previous articles validated and already published in the literature.
Samples of trophoblasts, lichen planus and lymph nodes were used as positive control of the
reactions. Results: The ACC presented low expression of CD8* TIL, GrB*, CD1a and CDS3,
as well as, low positivity for CTLA-4 and PD-1. Conversely, expression of PD-L2 and HLA-
G was observed, while PD-L1 was negative in all the samples evaluated. Interestingly, cases
that had low CD8" TIL density had higher recurrence rates. Conclusion: Our findings suggest
the ACC microenvironment features low immunogenicity, represented by the low density of
TIL and dendritic cells. In addition, there appears to be activation of the PD-L2 and HLA-G
immune inhibitory proteins, suggesting a scenario that may favor tumor escape from the

immune system and partially explain the poor prognosis of these neoplasms.

Keywords: neoplasms. salivary glands. adenoid cystic carcinoma. tumor evasion.
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1. INTRODUCAO

Segundo a Organizagdo Mundial de Satide (OMS), os tumores de glandulas salivares
representam 0,3% das neoplasias malignas e sua incidéncia varia de 0,4 a 13,5 casos para cada
100.000 habitantes (EL-NAGGAR et al., 2017). Embora raros, o carcinoma adenoide cistico
(CAC) ¢ uma das neoplasias mais comuns de glandulas salivares maiores (pardtida,
submandibular e sublingual) e menores (SPIRO 1986; KHAN et al., 2001). Esses tumores
apresentam evolug¢do lenta, curso clinico prolongado, ¢ altamente infiltrativo, apresentam altas
taxas de recidiva e ocorréncia de metastase regional e a distdncia (KHAN et al., 2001).
Frequentemente sdo diagnosticados na quinta década de vida e afetam ambos os sexos, no
entanto tem predilecdo por mulheres na propor¢ao de 1,5:1 (EL-NAGGAR et al., 2017). No
Brasil, dados epidemioldgicos indicam que o CAC ¢ mais comum na regido Centro-Oeste (DE

OLIVEIRA et al., 2009).

O CAC ¢ representado clinicamente como um aumento de volume ou nodulo,
geralmente sintomatico, podendo estar associado com dorméncia e/ou parestesia. A lesdo ¢
frequentemente encontrada no palato, lingua, mucosa jugal, ldbio e assoalho da boca (EL-
NAGGAR et al., 2017). A morfogénese deste tumor ainda ndo foi completamente elucidada,
entretanto, sabe-se que sdo constituidos por células neoplésicas epiteliais e mioepiteliais. Tais
células sdo organizadas nos padrdes histologicos cribriforme, tubular e sélido. Esses subtipos
podem estar associados a comportamentos bioldgicos distintos da lesdo (ALVES et al., 2007;
MOSKALUK, 2013). Na dependéncia do estadiamento clinico, o tratamento de escolha para o
CAC implica na excisdo cirtrgica do tumor, algumas vezes combinado a radioterapia pds-

operatéria (CORDESMEYER et al., 2018).

O prognostico para o CAC ¢ considerado ruim. Usualmente, o paciente vai a Obito
devido recidivas locais e metastase a distancia, sendo esta estimada entre 25-55% (SPIRO &
HUVOS, 1992; BARNES et al., 2005; VAN WEERT et al., 2013). Os pulmdes seguidos de
ossos, cérebro e figado sdo os 6rgdos mais acometidos e apenas 20% dos pacientes com
metastases sobrevivem nos 5 primeiros anos (KOKEMUELLER et al., 2004; BARNES et al.,
2005).

Para evitar a ocorréncia de metéstases, as células neoplasicas devem ser reconhecidas
pelo sitema imunologico, que deverdo atuar tanto localmente como na circulacdo do individuo

(BALKWILL & MANTOVANI, 2001; LIOTTA & KOHN, 2001). O principal mecanismo da
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imunidade tumoral ¢ a destrui¢do das células tumorais mediante a agdo das células
apresentadoras de antigenos (APCs) como (CD1a, CD83) e linfocitos T citotoxicos (CD8) que
juntamente com as células Natural Killer exercem suas atividades através da liberacdo dos
granulos citotoxicos perforina e granzima B (GrB) (TRAPANI et al., 1998; IDA et al., 2005).
A perforina ¢ uma proteina que quando em altas concentra¢des forma poros de 5 a 20 nm de
didmetro na membrana das células alteradas, os quais atuam como um canal para o influxo da
GrB, uma protease capaz de promover a morte apoptotica de células geneticamente alteradas

(LOWIN et al., 1995; LOGUE & MARTIN et al., 2008).

No entanto, os tumores desenvolvem estratégias de imunossupressao, na qual, as células
sdo capazes de adquirir diferentes fendtipos, e assim, escaparem do sistema imune (ROUAS-
FREISS et al., 2003). Dentre os mecanismos de escape pode-se citar a expressdo do antigeno
leucocitario humano (HLA) ndo classico (HLA-G), molécula co-estimulatoria ou inibitoria da
familia B7 denominadas de Ligante de morte celular programada (PD-L1 e PD-L2). Essas
proteinas sdo capazes de inibir as células NK, LTC e APCs, as quais sd@o fundamentais no
desenvolvimento de uma resposta imune citotoxica antitumoral (DONG et al., 2004; OIKAWA
et al., 2007; CAROSELLA et al., 2008). Participam também os receptores inibitorios da familia
CD28, Antigeno 4 associado com o linfocito T (CTLA-4) ou (CD152), que sdo responsaveis
pela finalizac¢do da resposta imune em situagdes de normalidade. No entanto, quando a proteina
CTLA-4 ¢ expressa em linfocitos presentes em microambientes tumorais, sdo capazes de inibir
a resposta citotoxica (CAROSELLA et al., 2015). A regulagdo da expressdo dessas proteinas
supramencionadas através da imunoterapia em pacientes com diversos tipos de canceres tem se
mostrado um método efetivo para reverter a imunossupressao tumoral e, assim, promover uma

resposta imunoldgica efetiva contra as células neoplédsicas (CAROSELLA et al., 2015).

Até o momento, ndo hé estudos que investigaram conjuntamente essas proteinas no
CAC. Desta forma, considerando o valor prognoéstico e o potencial imunoterapéutico destas,
torna-se relevante a caracterizagdo das proteinas imunossupressoras € do perfil das células
imunes e dos mediadores envolvidos na resposta antitumoral do CAC. Além disso, os dados
aqui apresentados poderdo contribuir para a defini¢do de possiveis alvos terapéuticos para o

tratamento deste tipo de lesdo.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Caracterizacao clinico-patologica do Carcinoma Adendide Cistico

O Carcinoma adenoide cistico (CAC) foi descrito pela primeira vez ha
aproximadamente 165 anos pelos pesquisadores Dr. Robin e Dr. Laboulbéne que chamaram a
lesdo de “cylindroma” (TAUXE et al., 1962). Esta lesdo ¢ uma rara neoplasia maligna de
glandula salivar que apresenta crescimento lento e persistente e representa menos de 1% de
todas as neoplasias de cabega e pescogo (ELLINGTON et al., 2012; VAN WEERT et al., 2013;
VAN WEERT et al., 2015; COCA-PELAZ et al., 2015). O CAC ocorre com maior frequéncia
nas glandulas salivares maiores, sendo as glandulas submandibulares as principais acometidas,
com uma frequéncia relativa de 45% (WAHLBERG et al., 2002; BOUKHERIS et al., 2009).
Pode acometer todas as faixas etarias, mas hd uma predile¢ao por pacientes de meia-idade do
sexo feminino (BARNES et al., 2005). A etiopatogenia do CAC e de outros tumores de
glandulas salivares ¢ complexa e ainda ndo completamente elucidada, alguns fatores de risco
sdo citados pela OMS, como por exemplo: infec¢do por virus, radiagdo, exposi¢cao ocupacional
a metais, estilo de vida, nutri¢ao e hormoénios (BARNES et al., 2005). O CAC parece ter origem

das células que constituem os ductos salivares intercalares (MILLS, 2012) (Figura 1).

