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RESUMO

Mutagbes na via KEAP1/NRF2 ocorrem em cerca de 20-30% dos canceres de
pulmao de células ndo pequenas e tém sido associadas a um mau prognostico e
resisténcia a quimioterapicos de primeira linha na doenga. Tumores NRF2/KEAP1
mutantes tém se caracterizado como um subtipo molecular de cancer de pulmé&o,
para o qual ainda ndo se tem uma terapia-alvo disponivel. Por outro lado, pacientes
com cancer de pulmao com alta expressao de PDL1 foram caracterizados como um
subgrupo que responde positivamente a inibidores de checkpoint imunologico (ICl),
tais como os anticorpos monoclonais anti-PDL1 e/ou anti-PD1. Neste contexto, uma
relagdo entre a presengca de mutagées em KEAP1/NRF2 e progndstico em terapia
com ICI foi descrita previamente. Entretanto, ndo temos estudos abrangentes e
funcionais caracterizando a relagdo entre a expressao de PDL1 e o estado de
ativacdo de NRF2 em tumores pulmonares. Assim, neste estudo, avaliou-se a
expressdo de PDL1 em tumores com via KEAP1/NRF2 hiperativa e um possivel
controle dependente de NRF2 da expressdo de PDL1 em cancer de pulmé&o de
células ndo pequenas. Analises in silico de uma coorte de pacientes do The Cancer
Genome Atlas foram utilizadas para avaliar a correlacdo da expressdo de PDL1 e
outro gene de resposta a ICl (CTLA4), ndo demonstrando correlagdo significativa
entre a expressdo dos marcadores imune com a presenca de mutagdes na via
KEAP1/NRF2, expressao de genes alvo, ou de uma assinatura de ativagcao de NRF2
previamente validada. Também avaliamos o conteudo proteico de PDL1, NRF2 e
TXNRD1, por imuno-histoquimica, em uma coorte de pacientes diagnosticados com
cancer de pulmao, demonstrando alta correlacdo entre a expressido e conteudo
nuclear de NRF2 e os niveis de seu gene alvo TXNRD1, mas nenhuma associagao
significativa com PDL1. Além disso, determinamos a expressdo de mRNA de PDL1 e
trés genes-alvos de NRF2, TXNRD1, SLC7A11 e GCLM por RT-gPCR na linhagem
A549 mutante KEAP1 com knockdown de NFE2L2 (NRF2), e em células A549
tratadas com inibidor de NRF2 (ML385). Tanto a inibicdo farmacoldgica quanto o
knockdown de NRF2 nao alteraram a expressdo de PDL1 em células A549. Embora
nao associado a expressido de PDL1, a inibigdo de NRF2 com ML385 inibiu
substancialmente o crescimento clonogénico de células KEAP1 mutadas, indicando
uma dependéncia dessa via para a viabilidade celular. Por fim, concluimos que, se a
via KEAP1/NRF2 confere resposta diferencial a imunoterapia com ICI em céncer de
pulmao de células ndo pequenas, este processo nao parece estar relacionado com a
expressao NRF2-dependente de PDL1 nesse tipo tumoral.

Palavras-chave: PDL1; NRF2; KEAP1; cancer de pulmao.



ABSTRACT

Mutations in the KEAP1/NRF2 pathway occur in approximately 20-30% of non-small
cell lung cancers and have been associated with a poor prognosis and resistance to
first-line chemotherapy in the disease. Mutant NRF2/KEAP1 tumors have been
characterized as a molecular subtype of lung cancer, for which target therapy is still
not available. On the other hand, lung cancer patients with high expression of PDL1
were characterized as a subgroup that respond positively to immune checkpoint
inhibitors (ICl), such as anti-PDL1 and/or anti-PD1 monoclonal antibodies. In this
context, a relationship between the presence of mutations in KEAP1/NRF2 and
prognosis in ICI therapy has been previously described. However, we lack
comprehensive and functional studies characterizing the relationship between PDL1
expression and NRF2 activation status in lung tumors. Thus, in this study, we
evaluated the expression of PDL1 in tumors with a hyperactive KEAP1/NRF2
pathway and a possible NRF2-dependent control of PDL1 expression in non-small
cell lung cancer. In silico analyzes of a cohort of patients from The Cancer Genome
Atlas were used to assess the correlation of PDL1 expression and other ICI response
gene (CTLA4), not demonstrating a significant correlation between the expression of
immune markers with the presence of mutations in the KEAP1/NRF2 pathway, target
gene expression, or a previously validated NRF2 activation signature. We also
evaluated the protein content of PDL1, NRF2 and TXNRD1, by
immunohistochemistry, in a cohort of patients diagnosed with lung cancer,
demonstrating a high correlation between the expression and nuclear content of
NRF2 and the levels of its target gene TXNRD1, but no significant association with
PDL1. In addition, we determined the expression of PDL1 mRNA and three NRF2
target genes, TXNRD1, SLC7A11 and GCLM by RT-gPCR in the A549 mutant
KEAP1 cell line with NFE2L2 knockdown (NRF2), and in A549 cells treated with
NRF2 inhibitor (ML385). Both pharmacological inhibition and NRF2 knockdown did
not alter PDL1 expression in A549 cells. Although not associated with PDL1
expression, inhibition of NRF2 with ML385 substantially inhibited clonogenic growth
of mutated KEAP1T cells, indicating a dependence on this pathway for cell viability.
Finally, we conclude that, if the KEAP1/NRF2 pathway confers a differential response
to ICI immunotherapy in non-small cell lung cancer, this process does not seem to be
related to the NRF2-dependent expression of PDL1 in this tumor type.

Keywords: PDL1; NRF2; KEAP1; lung cancer.
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1INTRODUGAO

O cancer é considerado um importante problema de saude publica, e esta
entre as principais causas de morte no Brasil (INCA, 2020). No contexto mundial,
ocupa a quarta posicdo em causas de morte prematura na maioria dos paises
desenvolvidos, e essa posicao se da devido a aderéncia de habitos associados a
urbanizagdo, como a alimentagéo processada e o sedentarismo (BRAY et al., 2018).
Segundo o Instituto Nacional do Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA), tanto
a incidéncia quanto a mortalidade por cancer estdo aumentando devido ao
envelhecimento e crescimento populacional, assim como a alta prevaléncia de
fatores de risco para cancer em paises desenvolvidos e em desenvolvimento
socioeconémico, como o Brasil.

Porém, cancer é um termo genérico utilizado para intitular um grupo de mais
de 200 diferentes tipos de doencas, caracterizadas pela proliferagao celular
desordenada e que podem afetar diferentes 6rgaos e sistemas. A origem do cancer
se da a nivel celular, a partir de alteragées gendmicas, como a delegao, amplificagéo
ou mutagdo génica. Esse processo € conhecido como iniciagao, alteragdes que
ocorrem em genes supressores tumorais, oncogenes ou genes reguladores do ciclo
celular e podem dar origem as células clonais com proliferacdo descontrolada
(KASTAN; BARTEK, 2004). Além deste, outros dois processos principais estao
envolvidos na origem comum do cancer, sendo eles, a promogéo, onde o clone
celular mutado se prolifera, e a progressdo, quando ocorrem novas alteragbes no
genoma celular combinadas as mudangas no microambiente tumoral e pressao
seletiva (BASU, 2018).

A iniciacdo pode se dar espontaneamente, ou ser induzida por pressdes
ambientais como, por exemplo, agentes mutagénicos. O dano causado ao DNA
interfere no ciclo celular, ativando assim proteinas de checkpoint que param o ciclo
para que possa ser realizado o mecanismo de reparo necessario. Caso o reparo nao
seja possivel, sdo ativadas as vias que desencadeiam a apoptose, ou seja, morte
celular; contudo, quando os danos sao induzidos com uma frequéncia alta, a
replicagdo do DNA pode ocorrer antes que o reparo acontega (KASTAN; BARTEK,
2004). Com a constante exposicdo a agentes promotores, como fatores de
crescimento e hormdnios, a célula mutada prolifera e a instabilidade genémica e a

pressao seletiva do microambiente promovem novos eventos de alteracdes
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genéticas. Neste contexto, a progressao tumoral se torna um processo praticamente
irreversivel, resultando em células malignas com alto potencial de adaptacao,
invasdo e metastizagdo (BASU, 2018). Sendo a adaptacdo um conjunto de
mecanismos que as células tumorais adquirem para sua sobrevivéncia e
proliferagdo, como a sustentagdo da sinalizagao proliferativa, resisténcia a morte
celular, indugdo da angiogénese, imortalidade replicativa e evasdo de supressores
de crescimento (HANAHAN; WEINBERG, 2011; SAHA et al., 2021). Invasao € a
capacidade que as células tumorais adquirem de se moverem, penetrarem outros
tecidos adjacentes, assim como adentrar aos vasos linfaticos e sanguineos, onde
inicia o processo de cascata metastatica (NOVIKOV et al., 2021). A metastizacao,
por sua vez, se refere a capacidade de disseminar células cancerosas de um tumor
primario em determinado 6rgéo, para outros 6rgaos secundarios, envolvendo
diferentes mecanismos celulares (SUHAIL et al., 2019).

