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RESUMO

Os meningiomas sdo 0s tumores intracranianos mais comuns em adultos,
representam, aproximadamente, 35% dos tumores primarios do sistema nervoso central
(SNC). Um dos mecanismos utilizados por células tumorais para escapar da morte por células
imunes ¢ interferir em checkpoints imunologicos, impedindo, assim, o estabelecimento de
resposta imune adequada. Seguindo este conceito, um alvo promissor para uma terapia
imunomoduladora € o bloqueio do eixo morte celular programada 1 (PD-1) / ligante de morte
celular programada 1 (PD-L1), que € conhecido por ser crucial para mecanismos de escape
imune. O interferon gama (IFN-y) se relaciona com a expressao de PD-L1, sendo produzido
por células T ativadas e podendo promover a hiper-regulagdo da expressdo de PD-L1 em
células tumorais. Este estudo avaliou a expressdo de PD-L1 e IFN-y e sua relacio com o
tempo livre de progressao de doenga no periodo do estudo e recidiva tumoral em
meningiomas, além de ter analisado a correlagdo entre aspectos clinicos e morfolégicos com a
imunoexpressdo destes marcadores.O estudo foi um coorte transversal retrospectivo, que
estudou93 pacientes diagnosticados com meningioma de diversos graus. Foram
confeccionados blocos de parafina contendo amostras de todos os tumores utilizando a técnica
de TMA —tissue micro-array, sendo realizadas reagdes imuno-histoquimicas das proteinas
PD-L1 e do IFN-y. O estudo confirmou que diversas variaveis clinicas e morfologicas
relacionam-se a um pior prognostico com maiores taxas de recidiva e reducao do tempo livre
de progressao da doenca. Este estudo ndo detectou imunoexpressao de PD-L1 em nenhum dos
93 casos analisados, e mostrou que os pacientes com imunoexpressdo de IFN-y tiveram
menores taxas de recidiva tumoral e maior tempo livre de progressdo de doenca, constatando-
se ainda relagdo com auséncia de pleomorfismo, melhor diferenciacdo e menor grau tumoral.
Constatou-se ainda uma diferenca da imunoexpressdao deste macador em relagdo ao sexo do
paciente, mulheres apresentaram maior expressao de IFN-y que homens, e maior expressao
em meningiomas localizados em lobos cerebrais. A expressdo de PDLI em cé¢lulas de
meningioma e seu papel potencial na imunossupressao local ndo estdo totalmente estabelecida
e sua indicagdo de terapia anti-PD-L1 como tratamento alternativo para meningiomas ainda ¢
controversa. O IFN-y parece ser um biomarcador em meningiomas, tendo em vista diversas
publicagdes, relatorios e ensaios clinicos que propde a utilizagdo do interferon como

alternativa terapéutica.
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ABSTRACT

Meningiomas are the most common intracranial tumors in adults, accounting for approxi-
mately 35% of primary tumors of the central nervous system (CNS). One of the mechanisms
used by tumor cells to escape death by immune cells is to interfere with immunological
checkpoints, thereby preventing the establishment of adequate immune response. Following
this concept, a promising target for an immunomodulatory therapy is programmed cell death
block 1 (PD-1) / programmed cell death ligand 1 (PD-L1), which is known to be crucial for
immune escape mechanisms. Interferon gamma (IFN-y) is related to the expression of PD-L1I,
being produced by active T cells and may promote hyper-regulation of PD-L1 expression in
tumor cells. The present work proposes to evaluate the expression of PD-L1 and IFN-y and its
relation with progression-free time and tumor recurrence in meningiomas, and to analyze the
correlation between clinical and morphological aspects with the immunoexpression of these
markers. The study was a cross-sectional retrospective cohort that analyzed 93 patients diag-
nosed with meningioma of varying degrees. Paraffin blocks containing samples from all tu-
mors were made using the TMA - tissue micro array technique, and immunohistochemical re-
actions of PD - L1 and IFN - y proteins were performed. The study confirmed that several
clinical and morphological variables are related to a worse prognosis with higher rates of re-
currence and reduction of progression-free time of the disease. This study did not detect PD-
L1 immunoexpression in any of the 93 analyzed cases and showed that patients with IFN-y
immunoexpression had lower rates of tumor recurrence and longer disease progression free
time, absence of pleomorphism, better differentiation and lower tumor grade. The expression
of PDL1 in meningioma cells and their potential role in local immunosuppression is not fully
established and their indication of anti-PD-L1 therapy as an alternative treatment for menin-
giomas is still controversial. Patients with IFN-y immunoexpression had lower rates of tumor
recurrence, longer disease-free survival time. The IFN-y immunoexpression was also related

to the absence of pleomorphism in the tumor cells and lower tumor degree.

Key-words: Meningiomas. Tumor microenvironment. PD-L1. Interferon-Gamma. Prognosis.
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1 INTRODUCAO

Os meningiomas sdo originados de células aracnoides das meninges ¢ sdo o0s
tumores intracranianos mais comuns em adultos (VAN ALKEMADE et al., 2012;
LAMSZUS, 2012; BITZER et al., 1997, RAGEL; JENSEN, 2010). Representam,
aproximadamente, 35% dos tumores primarios do sistema nervoso central (SNC), com
incidéncia de 7,44 casos por cada 100.000 habitantes nos Estados Unidos da América
(OSTROM et al., 2013). Os meningiomas podem se desenvolver em pacientes em qualquer
idade, embora sejam mais comuns entre 60 ¢ 70 anos (OSTROM et al., 2013; COLAKOGLU
et al., 2003). As mulheres possuem trés vezes mais chances de desenvolver meningiomas do
que homens (COLAKOGLU et al., 2003).

A maioria dos meningiomas sdo tumores benignos que crescem lentamente, com
baixa taxa de recorréncia e longo tempo de sobrevivéncia (RIEMENSCHNEIDER et al.,
2006); tendem, em sua maioria, a serem localizados e ndo invasivos. No entanto, alguns
meningiomas comportam-se agressivamente com invasdo do cérebro adjacente, alta
propensdo a recorréncia e, em casos raros, metastases extracranianas (DOMINGUES et al.,
2012).

Os meningiomas sdo classificados em graus, sendo os tumores de grau I
considerados de baixo grau e os tumores grau II ou IIl considerados de alto grau. Os
meningiomas grau [ apresentam diversos tipos morfoldgicos: meningotelial, fibroso,
transicional, = psamomatoso, metaplasico, angiomatoso, microcistico, rico em
linfomononucleares e secretor. Os meningiomas grau II s3o chamados meningiomas atipicos e
apresentam comportamento mais agressivo, com maiores taxas de recidiva local
(RIEMENSCHNEIDER et al., 2006; DOMINGUES ef al., 2012). A Classificagdo dos
Tumores do Sistema Nervoso Central da Organizacdo Mundial de Satde, em sua Ultima
edi¢do de 2016, coloca critérios bem estabelecidos para a defini¢do de meningiomas grau II,
sendo os critérios maiores: invasdo de parénquima cerebral ou indice mitotico maior que 4
mitoses por 10 campos de grande aumento; critérios menores: presenca de macronucléolo,
necrose espontanea, hipercelularidade, padrao morfologico de pequenas células com alta
relagdo nucleo/citoplasma, disposi¢do em lencdis ou mantas difusas; sendo necessario apenas
um critério maior ou pelo menos trés critérios menores para confirmagdo de grau II. Os
subtipos morfolégicos células claras e cordoide ja sdo, por defini¢do, considerados grau II.