Tumores Sebaceos
—

4o

%%l:‘;‘ﬂf‘"h("‘ alalals)

&

A DI DEs DEx
Carcinoma de Adenoma Pleomérfico Tumor de Warthin Carcinoma Mucoepiderméide
Células Carcinoma Adenéide Cistico Oncocitoma Adenocarcinoma Ductal
Acinares Adenoma Monomérfico Carcinoma Epiderméide

Carcinoma Epitelial-Mioepitelial Papiloma
Adenocarcinoma Polimorfo de
Baixo Grau

Figura 1. Semelhanca morfologica de alguns tumores salivares e as diferentes estruturas epiteliais
da glandula salivar: acinos (A), ducto intercalar (DI), ducto estriado (DEs), ducto excretor (DEx) e

glandula sebacea (GS). Fonte: Modificado de MILLS, 2012, p.493.
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Como muitos tumores de glandulas salivares, o CAC apresenta variados padrdes
microscopicos. No entanto, as células que formam esses padrdes sdo notavelmente uniformes
em tamanho, forma e qualidade da coloracdo. Histologicamente, esta lesdo exibe trés padroes
de crescimento, isto é, cribriforme, tubular e sélido (PERZIN et al., 1978; SZANTO et al.,
1984; DARDICK, 1996) (Figura 2).

e S 2 Y
A

o P,
Figura 2. Padroes microscopicos do CAC: (A) Cribriforme, (B) tubular e (C) solido. Fonte: Modificado de VAN
WEERT et al., 2015, p. 72.

W e

Sugere-se que a classificagdo histolégica do CAC tenha significAncia prognostica.
Entretanto, mais recentemente, a gradacdo demonstrou ser talvez um preditor mais significativo
de sucesso clinico. Os critérios para classificar este tumor variam de relativamente simples a
mais complexos, mas geralmente CAC de grau I consistem apenas em histomorfologia
crifriforme e tubular, uma mistura de padrdes de crescimento cribriforme, tubular e solido (o
ultimo com menos de 30% do tumor) indica um tumor grau II e aqueles com caracteristicas
predominantemente solidas sdo considerados grau III. A sobrevida a longo prazo ¢

particularmente baixa nos tumores grau III (DARDICK, 1996) (Figura 3).
Padrao cribriforme:

* Frequentemente, ninhos de tamanho varidvel se separam discretamente das faixas
bastante uniformes de estroma colagenizado.

= Podem ser extensos lengois de células tumorais com padrao cribriforme, aglomerados
relativamente grandes, de tamanhos variados e conformados, ou corddes organizados
de forma complexa.

* Ninhos cribriformes geralmente compostos de células basais / mioepiteliais
relativamente pequenas, de coloracdo escura e levemente separadas, e estruturas

pequenas, por vezes discretas, semelhantes a ductos, que podem conter produtos
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secretorios; ocasionalmente, os ductos podem ser mais 6bvios e as células ductais, um
componente mais proeminente.

Citologicamente, ambos os tipos de células sdo uniformes e a mitose ¢ geralmente
minima.

Espacos intercelulares redondos a ovais, muitas vezes de tamanho bastante uniforme,
denominados pseudocistos, contendo azul-acinzentado palido a material granulofibrilar
rosado as vezes com padrao reticular, que se desenvolvem em relagdo as células basais
/ mioepiteliais.

O aumento da proliferacdo de células basais / mioepiteliais leva a alguns ninhos com
um padrdo de crescimento mais solido.

Geralmente, bandas razoavelmente regulares de estroma relativamente acelular com
vascularizacdo limitada; ndo ¢ incomum ter regides com estroma colagenizado
aumentado isolando e limitando gradativamente o padrdo cribriforme classico a
pequenos ninhos ou corddes interconectados de células luminais e ndo-luminais.
Infrequentemente dentro dos nddulos, a fusdo de materiais extracelulares pode ser
suficiente para produzir um padrdo de crescimento pleomorfico tipo adenoma; zonas
mixoides podem se desenvolver e, ainda mais incomum, diferenciacdo condrdide.

A separagdo de células basais / mioepiteliais por glicosaminoglicanos pode ser extensa
e produzir areas que lembra o carcinoma epitelial-mioepitelial.

Raramente, pequenos focos de diferenciacdo escamosa.
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Padrao tubular:

= Padrao de crescimento tubular com dutos de dupla camada, geralmente compostos por
uma camada interna de células ductais cuboidais a colunares, com quantidades
moderadas de citoplasma eosinofilico e células externas mais escuras.

= Ocasionalmente, as células basais / mioepiteliais externas podem ser mais regulares em
disposi¢do, cuboidais e com citoplasma eosinofilico moderado ou como uma unica
camada de células tumorais achatadas.

= Tubulos bastante uniformemente espagados dentro de um estroma colagenizado
produzindo uma arquitetura que pode ser caracteristica.

= Tubulos de calibre bastante uniforme, mas que podem ser variavelmente contornados,
desconectados ou interconectados de forma complexa, produzindo um padrao de
crescimento complexo.

= Tubulos freqiientemente pequenos ou que gradualmente se envolvem em pequenos
ninhos ou corddes solidos, particularmente em é&reas com ampla infiltragdo de
parénquima salivar, tecidos moles e invasdo Ossea ou perineural e perivascular.

* Pode mostrar um componente cribriforme limitado histologicamente, e muitas vezes
apenas algumas colecdes circulares de materiais extracelulares se formaram em relagao

as células basais / mioepiteliais.

Padrao solido:

= Dispostos como grupos variados, mas as vezes razoavelmente uniformes, ou como
corddes de pequenas células tumorais de coloragdo escura que sdo proliferacdes em
excesso do componente basal / mioepitelial, isto é, basaldide.

= Estruturas pequenas semelhantes a ductos devem ser identificaveis entre as células
basaldides.

* Em tumores com a maioria de padrao de crescimento s6lido, pode haver alguns grupos
de células com um padrao de crescimento cribriforme.

= (¢lulas basais / mioepiteliais geralmente uma populagdo razoavelmente uniforme de
pequenas células com citoplasma limitado e nucleos pequenos, de coloracdo escura;
ocasionalmente, células basais / mioepiteliais levemente maiores e irregulares em forma

de fuso.
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= (C¢lulas mioepiteliais na variante solida podem ser ligeiramente separadas devido ao
desenvolvimento de pequenas quantidades de glicosaminoglicanos intercelularmente;
em alguns aglomerados, a formagdo de focos discretos de lamina basal e
glicosaminoglicanos ¢ suficiente para produzir um padrao cribriforme.

= Na variante solida, ninhos ou leng¢ois de células basaldides com as caracteristicas acima

formam 30% ou mais da neoplasia.