De acordo com a estimativa mundial da Agéncia Internacional de Pesquisa
sobre o Cancer, ocorreram 19,3 milhdes de novos casos de cancer no mundo
apenas em 2020, culminando em 10 milhées de mortes. Sendo o cancer de mama o
mais incidente no mundo, com 2.261.419 novos casos, seguido pelo cancer de
pulmao com 2.206.771 casos, representando 11,4% do total, que ocupava até 2018

a primeira posicao em cancer mais comumente diagnosticado (SUNG et al., 2021).

1.1 CANCER DE PULMAO

Apesar de ser 0 segundo mais incidente, o cancer de pulm&o € a principal
causa de morte por cancer no mundo (BARTA; POWELL; WISNIVESKY, 2019).
Segundo dados do Global Cancer Observatory (GLOBOCAN) a estimativa era de
1,8 milhdes de mortes pela malignidade, 18% de todas as mortes por cancer no
mundo, apenas no ano de 2020 (SUNG et al., 2021).

No Brasil, esta entre os cinco tipos de canceres mais incidentes, segundo a
estimativa para o triénio 2023-2025 do INCA com 4,6% do total de casos, estimando
32.560 novos casos apenas no ano de 2023 (INCA, 2022); é o terceiro mais
recorrente em homens, ficando atras apenas do cancer de prostata e célon e reto, e
ocupa a quarta posicdo de recorréncia entre as mulheres, ficando atras dos

canceres de mama, colon e reto e colo de Utero.
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Em sua maioria, os pacientes diagnosticados com cancer de pulmao
possuem entre 65 e 74 anos (INCA, 2022). Este tipo de cancer possui um alto indice
de mortalidade, com uma razdo mortalidade:incidéncia (M/l) de 90%, o que se deve,
principalmente, a dificuldade de diagnosticar o cancer em fases iniciais. Como o
cancer de pulmdo possui uma variedade histologica bastante complexa e
mecanismos heterogéneos de carcinogénese, isso dificulta o seu diagnédstico
precoce, sendo comum o rastreamento do tumor quando em um estadiamento
avangado, ja em fase metastatica (OUDKERK et al., 2021).

Tanto a incidéncia, quanto a mortalidade por cancer de pulmao estédo
fortemente relacionadas ao tabagismo, sendo este o maior fator de risco para
desenvolvimento da malignidade, aumentando em cerca de 40 vezes as chances de
desenvolver a doenga. Além do tabagismo, outros fatores etioldgicos ligados ao
cancer de pulmao sao a predisposi¢cao genética e a exposigdo ambiental, como
poluicdo do ar e microparticulas (HUNG et al., 2008). A incidéncia deste tipo de
cancer diminuiu nos paises desenvolvidos nas ultimas décadas, em fungao da
intensa campanha de controle do tabagismo. Contudo, a incidéncia segue alta nos
paises em desenvolvimento, com um especial aumento entre as mulheres, que
passam a ser um significante grupo de tabagistas nestes paises. Curiosamente, a
mortalidade € maior nos paises em desenvolvimento, em razdo do acesso desigual
aos cuidados de saude, contaminagdo ambiental, atrasos no diagnostico e
tratamento (BARTA; POWELL; WISNIVESKY, 2019).

A sobrevida mediana dos pacientes diagnosticados com cancer de pulméao é
de 22,9% em 5 anos apds o diagnéstico. Quanto mais cedo o paciente for
diagnosticado, maiores as chances de sobrevida, sendo 61,2% para pacientes
diagnosticados na fase inicial, 33,5% para pacientes com linfonodos regionais e
apenas 7% para pacientes com comprometimento de orgaos secundarios.
Infelizmente apenas 19% dos casos de cancer pulmonar sdo diagnosticados no sitio
primario, seguido por 22% com linfonodos regionais, ja a maior parte é
diagnosticada em graus de metastase, configurando 55% dos casos. O cenario de
diagnostico tardio se deve, principalmente, ao fato dos sintomas comuns a outras
doencgas, como a tosse acompanhada ou ndao de sangue, dispnéia, fadiga, dor
toracica, perda de peso e ruido respiratério, dificultando o diagndstico precoce

(SEER, 2022). Sendo a hemoptise, tosse com sangue, o sintoma com maior valor
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preditivo positivo de 2,4% a 7,5%, no entanto apenas um quinto dos pacientes com
cancer de pulmao apresenta o sintoma (ALEXANDER; KIM; CHENG, 2020).

Histopatologicamente, o cancer de pulmao pode ser classificado em dois
subgrupos primarios, o de células pequenas que representa de 10 a 15% dos casos
registrados e o de células ndo pequenas correspondendo 80 a 85% dos casos
(DUMA; SANTANA-DAVILA; MOLINA, 2019).

1.2 CANCER DE PULMAO DE CELULAS NAO PEQUENAS

O Cancer de Pulmado de Células Nao Pequenas (CPCNP) é um tumor
maligno de origem epitelial que pode crescer em diferentes areas entre a traqueia e
a periferia do pulmao, caracterizado como um crescimento e mutagao desordenada
das células epiteliais (KUMAR et al., 2013). Existem trés subdivisdes histologicas
principais para o CPCNP, de acordo com a origem das células tumorais (Figura 1):
Adenocarcinoma, Carcinoma de Células Escamosas e Carcinoma de Células
Grandes; além de, variantes e combinagdes de subtipos clinicos (NOORELDEEN,;
BACH, 2021).

O Adenocarcinoma refere-se ao tumor com inicio nas células epiteliais
alveolares tipo Il (AT2) localizadas no epitélio das vias aéreas menores e locais com
produgcdo de muco, normalmente em areas externas. Este subtipo cresce mais
lentamente e € 0 mais comum na parcela de 10% dos pacientes diagnosticados com
cancer de pulmao nao fumantes. Além de, ser o mais relatado, responsavel por 40%
de incidéncia na populacdo e possuir diferentes subtipos histologicos
(HUTCHINSON et al., 2019). Um subgrupo de adenocarcinomas com classificagao
histologica distinta constitui-se de adenocarcinoma in situ, adenocarcinoma invasivo
de pulméo e adenocarcinoma minimamente invasivo (TRAVIS; BRAMBILLA; RIELY,
2013).

O Carcinoma de Células Escamosas, chamado também de Epidermodide,
representa de 25 a 30% dos casos de CPCNP, e refere-se aos tumores com origem
nas células escamosas que revestem o interior das vias aéreas, na regido central
dos pulmdes e perto dos bronquios (CHABNER; LONGO, 2015).

Por fim, o Carcinoma de Células Grandes é um dos subtipos mais raros de
CPCNP, responsavel por apenas cerca de 10% dos casos, no entanto € um dos

mais agressivos, podendo surgir em qualquer area do pulmao e com disseminacgao
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rapida, € um tumor tipicamente pouco diferenciado e composto por grandes células
com nucléolos grandes e citoplasma abundante (DUMA; SANTANA-DAVILA;
MOLINA, 2019).

Menos comuns, representando juntos uma fatia de 15 a 20% dos casos,
temos subtipos histolégicos menos incidentes como o Carcinoma Adenoescamoso,
Carcinoma Neuroenddcrino de Grandes Células, Carcinoma Sarcomatoide
Pleomorfico e Tumor Carcinoide (SCHABATH; COTE, 2019).

8
o B o Adenocarcinoma (40%)

' L Carcinoma de Células
1 Escamosas (30%)

Cancer de Pulmao
de Células Ndo
Peguenas (85%)

.- | II
| - L ' _

Figura 1 — Classificagao histolégica do Cancer de Pulmao. Classificagdo de acordo com os
subtipos histolégicos de Cancer de Pulmao, e as subdivisbes de Cancer de Pulmao de Células Nao
Pequenas. Fonte: Elaborada pela autora (2022)

Segundo Schabath (2019), além dos subtipos histologicos, com os avangos
em genbmica foi possivel detectar biomarcadores de CPCNP e alteragdes
genéticas, como mutagdes, amplificacbes e rearranjos, que sao exploradas em
terapias direcionadas, auxiliando na escolha do tratamento e no prognéstico do
paciente.

No contexto do CPCNP podemos citar as mutagbes em EGFR e ERBB?2,
Receptores de Tiroquina Quinases (RTKs) que ativam vias centrais para o
crescimento, sobrevivéncia e migragao das células tumorais, PI3K-AKT e RAS-MEK-
ERK, presentes com frequéncias de 10 a 35% e 10 a 15% dos casos
respectivamente; Mutagcdo em DDR2, RTK envolvido na regulagdo do crescimento,

diferenciacdo e metabolismo celular, com frequéncia de aproximadamente 4% do
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casos; Mutagdes no gene KRAS, um dos genes mais repetidamente mutados em
CPCNP, principalmente em adenocarcinomas, frequente em aproximadamente 25%
dos casos, e no gene BRAF, com frequéncia de 1 a 3% dos casos, envolvidos na via
de sinalizagdo RAS/RAF/ERK para regulagdo do crescimento, diferenciacdo e
metabolismo celular, assim como promogéo da sobrevivéncia de tumores; Mutagao
no gene PTEN, um gene supressor tumoral que regula negativamente a via PI3K-
AKT, ao codificar uma fosfatase lipidica; E, mutagdo em PIK3CA, frequente em 2%
dos casos, gene que aumenta a atividade da quinase lipidica e a sinalizagéo
constitutiva da via PI3K-AKT (ZHU et al., 2017). E possivel observar as vias de

sinalizagao mediadas pelos Receptores de Tirosina Quinases na Figura 2.
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Figura 2 — Vias de sinalizagdao mediadas por RTKs. Vias de sinalizagcdo mediadas por receptores
tirosina quinases frequentemente afetadas por alteragées genéticas em céncer de pulmao de células
nao pequenas, resultando em sobrevivéncia, proliferagdo e migragdo das células tumorais. Fonte:
Elaborada pela autora (2022)