Para a classificacdo dos tumores em grau III considera-se a morfologia anaplasica, muitas



12

vezes simulando um carcinoma, melanoma ou sarcoma de alto grau e/ou critério de indice
mitotico maior que 20 figuras de mitose por 10 campos de grade aumento, sendo estes
tumores altamente agressivos e refratarios ao tratamento.Segundo David et al. (2016), os
subtipos morfologicos papilifero e rabdoide ja sdo, por defini¢do, considerados tumores grau

IIT (tabela 1).

Tabela 1: Classificagdo das variantes de meningioma agrupadas por grau da OMS, e

comportamento bioldgico.

MENINGIOMAS COM BAIXO RISCO DE
RECORRENCIA E COMPORTAMENTO AGRESSIVO

Meningioma meningotelial OMS grau [
Meningioma fibroso (fibroblastico) OMS grau |
Meningioma transicional (misto) OMS grau [
Meningioma psamomatoso OMS grau I
Meningioma angiomatoso OMS grau I
Meningioma microcistico OMS grau |
Meningioma secretor OMS grau I
Meningioma rico em linfomononucleares OMS grau I
Meningioma metaplasico OMS grau [

MENINGIOMAS COM MAIOR RISCO DE
RECORRENCIA E COMPORTAMENTO AGRESSIVO

Meningioma cordoide OMS grau I1
Meningioma de células claras OMS grau II
Meningioma atipico OMS grau II
Meningioma papilar OMS grau III
Meningioma rabdoide OMS grau IIT
Meningioma anaplasico OMS grau III

Fonte: Adaptado de Classificagdo dos Tumores do Sistema Nervoso Central
da Organiza¢ao Mundial de Satude 2016.

Interagdes entre células imunes e neoplasicas desempenham um papel importante

durante a progressdo maligna, sendo designado como o conceito de imunodeficiéncia do
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cancer (SIEGEL et al., 2003). Um dos mecanismos utilizados por células tumorais para
escapar da morte por células imunes ¢ interferir em checkpoints imunologicos, impedindo,
assim, o estabelecimento de resposta imune adequada (CHEN et al., 2015). Seguindo este
conceito, um alvo promissor para uma terapia imunomoduladora € o bloqueio do eixo morte
celular programada 1 (PD-1) / ligante de morte celular programada 1 (PD-L1), que ¢
conhecido por ser crucial para mecanismos de escape imune (LUO et al., 2017; GIBNEY et
al., 2016).

O interferon gama (IFN-y) € produzido por células T ativadas que fazem parte do
microambiente tumoral. Alguns estudos revelam uma concordancia significativa entre a
expressdo de PD-L1 e a expressdo desta citocina inflamatoria, sugerindo que a infiltragdo de
células imunes nos tumores possa produzir fatores, ainda ndo completamente elucidados, que
impulsionem a expressdo de PD-L1, como um mecanismo de feedback negativo, resultando
no que pode ser considerado como resisténcia imune adaptativa exercida pelo tumor. Deste
modo, a imunoexpressao de IFN-y promoveria a hiper-regula¢do da expressao de PD-L1 em
células tumorais (TAUBE et al., 2012).

Alguns estudos apresentam a terapia com interferon como alternativa para
tratamento de meningiomas recorrentes e refratarios (JONASCH; HALUSKA, 2001; KOPER
etal., 1991; VON MARSCHALL et al., 2003). Evidéncias sugerem sua a¢do antiproliferativa,
imunomoduladora e antiangiogénica nestes tumores (KOPER ef al, 1991; VON

MARSCHALL et al., 2003).

1.1 Justificativa

A pesquisa da imunoexpressao de PD-L1 em canceres vem ganhando destaque
global e sendo tema de diversas publicagdes na literatura atual devido a possibilidade de
terapia alvo direcionada e impacto progndstico favoravel com resultados bastante animadores
em diversas areas da oncologia. Para tumores cerebrais, contudo, hd poucas publicacdes e este
tema permanece pouco conhecido e incipiente. Recentemente este marcador foi
encontradoexpresso em glioblastomas e em meningiomas, elevando a possibilidade de
inibicdo do ponto de checagem imune para tumores do sistema nervoso. O tratamento de
meningiomas com o anticorpo monoclonal anti-PD-L1 mostrou diminui¢do significativa no
tamanho dos tumores e estabilidade da doenga em relatos de casos e ensaios publicados.

A pesquisa da imunoexpressao de [FN-y também vem ganhando forga e destaque,

tendo em vista ensaios clinicos e publicacdes que utilizam interferon recombinante como



14

terapia alternativa para casos de meningiomas refratarios e recidivados. Estudos mostraram
que o tratamento de meningiomas com interferon inibiu o crescimento de células de
meningioma in vitro. Em ensaios clinicos realizados, o tratamento com interferon também

apontou melhora de sobrevida livre de progressao de doenca.

1.2 Fisiopatologia

O papel de PD-1 na morte celular programada - apoptose - foi reconhecido pela
primeira vez na década de 1990(ISHIDA et al., 1992). Foi, posteriormente, demonstrado que
a expressdo de PD-1 em células T ativadas resulta em morte celular, e proposto que a
autoimunidade observada em camundongos knockout de PD-1 era devida a uma quebra de
tolerancia aos autoantigenos (NISHIMURA et al., 1999).Logo apds sua descoberta, PD-L1 foi
reconhecido como um alvo de imunoterapia para o cancer, devido a sua ampla acdo em
células cancerigenas, e porque o bloqueio da via da PD-1 reduziu a progressdao tumoral,
enquanto a superexpressao de PD-L1 estava associada a progressao tumoral em camundongos
(IWAI et al., 2002; BROWN et al., 2003; CURIEL et al., 2003; DONG et al., 2002).
Multiplos estudos com camundongos deficientes em PD-1 demonstram seu papel critico em
amortecer respostas celulares T apds a depuragdo de patdogenos e na prevencdo da
autoimunidade. O caminho parece afetar a capacidade de células T ativadas para matar células
tumorais (KEIR et al., 2008), bem como a sobrevivéncia de células T ativadas (BLANK et al.,
2004). O PD-L1 esta presente no citoplasma e na membrana plasmatica de células tumorais
em modelos animais de ratos ¢ humanos; no entanto, nem todos os tumores ou todas as
células dentro de um tumor expressam PD-L1 (PETROVAS et al, 2006). Células
imunologicas ativadas, incluindo células dendriticas, células NK, macréfagos, monocitos,
células B e T, bem como células ndo hematopoiéticas, podem expressar PD-L1 (DONG et al.,
2002; FREEMANet al., 2000). Os receptores do ponto de checagem imune nas células
imunes, quando envolvidos por seus ligantes, transmitem um sinal inibitério, mantém a
autotolerancia e regulam a duragdo e a amplitude das respostas imunes nos tecidos periféricos,
a fim de minimizar a patologia tecidual (TUMEH et al., 2014).

O interferon gama (IFN-y) é produzido por células T ativadas que fazem parte do
microambiente tumoral. Alguns estudos revelam uma concordancia significativa entre a
expressao de PD-L1 e a expressdo desta citocina inflamatoria, sugerindo que a infiltragao de

células imunes nos tumores possa produzir fatores, ainda ndo completamente elucidados, que
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impulsionem a expressao de PD-L1, como um mecanismo de feedback negativo, resultando
no que pode ser considerado como resisténcia imune adaptativa exercida pelo tumor. Deste
modo, a imunoexpressao de IFN-y promoveria a hiper-regulacdo da expressao de PD-L1 em
células tumorais (TAUBE et al., 2012).