Figura 3. No carcinoma adenoide cistico, a representacdo da unidade ducto-acinar (D), da origem a trés modelos
exibidos nos diagramas (abaixo) representando os padrdes de crescimento reconhecidos, cribriforme (A), tubular
(B) e solido (C). A. Na variante cribriforme, existe algum equilibrio entre a diferenciagdo de células luminicas -
formando estruturas ductais - e células basais / mioepiteliais; a caracteristica classica, isto €, aparéncia cribriforme,
¢ dependente do desenvolvimento de conjuntos de glicosaminoglicanos e ldmina basal (representada pelos
preenchimentos radicais) entre células basais / mioepiteliais de uma maneira altamente controlada. B. As estruturas
tubulares resultam quando os ductos formadores de células luminais s@o circundados por uma unica ou poucas
camadas de células basais / mioepiteliais sem acumulagdo de materiais intercelulares. C. A variante sélida do
carcinoma adenoide cistico se desenvolve a partir da proliferacdo excessiva de células neoplasicas basais /
mioepiteliais (a justificativa para se referir as células tumorais e ao subtipo como "basaloide"), juntamente com
um pequeno numero de estruturas ductais, geralmente com a formagdo de quantidades limitadas de matriz
extracelular e apenas infrequentes focos de padrao de crescimento cribriforme. Fonte: DARDICK, 1996, p.165.

Mais recentemente, uma classificacdo simplificada das lesdes foi proposta, dividindo
esses tumores em duas categorias, solida e ndo solida (VAN WEERT et al., 2015) (Tabela 1).

O tumor sélido tem um padrio de crescimento agressivo e tendéncia para o desenvolvimento
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de metéstase a distancia, e deve ser considerado o subtipo como pior prognostico para o

paciente (SZANTO et al., 1984; VANDER POORTEN et al., 1999; HAO et al., 2010).

Tabela 1. Defini¢des dos sistemas de classificacdo histologica usados na literatura atual e no
sistema so6lido/nao solido (S +).

Perzin et al., 1978 / Van Weert et al.,
Spiro et al., 1974
Szanto et al., 1984 2015
Grade Grade Solido / Nao solido

_ I. Principalmente tubular ou
I. Predominantemente tubular, o .
cribriforme, ocasionalmente

nao solido )

solido S+
II. Predominantemente II. misturado com componente
cribriforme, <30% so6lido solido (>50%) S-

II1. Componente s6lido > 30%  III. Somente s6lido

S - Sélido
Fonte: VAN WEERT et al., 2015.

O CAC ¢ caracterizado por invasdo perineural e multiplas recidivas locais. Metastases
linfonodais regionais, bem como metastases a distancia, especialmente hepaticas, dsseas e
pulmonares sdo comumente relatadas. Em geral, o progndstico de CAC de cabeca e pescoco ¢
desfavoravel (VAN WEERT et al., 2013; MARCINOW et al., 2014; COCA-PELAZ et al.,
2015; RETTIG et al., 2015). Ciccolallo et al. (2009) relataram uma taxa de sobrevida em 10
anos de de 65%, enquanto van Weert et al. (2013) relataram taxas de 5, 10 e 20 anos de 68%,
52% e 28%, respectivamente (CICCOLALLO et al., 2009; VAN WEERT et al., 2013). O
tratamento preferido para a maioria dos pacientes ¢ a excisao cirurgica radical, algumas vezes

combinada a radioterapia pds-operatéria (CORDESMEYER et al., 2018).
2.2. Resposta imunoldgica antitumoral e evasiao de células neoplasicas

A formacdo de metastase ¢ um evento complexo que envolve interagdo entre as células
neoplasicas e células normais do hospedeiro presentes no estroma (FILHO et al., 2004). As
principais etapas envolvidas na metéstase sdo: destacamento das células neoplasicas da massa

principal, deslocamento ou locomogao (orientadas por fatores quimiotaticos), remodelagdo da
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matriz extracelular, evasdo das células neoplasicas aos mecanismos locais de defesa inatos e
adaptativos, invasdo dos vasos sanguineos ou linfaticos, evasdo na circulagdo aos mecanismos
imunolégicos de defesa inatos e adaptativos, a aderéncia das células neoplasicas ao endotélio
vascular do 6rgdo onde a metastase se forma, a transmigracdo orientada por quimiocinas no
estroma do orgdo-alvo e, por fim, o crescimento secundério no novo local onde essas células

iniciam o processo de angiogénese e novamente de evasdo imunoldgica (FILHO et al., 2004).

Desta forma, a resposta imunologica do hospedeiro contra as células tumorais
neoformadas (resposta imune antitumoral), tanto localmente quanto na circulagdo, ¢ de suma
importancia para a contengdo do processo de invasdo local e metastase (BALKWILL &

MANTOVANI, 2001; LIOTTA & KOHN, 2001; ABBAS et al., 2015).

O principal mecanismo da imunidade tumoral ¢ a destruicdo dos antigenos ou células
tumorais mediante a agdo dos linfocitos T citotoxicos ou CD8* (LTCs) e células Natural Killer
(NK) (ABBAS et al., 2015). Inicialmente, os antigenos tumorais sdo processados e
apresentados aos LTCs pela via MHC-I ou mediante um processo denominado de apresentacao
cruzada de antigeno ou crossing-priming (ABBAS et al., 2015). A via MHC-I ¢ utilizada
quando, por exemplo, uma célula neoplasica sofre mutagdes e passa a expressar proteinas
estranhas em seu interior. Essas proteinas estranhas sdo entdo reconhecidas como um antigeno
e degradadas em peptideos tumorais no citosol da célula, mediante a acdo de um complexo
enzimatico chamado de proteassomo. Posteriormente, esse peptideo ¢ levado ao reticulo
endoplasmatico (RE) e se acopla ao MHC-I. Quem faz a translocacdo do peptideo tumoral do
citosol para o RE ¢ uma proteina denominada TAP (transportador associado a processamento
de antigenos), a qual esta localizada na membrana do RE. Uma vez dentro do RE, o peptideo
associa-se a0 MHC-I e esse complexo ¢ expresso na superficie celular podendo, portanto, ser
reconhecido pelos LTCs ativados — CD8 (ABBAS et al., 2015). A apresentagdo cruzada de
antigenos ou crossing-priming ocorre quando uma célula apresentadora de antigeno (APC,
como por exemplo CD1la e CD83) interioriza um antigeno ou células tumorais e o apresenta
via MHC-I (ZINKERNAGEL et al.,, 2002; CHEN et al., 2004). Por motivos ainda nao
elucidados, formam-se poros no endossomo e o peptideo tumoral passa para o citosol da célula.
Uma vez no citosol da célula ele ¢ apresentado utilizando o mesmo processo descrito acima

para via MHC-I (PAUL et al., 2008; ABBAS et al., 2015).

O LTC-CDS exerce sua atividade mediante a libera¢ao de granulos citotoxicos, tais como

a perforina e granzima B (GrB) (TRAPANI et al., 1998; AFONINA et al., 2010). A perforina
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¢ uma proteina que quando em altas concentragdes forma poros de 5 a 20 nm de didmetro na
membrana das células alteradas, os quais atuam como um canal para o influxo da GrB, protease
que promove a morte apoptdtica da célula-alvo (LOGUE & MARTIN, 2008; SINTSOV et al.,
2008; ABBAS et al, 2015). Embora a GrB seja capaz de penetrar no citosol das células
neoplasicas mediante o mecanismo de endocitose, com o auxilio da perforina esse processo se

torna mais rapido e eficaz (TRAPANI et al., 1998; SINTSOV et al., 2008).