Além destas, mutacdes na via do Fator Nuclear Eritréide 2 Relacionado ao
Fator 2 (NRF2), incluindo o seu gene codificante NFE2L2, o seu modulador Proteina
1 associada a ECH do tipo Kelch (KEAP1) e a Culina 3 (CUL3) sao frequentes no
CPCNP, sendo que 26% dos casos desse subtipo histolégico apresentam aumento
da expressdo nuclear de NRF2 (SANCHEZ-ORTEGA; CARRERA; GARRIDO,
2021).
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De acordo com Zhu e colaboradores (2017), além das mutagdes, podemos
citar o rearranjo de ALK, que além de ativar as mesmas vias que EGFR e ERBB?2,
ativa a via JAK-STATS3, central para proliferacdo e crescimento tumoral, frequente
em cerca de 3 a 7% dos casos; E a amplificacdo de FGFR1, que culmina na
sinalizagdo das vias PI3K-AKT e RAS-MEK-MAPK, envolvidas no crescimento e
sobrevivéncia de células cancerosas. As alteragdes genéticas relevantes no CPCNP

estdo demonstradas na Figura 3.
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Figura 3 — Alteragdes genéticas com relevancia em CPCNP. Dados de alteragdes genéticas em
genes comumente alterados e com relevancia diagnostica, terapéutica e/ou prognéstica em CPCNP
provenientes de 1.145 amostras do TCGA. Em vermelho estdo demonstradas as regides com
amplificagdo, em azul as regiées com delegéo, em cinza as regides sem alteragéo, e por fim, as fitas
menores em preto, laranja, verde, bege e marrom representam as regides com diferentes tipos de
mutacgao (inframe, missense, splice e truncating). Fonte: The cBioPortal for Cancer Genomics (2022)

1.3 ESTADIAMENTO

O estagio do tumor no momento do diagndéstico também é muito importante
para o prognostico da doenga, e esta diretamente relacionado a evolugéao clinica do
paciente com CPCNP, todavia em sua grande maioria, esse tipo tumoral é
diagnosticado em estadiamento avancado. O diagndstico é realizado a partir de
exames de imagem, acompanhado de bidpsia e devida analise de um médico
patologista para confirmagdo histoldgica, também requer a definicdo do estagio
tumoral a partir da determinacdo da extensdo do tumor, o que é essencial para a
definicdo da opgao de tratamento do paciente (TRAVIS et al., 2010). Entretanto,
devido aos avancos recentes em biologia molecular, o diagndstico tem sido
complementado por analise molecular, caracterizando cada tipo histoloégico com
suas alteracdbes moleculares, facilitando o encaminhamento do paciente para
terapias direcionadas (IMYANITOV; IYEVLEVA; LEVCHENKO, 2021).
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Existem diferentes alternativas de tratamento para o CPCNP, sendo o
estadiamento e as caracteristicas do tumor no momento do diagnostico as
informagdes decisivas para a escolha da abordagem terapéutica. O progndstico
também €& essencial para o desenvolvimento de um plano de tratamento
individualizado. Existem trés componentes que descrevem a extensao anatémica do
tumor, sendo representados por “T” para a extensao do tumor primario, “N” para
envolvimento de linfonodos e “M” para doenca metastatica. Esses trés componentes
sdo agrupados em subcategorias referentes aos estagios do tumor, como € possivel
observar na Tabela 1, indicando pacientes com progndsticos semelhantes
(TANOUE, 2020).

A classificagao “T” € dividida em TO, T1, T2, T3 e T4, sendo TO quando nao
€ observado tumor primario no exame de imagem, também o carcinoma in situ,
contudo este s6 é diagnosticado apdés a resseccdo tumoral. T1 refere-se aos
tumores com tamanho < 3 cm, sendo T1a <1cm, T1b>1e<2cme T1c >2 e <3 cm.
T2 sao os tumores com tamanho >3 e <5 cm, ou tumor de qualquer tamanho que
invada a pleura visceral, envolva o brdonquio principal, mas ndo a carina ou
demonstre pneumonite e/ou atelectasia obstrutiva que se estenda até o hilo, sendo
T2a>3 a4 cme T2b >4 a5 cm. Tumores T3 possuem tamanho >5 a 7 cm, ou sao
tumores de qualquer tamanho que invadam a parede toracica, pericardio, nervo
frénico ou possuam nodulos satélites no mesmo lobo pulmonar. Por fim, T4 séo
tumores com tamanho >7 cm, ou tumor de qualquer tamanho que invada a gordura
ou estruturas mediastinais, diafragma, envolva a carina ou possua nédulos satélites
em diferentes lobos do mesmo lado (DETTERBECK et al., 2017; HWANG et al.,
2020).

Ja a classificacdo “N” referente aos linfonodos é dividida em NO, N1, N2 e
N3. Sendo NO quando ndo ha a presenca de linfonodos, N1 quando ha linfonodos
peribrébnquicos e/ou hilares em um mesmo lado do pulmado, N2 linfonodos
mediastinais e/ou subcarinais de um mesmo lado e N3 linfonodos mediastinais e/ou
hilares  contralaterais, assim como qualquer linfonodo supraclavicular
(DETTERBECK et al., 2017; HWANG et al., 2020).

A classificagao de metastase “M” é igualmente dividida, em MO e M1, sendo
MO a ndo presenca de metastases distantes e M1 a presenca de metastases
distantes. M1 é subdividida em M1a metastase regional definida como

derrame/nddulos pleurais ou pericardicos malignos, € como nédulos pulmonares
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contralaterais ou bilaterais; M1b doenga metastatica extratoracica solitaria; E, M1c
multiplas metastases extratoracicas, no mesmo 6rgao ou em diferentes 6rgaos
(DETTERBECK et al., 2017; HWANG et al., 2020).

NO N1 N2 N3
T1 A 1B A 1B
T2a IB 1B A 1B
T2b A 1B A 1B
T3 1B A B e
T4 A A B {][e;
M1a IVA VA IVA IVA
M1b IVA IVA IVA IVA
M1c VB VB VB VB

Tabela 1 — Estadiamento do Cancer de Pulmao de Células Nao Pequenas (TNM). Subconjuntos
das categorias T, N e M sédo agrupados em diferentes estagios, porque esses pacientes compartilham
prognostico semelhante. Fonte: Adaptado de The Eighth Edition Lung Cancer Stage Classification
(2017)

1.4 TRATAMENTO

De acordo com a 82 edicdo da Classificagdo do Estagio de Cancer de
Pulmao (TNM), o padrao de estadiamento de CPCNP publicada em 2017, a opgao
de tratamento é definida de acordo com os estagios, pacientes IA e IB, ou seja, com
doencga localizada, sdo indicados para ressecgao cirurgica, sendo que em IB é
levado em consideragdo a possibilidade de quimioterapia adjuvante, isto &, pos
operatéria, quando o tamanho do tumor é >4 cm. Pacientes IIA e IIB sao
encaminhados para ressecgao cirurgica seguida de quimioterapia adjuvante. No
entanto, € comum pacientes com cancer de pulm&o apresentarem resisténcia a
quimioterapia. Essa terapia é utilizada em diferentes cenarios, seja como adjuvante
para reduzir os riscos de recidiva tumoral, paliativa para pacientes com metastase
ou associada a radioterapia e imunoterapia. Hoje, os quimioterapicos mais
amplamente utilizados sdao os compostos de platina, como a Cisplatina e
Carboplatina em associagcdo a outros quimioterapicos citotoxicos como a
Vinorelbina, Gemcitabina, Permetrexede, Irinotecano, Paclitaxel e Docetaxel
(GRIESINGER et al., 2019).

Pacientes IlIA e IlIB sao direcionados para tratamento multimodal,
geralmente envolvendo quimioterapia e radioterapia, sendo que em IlIA ainda é

considerada a lobectomia, dependendo do caso. Por fim, pacientes com
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estadiamento nivel IV sao indicados para terapias direcionadas de acordo com as
mutacdes detectadas, tendo como principal finalidade o controle da doenga,
mantendo a qualidade de vida do paciente, ou seja, tratamento paliativo (ZHU et al.,
2017).

As terapias-alvo ou terapias direcionadas utilizadas na clinica s&o por
exemplo, Erlotinibe, Gefitnibe, Afatinibe e Osimertinibe para pacientes com mutacao
em EGFR, esses medicamentos inibem a fosforilagdo intracelular de EGFR
(YONEDA et al., 2019). Dabrafenibe e Trametinibe para pacientes com mutagdo em
BRAF (PLANCHARD et al., 2017). Crizotinibe e Alectinibe para pacientes com
translocacao em ALK (REMON et al., 2021). E, Sotorasibe aprovado pela ANVISA
em 2022 para pacientes com CPCNP KRAS mutados, mutacdo conhecida ha
décadas, para qual, até entdo, ndo havia sido desenvolvida nenhuma terapia
(SKOULIDIS et al., 2021).