O IFN-y apresenta importantes fungdes imunorreguladoras, ¢ um potente ativador
de macrofagos e teve efeitos antiproliferativos sobre células transformadas. Para Meageret al.,
(1984), o principal meio pelo qual as células T ativam macrofagos, aumentando sua
capacidade de matar bactérias, parasitas e tumores, além de promover a potencializagdo de

efeitos antivirais e antitumorais dos demais interferons do tipo I (IFN-a, IFN-f).

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a expressao do modulador imune PD-L1 e do IFN-y em meningiomas e
sua relacdo com o tempo livre de progressdo de doenca no periodo do estudo e recidiva

tumoral.

2.2 Objetivos Especificos

Analisar a correlagdo entre aspectos clinicos e morfologicos dos meningiomas
com a imunoexpressao de PD- L1 e IFN-y:

a) Idade e imunoexpressao de PD- L1 e IFN-y;

b) Sexo e imunoexpressdo de PD-L1 e IFN-y;

¢) Localizacdo do tumor e imunoexpressao de PD-L1 e IFN-y;

d) Grau tumoral e imunoexpressdo de PD-L1 e IFN-y;

e) Invasdo de parénquima cerebral pelo tumor e imunoexpressao de PD-L1 e

IFN-y;
f) Presencga de macronucléolo no tumor e imunoexpressao de PD-L1 e IFN-y;
g) Necrose espontanea no tumor e imunoexpressao de PD-L1 e IFN-y;
h) Hipercelularidade do tumor e imunoexpressao de PD-L1 e [FN-vy;
i)  Subtipos morfoldgicos do tumor e imunoexpressao de PD-L1 e IFN-v;
j) Pleomorfismo tumoral e imunoexpressiao de PD-L1 e IFN-y;
k) Atividade mitdtica do tumor e imunoexpressao de PD-L1 e IFN-y;
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3 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi um coorte transversal retrospectivo, que analisou pacientes
diagnosticados com meningioma provenientes de banco de dados e arquivos de laboratdrio
particular de patologia cirargica da cidade de Fortaleza, Ceara, Brasil, no periodo de 2010 até
2018.

Foram considerados inicialmente um total de 125 pacientes. Deste total, 32
pacientes foram excluidos do estudo por ndo haver informagdes clinicas adequadas, material
suficiente para a realizagdo de exame imuno-histoquimica ou por ndo ser possivel haver
contato com o paciente e/ou familiares para obtencdo de novos dados sobre recidiva,
complicagdes e Obito relacionados a doenca. Todos os diagnosticos patologicos foram
revisados e confirmados por dois neuropatologistas de acordo com os critérios da OMS em
sua ultima edi¢ao de 2016.

Os parametros clinicos analisados foram: idade mediana, sexo, localizagdo do
tumor e tempo livre de progressao de doenca no periodo do estudo, este definido como tempo
desde o diagnostico inicial dos pacientes até a data da detec¢do de progressdo da doenga ou
conclusdo do periodo de seguimento do estudo no ano de 2018. Considerou-se como
progressdo de doencga a recidiva tumoral apos tratamento inicial ou morte do paciente por
complicagdo da doenga.

Os parametros morfologicos analisados foram: grau tumoral, indice mitdtico,
invasdo de parénquima cerebral, presenga de macronucléolos, necrose espontanea,
hipercelularidade e pleomorfismo.Foram confeccionados dois blocos de parafina contendo
amostras de todos os tumores utilizando a técnica de TMA —tissue micro-array. Foram
realizados punchs de 2,0 mm em areas previamente estabelecidas dos tumores em blocos de
parafina selecionados de cada caso, utilizando-se o conjunto Quick-Ray® - manual
tissuemicro-arrayer (UnitmaCo., Ltd. Seoul, Korea). No total, 93 punchs foram realizados,
sendo confeccionados 2 blocos de TMA. Adicionou-se em cada bloco de TMA 4 punchs de 2
mm (nos vértices) contendo material externo de placenta humana do terceiro trimestre
gestacional com o objetivo de servirem como controle externo da reagdo imuno-histoquimica.
Cortes de 4 micrometros de espessura de cada bloco de TMA foram realizados e colocados
em laminas de silano adequadas para reacdo de imuno-histoquimica. Micrétomo da marca

LEICA RM2125 RTS foi utilizado para confec¢ao dos cortes de parafina.
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Figura 1 — Blocos de TMA
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A reagdo imuno-histoquimica da proteina PD-L1 foi realizada utilizando-se dois
clones em plataforma automatizada: 1— Clone Ventana SP263 (Roche Diagnostics, 740-4907),
utilizando o Kit amplification OptiView e Kit de Deteccdo OptiView DAB IHC, em
plataforma automatizada BenchMark GX THC/ISH Staining (Ventana Medical Systems, Inc.,
Tucson-AZ); 2 — Clone Dako 22C3 (DAKO Autostainer, AS480), seguindo o protocolo PD-
L1 DAKO. O contraste foi feito com hematoxilina e controles negativos também foram
avaliados.

Para interpretagao dos resultados, avaliou-se a expressdao de PD-L1 apenas em
células tumorais. A imunoexpressdo de PD-L1 em linfocitos ou demais células imunes
associadas as células tumorais ndo foi considerada devido & auséncia ou raridade dessas
células no microambiente dos meningiomas. A positividade de PD-L1 foi definida pela
porcentagem positiva de qualquer intensidade de marcagdo membranar. A expressdao de PD-
L1 foi agrupada em casos positivos e negativos.

A reagdo imuno-histoquimica do IFN-y foi realizada utilizando o clone 4SB3, em
plataforma automatizada BenchMark GX THC/ISH Staining (Ventana Medical Systems, Inc.,
Tucson-AZ). Avaliou-se a expressdao de IFN-y apenas em células tumorais. A imunoexpressao
de IFN-y em linfécitos ou demais células imunes associadas as células tumorais também nao
foi considerada neste estudo. A marcag¢do tumoral intracelular de qualquer intensidade foi
considerada como positiva e a auséncia de marcacao tumoral como negativa. A expressao de

IFN-y foi agrupada em casos positivos € negativos.
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3.1 Critérios de Inclusao

Os pacientes foram selecionados a partir de banco de dados e arquivo de
laboratdrio particular de patologia cirtirgica da cidade de Fortaleza, Ceard, Brasil, que foram
diagnosticados com meningioma de qualquer grau ou subtipo morfologico e que
apresentavam informagdes clinicas devidamente reportadas em formuldrios de solicitagao
para realizacdo de estudo anatomo-patologico, além de possibilidade de contato para obtencao

de informagdes sobre recidiva tumoral e 6bito relacionado a doenca.

3.2 Critérios de Exclusio

Foram excluidos pacientes que ndo apresentavam disponibilidade de tecido
tumoral suficiente para analise imuno-histoquimica, registros inadequados de informacdes
clinicas, que ndo receberam tratamento padrdo com cirurgia e/ou radioterapia ou que nado foi

possivel realizar contato para obtencdo de novas informagdes.