Os eventos supracitados dependem do reconhecimento e captura de antigenos tumorais
por células dendriticas (DCs) (CDla e CD83) que transportam esses antigenos para os
linfonodos regionais, apresentando-os aos linfocitos T CD8 (TRAN JANCO et al., 2015). As
DCs desempenham um papel fundamental no microambiente do tumor, que ¢ conhecido por
afetar a progressao da doenca em muitas malignidades humanas. A infiltragdo por DCs maduras
e ativas (CD83) nos tumores confere um aumento na ativagdo imunoldgica e no recrutamento

de células e vias imunitérias efetoras que combatem doengas (TRAN JANCO et al., 2015).

A maioria dos canceres desenvolvem estratégias de imunossupressdo e escape do
sistema de defesa do hospedeiro (ROUAS-FREISS et al., 2003; ROUAS-FREISS et al., 2005;
CAROSELLA et al, 2008; ABBAS et al.,, 2015). Dentre os mecanismos de escape
imunoldgicos utilizados pelas células tumorais, pode-se citar a expressdo do antigeno
leucocitario humano (HLA) ndo classico (HLA-G) (ROUAS-FREISS et al.,, 2007) e da
molécula inibitdria da familia B7 denominada Ligante de morte celular programada (PD-L1,
B7-H1 ou CD274) e PD-L2 (HAMANISHI et al., 2007; ZOU & CHEN, 2008; HOMET
MORENO & RIBAS, 2015). As proteinas HLA-G, PD-L1 e PD-L2 participam da inibi¢ao de
células imunocompetentes tais como células NK, LTC-CDS8 e células apresentadoras de
antigenos (APCs - CD1a e CD83) (ROUAS-FREISS et al., 2003; ROUAS-FREISS et al., 2005;
KORMAN et al., 2006; ROUAS-FREISS et al., 2007; HAMANISHI et al., 2007; ZOU &
CHEN, 2008; CAROSELLA et al., 2008; HOMET MORENO & RIBAS, 2015).

A moléculas HLA-G ¢ uma proteina do HLA que se diferem de outras moléculas HLA-
I cléssicas, sobretudo, por apresentar as seguintes caracteristicas: (1) limitado polimorfismo
génico; (2) propriedades bioldgicas que conferem tolerancia imunoldgica; (3) restrita
distribuicdo tecidual, sendo que o HLA-G se limita ao trofoblasto, timo, pancreas, matriz
proximal da unha, cornea e precursores eritroides e endoteliais. (FAVIER et al., 2007;

CAROSELLA et al., 2008a; CAROSELLA et al., 2008b).
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Conforme descrito acima, a molécula HLA-G participa na inibi¢do de células
responsaveis pela imunovigilancia (TRAPANI et al., 1998; ROUAS-FREISS et al., 2005;
ABBAS et al., 2015). Este processo ocorre mediante a interacdo direta do HLA-G com
receptores inibidores das células imunocompetentes tais como o receptor KIR2DL4 (CD158d)
(BUKUR et al., 2003), ILT-2 (CD85j) (MOREAU et al., 2003) e ILT-4 (CD85d) (MOUILLOT
et al., 2005).

Outro mecanismo do qual a molécula HLA-G contribui para o escape tumoral
denomina-se trogocitose. Este consiste num processo pelo qual uma célula adquire o contetido
citoplasmatico ou fragmentos da membrana de outra célula com quem interage. Assim, células
tumorais HLA-G positivas (HLA-G") podem transferir sua membrana para células HLA-G
negativas (HLA-G"), as quais se transformam em HLA-G™ e essa célula passa a agir como uma
molécula imunossupressora (CAROSELLA et al., 2008; WASTOWSKI et al., 2009). Por
conseguinte, apenas algumas células HLA-G" sdo necessarias para exercer efeitos inibidores

significativos, o que culmina em uma maior prote¢do tumoral.

2.3. Mediadores envolvidos na imunossupressao local e evasio de células neoplasicas:

efeitos no ciancer

No nivel celular, alguns tumores conseguem evadir a resposta imunoldgica antitumoral
ao utilizar estratégias que resultam na redu¢do do reconhecimento da célula neoplésica ou na
resisténcia aos efeitos citotoxicos do sistema imunoldgico, que consistem na fase de evasdo da
edicao do sitema imune (DUNN et al., 2002; BLOCK & MARKOVIC, 2009; SCHREIBER et
al., 2011).

Baseando-se nas propriedades inibitorias do HLA-G sobre as células APCs, NKs e
LTCs, alguns estudos tém postulado que a expressao dessas moléculas pelas células neoplasicas
pode ser uma importante forma de escape tumoral. Nesse contexto, Cabestre et al. (1999)
evidenciaram, pela primeira vez, a expressdo do HLA-G (transcrito e proteina) em células
melanociticas, tendo sido demonstrado ainda que as células que expressam o HLA-G de fato

inibem o efeito citotoxico mediado pelas células NK (CABESTRE et al., 1999).

Em um estudo de Fregonezi et al. (2012), no qual os pesquisadores compararam a
expressdo, por imunoistoquimica, do HLA-G entre lesdes orais benignas, pré-cancerizaveis e
carcinoma espinocelular (CEC) de cavidade oral. Contrapondo-se a maioria dos relatos ja

descritos, os autores demonstraram que a expressdo da molécula HLA-G nas lesdes orais
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benignas e pré-malignas foi maior do que nos tecidos malignos. Os autores sugerem que o
HLA-G possa estar relacionado com a subversdo da resposta imune em estagios iniciais da
carcinogénese, ndo excluindo também a possibilidade de que algumas alteragdes genéticas do
CEC de boca possam modificar a expressdo do HLA-G nas células neoplasicas (FREGONEZI
et al., 2012).

Além de Fregonezi et al. (2012), recentemente nosso grupo de pesquisa evidenciou uma
alta expressio de HLA-G em CEC de boca se comparado a mucosa bucal saudavel
(GONCALVES et al., 2014; GONCALVES et al., 2015) e, que os CEC de cavidade oral que
fazem metastase para os linfonodos cervicais apresentam uma expressdo significativamente
maior da molécula HLA-G comparado aqueles pacientes que ndo fazem metastase linfonodal
(GONCALVES et al., 2014). Adicionalmente, também evidenciamos que pacientes com maior
expressdo da molécula HLA-G tém uma tendéncia a um menor tempo de sobrevida que
pacientes com ausente ou baixa expressdo da molécula, o que prenuncia um prognoéstico clinico
desfavoravel aos pacientes (GONCALVES et al., 2014). Também observamos uma alta
expressdo de HLA-G em carcinoma mucoepidermoéide de glandulas salivares intraorais, e essa
elevada expressdo foi observada em todas as gradacdes deste tumor sugerindo que estes tumores

desenvolvem estratégia de escape da imunovigiancia (MOSCONI et al., 2017).