Contudo, além do avancgo das terapias-alvo, recentemente houve um grande
avanc¢o da chamada imunoterapia, principalmente no contexto do cancer de pulméo.
Essa terapia faz uso de anticorpos monoclonais, conhecidos como Inibidores do
Checkpoint Imunoldgico (ICl), e tem como objetivo reativar o sistema imunoldgico
antitumoral. Destacando-se, a imunoterapia anti PD1 (Proteina de Morte Celular
Programada 1) e anti PDL1 (Ligante de Morte Programada 1), uma das
imunoterapias mais consagradas e estudadas na atualidade, conhecida como o
principal avango recente no tratamento do cancer, e que vem sendo considerada
como um novo padrao de tratamento em primeira linha para pacientes com doenca
em estagio inicial ou metastatica (GUO et al., 2020; RUIZ-CORDERO; DEVINE,
2020).

1.5 PDL1

O sistema de vigilancia imunoldgica € a primeira defesa do organismo contra
as células tumorais. A célula cancerosa é reconhecida, ativando uma cascata de
sinalizagcao da resposta imune antitumoral, tendo como finalidade a morte celular.
Todavia, o tumor explora a regulagcdo do sistema imunologico para que nao seja
detectado, mecanismo conhecido como evas&do imunoldgica (CHEN; MELLMAN,

2013). Existem diferentes mecanismos de evas&o imune, dentre eles, a expressao
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seletiva da proteina membranar PDL1 pela célula tumoral (KORNEPATI;
VADLAMUDI; CURIEL, 2022; SUN; MEZZADRA; SCHUMACHER, 2018).

PDL1 é uma proteina codificada pelo gene CD274, expressa na superficie
de células apresentadoras de antigenos, como macrofagos e células dendriticas, e
tem como receptor a proteina PD1 codificada pelo gene PDCD1, expressa na
superficie de células T ativadas (ISHIDA et al., 1992). Fisiologicamente, essas
moléculas tém um importante papel na manutencdo da homeostase imune, ou seja,
a interacdo PD1/PDL1 é um checkpoint da vigilancia imunoldgica, e atuam como
fatores co-inibitdrios na regulacado do sistema imunolégico, diminuindo a proliferagcéo
de células T e/ou interrompendo-a para que células saudaveis sejam preservadas da
resposta citotéxica, minimizando inflamagdes cronicas auto-imunes (ILIE et al., 2018;
OHAEGBULAM et al., 2015).

As células tumorais de diferentes tipos de cancer, como o CPCNP,
expressam seletivamente PDL1 em sua superficie, que interage com o receptor
inibitério PD1 encontrado em linfocitos T. O PDL1, regula negativamente as
atividades citoliticas das células CD4 e CD8 infiltrantes de tumores quando se liga a
PD1, inibindo assim a producdo de citocinas. Dessa forma, as células cancerosas
utilizam essa via de controle para evadir a detecgao, transmitindo um sinal inibitorio
que leva a supressao da via do receptor de células T (TCR), fendbmeno conhecido
como “exaustéo de células T” (CHA et al., 2019; SUN; MEZZADRA; SCHUMACHER,
2018), inibindo o reconhecimento da célula tumoral pelo linfécito T e induzindo
tolerancia de células T especificas. Consequentemente, a resposta do sistema
imune antitumoral é inibida, e as células tumorais continuam a proliferar-se
livremente (ILIE et al., 2018; PARDOLL, 2012).

Isso fez com que PDL1 se tornasse um alvo promissor para imunoterapia,
através da reativacao das respostas imunes antitumorais pela inibicado do checkpoint
PD1/PDL1 (KORNEPATI; VADLAMUDI; CURIEL, 2022), pois foi demonstrado que a
inibicdo da interagdo entre estes potencializou as respostas imunes in vitro
(HERBST et al., 2016). E possivel observar na Figura 4 o mecanismo de agéo dos
inibidores de checkpoint imunoldgico. A partir de entdo, foram desenvolvidos
imunoterapicos (anticorpos terapéuticos) tanto anti-PD1, como Nivolumabe e
Pembrolizumabe, quanto anti-PDL1, como Atezolizumabe e Durvalumabe, que
demonstraram resultados excelentes em ensaios clinicos para diferentes tipos de

cancer, como pulmao, melanoma, renal, entre outros, através da reativacdo das
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células imunes e eliminagao das células tumorais (CORTINOVIS et al., 2016; GUO
et al., 2020; SUN; MEZZADRA; SCHUMACHER, 2018).

A imunoterapia tem se tornado padrao ouro no tratamento de CPCNP, com
resultados encorajadores em termos de taxas de resposta objetiva, tempo de
progressao e sobrevida global, além de perfis de toxicidade menores em relagao a
quimioterapia e radioterapia. Foram realizados diferentes estudos comparando a
sobrevida global de pacientes submetidos a imunoterapia em comparagdo a
quimioterapia, onde a primeira demonstrou melhor eficacia em relagdo a segunda

(HELLMANN et al., 2019).

Inibidores de checkpaint
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Figura 4 — Expressao de PDL1 em células tumorais. Quando PDL1 & expresso na superficie
celular de células tumorais, inibe o sistema apresentador de antigeno, MHC de classe I, ao receptor
de células T, pois se liga ao seu receptor PD1 na superficie do Linfécito T, suprimindo a resposta
imunoldgica antitumoral. Contudo, os inibidores de checkpoint imunolégico se ligam a PD1 ou PDL1
impedindo entdo a interacdo ligante:receptor, permitindo o reconhecimento da célula tumoral pelo

linfécito e resultando em resposta imune antitumoral. Fonte: Elaborada pela autora (2022)

Estudos demonstraram a regressdo tumoral com o bloqueio de PDLA1,
utilizando alguns anticorpos especificos, como Atezolizumabe (BRAHMER et al.,
2012; RITTMEYER et al., 2017). O estudo Keynote-024, com o anticorpo
Pembrolizumabe, um anticorpo monoclonal de IgG4 anti PD1, investigou o seu uso
em primeira linha, associado ou ndo a quimioterapia em pacientes com cancer de
pulmao. Trés anos depois, a atualizacdo do Keynote-024, fase lll, demonstrou que a
sobrevida global a longo prazo e sobrevida livre de progressao dos pacientes

aumentou em comparacao a quimioterapia a base de platina, apresentando taxa de
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sobrevida global de 43,7% em 36 meses, em relagdo aos 24,9% no brago da
quimioterapia (RECK et al., 2019). Aumento da sobrevida global dos pacientes
tratados com Pembrolizumabe em relagdo aos tratados com quimioterapia também
foi observado no estudo Keynote-042, cujos resultados indicam beneficio da
imunoterapia como primeira linha de tratamento para pacientes com CPCNP
localmente avangado, e nao apenas em estagio IV, com doenga metastatica
irressecavel (MOK et al., 2019).

Embora aprovados pela ANVISA, um dos pré-requisitos para indicacdo do
uso destes medicamentos é que o escore de marcagao positiva em Imuno-
histoquimica (IHQ) para PDL1 seja maior que 1% ou 10% no tecido tumoral,
dependendo do tipo de neoplasia e imunoterapicos prescrito (DIGGS; HSUEH, 2017;
GUO et al., 2020). Por exemplo, o Pembrolizumabe em monoterapia, é indicado
para CPCNP com expressdo de PDL1 = 1%, sem alteracbes em EGFR e ALK,
pacientes com essas alteragbes gendmicas devem ter recebido tratamento prévio
direcionado as mesmas antes de serem tratados com o imunoterapico (MOK et al.,
2019).

O método mais consolidado para obtencdo de escore de PDL1 é o
Combined Positive Score (CPS), que identifica a porcentagem de células tumorais e
células imunes infiltradas no tumor marcadas positivamente conforme demonstrado
na Figura 5, sendo <1% = sem expressao de PDL1 (negativo), 1-10% baixa
expressdo de PDL1 (positivo), > 10% alta expressdo de PDL1 (positivo) e = 50%
expressao muito alta de PDL1 (positivo), contudo ainda existe divergéncia entre os
patologistas em relacdo ao método de analise de escore, e comumente patologistas
diferentes utilizam metodologias diferentes, dificultando um consenso na
comunidade médica (DIGGS e HSUEH, 2017).

Q O O Célula tumoral PDL1 positiva O Célula Imune PDL1 positiva
O O Célula tumoral PDL1 negativa Célula imune POL1 negativa
O Q O O O Total de células PDL1 positivas
O CPS = x 100

O Total de células tumorais viaveis

Figura 5 — Método CPS para obtengao de escore de PDL1. O método CPS leva em consideragéo
a soma das células PDL1 positivas, tanto tumorais, quanto infiltrados imunes. Essa soma é dividida
pelo nimero total de células tumorais viaveis, e o resultado € multiplicado por 100, obtendo a
porcentagem de expressdo de PDL1 na amostra/campo. Fonte: Elaborada pela autora (2022)
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1.6 NRF2

NRF2 é uma proteina de 605 aminoacidos, que contém sete dominios
NRF2-ECH altamente conservados, sendo eles Neh1, Neh2, Neh3, Neh4, Neh5,
Neh6 e Neh7, representados na Figura 6. Essa proteina codificada pelo gene
NFE2L2 é um fator de transcricdo responsavel pela ativagdo transcricional de
diferentes genes antioxidantes e de detoxificagdo de xenobibticos, em resposta ao
acumulo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) ou insulto eletrofilico, sendo de
relevante importancia para a homeostase redox (HE; ANTONUCCI; KARIN, 2020;
TONELLI; CHIO; TUVESON, 2018).