3.3 Analise de Dados

Os dados foram tabulados no Microsoft Excel e exportados para o software
Statistical Packcage for the Social Sciences (SPSS) versao 20.0 para Windows, no qual as
analises foram realizadas com intervalo de confianga de 95%. Foram expressas as frequéncias
absolutas e percentual de cada varidvel as quais foram cruzadas por meio dos testes exato de
Fisher ou qui-quadrado de Pearson, além do teste de Long-Rank Mantel-Cox e regressao de

Cox.

3.4 Aspectos Eticos

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de ética e pesquisa da UFC -
Universidade Federal do Ceara/PROPESQ-UFC, CAAE: 99578718.8.0000.5054, em 22 de
outubro de 2018.0 investigador principal e os demais colaboradores envolvidos no projeto
utilizaram os dados provenientes dessa pesquisa apenas para os fins descritos e cumpriram
todas as diretrizes e normas regulamentadoras descritas na Resolugdo N°® 466/12 do Conselho

Nacional de Satude e suas complementares, no que diz respeito ao sigilo e confidencialidade
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dos dados coletados. Ressalta-se que a divulgag¢do das informacgdes coletadas ocorreu somente

de forma andénima.

3.5 Local do Estudo

Laboratério particular de patologia cirurgica da cidade de Fortaleza, Ceard,

Nordeste, Brasil.
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4 RESULTADOS

Os pacientes com tumores primarios que ndo recidivaram corresponderam a
78,5% do total de casos estudados, os pacientes que tiveram tumores recidivados
corresponderam a 21,5%. Os pacientes analisados tinham idade mediana de 55 anos, minima
de 25 anos e maxima de 82 anos. Os tumores grau I corresponderam a 79,6%, grau Il a
16,1%, grau I1I a 4,3%. A doenga predominou em mulheres, correspondendo a 71% dos casos.

A localizacao mais prevalente foi em lobos cerebrais, 52,7% dos casos (tabela 2).

Tabela 2—Visdo geral dos pacientes portadores de meningioma com distribuicdo de variaveis

clinicas e morfoldgicas (N =93).

Total
N %

Tumor

Tumores recidivados 20 21,5

Tumores nao-recidivados 73 78,5
Idade

Até 55 47 50,5

>55 46 49,5
Sexo

Feminino 66 71,0

Masculino 27 29,0
Localizacao

Lobos cerebrais 49 52,7

Meninges 5 5,4

Esfenoide 4 4,3

Extra-axial 7 7,5

Extra-dural 3 3,2
Bulbo / goteira olfatéria 5 5,4

Nao informada 20 21,5
Grau histologico

I 74 79,6

II 15 16,1

11 4 43

Grau histolégico
Baixo grau — grau | 74 79,6
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Alto grau — graus Il e III 19 20,4

Fonte: Elaborada pelo autor.

Dos meningiomas grau I, o subtipo morfologico mais comum foi o meningotelial
com 47,3% do total de casos, seguido por fibroso com 14,0%, psamomatoso e transicional
com 6,5% cada (grafico 1, figura 2) , metaplasico com 3,2% e angiomatoso com 2,2%. Os
meningiomas atipicos corresponderam a 16,1% do total de casos. Os meningiomas papiliferos

e anaplasicos (figura 3), ambos graus III, corresponderam a 4,3% dos casos.

Grafico 1 - Distribuicao dos pacientes do estudo por subtipos morfoldgicos.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 2 - Fotomicrografia de Meningiomas grau I, subtipos meningotelial (A), fibroso

(B), psamomatoso (C) e transicional (D).
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Coloragao HE, aumento intermediario 200x. Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 3 - Analise de variaveis clinicas ¢ sua relagdo com a taxa de recidiva tumoral em

pacientes portadores de meningiomas.

Recidiva
Total Nao Sim Valor de
p
n | % n | % n | %
Idade
Até 55 47 50,5 37 50,7 10 50,0 0,95
>55 46 49,5 36 49,3 10 50,0
Sexo
Feminino 66 71,0 56 76,7* 10 50,0 0,02
Masculino 27 29,0 17 23,3 10 50,0
*
Localizagao
Lobos cerebrais 49 52,7 37 50,7 9 51,9 0,38
Meninges 5 5,4 4 5.5 1 9.1
Esfenoide 4 4,3 4 5,5 0 0,0
Extra-axial 7 7,5 6 8,2 1 33
Extra-dural 3 3,2 3 4,1 0 0,0
Bulbo / goteira 5 5,4 5 6,8 0 0,0
olfatéria
Nio informada 20 21,5 14 19,2 6 9,7

*p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson.Fonte: Elaborada pelo autor.

Observou-se que o sexo influenciou na taxa de recidiva dos tumores. Do total de
pacientes que ndo apresentavam recidiva tumoral 76,7% eram do sexo feminino e apenas
23,3% eram do sexo masculino (p: 0,02; tabela3). Quando comparamos o grau dos
meningiomas ¢ sua relacdo com o sexo dos pacientes, também encontramos a influéncia do
sexo. Do total de pacientes do sexo masculino analisados, 37% exibiam tumores grau II e
7,4% tumores grau III; do total de pacientes do sexo feminino, 7,6% apresentaram tumores

grau II e 3,0% tumores grau III(p: 0,001; tabela 4).

Tabela 4 - Andlise comparativa entre o grau dos meningiomas e sua relagdo com o sexo dos

pacientes.
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Total Sexo
Feminino | Masculino |P-valor
Grau histologico I 74 59 15 0,001

79,6% 89,4%* 55,6%

II 15 5 10

16,1% 7,6% 37,0%%*

I 4 2 2

4,3% 3,0% 7,4%%*

*p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson.Fonte: Elaborada pelo autor.

A associagdo entre recidiva tumoral e indice mitdtico mostrou que, do total de
pacientes que recidivaram, 60,0% apresentaram pelo menos 1 figura de mitose ou mais em 10
campos de grande aumento tiveram recidiva da doenca (p: < 0,001; figura 4; tabela 5). Os
tumores que recidivaram também apresentaram outras caracteristicas morfoldgicas
relevantes:presenca de macronucléolo em 25% dos casos (p: 0,001) e presenga de necrose em
30% dos casos (p: 0,02; figura 4; tabela5).

A infiltragdo de parénquima cerebral também foi outro critério que se
correlacionou com recidiva da doenga, estando presente em 20% do total de casos recidivados
(p: 0 001). O pleomorfismo,quando presente em qualquer grau (leve, moderado ou intenso),

mostrou 35% de taxa de recidiva tumoral (p-valor: 0 001; tabela 5).

Figura 4 -Fotomicrografia de alteracdes morfoldgicas de meningiomas que conferiram

pior prognostlco necrose tumoral (A) e ﬁguras de mitose (B)
' T *a

Colora(;ao HE aurnento 1ntermedlar10 200x(A) maior aumento 400X(B) . Fonte: Elaborada pelo autor

Tabela 5 - Andlise de variaveis morfoldgicas e sua relacdo com a taxa de recidiva tumoral em

pacientes portadores de meningioma.

Recidiva

Total Niao Sim p-
valor

n | % n | % n | %
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Indice mitotico

0 céls 72

>0 céls 21
Invasdo parénquima
cerebral

Nao 88

Sim 5
Macronucleo

Nao 86

Sim 7
Necrose

Nao 80

Sim 13
Pleomorfismo

Ausente 83

Leve 4

Moderado 5

Intenso 1
Pleomorfismo

Ausente 83

Presente 10

77,4
22,6

94,6
5,4

92,5
7,5

86,0
14,0

89,2
43
5.4
1,1

89,2
10,8

64

S~ N

70
3

87,7*
12,3

98,6*
1,4

97,3*
2,7

90,4*
9,6

95,9*
2,7
1,4
0,0

95,9%
4,1

— B~ DN

13
7

40,0
60,0*

80,0
20,0*

75,0
25,0%

70,0
30,0%*

65,0
10,0*
20,0*

5,0

65,0
35,0%*

<0,001

0,001

0,001

0,02

0,001

<0,001

*p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson.Fonte: Elaborada pelo autor.