Dentre as proteinas inibitorias da familia B7, o PD-L1 ou B7-HI1 foi primeiramente
identificado por Dong et al. (1999) a partir de uma sequéncia de DNA homologa a outras
moléculas B7, sobretudo o CD80 (20% de aminoacidos idénticos) (DONG et al., 1999). A
expressado do RNAm para o PD-L1 estd presente em células T, B, APCs como DCs e
macrofagos, NKs, células endoteliais ativadas, sendo expresso ainda em tecidos
imunoprivilegiados como olhos e placenta (DONG et al., 1999; FREEMAN et al., 2000;
PETROFF et al., 2002; BROWN et al., 2003; CURIEL et al., 2003; HORI J et al., 2006). PD-
L2 (também conhecido como CD273 ou B7-DC) ¢ outro ligante PD-1, e também desempenha
um papel na regula¢do da imunidade tumoral (CHANG et al., 2017). Assim como o PD-L1, o
PDL-2 desempenha um papel importante na imunidade, modulando a resposta das células T via
PD-1. A expressio de PD-L2 foi relatada em varios tipos celulares, incluindo células

dendriticas, células tumorais, linfocitos T e B (SRIDHARAN et al.,2016).

Diversos tipos de canceres (pulmonar, esofagico, gastrico, retal, ovariano, melanoma,
pancredatico e nasofaringeo) tém apresentado altos niveis de PD-L1, estratégia atribuida a célula

neoplésica que propicia o escape a imunidade antitumoral e, consequentemente, a associacao
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com um pior prognoéstico clinico (KONISHI et al., 2004; OHIGASHI et al., 2005; WU et al.,
2006; HAMANISHI et al., 2007; HINO et al., 2010; WANG et al., 2010; MALASPINA et al.,
2011; KATSUYA etal., 2015; QING et al., 2015; ZHANG et al. 2015; ZOU & CHEN, 2008).
As células tumorais que expressam o PD-L1 utilizam distintos mecanismos para evadir da
resposta imune mediada por células T. Dentre esses mecanismos pode se citar: apoptose,
anergia ou exaustao de células T, formacao de uma protecdo molecular evitando a lise da célula
neoplasica, producdo de citocina imunossupressiva como IL-10 e supressdo via células T
reguladoras (DONG et al., 1999; DONG et al., 2002; DONG et al., 2004; OIKAWA et al.,
2007).

Com referéncia ao cancer de boca, Tsushima et al. (2006) demonstraram que o PD-L1
¢ amplamente expresso pelas células tumorais e que a administracdo de anticorpos que
bloqueiam esse marcador inibe o crescimento tumoral, sugerindo, portanto, que o PD-L1 regula
negativamente a resposta imune de combate aos tumores (TSUSHIMA et al., 2006). Cho et al.
(2011) demonstraram que a expressdo de PD-L1 ndo afetou a sobrevida de pacientes com
cancer de boca, porém sua expressdo diminui o numero de LTCs neste tipo de neoplasia,
suscitando que o desenvolvimento de uma estratégia para bloquear as interagdes do PD-L1 com
os LTCs seria uma ferramenta util para a inibi¢ao do crescimento tumoral (CHO et al., 2011).
Chen et al. (2012) evidenciaram que a proteina quinase isoforma 2 (PKD2), um importante
regulador da expressdo de PD-L1, em CEC de cavidade oral induzido por IFN-y, sendo que a
apoptose de linfocitos T CD8 induzida pela via PD-L1/PD1 foi significativamente reduzida, e
consequentemente a resposta imune antitumoral foi mais efetiva (CHEN et al., 2012). Em
relacdo aos tumores malignos de glandulas salivares, Chang e colaboradores observaram que a
expressao de PD-L2 foi alta, enquanto a expressdo de PD-L1 foi relativamente baixa em termos
de porcentagem de células coradas positivamente e intensidade de coloragdo sugerindo, que a
aplicagdo de tratamento anti-PD-1, ou tratamento futuro com foco em agentes anti-PD-L2, deve

ser avaliada para pacientes com esses tumores (CHANG et al., 2017).

A regulacdo da expressdo da proteina PD-1 e seu ligante PD-L1 em pacientes com
diversos tipos de cancer tem se mostrado um método efetivo para reverter a imunossupressao
tumoral e, assim, promover uma resposta imunoldgica efetiva contra as células neoplasicas
(HOMET MORENO & RIBAS, 2015; GANGADHAR & SALAMA, 2015). Ensaios clinicos
randomizados utilizando anticorpos anti-PD-1 demonstraram que essa imunoterapia parece ser
superior a quimioterapia em pacientes com melanona metastitico (GANGADHAR &

SALAMA, 2015; LUKE & OTT, 2015). Neste tipo de cancer, o tratamento com dois anticorpos
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anti-PD-1, o pembrolizumab (Merck) e nivolumab (Bristol-Myers Squibb), tem sido aprovado
pela FDA (Food and Drug Administratiton) dos Estados Unidos (HOMET MORENO &
RIBAS, 2015).

A via CD28 / CTLA-4 ¢ outra via bem estabelecida envolvida na imunidade tumoral.
O CTLA-4 primeiro compete com o CD28, que ¢é expresso em células T CD4" e CD8", depois
se liga a dois ligantes principais, CD80 e CD86, que estdo presentes em células apresentadoras
de antigeno. A interagdo do CTLA-4 com o CD80/86 gera sinais inibitorios intrinsecos e
previne a ativacao das células T, causando ativag@o das células tumorais (GARDNER et al.,
2014). O anticorpo anti-CTLA-4 também demonstrou atividade clinica e ¢ usado no tratamento

do melanoma maligno (HODI et al., 2010).

Escassos sdo os estudos sobre resposta imunoldgica mediada por TILs em CAC
(SRIDHARAN et al., 2016; MUKAIGAWA et al., 2016; CHANG et al., 2017). Chang e
colaboradores observaram, em neoplasia maligna de glandula salivares, uma associac¢do entre
a alta expressdo de TIL CD8"* com um menor tamanho do tumor, demonstrando assim um valor
prognostico interessante (CHANG et al., 2017). Além disso, outros estudos tém demonstrando
a importancia dessas células no microambiente tumoral, e a sua relevancia com o bom
prognostico clinico do paciente em diferentes tipos de neoplasias, como analisado em cancer
de ovario (HAMANISHI et al., 2007), cancer de boca (MARSH et al., 2011), cancer de
orofaringe (WARD et al., 2014) e cancer de faringe e laringe (KARPATHIOU et al., 2017).

O estudo de PDL-1/PD-1, PDL-2, HLA-G e CTLA-4 em malignidades de cabeca e
pescogo ¢ pertinente, pois essas proteinas sdo potenciais alvos terapéuticos que contribuem para
o controle da progressdo neoplasica. Além disso, a infiltragdo de células, como as TILs CD8*

e PD-1 nos microambientes tumorais, foi avaliada em tumores malignos de glandulas salivares

(MOSCONI et al., 2017; CHANG et al., 2017).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Investigar a expressdo de mediadores envolvidos na imunossupressao local e evasdo de
células neoplasicas em Carcinoma Adenoide Cistico (CAC), bem como a relacdo destes

mediadores com fatores clinicopatoldgicos associados ao prognoéstico dessas neoplasias.
3.2. Objetivos especificos

o Avaliar a presenga de células imunes LTCs CDS8*, células granzima B*, células
dendriticas (CD1a" ¢ CD83").

e Avaliar a imunoexpressao das proteinas CTLA-4*, PD-17/PD-L1", PD-L2* e HLA-G"
em CAC de glandulas salivares menores e maiores.

e Caracterizacdo clinico morfolégico/histopatologico.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Obtencao, selecio e caracterizacio das amostras

Este estudo foi submetido aos Comités de Etica em pesquisa da Universidade Federal de
Goias (UFG) e Hospital Aratjo Jorge da Associagdo de Combate ao Cancer em Goids
(HAJ/ACCG) (ntmero do parecer: 1.460.804). O presente trabalho foi desenvolvido no ambito
da infra-estrutura basica do laboratorio de patologia bucal e imunoistoquimica da Faculdade de

Odontologia (FO) da UFG.