Neh1 & um dominio de ligagdo a Enzima Conjugadora de Ubiquitina
(UbcM2), ligada a proliferagao celular, essa interagao regula a estabilidade do NRF2
(PLAFKER et al., 2010); E, associagcao a Small Maf (sMAF), proteina que atua como
fator de transcrigao ligando-se ao DNA e interferindo na regulacao génica (OTSUKI,
YAMAMOTO, 2020). Na regido N-terminal, esta localizado o dominio Neh2, de
ligacdo a KEAP1, também envolvido na degradagao proteossomal de NRF2. Ja o
dominio Neh3, de ligacdo a Proteina 6 de ligacdo ao DNA da Helicase de
Cromodominio (CHDG6) esta localizado na regidao C-terminal, importante para a
ativacao de transcricdo. Neh4 e Neh5 sdo dominios de transativagcédo independentes,
que podem se ligar a ativadores ou repressores, como a Ubiquitina Ligase (HRD1)
(SANCHEZ-ORTEGA; CARRERA; GARRIDO, 2021). O dominio Neh6, de ligacéo a
Proteina Contendo Repeticbes de [B-transducina (BTrCP) esta envolvido na
regulacdo da estabilidade de NRF2. E, o dominio Neh7 interage com o Receptor
Retindico X a (RXRa), um repressor de NRF2 (MENEGON; COLUMBANO;
GIORDANO, 2016; WANG et al., 2013).

WS || Neh2 || ["Nehd NehS = Neh7  Neht | Nehl
DLG ETGE

Figura 6 — Estrutura da proteina NRF2. Os 7 dominios de NRF2 altamente conservados sé&o
chamados dominios Neh. Fonte: Elaborada pela autora (2022)
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A proteina KEAP1, que interage com o dominio Neh2, é o regulador negativo
de NRF2. Essa proteina pertence a familia BTB-Kelch e, em condigdes fisioldgicas,
liga-se ao NRF2 para sua degradagéo. Na via candnica, o NRF2 é expresso a nivel
basal, contudo sua meia vida é curta. No citoplasma, os motivos NRF2 ETGE/DLG
ligam-se aos dominios KEAP1 Kelch, essa ligagdo faz com que a ubiquitina ligase
CUL3/RBX1 E3 se junte ao complexo (KEAP1/NRF2/CUL3), no qual CUL3 atua
como uma proteina “andaime” (do inglés scaffold) que se liga ao dominio BTB de
KEAP1, permitindo a formagdo de um complexo com uma enzima conjugadora de
ubiquitina (E2) (DEBLASI; DENICOLA, 2020). O complexo KEAP1/NRF2/CUL3 tem
como alvo a poliubiquitinagdo e degradagao proteossomal do NRF2, demonstrado

na Figura 7.

(REX1) culs )
—% Ubiquitinagdo @_{@‘?‘”\;
\ 1= .~ i
EROTC0 JIN
| .
| |
- - = .
I./ | F. \I

- )
Wb onr—{Ub) )
b
Fo B
|
b & - -
|/

Degradagio

Transcrigdo de
proteinas antioxidantes

Figura 7 — Via KEAP1/NRF2 em condig¢des fisiolégicas e sob estresse oxidativo. Em condi¢des
fisiologicas NRF2 é expresso constitutivamente, porém é constantemente degradado pela via
ubiquitina-proteassoma de maneira dependente de KEAP1. Quando sob estresse oxidativo KEAP1
sofre mudanca conformacional desfazendo o complexo KEAP1/NRF2/CUL3, assim a degradacdo de
NRF2 é interrompida e 0 mesmo se transloca para o nucleo, atuando como um fator de transcrigao de
genes antioxidantes e citoprotetores. Fonte: Elaborada pela autora (2022)

Na presenga de estresse oxidativo e acumulo de ROS, KEAP1 sofre
oxidorreducao e/ou alquilacdo, em residuos de cisteina altamente reativos, levando
a uma mudanc¢a conformacional, que interrompe a ligagéo Kelch/DLG e faz com que
ela se desligue de NRF2. A degradagcdo de NRF2 é interrompida e os seus niveis

citoplasmaticos aumentam e, com o acumulo no citoplasma, acontece a sua
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translocacao para o nucleo, onde atua efetivamente como fator de transcri¢ao (LIU;
Pl; ZHANG, 2022), ativando a transcricdo de diversos genes alvos, como enzimas
metabolizadoras de farmacos, proteinas antiapoptéticas, reguladores do ciclo
celular, reguladores de proliferacéo, e principalmente proteinas antioxidantes, como
Tiorredoxina Redutase 1 (TXNRD1) proteina que reduz as tiorredoxinas; Familia de
Portadores de Soluto 7 Membro 11 (SLC7A11) um transportador de
cistina/glutamato; Gama-Glutamilcisteina sintetase (GCLM) a primeira enzima
limitante da sintese de glutationa, entre outras. NRF2 possui um mecanismo de
regulacao por feedback positivo, 0 que aumenta a transcricdo de seus genes alvo e
promove uma resposta rapida a qualquer estresse celular, conferindo protecao
celular (BADER et al., 2021; DELGOBO et al., 2021; ZHANG et al., 2021).

No contexto do cancer de pulm&o, o NRF2 desempenha papéis ambiguos,
pré e antitumoral. Em estagios iniciais, NRF2 possui um papel antitumoral, evitando
a carcinogénese pré-maligna, danos ao DNA e mutagdes iniciais do cancer
(ROBERTSON et al., 2020). Porém, em estagios mais avangados atua como pro
carcinogénico, conferindo fendtipo maligno. As células tumorais apresentam
aumento das taxas metabdlicas, hipoxia, disfungcdo mitocondrial e/ou peroxissomal,
bem como crescimento independente de ancoragem, e isso faz com que estejam
constantemente expostas a altos niveis de ROS, sendo assim mutagdes ativadoras
da via NRF2/KEAP1 podem conferir uma condigdo vantajosa para a progressao
tumoral, devido a ativagdo constitutiva de NRF2 e superexpressédo dos seus genes-
alvo citoprotetores (ROBERTSON et al., 2020; SINGH et al., 2021).

De acordo com dados do Atlas Genémico do Cancer (TCGA), cerca de 26%
dos pacientes com CPCNP apresentam mutacdes na via KEAP1/NRF2, elevando os
niveis de NRF2 nuclear, o que esta diretamente ligado a um mau progndstico devido
a alta capacidade metastatica desse subgrupo. Mutagbes com perda de fungcédo em
KEAP1 estdao presentes em cerca de 17% dos Adenocarcinomas e 12% dos
Carcinomas de Células Escamosas. Inversamente, as mutagbes com ganho de
funcdo em NFE2L2, que tipicamente acontecem no dominio ETGE/DLG de NRF2, o
qual interage com o dominio Kelch em KEAP1, sdo mais frequentes em Carcinoma
de Células Escamosas, representando 15% dos casos, e apenas 3% em
Adenocarcinomas (SANCHEZ-ORTEGA; CARRERA; GARRIDO, 2021). Assim,
mutacdes em KEAP1 e NRF2 levam a uma consequéncia em comum: perda da

degradacdo de NRF2 dependente de KEAP1, com acumulo e translocagéo nuclear
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do NRF2 ativo. Ademais, estudos demonstraram que a sobreposicdo da perda de
funcdo de KEAP1 com alteragdes genéticas em EGFR, ALK e/ou KRAS induz
resisténcia as terapias-alvo (DEMPKE; RECK, 2021; HAMMERMAN et al., 2012;
KRALL et al., 2017).

Atualmente, o subgrupo de pacientes mutados na via NRF2 nao possui
diagndstico molecular ou terapia-alvo especifica, sendo submetidos a quimioterapia
e radioterapia convencionais. Contudo, € bem estabelecido na literatura que a
ativacdo desse fator de transcricdo em tumores mutados em KEAP1 ou NFE2L2
confere um fendtipo de resisténcia aos quimioterapicos, bloqueando, por exemplo, a
apoptose mediada pelo estresse do reticulo endoplasmatico (JEONG et al., 2020;
TIAN et al., 2016). A hiperativagcdo de NRF2 resulta em resisténcia a morte celular
nas células cancerosas, diminuindo a sensibilidade dos pacientes com CPCNP aos
compostos de platina, tipicamente usados na primeira linha em CPCNP, conferindo
um maior risco de recidiva apos terapia adjuvante com cisplatina (DELGOBO et al.,
2021; SINGH et al., 2016). Assim, se mostra de grande importancia a identificagéo
de uma terapia-alvo eficaz em pacientes KEAP1/NFE2L2 mutados.

Interessantemente, estudos recentes tém indicado que pacientes com
mutacdes na via KEAP1/NRF2 podem demonstrar beneficio com imunoterapia anti-
PDL1 em alguns tipos de cancer, como melanoma e cancer de pulmao (BEST et al.,
2018; XU et al.,, 2020; ZHU et al., 2018). Contudo, existem divergéncias na
bibliografia, com estudos demonstrando que mutagdes na mesma via levam a
resisténcia aos imunoterapicos e até mesmo diminuigdo da sobrevida dos pacientes
com tumores mutados tratados com imunoterapia, em relacdo aos tumores
selvagens (CHEN et al., 2020; MARINELLI et al., 2020; SCALERA et al., 2021;
SINGH et al., 2021).