O grau tumoral mostrou correlagdo com taxas de recidiva. Do total de pacientes

com tumores recidivados, 40% eram grau II e 20% grau III (p: 0,001; tabela 6). Do total de

pacientes com tumores que nao recidivaram, 90,4% eram meningiomas grau I e 9,6% eram

grau II. Todos os meningiomas grau I1I deste estudo recidivaram (tabela 6).

Tabela 6 - Analise de subtipos morfolégicos e grau tumoral ¢ sua relacdo com a taxa de

recidiva tumoral em pacientes portadores de meningioma.

Recidiva

Total

Nao

Sim

p_
valor

n |

%

n

%

n

%



26

Subtipo morfologico

Anaplasico 3 3,2 0 0,0 3 15,0 <0,00
1
Angiomatoso 2 2,2 2 2,7 0 0,0
Atipico 15 16,1%* 7 9,6 8 40,0%*
Fibroso 13 14,0 13 17,8* 0 0,0
Meningotelial 44 473 38 52,1% 6 30,0
Metaplasico 3 3,2 3 4,1 0 0,0
Papilifero 1 1,1 0 0,0 1 5,0
Psamomatoso 6 6,5 5 6,8 1 5,0
Transicional 6 6,5 5 6,8 1 5,0
Grau histolégico
1 74 79,6 66 90,4* 8 40,0 <0,00
1
II 15 16,1 7 9,6 8 40,0%*
III 4 43 0 0,0 4 20,0
Grau histolégico
I 74 796 66 90,4% 8 40,0  <0,00
1
11/ 11T 19 20,4 7 9,6 12 60,0%*

*p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson.Fonte: Elaborada pelo autor.

Em relagdo ao tempo livre de progressdao de doenca (TLPD) durante o periodo de
realizagdo do estudo, os pacientes que tinham recidiva de doenga tiveram menor tempo, média
de 21 meses, comparado com os pacientes que ndo tiveram recidiva, média de 73 meses (p-
valor: < 0,001; tabela 7). No presente estudo, os pacientes do sexo masculino apresentaram
pior TLPD, média de 42 meses, em comparacao com as mulheres que tiveram média de 71
meses (p-valor: 0,01; tabela 7). A presenga de necrose também diminuiu o TLPD, média de 50
meses (p-valor: 0,01; tabela 7). Os pacientes que apresentaram invasdo de parénquima
cerebral ¢ atividade mitotica também tiveram reducdo de TLPD, média de 29 e 42 meses,
respectivamente (p-valor:< 0,001; tabela 7). A presenca de macronucléolo, na analise
morfologica, também conferiu reducdo de TLPD com média de 45 meses (p-valor: 0,01;
tabela 7). O critério de hipercelularidade tumoral apontou média de 23 meses (p-valor: 0,004).
A presenca de pleomorfismo também indicou piora do TLPD, com média de 40 meses (p-
valor:<0,001; tabela 7).

Tabela 7-Analise de variaveis clinicas e morfologicas, € sua relagdo com o tempo médio livre

de progressao de doenca (TLPD) em meses em pacientes portadores de meningiomas.

Tempo livre de progressio de doenca
MédiatEPM | IC 95%
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Toda a amostra

Tumor
Tumores recidivados
Tumores nao-

recidivados
Sexo
Feminino
Masculino
indice mitético
0 céls
>0 céls
Invasao parénquima

cerebral

Nao

Sim
Macronucleo

Nao

Sim
Necrose

Nao

Sim
Hipercelularidade

Nao

Sim

Pleomorfismo
Ausente
Presente

Grau histolégico
I
I/ 11
Imunoexpressao de IFN
Nao
Sim

67,02+3,48

21,234+4,32
73,75+3,29*

71,85+3,66*
42,74+3,00

73,53£3,76*
42,32+6,20

68,75+3,53*
29,00+1,96

70,93+3,13*
45,57+8,42

69,03+3,72*
50,14+8,62

67,50+3,49*
23,00+,00

71,05+3,56*
40,00+7,65

74,15+3,50*
37,46£5,91

65,30+4,26*
70,55+4,33

60,19-73,84

12,77-29,70
67,30-80,21

64,68-79,02
36,87-48,62

66,16-80,89
30,17-54,47

61,83-75,68
25,16-32,84

64,79-77,07
29,06-62,08

61,75-76,31
33,24-67,04

60,67-74,34
23,00-23,00

64,08-78,02
25,00-55,00

67,29-81,02
25,88-49,04

56,96-73,64
62,07-79,03

<0,001

0,010

<0,001

<0,001

0,010

0,011

0,004

<0,001

<0,001

0,228

*p<0,05, teste de Long-Rank Mantel-Cox.Fonte: Elaborada pelo autor.

Os pacientes com meningioma de baixo grau, grau I, tiveram TLPD, média de 74

meses, contra média de 37 meses dos pacientes com meningioma de alto grau, grau II e III,

(p-valor:<0,001) (tabela 7). A curva de Kaplan-Meier corrobora este dado, relacionando os

pacientes sem recorréncia da doencga no estudo e o TLPD por grau histologico, destacando
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que pacientes com tumores grau III, t¢tm menor TLPD, seguidos pelos tumores grau II e pelos

tumores grau I (grafico 2).

Grafico 2 — Curva de Kaplan-Meier relacionando os pacientes sem recorréncia da

doenga no estudo e o tempo livre de progressao de doenga por grau histologico.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nao houve imunoexpressao de PD-L1 em nenhum dos 93 casos analisados,

avaliando-se os dois clones utilizados. As reagdes imuno-histoquimicas foram validadas com
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controles externos positivos e protocolos especificos seguidos para cada anticorpo testado

(figuras 5 e 6).
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Figura 5 —Fotomicrografia de meningiomas mostrando auséncia de imunoexpressdo para PD-
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Técnica de imuno-histoquimica para PD-L1. Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 6 - Fotomicrografia de controle externo utilizando

tecido placentario por reagdo imuno-histoquimica com

anticorpo  anti-PD-L1  (marcagdo  membranar e

circunferencial completa).

Técnica de imuno-histoquimica para PD-L1. Fonte: Elaborada pelo autor

Dos 93 pacientes avaliados, 21 deles (22,6%) apresentaram imunoexpressdo de
IFN-y(figura 7). Observou-se ainda que do total de pacientes com imunoexpressao positiva

para este marcador, 52,4% eram do sexo feminino (p: 0,03; tabela 8).



31

Figura 7 - Fotomicrografia de meningioma exibindo intensa

e difusa imunoexpressdo de IFN-y em células tumorais.