Este estudo transversal selecionou, a partir de consulta nos Registros do Hospital Araujo
Jorge da Associagdo de Combate ao Cancer em Goias (HAJ/ACCG), 44 espécimes advindos de
bidpsias excisionais de pacientes acometidos por CAC de glandulas salivares maiores e menores,
os quais foram diagnosticados e tratados entre os anos de 2005 a 2015 no Servigo de Cabega e
Pescoco (SCP). Apds selecdo desses pacientes, os blocos e laminas foram selecionados e

avaliados através de consulta nos arquivos do Servi¢o de Anatomopatologia do HAJ/ACCG.

Os critérios de inclusdo foram: pacientes com CAC de glandulas salivares menores e
maiores diagnosticados e tratados no HAJ/ACCG com fichas ou prontudrios contendo os
seguintes dados: estadiamento clinico TNM, tempo de acompanhamento do paciente de no
minimo 24 meses, informagdes referentes ao 6bito ou ndo do paciente, informacgdes sobre a
presenca de metastase regional e/ou a distancia, recidivas e localizagdo do tumor e laminas e
blocos em bom estado de conservagdo. Como critério de exclusiao foi considerado: laminas e
blocos defeituosos; CACs de outras localizagdes; casos sem seguimento clinico e com fichas
incompletas. Apods a aplicagdo dos critérios de inclusdo e exclusdo, foram selecionados 36

amostras para o estudo.
4.2. Gradacao histopatologica das amostras de CAC

As caracteristicas microscopicas que foram consideradas no presente estudo estdo de
acordo com o estabelecido por Perzin et al., 1978 / Szanto et al., 1984. Grau I:
Predominantemente tubular, ndo solido; Grau II: Predominantemente cribriforme, <30% sélido
e Grau III: componente sélido > 30%. Utilizamos também a classificacdo simplificada de Van
Weert et al., 2015, o qual classificou os CAC em duas categorias solidos (os tumores que

possuiam componentes solidos) e ndo solidos.
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4.3. TECNICAS EMPREGADAS
4.3.1. Técnicas de rotina (hematoxilina e eosina)

O material selecionado, foi incluido em parafina, seccionado em micrétomo (Leica
RM2165), obtendo-se de cada bloco cortes consecutivos de Sum, que foram colocados sobre
laminas histoldgicas e corados pelo método de HE. Esses cortes foram utilizados para
caracterizacdo microscopica das amostras de acordo com a classificacdo de Perzin et al., 1978

/ Szanto et al., 1984 ¢ Van Weert et al., 2015).

4.3.2. Técnica imunoistoquimica

A partir dos casos selecionados, emblocados em parafina, foram obtidos cortes seriados
com aproximadamente 3um de espessura, em microtomo (Leica), montados em laminas
silanizadas e submetidos a técnica da imunoistoquimica. Os cortes sobre as laminas foram
desparafinizados em xilol e hidratados em banhos decrescentes de alcool etilico. A etapa de
exposicao recuperacdo antigénica das proteinas HLA-G, PD-L1, PD-L2, CDS8, GrB, CDla,
CD83, CTLA-4 ¢ PD-1 foi realizada utilizando o TRILOGY™ Concentrate (Cell Marque,
Rocklin, CA, USA; 1:100), a uma temperatura de 96°C em banho maria digital (DeLeo, Porto
Alegre, RS, Brazil) por 30 minutos. O Sistema de Detec¢do Kit Novolink™ Max Polymer
Detection System (Novocastra, Leica Biosystems Gmb, Wetzlar, HE, Germany) contendo
solugdes com anticorpo secundario e solucdo cromogénica de 3.3’-Diaminobenzidina (DAB,
Dako, Carpinteria, CA, USA) foi utilizado nos cortes imunomarcados. Amostras de trofoblastos
foram utilizadas como controle positivo para HLA-G, PD-L1 e PD-L2, liquen plano oral e
linfonodos foram utilizado como controles positivos para CD8, GrB, CD1a, CD83, CTLA-4 ¢
PD-1. Todos os anticorpos utilizados foram padronizados previamente em amostras de tumores
de glandulas salivares. Os controles negativos foram utilizados em todas as reagdes através da

substituicdo do anticorpo primario por PBS-BSA.
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Os cortes histologicos foram incubados com os anticorpos monoclonais:

Anticorpos Clones Diluicao Fabricantes
anti-HLA-G MEM-G/2 1:100 Exbio, Vestec, PRG Czech Republic
anti-PD-L1 E1L3N® 1:600 Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA
anti-PD-1L2 176611 1:800 R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA
anti-CD8 C8/144B 1:200 Dako, Carpinteria, CA, USA
anti-GrB GrB-7 1:100 Dako, Carpinteria, CA, USA
anti-CDla MA1-80170 1:50 Thermo Scientific, Barrington, IL, USA
anti-CD8&3 HBI15a 1:50 Santa Cruz, Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA
anti-CTLA-4 F-8 1:200 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA
anti-PD-1 NAT105 Pronto para uso Cell Marque, Rocklin, CA, USA

Os cortes foram contra-corados com hematoxilina, por 30 segundos, a temperatura
ambiente. Apoés serem lavadas com dagua corrente por 10 minutos, as laminas foram
desidratadas com dalcoois, passadas em xilol e montadas com solu¢do de resina ndo aquosa

(Entellan-Mikroskopie-Merck).
4.4. ANALISE SEMIQUANTITATIVA E QUANTITATIVA DOS DADOS

Os TIL CD8" foram medidos semiquantitativamente pelo método de Ward et al. 2014,
ou seja, 1 =20%, 2 = 20-80% e 3 => 80% do estroma, e também utilizando o ponto de corte
(49,9 células / mm?) obtido pela curva ROC considerando a recorréncia da lesdo. A densidade
(por mm?) de GrB*, CD1a*, CD83", CTLA-4" ¢ PD-1" nas regides intratumoral e estromal foi
avaliada nas amostras com o auxilio de uma reticulo de integracdo (4740680000000-
Netzmikrometer 12.5x, Carl Zeiss , Gottingen, Alemanha) conectado a um microscopio de luz
(AxioScope, Carl Zeiss) em 10 campos alternados com ampliagdo de 40x. Nesta ampliagdo, a

area de um campo corresponde a 0,0961 mm?.