Tendo em vista que os estudos sobre a eficacia dos inibidores de checkpoint
imunolégico no CPCNP mutante KEAP1/NRF2 se mostram conflitantes, e levando
em consideracdo a importancia de elucidar essas mutacdées como preditivas de
resposta positiva ou negativa a imunoterapia anti-PD1/anti-PDL1, buscamos no
presente trabalho investigar se a regulacdo da expressao de PDL1 em CPCNP esta
associada com a ativagao da via de sinalizacdo KEAP1/NRF2, com o objetivo de

elucidar essa divergéncia na literatura.
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20BJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar se mutagbes na via KEAP1/NRF2 e hiperativagdo de NRF2

impactam a expresséo de PDL1 em CPCNP.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

l. Investigar a associagcao entre a expressdao de PDL1 (CD274) e as
mutagdes nos genes NFE2L2 e KEAP1 em pacientes com CPCNP;

Il. Correlacionar os niveis da proteina PDL1 com o imunoconteudo de
NRF2 e seu gene alvo TXNRD1 em amostras tumorais de pacientes
com CPCNP;

1. Avaliar o impacto de deplecao ou inibicdo de NRF2 sobre a expressao
de PDL1 (CD274) em linhagem celular de CPCNP KEAP1 mutante.
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3 METODOLOGIA

Inicialmente, foram realizadas analises bioinformaticas de genoma e
transcriptoma de cancer (TCGA), em que foi avaliada a correlagao entre a expressao
de PDL1 e mutacdo na via KEAP1/NRF2 em pacientes com CPCNP. Também
avaliamos a correlacdo de expressado das proteinas PDL1, NRF2 e TXNRD1 por
imuno-histoquimica em amostras tumorais de uma coorte de pacientes
diagnosticados com CPCNP. Por fim, investigamos in vitro a possivel regulagéo de
PDL1 por NRF2, a partir da determinagao de expressdo de mRNA de PDL1 por RT-
gPCR na linhagem A549 mutante KEAP1 com knockdown e inibidor farmacolégico
de NRF2.

3.1 BIOINFORMATICA

3.1.1 Pré-processamento dos transcriptomas, analises de correlagao da
expressao de PDL1 com assinatura de genes-alvos de NRF2

Para analise de correlagcdo de CD274 (PDL1) e assinatura de NRF2 em
CPCNP, foi utilizada uma coorte de amostras de Sequenciamento de RNA (RNAseq)
de CPCNP de 1.145 pacientes do TCGA. Inicialmente, as matrizes de “counts” de
transcritos totais de adenocarcinoma e carcinoma escamoso, assim como
informacdo pareada sobre a presenca/auséncia de mutacbes nos genes de
interesse em cada amostra, foram baixadas com o auxilio do pacote TCGAbiolinks
(COLAPRICO et al., 2016; HOADLEY et al., 2018). Para a normalizacdo dos dados
de transcriptoma, foi utilizado o método TMM (trimmed mean of M-values),
disponivel no pacote EdgeR, o qual elimina os transcritos com baixa expresséo, e
ajusta fatores para normalizagdo do tamanho das bibliotecas do transcriptoma de
cada amostra, de modo a eliminar possiveis diferengas na eficiéncia/profundidade
(“counts” totais) de sequenciamento de RNA de cada amostra, permitindo a
comparagao entre amostras (ROBINSON; MCCARTHY; SMYTH, 2010; ROBINSON;
OSHLACK, 2010). Os “counts” normalizados de cada transcrito foram entao
transformados em logaritmo das contagens/count por milhdo (log2 (cpm + 1)).

Expressao de genes normalizados e dados de mutagcéo dos tumores foram
combinados e usados para estimativa da: i) analise de correlagcdo de Pearson entre
CD274 e niveis de mRNA de genes alvo de NRF2; ii) expressdo de CD274 em
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mutantes KEAP1 versus tumores de pulmao com KEAP1 tipo selvagem no TCGA,; iii)
expressao de CD274 em tumores com expressao alta versus baixa de assinatura de
NRF2. A assinatura de genes alvos transcricionais de NRF2 foi baseada no estudo
de Levings e colaboradores (LEVINGS et al., 2018), os quais selecionaram 32
genes, com regidao promotora ativada por NRF2, cuja alta expressao reflete a
superativagdo de NRF2 em multiplos tipos tumorais. Sao eles: ABCB6, ABCCS3,
AKR1C3, ANXA10, ASF1A, DNAJB4, EPHX1, FECH, FTH1, GCLC, GCLM, GSR,
GSTM3, KEAP1, MAFG, ME1, NAMPT, NECAB2, NQO1, PANX2, PIR, PRDX1,
SLC3A2, SLC7A11, SRXN1, TKT, TLK1, TMTC3, TRIM16L, TXN, TXNRD1,
ZNF746. Para o calculo do valor da assinatura de NRF2 para cada amostra tumoral
(uma estimativa indireta do grau de ativacdo de NRF2), foi calculada a média da
expressao normalizada log2 (cpm+1) dos 32 genes da assinatura, de acordo com o
validado por Levings e colaboradores (LEVINGS et al., 2018).

3.2  IMUNO-HISTOQUIMICA

3.2.1 Obtencao do N amostral

Para esse trabalho, foram utilizadas amostras de tumores pulmonares a
partir de biorrepositério no Laboratério da Faculdade de Medicina (FAMED), da
Universidade de Passo Fundo (UPF), provenientes de 86 pacientes com neoplasia
pulmonar primaria do tipo histolégico CPCNP atendidos no Hospital Sao Vicente de
Paulo (HSVP) em Passo Fundo — RS. As amostras tumorais coletadas (lobectomias
e/ou bidpsias) foram devidamente fixadas em formalina e incluidas em parafina
(FFPE), e previamente caracterizadas histologicamente por método Hematoxilina e
Eosina (H&E) ou IHQ para p63, TTF1, CK5/6 e CK7 nos casos inconclusivos por
H&E. As amostras foram entregues para a equipe executora desta pesquisa ja em
blocos de parafina. Os protocolos de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), Coleta e Armazenagem foram previamente aprovados pelo Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH) da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC) e CEP-HSVP de Passo Fundo via Plataforma Brasil (CAAE
83271317.1.0000.5347). Na ocasidgo da assinatura do TCLE os pacientes
autorizaram o uso das amostras tumorais para estudos futuros mediante aprovagao
do novo estudo pelo Comité de Etica. Assim, o projeto do presente estudo foi
submetido e aprovado pelo CEPSH-UFSC via Plataforma Brasil (CAAE
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47699320.0.0000.0121) para autorizagao das analises de IHQ executadas neste

projeto.

3.2.2 Imuno-histoquimica PDL1

A imunomarcagao e quantificagdo do escore de PDL1 foram realizadas de
acordo com GUO et al. (2020) e DIGGS e HSUEH (2017), conforme preconizado na
clinica para uso do marcador por imuno-histoquimica, utilizando o anticorpo
monoclonal anti-PDL1 recombinante 28-8 Ab205921 (Abcam), em plataforma
semiautomatizada Ventana Benchmark XT (Roche), de acordo com as
recomendagdes dos fabricantes, no Hospital Universitario Polydoro Ernani de Sao
Tiago (HU-UFSC).

Inicialmente, foram realizados cortes de 3 um de espessura nos blocos de
parafina provenientes dos pacientes com CPCNP para confecgdo das laminas.
Essas laminas foram inseridas no carrossel da plataforma semiautomatizada, e apés
as etapas automatizadas de desparafinagdo, bloqueio da peroxidase e reativagao
antigénica, foi pipetado manualmente 100uL do anticorpo primario anti-PDL1 em
uma diluicdo de 1:400 em cada lamina e seguiu-se a incubag¢ao automatizada. Apos,
se deram as etapas de incubacdo com os anticorpos de amplificacdo do sinal,
seguido de anticorpo secundario e cromégeno com o kit de deteccado UltraView™
DAB - Amplificacdo (Roche), conforme demonstrado na Figura 8. Por fim, as
laminas devidamente marcadas passaram por processo de contra coloracdo com
hematoxilina. Foi empregado em cada lamina uma amostra de tecido de tonsila, com

expressao conhecida de PDL1, como controle positivo.
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Figura 8 — Imuno-histoquimica semiautomatizada. Esquema do processamento de amostra para
imuno-histoquimica semiautomatizada. Fonte: Elaborada pela autora (2021)
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Posteriormente, foi realizada a digitalizacdo das laminas em aumento de 40x
no Axio Scan (Zeiss), considerando 20 slices por lamina e intervalos de 15 e 20um.
As laminas foram analisadas independentemente por uma médica patologista (Dra.
Daniella Serafin Couto Vieira), e conferidas por mais dois pesquisadores de acordo
com o método CPS (DE RUITER et al., 2020), para interpretacdo do imunoescore da
expressao de PDL1. Essa metodologia de classificacdo da proporgéo tumoral (% de
pelo menos 100 células tumorais viaveis que demonstram coloracdo de membrana
parcial ou completa), identifica a porcentagem de células tumorais e células imunes
infiltradas no tumor marcadas positivamente (DIGGS e HSUEH, 2017).