Técnica de imuno-histoquimica para IFN-Yy. Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 8 - Andlise da imunoexpressdao de IFN-y e sua relagdo com varaveis clinicas em

pacientes portadores de meningioma

IFN-y
Nao | Sim | p-valor
Idade
Até 55 37 51,4% 10 47,6% 0,761
>55 35 48,6% 11 52.4%
Sexo
Feminino 55 76,4%* 11 52.,4% 0,033
Masculino 17 23,6% 10 47,6%*
Localizacao
Lobos cerebrais 40 55,5%* 9 42.3% 0,014
Meninges 5 6,9% 0 0,0%
Esfenoide 4 5,6% 0 0,0%
Extra-axial 2 2,8% 5 23,8%*
Extra-dural 3 4.2% 0 0,0%
Bulbo / goteira olfatoria 5 6,9%* 0 0,0%
Nao informada 13 18,1% 7 33,9%%*

*p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson. Fonte: Elaborada pelo autor.
O presente estudo constatou que do total de tumores com imunoexpressao de IFN-

Y, a maioria se localizava em topografia de lobos cerebrais (42,3%) quando comparada com
todas as outras topografias (p: 0, 014; tabela 8).

A imunoexpressdo de IFN-y também se relacionou com auséncia de pleomorfismo
nas células tumorais, revelando que este marcador confere melhor diferenciacdo e menor grau

tumoral. Do total de pacientes que apresentavam imunoexpressao de IFN-y, 85,7% nao
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exibiam pleomorfismo celular e 14,3% exibiam apenas pleomorfismo leve. Nenhum dos
tumores com pleomorfismo moderado ou acentuado apresentou imunoexpressao de IFN-y (p:
0,04; tabela 9).

Apesar de ndo haver significincia estatistica na relagdo entre a imunoexpressao de
IFN- y e as varidveis de grau dos meningiomas e subtipos morfoldgicos, destaca-se que do
total de pacientes que apresentavam imunoexpressao de IFN- y, 71,4% foram meningiomas
grau I, 28,6% foram meningiomas atipicos. Nenhum dos tumores grau III apresentaram
imunoexpressao de IFN-y (p: 0,13; tabela 9). Dos tumores grau I, os subtipos meningotelial e
fibroso foram os que mais expressaram IFN-y com 33% e 19% respectivamente (p: 0,57;

tabela 9; grafico 3).

Tabela 9 - Analise da imunoexpressao de IFN-y e sua relacdo com varaveis morfologicas em

pacientes portadores de meningioma.

IFN
Niao Sim p-valor
n % n %
Indice mitético
0 céls 58 80,6 14 66,7 0,18
>0 céls 14 19.4 7 333
Invasdo parénquima cerebral
Nao 68 94,4 20 95,2 0,887
Sim 4 5,6 1 4,8
Macronucleo
Nao 67 93,1 19 90,5 0,693
Sim 5 6,9 2 9,5
Necrose
Nao 64 88,9 16 76,2 0,14
Sim 8 11,1 5 23,8
Hipercelularidade
Nio 71 98,6 21 100,0 0,587
Sim 1 1,4 0 0,0
Pleomorfismo
Ausente 65 90,3* 18 85,7 0,044
Leve 1 1,4 3 14,3*
Moderado 5 6,9 0 0,0
Intenso 1 1,4 0 0,0

Subtipo morfologico



Anaplasico
Angiomatoso
Atipico
Fibroso
Meningotelial
Metaplasico
Papilifero
Psamomatoso
Transicional
Grau histologico
I
II
I
Grau histolégico
I
11/ 111

O © = W

WD D = N

59
13

4,2
1,4
12,5
12,5
51,4
2,8
1,4
6,9
6,9

81,9
12,5
5,6

81,9
18,1

—_——= O = 3 kN = O

0,0
4,8
28,6
19,0
33,3
4,8
0,0
4,8
4,8

71,4
28,6
0,0

71,4
28,6

33

0,571

0,136

0,293

*p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson.Fonte: Elaborada pelo autor.

Grafico 3 — Imunoexpressao de IFN-y nos subtipos morfoldgicos de meningiomas

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Do total de casos que recidivaram, cerca de 85% ndo exibiam imunoexpressao de

IFN- y(p-valor: 0,36; tabela 10). Este resultado também nao mostra significancia estatistica.

Tabela 10 - Andlise da imunoexpressdao de IFN-y e sua relacdo com a taxa de recidiva tumoral

em pacientes portadores de meningioma.

Recidiva
Total | Niao | Sim | p-valor
IFN- vy
Nao 72 77,4% 55 75,3% 17  85,0% 0,360
Sim 21 22,6% 18 24.7% 3 15,0%

*p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson.Fonte: Elaborada pelo autor.

Ressalta-se ainda que, neste estudo, os casos que apresentaram expressao de IFN-
y tiveram média de 71 meses de TLPD, contra 65 meses dos casos que ndo apresentavam

imunoexpressao deste marcador (p-valor: 0,228; tabela 7).

Quando se considera a imunoexpressao de IFN-y como varidvel de entrada
forcada (variavel que, mesmo nao influenciando significativamente o desfecho de sobrevida
livre de progressdo de doenga, apresenta-se como foco de estudo), encontrou-se que a
auséncia da expressdo deste marcador relaciona-se com aumento do risco de progressdo de
doenca em até 3,46 vezes (p- valor: 0,01;tabela 11). A curva de Kaplan-Meier corrobora este
dado, relacionando os pacientes sem recorréncia da doenga no estudo ¢ o TLPD por
imunoexpressao de IFN-y, destacando que pacientes com expressao deste marcador tem maior

TLPD (grafico 4).

Tabela 11 - Analise multivariada de variaveis clinicas e morfologicas, utilizando o IFN-y

como variavel de entrada for¢ada para o risco de progressdo de doenga.

p- HR IC 95%
valor
Risco de progressao de doenga
Sexo (masculino) 0,623 1,37 0,39 4,73
Indice mitético (>0) 0,482 1,96 0,30 12,75
Invasdo do parénquima cerebral (Sim) 0,595 1,48 0,35 6,23
Macronucleo (Sim) 0,383 0,43 0,06 2,86
Necrose (Sim) 0,692 1,30 0,35 4,79
Hipercelularidade (Sim) 0,375 3,00 0,27 33,94

Pleomorfismo (Presente) 0,358 2,26 0,40 12,89
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Subtipo morfoldgico (anaplasico / atipico) 0,474 3,26 0,13 82,87
Grau histolégico (II/1IT) 0,306 7,79 0,15 396,31
Risco de progressao de doenca com INF
Sexo (masculino) 0,392 1,52 0,58 3,94
Indice mitético >0) 0,623 1,49 0,30 7,31
Invasdo do parénquima cerebral (Sim) 0,965 0,98 0,33 2,89
Macrontcleo (Sim) 0,478 0,63 0,18 2,23
Necrose (Sim) 0,288 1,71 0,64 4,56
Hipercelularidade (Sim) 0,420 2,00 0,37 10,78
Pleomorfismo (Presente) 0,353 1,73 0,54 5,51
Subtipo morfologico (anaplasico / atipico) 0,482 2,19 0,25 19,47
Grau histologico (II/11T) 0,127 8,33 0,55 126,77
IFN (Ausente) 0,012  3,46* 1,31 9,15

*p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson.Fonte: Elaborada pelo autor.

Gréfico 4: Curva de Kaplan-Meier relacionando os pacientes sem recorréncia da

doenca no estudo e o tempo livre de progressdo de doenca por imunoexpressao de

IFN-y.
1,07 IFN
0.8
&= 05
a3
g 074
r
| =
& 06
(5]
@
= 054
£
a
w04
w
8
e 0,37
a9
502
S 02
0.1
0.0
I I I | T | T T I
0 12 24 k3 48 &0 72 84 &

Tempo livre de recorréncia (meses)

Fonte: Elaborado pelo autor.