A expressao de HLA-G, PD-L1 e PD-L2 foi definida como imunorreatividade
membranosa e citoplasmatica, utilizando os valores de corte descritos por Ilie et al. 2016 (PD-

L1), Sridharan et al. 2016 (PD-L2) e Mosconi et al. 2017 (HLA-G). A PD-1 foi analisada pelo
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método de Taube et al. 2014 e o CTLA-4 foi analisado pelo método de Karpathiou et al. 2017.
As células estromais PD-L1, PD-L2 e HLA-G (fibroblastos, células endoteliais, células

imunoinflamatdrias) foram classificadas como porcentagem de células positivas.
4.5. ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

A andlise dos dados foi realizada no software Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS), versao 25.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). As associagdes entre variaveis nominais
foram analisadas pelo teste exato de Fisher. Apds avaliagdo da distribui¢do dos dados
numéricos pelo teste de Shapiro-Wilk, a comparagdo foi realizada por meio do teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney. O tempo de sobrevida foi calculado a partir da resseccao
cirurgica até a tltima consulta de acompanhamento ou a morte do paciente. Assim, as amostras
foram dicotomizadas da seguinte forma: 1 = ausente ou <50% de HLA-G, PD-L1 e PD-L2 ¢ 2
= 50% de células positivas, e as células CD8 TIL foram dicotomizadas de acordo com a curva

ROC valor. O nivel de significancia foi estabelecido em p <0,05.
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5. PUBLICACAO

O artigo completo foi encaminhado para o periddico “Oral Oncology”
(acesse: https://www.sciencedirect.com/journal/oral-oncology/vol/88/suppl/C) que detém
os direitos autorais da publicacio do estudo.

Title: Immune microenvironment and evasion mechanisms in adenoid cystic carcinomas

of salivary glands

Authors: Carla Mosconi, Jos¢ Alcides Almeida de Arruda, Ana Caroline Rodrigues de Faria,
Gabriella Alves Quixabeira Oliveira, Henrique Moura de Paula, Felipe Paiva Fonseca, Ricardo
Alves Mesquita, Tarcilia Aparecida Silva, Elismauro Francisco Mendonga, Aline Carvalho

Batista.

Abstract: Objectives: The objective of the present study was to investigate the expression of
immune checkpoints (PD-L1, PD-L2, PD-1 and CTLA-4), immune inhibitory molecule HLA-
G, markers of tumor-infiltrating lymphocytes (TIL) and dendritic cells (DC), as well as its
association with clinicopathological features of adenoid cystic carcinomas (ACC) of the
salivary glands. Materials and methods: Thirty-six samples from patients with ACC were
analyzed immunohistochemically for the expression of PD-L1, PD-L2, PD-1, CTLA-4, HLA-
G, CDS, GrB, CDla and CD83. Positivity of HLA-G, PD-L1 and PD-L2 expression was
defined by cut-offs values. CD8+ TIL was measured semiquantitatively and also using cut-off
values obtained by the ROC curve considering recurrence of the lesion. Results: ACC showed
low CD8+, GrB+ TIL, CDla and CD83 populations, as well as scarce positivity for CTLA-4
and PD-1. In contrast, PD-L2 and HLA-G expression was increased, while no PD-L1
expression was detected. Interestingly, cases with lower CD8+ TIL density presented greater
recurrence rates. Conclusion: Our findings suggest that the ACC microenvironment exhibits
low immunogenicity, represented by low TIL and DC density. Moreover, there seems to be
activation of the immune inhibitory proteins/PD-L2 and HLA-G, a scenario that may favor

tumor escape from the immune system and partially explain the poor prognosis of ACC.

Keywords: Adenoid cystic carcinoma. Salivary gland. Neoplasm. Tumor escape.

Immunogenicity. Immunohistochemical. Head and neck cancer. Oral cancer.
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6. CONSIDERACOES FINAIS
6.1. Sobre o estudo:

Este estudo investigou diferentes tipos de marcadores que estdo intimamente
relacionados a resposta imune antitumoral em CAC de glandulas salivares maiores e menores.
Nossos resultados mostraram que: (1) O CAC tem um microambiente com poucas células
relacionadas a participagdo do mecanismo de defesa do organismo; (2) Possui baixa quantidade
de células dendriticas CD1a e CD83; (3) Escassos linfocitos positivos para CTLA-4 e PD-1;
(4) Os casos que apresentavam alto CD8* TILs, observou-se poucas células GrB*, podendo
inferir que esses linfocitos estejam sendo inativados; (5) Alguns casos foram positivos para as
moléculas HLA-G e PD-L2, ao passo que todos os casos demonstraram negatividade para PD-
L1 no parénquima e estroma tumoral. (6) Finalmente, pacientes que apresentaram alta

quantidade de células CD8" TILs estavam menos propensos a desenvolver recidivas.

Em uma pesquisa realizada em marg¢o de 2020 no Servico do Instituto Nacional de
Satude dos EUA (https://clinicaltrials.gov) foram identificados seis ensaios clinicos usando PD-
1, quatro ensaios para CTLA-4, quatro ensaios para PD-L1, um ensaio para PD-L2 e nenhum
ensaio para drogas inibidoras de HLA-G em pacientes com neoplasias de glandulas salivares.
Infelizmente, a limitagdo do presente estudo foi o pequeno tamanho da amostra. No entanto,
isso € justificavel em vista da raridade do CAC da glandula salivar e da variagdo demografica
da amostra. Assim, mais estudos sdo necessarios para incluir protocolos de imunoterapia para

os casos de CAC.
6.2. Sobre a minha trajetoria no doutorado:

Quanto a minha vivéncia durante o doutorado, posso afirmar que aumentei a minha
confianca e habilidades tanto como docente, quanto como pesquisadora. Como docente,
ministrei aulas para alunos de graduacao no curso de Odontologia da UFG, nas disciplinas de
Patologia Geral e Bucal. Aprendi diferentes tipos de metodologias, produzi material didatico,
sanei duvidas durante monitorias, elaborei questdes de prova, avaliei atividades durante as aulas
tedricas e praticas, orientei alunos de iniciacdo cientifica e pude entender mais sobre os
processos de ensino aprendizagem. Também, ministrei aulas nos cursos de auxiliar e técnico de
satde bucal (ASB e TSB) no Instituto Lenza de P6s-Graduacdo, instituicdo essa que tenho
muito a agradecer em nome da Profa. Milena Lenza, pois no periodo em que ministrei aulas

para esses cursos, pude ir aprimorando a minha didatica para a transmissdo de conhecimento,
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melhorando as destrezas dos meus alunos e assim, pude contribuir na formagao de capital

humano.

Tive também a oportunidade de fazer parcerias cientificas com alguns colegas de pos-
graduacgdo tanto da UFG, quanto UFMG. Na UFG participei do trabalho de mestrado do aluno
Sérgio e trabalho de doutorado do aluno Jean, ambos orientandos do Prof. Elismauro Francisco
de Mendonga. J& na UFMG, juntamente com os alunos Alcides, Leni e Lauren publicamos
estudos multicéntricos. Tenho ainda, estudos em andamento com a aluna de pds-doutorado
Karine (orientanda da Prof®. Maria Céassia Ferreira - UFMG). E ha ainda, um manuscrito em
desenvolvimento em parceria com os professores Ricardo Alves Mesquita e Lucas Guimaraes

Abreu (ambos professores da UFMG).

Como pesquisadora, tive a oportunidade de passar 1 més na UFMG pelo Programa de
Cooperagao Académica (PROCAD), onde tive a honra de ser supervisionada pela Prof*.
Tarcilia Aparecida Silva. Essa experiéncia me proporcionou bons momentos com outros
professores e alunos de outra instituicdo. Durante esse intercdmbio interinstitucional pude
estudar, planejar novos projetos e assim, fortalecer a amizade e parcerias. Essa oportunidade

possibilitou varias produgdes académicas, inclusive artigos de alto impacto cientifico.

Uma das grandes conquistas e reconhecimento que tive durante o meu doutorado, foi
ter sido premiada como melhor painel cientifico na Sociedade Brasileira de Estomatologia e
Patologia Oral (SOBEP) no ano de 2018, sinto muito orgulho desse momento, pois esse evento

se enquadra como maior congresso cientifico brasileiro na minha area de atuacao.