Neste trabalho, foram considerados o0s seguintes imunoescores de
expressao da proteina PDL1: <1% = negativo, 1-10% = positivo (baixa expressao),
11-49% = positivo (alta expressdo) e = 50% positivo (expressdo muito alta). Para
cada amostra foram analisados 5 campos, em cada campo foi realizada a contagem
do numero total de células tumorais e infiltrado imune marcados positivamente para
PDL1, esse valor foi dividido pelo numero total de células tumorais viaveis do campo
e multiplicado por cem. A média dos 5 campos configurou a porcentagem de

expressao da amostra.

3.2.3 Imuno-histoquimica NRF2

Para NRF2, cortes de 5 ym de espessura foram realizados nos blocos de
parafina para confecgado de laminas histoldgicas, estas foram previamente tratadas
com silano para maior aderéncia da amostra. Para desparafinagao as laminas foram
incubadas a 50°C por 40 min e posteriormente a 60°C por 10 min. Em seguida, o
processo de hidratacdo da amostra se deu por trés banhos de xileno com duracéo
de 7 min cada, banho em gradiente de etanol (100, 95 e 70%) 7 min em cada
concentracgéao e, por fim, trés banhos de agua destilada de 7min cada. A recuperagao
do antigeno foi realizada fervendo os cortes em tampao EDTA (pH 8,0) por 40 min
seguidos de resfriamento por 20 min. Entdo, as proteinas foram bloqueadas com
soro de cabra 10% e avidina/biotina (Vector Laboratories), e posteriormente as
laminas foram incubadas overnight com anticorpo primario anti-NRF2 Ab31163
(Abcam), diluido em solugdo de bloqueio, em uma camara umidificada a 4°C. A
atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada com 3% de perdxido de hidrogénio
em agua H1009 (Sigma). A incubagcdo com o anticorpo secundario conjugado com
peroxidase, kit Vector Impress (Vector Laboratories), se deu em seguida por 1h.
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Entdo, as laminas foram coradas por 5 min com DAB (diaminobenzidina),
contracoradas com hematoxilina, lavadas com agua e montadas usando Permount
Mounting Medium. Posteriormente, cinco campos por laminas foram fotografados em
um Motic Digital Slide Scanning System com ampliagdo de 100X. E, a intensidade
de marcacdo para NRF2 nuclear foi pontuada por 3 pesquisadores
independentemente usando uma escala de 4 graus: negativo (0), fraco (1+),
moderado (2+) e forte (3+). A porcentagem de células tumorais coradas foi pontuada
da seguinte forma: sem células positivas (0), 1-5% (1), 6-25% (2), 26-75% (3) e
76—100% (4). Por fim, foram calculadas as médias dos cinco campos, e 0s escores
ordinais para intensidade e fragdo de células tumorais coradas foram multiplicados,
obtendo-se valores na faixa de 0 a 12. Amostras com pontuagdo = 6 foram

consideradas como alta expressao nuclear de NRF2.

3.2.4 Imuno-histoquimica TXNRD1

Levando em consideracdo os nossos dados de bioinformatica e achados
anteriores do nosso grupo de pesquisa, os quais demonstraram que a TXNRD1 se
correlaciona com a assinatura de genes alvos de NRF2, e se sobrepde a alteragbes
na via KEAP1/NRF2 em pacientes com CPCNP, mas n&o a outras mutagbes
comuns nesse tipo de cancer (DELGOBO et al., 2021), decidimos utiliza-la como
gene alvo de NRF2 a fim de comparagao com PDLA1.

Cortes de 5 ym foram desparafinizados e hidratados, seguindo o protocolo
para IHQ de NRF2 descrito anteriormente. Para a recuperacao de epitopos foi
utilizado Tris-EDTA pH 9,0 (Tris 10mM/EDTA 1mM) combinado com 20min de
fervura a 95°C. A permeabilizagao do tecido foi realizada com 0,2% Triton-X100 em
PBS por 10 min. O bloqueio das proteinas foi realizado com soro de cabra 10%
contendo BSA 1% em TBS-T durante 40 min a temperatura ambiente, seguida de
trés lavagens de 2 min cada com tampao TBS-T. A imunomarcagéo se deu pela
utilizagdo do anticorpo monoclonal anti-TXNRD1 Ab124954 (Abcam), em uma
diluicdo de 1:150. A incubagdo com o anticorpo primario durou 16h em camara
umidificada a 4°C, seguida de trés lavagens de 5 min em TBS-T e a inibicdo da
atividade da peroxidase enddgena foi efetuada com H202 0,3% em metanol por 15
min. As amostras foram novamente submetidas a 3 lavagens de 5 min com TBS-T e
incubadas com anticorpo anti-lgG HRP conjugado Ab6721 (Abcam) em uma diluicao
de 1:150 por 40 min a temperatura ambiente.
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Para coloragcao foi utilizado o cromégeno DAB Substrate Kit Ab64238
(Abcam) de acordo com as instrugdes do fabricante. As laminas foram contracoradas
com hematoxilina por 3 min, e por fim, foram montadas com Entellan (Merck). O
controle negativo correspondente para cada amostra foi conduzido pelo mesmo
protocolo com a omissao do anticorpo primario.

Por fim, cinco campos por amostra foram fotografados em 200X no
microscopio BX41 (Olympus). A intensidade da coloragdo e a porcentagem de
células com expressdo de TXNRD1 foram pontuadas usando o mesmo método
aplicado e descrito acima para NRF2. Entdo, dividimos a pontuagcdo em baixa

expressao: 0-8, e alta expressao: 9-12.

3.3 CULTIVO CELULAR

Linhagem celular humana A549 proveniente da American Type Culture
Collection (ATCC) foi cultivada em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) (D5796, Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de Soro Fetal
Bovino (SFB) e Antibiotic Antimycotic 1x A5955 (Sigma-Aldrich) em incubadora
umidificada com 5% de CO2 a 37°C. As células foram tratadas com inibidor de
NRF2, ML385 (SML1833-5MG, Sigma-Aldrich), com 60% de confluéncia.

3.4 KNOCKDOWN NRF2 (siRNA)

Em placas de 12 pogos foram plaqueadas 1.10° células/pogo e a transfecgdo
foi realizada em 24h com 70% de confluéncia. O silenciamento do gene NFE2L2 foi
feito através de micro RNAs de interferéncia (siRNA) direcionados a NFE2L2 sc-
37030 (Santa Cruz) em concentragao final de 100 nM, conforme demonstrado na
Figura 9. Foi empregado Silencer Negative Control (AM4611, ThermoFischer) 100
nM como controle negativo. As transfec¢des foram realizadas utilizando DMEM sem
SFB e antibidticos, e Lipofectamina RNAIMAX Reagent (Invitrogen) de acordo com
as instru¢des do fabricante. A avaliagdo do knockdown de NFE2L2 por Reagdo em
Cadeia da Polimerase em Tempo Real por Transcricdo Reversa (RT-gPCR) foi feita

72h ap6s a transfecgao.
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Figura 9 — knockdown NFE2L2 por siRNA. Silenciadores de gene siRNA tendo como alvo NFE2L2
séo transfectados para dentro da célula utilizando lipofectamina, dentro da célula o siRNA se liga ao
Complexo de Silenciamento Induzido por RNA (RISC), entdo o siRNA é desenrolado e o complexo
siRNA/RISC é ativado. O complexo ativado associa-se ao mRNA alvo, ou seja, o transcrito de
NFE2L2, e essa associacao cliva o mRNA alvo, silenciando temporariamente a sua expressao. Fonte:
Elaborada pela autora (2022)

35 RT-gPCR

O RNA mensageiro total (MRNA) das células A549, silenciadas para NRF2 e
seus respectivos controles foi extraido usando TRIzol (Invitrogen) de acordo com o
protocolo do fabricante. 1000ng de mRNA foram utilizados para sintetizar DNA
complementar de primeira fita (cDNA) usando o kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (ThermoFischer) em termociclador SimpliAmp (ThermoFischer). As
reacoes de amplificacao e quantificagao foram realizadas com a plataforma PCR em
Tempo Real HT 7900 (ThermoFischer), conforme ilustrado na Figura 10. Cada
reacao consistiu em 5 yl de PowerUp SYBR Green Master Mix (ThermoFischer), 100
nM de primers forward e reverse, agua livre de nuclease e 1 uL de cDNA. As
condigdes de ciclagem foram as seguintes: 50°C por 2 min, 95°C por 2 min e 40
ciclos de 95°C por 15 seg, 55°C por 15 seg e 72°C por 1 min. Os niveis relativos de
transcricao foram calculados usando o método AACT e normalizados para os genes
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constitutivos GAPDH. Foram analisados o gene CDZ274 (gene codificante da
proteina PDL1), e trés genes alvos de NRF2: TXNRD1, SLC7A11 e GCLM.
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Figura 10 — Desenho experimental da analise de expressdao de mRNA por RT-qPCR. A linhagem
A549 foi dividida em grupo controle, tratada com siNegativo, e grupo silenciado com siNFE2L2 por
72h. Ap6s o tempo de incubagédo as amostras foram coletadas e seguiu-se o processo de extragédo de
RNA, transcri¢cdo reversa e por fim amplificacdo de genes alvos por gPCR. Fonte: Elaborada pela
autora (2022)