36
5 DISCUSSAO

O presente estudo confirma o perfil epidemioldgico ja amplamente relatado na
literatura dos meningiomas (JAASKELAINEN et al., 1986), revelando uma faixa etaria de
idade mediana de 55 anos com prevaléncia em sexo feminino (71% dos casos; tabela 2). Os
tumores grau I corresponderam a 79,6%, grau II a 16,1%, grau III a 4,3%, corroborando a
afirmag¢do de Cordera et al. (2002) de que a maioria dos casos ¢ de tumores grau I, em relagao
aos tumores grau II e grau III (tabela 2 e 4; grafico 1). O subtipo morfolégico mais comum
também estd em acordo com os estudos sobre meningiomas que ressaltam a maior freqiiéncia
do subtipo meningotelial (KLAEBOE et al., 2005).

O estudo confirmou que diversos critérios clinicos € morfologicos relacionam-se a
um pior prognostico com maiores taxas de recidiva e reducao da sobrevida livre de progressao
de doenca (tabelas 3, 5,6 e 7). Estes critérios ja sdo fortemente estabelecidos como critérios de
malignidade em meningiomas (PERRY et al., 1997).

O indice mitotico ¢ um forte critério de atipia em meningiomas (MAIER et al.,
1992), neste estudo, esteve relacionado a recidiva e menor sobrevida livre de progressdo de
doenca (tabelas 5 e 7). A infiltracdo de parénquima cerebral também foi outro critério de
impacto prognostico, o que também estd de acordo com a edicdo da OMS 2016 que orienta
que tumores apresentando infiltragcdo do parénquima cerebral j4 sejam classificados como
tumores grau II (tabelas 5 e 7), independente de outros critérios (DAVID et al., 2016). A
presenca de macronucléolo, necrose, pleomorfismo moderado ou intenso e aumento da
celularidade, também foram relacionadas com pior prognéstico e confirmam que estes
aspectos morfoldgicos devem ser amplamente avaliados no estudo histopatologico destes
tumores, como evidenciado nas tabelas 5, 6 ¢ 7(JAASKELAINEN et al., 1986; PERRY et al.,
1997; MAIER et al., 1992).

O grau tumoral encontra-se claramente relacionado ao prognostico dos pacientes
(PERRY et al., 1999); neste estudo, todos os casos de meningiomas grau III recidivaram e
53,3% dos tumores grau II também recidivaram quando comparados com apenas 10% dos
tumores grau I (tabelas6 e 7, grafico 2).

O pior progndstico em pacientes do sexo masculino também esta de acordo com a
literatura, a qual mostrava que estes casos ja apresentavam maiores taxas de mitose e
proliferacdo celular quando comparados com a populagdo feminina (MATSUNO et al., 1996).

Os pacientes do sexo masculino avaliados neste estudo tiveram maior percentual de tumores
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de alto grau, além de elevadas taxas de recidiva e menor sobrevida livre de progressdo de
doenga (tabelas 3,4 ¢ 7).

Trabalhos como os de Parsa et al. (2007) e Nduom et al. (2016) mostraram que o
PD-L1 foi encontrado expresso em glioblastoma, bem como em meningiomas de alto grau,
elevando a possibilidade de inibicdo do ponto de checagem imune nos tumores do sistema
nervoso central para os quais ensaios clinicos estdo em andamento (DU et al., 2015).

Estudos por imuno-histoquimica avaliaram a expressdo de PD-L1 em células
tumorais e concluiram que a maior expressao de PD-L1 no tumor e no microambiente tumoral
se correlaciona com progndstico pior e tempo de sobrevida reduzido e/ou maior grau tumoral
(GAO et al., 2009; WU et al., 2006).Alguns ensaios clinicos recentes de agentes visando PD-
1 ou PD-L1 demonstraram regressdo tumoral duravel e estabilizagdo prolongada da doenca
em pacientes com carcinoma pulmonar ndo-pequenas células, melanoma, carcinoma de
células clara renal e Linfoma de Hodgkin (GERLINGER et al., 2012; TUMEH et al., 2014,
MATSUSHITA et al., 2012; YADAV et al., 2014; GUIDOBONI et al., 2001).

Nosso estudo, contudo, ndo detectou imunoexpressao de PD-L1 em nenhum dos
93 casos analisados.

Wang et al.(2018) estudaram a imunoexpressdo de PD-L1 em tumores
relacionados a neurofibromatose tipo 1 e 2, analisando um total de 10 meningiomas de grau
nado especificado em portadores de neurofibromatose tipo 2. Este estudo trabalhou com blocos
de TMA e realizou reagdes imuno-histoquimicas com dois clones de anticorpos anti-PD-L1
(clones SP142 e E1L3N), considerou como sendo positivo 0s casos que apresentaram mais de
5% de expressdo membranar de PD-L1 em células tumorais. Os resultados mostraram
imunoexpressao de PD-L1 em 4 dos 10 casos para o clone SP142 ¢ em 2 para o clone E1L3N.
Estas divergéncias em relacdo ao nosso estudo parecem estar associadas a diferenga de clones
utilizados e ao fato da amostragem de meningiomas selecionados serem todos relacionados a
portadores de neurofibromatose e apresentarem populacdes significativas de linfocitos
infiltrantes tumorais, que também foram contabilizados por este grupo de pesquisadores.

Em contraste, Du ef a/.(2014) encontraram alta expressdo da proteina PD-L1 em
cerca de 40% de grau I, 60% de grau II e 80 de grau III. Este estudo detectou a presenca de
RNAm relacionado ao PD-L1 pela técnica de RT-PCR com extracdo de RNA de amostra de
meningiomas de diversos graus congeladas, além da pesquisa da imunoexpressdo da proteina

PD-L1 pela técnica de immunoblot. Estas diferencas na imunoexpressao de PD-LI1
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encontradas podem refletir a necessidade de se utilizar técnicas moleculares mais acuradas
que reflitam a real expressao desta proteina.

Aponta-se ainda o fato deste estudo ter utilizado a técnica de representacdo de
material por TMA, onde algumas areas representativas do tumor sdo selecionadas para
realizagao das reagdes imuno-histoquimicas, pode haver viés de amostragem na analise dos
tumores, tendo em vista que apenas uma 4rea serd sujeita a analise e ndo toda a extensao
tumoral.

Um relatorio publicado recentemente mostrou o caso de um paciente com
adenocarcinoma pulmonar metastatico que também apresentava diagndstico de meningioma,
tendo sido tratado com o anticorpo monoclonal anti-PD-L1 Nivolumabe, para o primeiro.
Houve diminui¢do no tamanho do meningioma (GELERSTEIN et al., 2017).

O tratamento de meningiomas com o anticorpo monoclonal anti-PD-L1 foi
relatado em um caso e mostrou diminui¢do significativa no tamanho do tumor (BI et al.,
2016). PD-L1 também foi encontrado expresso em macrofagos infiltrantes em meningiomas,
além das células tumorais (HAN et al., 2016). Isso pode apontar que as populagdes de células
imunes no microambiente tumoral interferem na imunoexpressao do PD-L1.