Diante do exposto, ¢ verossimil constatar o quao valoroso estas experiéncias foram para
0 meu crescimento profissional, além de ser notério o meu amadurecimento académico.
Acredito que estes conhecimentos adquiridos durante o doutorado e por mim assimilados, serao
de extrema importancia para eventuais futuros concursos que irei enfrentar pleiteando uma vaga

como professora efetiva de uma institui¢des de ensino superior publica.
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Cistico (CAC). Objetivo Secundario: 1.Avaliar a presenga, distribuigio e expressao das proteinas HLA-G,
HLA-E, PDL-1, TGF-1, -2, -3 & IL-10 nos CME e CAC, bem como em glandulas =alivares normais
(Controle).2.Avaliar a densidade de LTCs ativados (Granzima B+) noe CME e CAC e no estroma de
glandulas salivares normaizs controle).3.Investigar, em cada grupo de tumores (CME ou CAC), a associagio
entre a expresedo da HLA-G, HLA-E, PDL-1, TGF-1, -2, -3 e IL-10 com fatores clinicopatologicos tais como
presenga de metastase linfonodal e/ou & distancia, tamanho da lesdo primaria, tempo de sobrevida dos
pacientes, subtipo histologico, localizagio do tumor e densidade de LTCe ativados (Granzima B+).

Avaliagao doe Riscos e Bensficios:

Riacos: Os pesquisadores consideram que nao ha risco ao paciente uma vez que nenhuma intervengio
clinica sera realizada e nao havera contato direto com o pacients, poig no estudo serao utilizados tecidos
tumoraie emblocados em parafina e arquivos. Oz dadoe dos pacientes serao obtidos de prontuarioe médicos
e o8 pesquisadores s& comprometem a mantser a privacidade dos pacientes @ anonimato quando da
divulgag@o dos resultados da pesquiza. Beneficios: o2 dados obtidos nesta pesquiza poderdo auxiliar o
Oncologista na decigdo clinica de realizagdo de possiveis terapéuticas adjuvantes como a quimioterapia,
imunoterapia efou radioterapia @ acompanhamento dos pacientes. Os pacientes podem ser bensficiados
diretamente, uma vez que o custo da realizagdo destas investigagoes moleculares & alto; como benéficos
indiretos, espera-se que eate estudo proporcions informagoes importantes sobre tumores de glandula salivar
que podem zer altamente agreesivos @ metastaticos, colaborando para o entendimento dessas doengas e
para a realizagdo de novos estudos no tratamento dessas neoplazias

Comentarios & Consideragoes sobre a Pesquisa:

Serao selecionadas 60 amostras para o estudo a partir de bancos de dados (prontuarios e blocos/laminas
do setor de anatomia patologica) do HAJ/ACCG. Cronograma adequado. Foi colocado orgamento e
especificado que ele sera realizado com recursoe de projetos do peaquisador financiados pelo CNPq e
FAPEG. Os critérios de inclusao e exclusdo foram detalhados. Os pesquizadores afirmam que os riscos 8&0
inexistentes porque nao havera contato direto com pacientes e por haver o compromisso do sigilo da
identidade dos participantse do estudo. Oz bensficios relatados tomam a pesquiza relevants e justificam a
sua realizagdo. Foi solicitado a dizpensa do TCLE considerando as caracteristicas da pesquiza e o8
compromissos assumidos pelos pesquisadores.
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Contiruago do Parecer: 1.460 804

Congideragoes sobre og Termos de apresentagao obrigatoria:

Projeto com todos os itens necessarioe para a analies; termos de compromizzo dos pesquisadores com a
privacidade, utilizar os dados apenas para o presente estudo, obedecer os critérios de Etica em Pesquisa
com seres humanos, de acordo com a Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Saide. Anuéncia da
diregao da Faculdade de odontologia; aprovagao da pesquisa no Conselho Diretor da Faculdade de
Odontologia; Anuéncia da diregao do Hospital Araldjo Jorge e do Setor de Anatomia Patologica para
conzulta aos prontuarios e utilizagio de blocos/laminas dos pacientes selecionados.

Foi solicitado dispenaa do TCLE que consideramos pertinente, considerando as justificativas dadas pelos
pesquisadores.

Recomendagoes:
Conclusoss ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Apoe analize does documentos postados, somos favoraveie a aprovagao do presente protocolo de pesquiza.

Consideragoes Finaie a critério do CEP:

Informamos que o Comité de Etica em Peaquisa/CEP-UFG considera o presente protocolo APROVADO, o
mesmo foi considerado em acordo com osg principios &ticos vigentes. Reiteramos a importancia deste
Paraecer Consubstanciado, e lembramos que o(a) pesquizador(a) reesponsavel devera encaminhar ao CEP-
UFG o Relatorio Final baseado na conclusdo do estudo e na incidéncia de publicagbes decorrentes deste,
de acordo com o disposto na Resolugio CNS n. 466/12. O prazo para entrega do Relatorio & de até 30 dias
apos o encerramento da pesquisa maio de 2019.

Este parecer foi elaborado bassado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagoes Basicas | PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 12/022016 Acaito
do Projeto ROJETO_600061.pdf 10:38:21
Declaragao de declaracao_responsabilidade_coordena | 12/02/2016 | Aline Carvalho Acsito
Peaquisadores dor_telefone.pdf 10:35:31 | Batista
Declaragdo de declaracao_responsabilidade_tarcilia pdff 12/02/2016 | Aline Carvalho Acsito
Pesquizadores 10:34:43 | Batista
Declaragao de declaracao_responsabilidade_peequisad| 12/02/22016 | Aline Carvalho Acaito
Peaquisadores ores.pdf 10:33:17 | Batista
Projeto Detathado / | projeto_detalhado pdf 12/02/2016 | Aline Carvalho Acaito
Brochura 10:28:43 | Batista

Enderego: Précio da Reltorka Térmeo Cx. Postal 131

Bairro: Campus Ssmambaia CEP: 74001-970
UF: GO Municiplo: GOIANIA
Telefone: (62)a521-1215 Fax: (B2ja521-1163 E-mall: cep.prpl.ufg@gmal.com

Pagine 00 de 04

48



UNIVERSIDADE FEDERAL DE £ Plaboforma
GOIAS - UFG asil
projeto_detalhado pdf 12/02/2016 | Aline Carvalho Acsito
10:20:43 | Batista
Autorizacao_Diretor_HAJ.pdf 23/12/2015 | Aline Carvalho Acsito
10:04:13 |Batista
Outros Aurtorizacao_arquivosprontuanos_HAJ. [ 15/12/2015 | Aline Carvalho Acsito
pdf 09:52:48 |Batista
Outros Autorizacao_patologia_HAJ. pdf 15/12/2015 | Aline Carvalho Acsito
09:51:34 |Batista
Outros cartidao_conssatho_diretor pdf 15/12/2015 | Aline Carvalho Acsito
09:50:06 |Batista
Declaragao de declaracao_inst.pdf 16/10/2015 | Aline Carvalho Acsito
Inetituigdo e 14:4538 |Batista
Infraestrutura
Folha de Rosto Formulario.pdf 16/10/2015 | Aline Carvalho Acsito
14:38:00 |Batista
Situagao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

GOIANIA, 22 de Margo de 2016

Assinado por:
Jodo Batieta de Souza
(Coordenador)
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