Em estudo recente, Hao et al. (2019)avaliaram 92 casos de meningiomas de base
de cranio, realizando sequenciamento génico para verificagdo de mutagdes que possam estar
associadas as vias de inibi¢do de checkpoint imunoldgico. Concluiram que os meningiomas
que apresentavam a mutagdo TRAF7 apresentavam maiores niveis de expressao de PD-L1, a
qual foi mensurada por técnicas de imuno-histoquimica e Western blot, afirmando ainda o
papel crucial de vias mutagénicas na supressdo da resposta imune no microambiente tumoral.
Este estudo nos proporciona a reflexdo sobre o papel de diversas vias mutagénicas que
guardam relagdo com os mecanismos de escape imune tumoral e que influenciam na
expressao do PD-L1 e que ainda ndo sdo totalmente elucidadas.

Porém, estudos como os de Aizer et al. (2014) e Wang et al. (2018) mostraram
resultados semelhantes aos nossos, revelando baixa expressao de PD-L1, sugerindo, inclusive,
que a expressao desse biomarcador seja incomum em meningiomas.

Alguns autores chegam a questionar a aplicabilidade da imunoterapia em
meningiomas e argumentam que este tratamento torne-se uma op¢ao excepcional em casos de
meningiomas recorrentes que possuam um rico infiltrado de células T inflamatorias

(CHAMBERLAIN, 2012; JENKINS et al., 2015; AIZER et al., 2014).
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Portanto, a expressdo de PDL1 em células de meningioma e seu papel potencial
na imunossupressao local parecem ndo estd totalmente estabelecida, e sua indicacdo como
tratamento alternativo para meningiomas ainda é controversa (HAN et al., 2016; DU et al.,
2014; Bl et al., 2016; GELERSTEIN et al., 2017).

Verificou-se que o tratamento com IFN-a inibe o crescimento de linhas celulares
de meningioma humano cultivadas in vitro (KOPER et al., 1991). Estudos mostram ainda ser
uma terapia alternativa para meningiomas recorrentes e refratarios. Evidéncias sugerem sua
acdo antiproliferativa, imunomoduladora e antiangiogénica nestes tumores (JONASCH et al.,
2001, KOPER et al., 1991; VON MARSCHALL et al., 2003).

Em um ensaio clinico realizado com meningiomas recorrentes e refratarios grau I
da OMS que realizaram cirurgia e radioterapia, o tratamento com IFN-o demonstrou
sobrevida livre de progressdao de doenca em 6 e 12 meses de 52 e 29% respectivamente
(CHAMBERLAIN; GLANTZ, 2008).

O tratamento atual do meningioma de alto grau utiliza cirurgia citorredutora com
a inten¢do de resseccdo completa, muitas vezes envolvendo mais de uma cirurgia, bem como
radioterapia. Chamberlain et al.(2012) estudaram a utilizacdo de IFN-a no tratamento de
meningiomas de alto grau, mas concluiram nao haver impacto em sobrevida. Outro estudo
realizado em seis pacientes com quadro de meningioma ndo ressecavel e recorrente que
receberam IFN-qo durante cinco dias por semana, um paciente teve menor redu¢do do tumor e
quatro pacientes mostraram doenca estavel que durou até 14 meses (KABA et al., 1997).

Mubhr et al. (2001) realizaram um estudo maior e mais longo com 12 pacientes, no
qual relataram que 9 pacientes tiveram doenga estavel apds tratamento com IFN-a, que durou
até oito anos. Em estudo realizado por Chamberlain e Glantz (2008) com 35 pacientes com
meningioma grau I, que receberam diariamente INF-a subcutaneo, mostrou que dez pacientes
tiveram toxicidade leve, necessitando de reducdo da dose da droga, mas, no geral, a droga era
segura. Vinte e cinco pacientes (74%) apresentaram doenca estdvel com tempo mediano até a
progressdo tumoral de sete meses e apenas nove pacientes (26%) tiveram progressao da
doenga.

O presente estudo mostrou resultados interessantes em relagdo a imunoexpressao
de IFN-y. Apesar de ndo haver significancia estatistica em algumas destas analises realizadas,
provavelmente em virtude do baixo nimero de casos com imunoexpressao para IFN- y
amostrados, parece haver uma tendéncia em considerar a imunoexpressdo do IFN-y como

variavel redutora de risco de recidiva e melhora do tempo livre de progressdo de doenca.
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Observou-se que os pacientes com imunoexpressdo de IFN-y apresentaram
menores taxas de recidiva tumoral e maior tempo livre de progressdo de doenca (tabelas 7, 8,
9 e 10; graficos 3 e 4).

Quando se analisa o IFN-y como varidvel de entrada forcada, destaca-se que a
auséncia da expressdo deste marcador aumenta o risco de progressdo de doenga em 3,46 vezes
(tabela 11; grafico 4).

Constatou-se ainda uma diferenca da imunoexpressdo em relagdo ao sexo do
paciente, mulheres apresentaram maior expressao de IFN-y que homens (tabela 8).
Evidenciou-se também que a maioria dos tumores com imunoexpressao de IFN-y estavam
localizados em lobos cerebrais, 42,3% (tabela 8).

A imunoexpressdo de IFN-y também se relacionou com auséncia de pleomorfismo
nas cé¢lulas tumorais, revelando que este marcador confere melhor diferenciacao e menor grau
tumoral. Do total de pacientes que apresentavam imunoexpressdo de IFN-y, 85,7% nao
exibiam pleomorfismo celular e 14,3% exibiam apenas pleomorfismo leve. Nenhum dos
tumores com pleomorfismo moderado ou acentuado apresentou imunoexpressdo de IFN-
y(tabela 9). Viu-se ainda que do total de pacientes que apresentavam imunoexpressao de IFN-
v, 71,4% foram meningiomas grau I, 28,6% foram meningiomas atipicos. Nenhum dos
tumores grau III apresentaram imunoexpressao de IFN-y (tabela 9; gréafico 3).

Neste estudo, aponta-se que do total de casos que recidivaram, cerca de 85% nao
exibiam imunoexpressao de [FN-y(tabela 8). Ressalta-se ainda que os casos que apresentaram
expressao de IFN-y tiveram média de 71 meses de SLPD, contra 65 meses dos casos que nao

apresentavam imunoexpressao deste marcador (tabela 7).

6 CONCLUSAO
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A expressio de PDL1 em células de meningioma e seu papel potencial na
imunossupressao local ndo estao totalmente estabelecidos e sua indicagdo de terapia anti-PD-
L1 como tratamento alternativo para meningiomas ainda ¢ controversa. Nao se encontrou
imunoexpressao de PD-L1 nos casos analisados, concordando com diversas publicagdes que
sugerem a baixa expressdo de PD-L1 nestes tumores, orientando que o papel da imunoterapia
com anticorpos anti-PD-L1 em meningiomas pode ndo ter aplicabilidade e resultados
favoraveis.

Os pacientes com imunoexpressao de IFN-y apresentaram menores taxas de
recidiva tumoral, maior tempo de sobrevida livre de progressao de doenga. Constatou-se ainda
uma diferenga da imunoexpressdo em relacdo ao sexo do paciente, mulheres apresentaram
maior expressao de IFN-y que homens, e maior expressdo em meningiomas localizados em
lobos cerebrais. A imunoexpressao de IFN-y em células tumorais também se relacionou com
auséncia de pleomorfismo nas células tumorais e menor grau tumoral. Concluimos ser este
um possivel biomarcador em meningiomas, tendo em vista diversas publicagdes, relatorios e

ensaios clinicos que propde a utilizag¢do do interferon como alternativa terapé€utica.
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