Os primers utilizados foram desenhados pela ferramenta Primer-Blast:
CD274 (PDL1) (Fwd: 5'-TGCCGACTACAAGCGAATTACTG-3'/Rev: 5'-
CTGCTTGTCCAGATGACTTCGG-3"), TXNRD1 (Fwd: 5-
GTTACTTGGGCATCCCTGGTGA-3'/Rev: 5- CGCACTCCAAAGCGACATAGGA-3),
SCL7A11 (Fwd: 5-TCCTGCTTTGGCTCCATGAACG-3'/Rev: 5'-
AGAGGAGTGTGCTTGCGGACAT-3"), GCLM (Fwd: 5'-
TCTTGCCTCCTGCTGTGTGATG-3'/Rev: 5-TTGGAAACTTGCTTCAGAAAGCAG-
3’), GAPDH (Fwd: 5-AATCCCATCACCATCTTCCAG-3'/Rev:5’-
TTCACACCCATGACGAACAT-3).
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3.6 ENSAIO CLONOGENICO

Em placas de 12 pogos, foram plaqueadas 3.10% células/pogo (A549
cultivada em DMEM com 10% de SFB e Antibiotic Antimycotic 1x), apos 96h as
células foram tratadas duas vezes com inibidor de NRF2 ML385 7,5 uM, com
intervalo de 96h entre cada tratamento, o desenho experimental esta demonstrado
na Figura 11. Ao fim do segundo tratamento (12 dias) as col6nias foram fixadas e
coradas. Cada poco foi lavado com PBS 1x, corado e fixado com Cell Stain (20294,
Merck) durante 15 min. Posteriormente as placas foram submersas trés vezes em
H20 para retirada do corante e deixadas para secar em temperatura ambiente. A
contagem das coldnias foi realizada em estereomicroscépio, considerando como

colénia agrupamentos com mais de 50 células.
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Figura 11 — Desenho experimental do Ensaio Clonogénico. Também conhecido como Ensaio de
Formagdo de Colbnias, este € um ensaio com longa duracdo de sobrevivéncia celular in vitro, que
avalia a capacidade de células individuais sobreviverem e se reproduzirem para formar colbnias.

Fonte: Elaborada pela autora (2022)
3.7 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatica foi realizada pelo software GraphPad Prism 8 (GraphPad
Software, California, USA). Todos os resultados in vitro foram representados como a
média £ Desvio Padrao (DP) de dois a trés experimentos independentes, cada um
realizado em duplicata ou triplicata. A significaAncia estatistica entre dois grupos foi
comparada com os testes Mann-Whitney ou Teste t bicaudal nao-pareado, para

dados nao-paramétricos e paramétricos, respectivamente. Teste Exato de Fisher (2
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grupos) ou Chi-quadrado (>2 grupos) foram usados para comparar as propor¢oes
entre os grupos. O teste de correlacdo por regressdao de Pearson foi usado para
estabelecer a relagdo direta ou inversa entre 2 variaveis. Os valores de p foram
anotados como segue: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001.
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4RESULTADOS

4.1 A EXPRESSAO DE TRANSCRITOS DE PDL1 EM CPCNP NAO ESTA
CORRELACIONADA COM A ASSINATURA DE NRF2 E MUTAGOES NA VIA
KEAP1/NRF2

Inicialmente, analisamos a correlagdo da expresséo de PDL1 (gene CD274)
com a expressdao da assinatura de NRF2 em uma coorte de dados de 1.145
pacientes com CPCNP do TCGA, subdivididos nos tipos histolégicos LUAD (lung
adenocarcinoma) e LUSC (lung squamous cell carcinoma), nomenclatura usada pelo
TCGA. Usando correlagbes de Pearson, observou-se que o gene de PDL1 néo
apresentou uma correlacdo significativa com a assinatura de NRF2 (Figura 12A;
Pearson r = -0.03 e 0.08). Tendo em vista achados anteriores demonstrando que a
expressdao de TXNRD1, um alvo classico de NRF2, se associa fortemente com a
presenca de mutacdées na via KEAP1/NRF2 em CPCNP, e ndo com outras
alteracdes genéticas comuns nesse tipo de cancer (EGFR, KRAS, PIK3CA, TP53)
(DELGOBO et al., 2021) optamos pela utilizagcdo de TXNRD1 como gene preditor da
expressao de NRF2 afim de comparagao com PDL1 nesse trabalho. Contudo, néo
foi possivel observar correlagao significativa entre as expressdes de TXNRD1 e
CD274 em nenhum dos subtipos histologicos (Figura 12A; Pearson r = 0.06 e 0.33).

Por outro lado, a expressdo de TXNRD1 apresentou uma alta correlagao
positiva com os escores de assinatura de NRF2, em ambos os tipos histoldégicos de
CPCNP (Figura 12B; Pearson r = 0.80 e 0.87). Como controle, a relacao entre a
assinatura de NRF2 e outro gene tipicamente associado com a resposta a
imunoterapia, o CTLA4 (Proteina Associada a Linfocitos T Citotdxicos 4) foi testada,
e nenhuma associagao significativa foi observada (Figura 12C; Pearson r = 0.15 e
0.18). Entéo, selecionamos apenas os tumores mutantes KEAP1 da coorte do TCGA
e analisamos a expressao de TXNRD1 e CD274, observamos que os tumores com
mutacdo em KEAPT tinham uma expressao de TXNRD1 significativamente mais
elevada (p<0,0001) do que os tumores nao mutados, ja a expressdo de CD274 nao
demonstrou diferenca entre os tumores mutados e selvagens (Figura 12D).
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Figura 12 — Expressado de PDL1 nao esta correlacionada com assinatura de NRF2. Gréfico de
pontos de correlagdo de Pearson em tumores CPCNP (LUAD e LUSC) de amostras do TCGA
representando a correlagdo entre: (A) mRNA de CD274 com escore de assinatura de NRF2 e
expressdo de TXNRD1; (B) mRNA de TXNRD1 com escore de assinatura de NRF2; (C) mRNA de
CTLA4 e assinatura de NRF2. (D) Expressdo de TXNRD1 e CD274 (PDL1) em tumores LUAD e
LUSC do TCGA agrupados de acordo com a mutacdo em KEAP1 (mut) versus amostras com KEAP1

selvagem (wt) (Teste de Mann-Whitney; bilateral; p<0,0001). Fonte: Elaborada pela autora (2022)
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4.2 O IMUNOCONTEUDO DE PDL1 NAO ESTA ASSOCIADO COM A
ATIVAGCAO DE NRF2 EM CPCNP

Dado os resultados de correlagao entre NRF2, TXNRD1 e PDL1 em nivel
transcricional apresentados Figura 12, decidimos analisar se a relagéao entre PDL1 e
NRF2 poderia se dar em nivel pds-traducional, através da avaliagdo dos niveis das
proteinas PDL1, NRF2 e TXNRD1 em amostras tumorais de uma coorte de
pacientes com CPCNP. Foram analisadas 86 amostras tumorais de CPCNP, todas
coletadas previamente a qualquer protocolo farmacoldgico ou radioterapia. A coorte
de 86 amostras submetidas a IHQ para PDL1 consistia de 62 casos diagnosticados
com Adenocarcinoma (72,1%) e 24 casos identificados com Carcinoma de Células
Escamosas (27,9%). Na Figura 13 estdo demonstradas imagens das analises
imuno-histoquimicas para NRF2, TXNRD1 e PDL1, identificando os diferentes niveis
de expressao do conteudo proteico nas amostras representativas. Nota-se também,
a presenga marcantemente nuclear de NRF2 nas amostras positivas (Figura 13A), o
que indica estabilizacdo da proteina e translocacdo nuclear tipicas do seu
mecanismo conhecido de ativagdo. Para TXNRD1, o perfil € mais citoplasmatico
(Figura 13B), e para PDL1 o perfil de marcacdo € membranar, como esperado
(Figura 13C).

Em relacdo a expressao do biomarcador para imunoterapia em CPCNP,
observou-se que 47,7% (41/86) foram negativos para PDL1 (CPS <1%), enquanto a
positividade de expressao do biomarcador (CPS 1 a 100%) se deu em 52,3%
(45/86) das amostras. Dentre os resultados positivos, 22/86 amostras (25,6%)
demonstraram baixa expressao (CPS 1-10%), 17/86 casos (19.8%) apresentaram
alta expresséo (CPS 11-49%), e apenas 6/86 amostras (7.0%) obtiveram escore de
expressao muito alta de PDL1 (CPS 250%). O padrédo de marcagao associado a
estes escores estao apresentados na Figura 13C.

Quando divididos em subtipos histolégicos, pudemos observar que 48,4%
(30/62) dos Adenocarcinomas eram negativos para expressdo de PDL1, 25,8%
(16/62) dos casos demonstraram baixa expressao, 21,0% (13/62) dos pacientes
tinham alta expressao do biomarcador, enquanto apenas 4,8% (3/62) obtiveram
escore 250% (Tabela 2). Ja no subtipo Escamoso, 45,8% (11/24) das amostras néo
apresentaram positividade de expressao, 25,0% (6/24) foram classificadas com

baixa expressao de PDL1, 16,7% (4/24) indicaram expressao alta, seguidas de
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12.5% (3/24) com expressao de PDL1 250% (Tabela 2). Pelo teste de Chi-quadrado,
nao observamos nenhuma associagdo entre os escores para PDL1 e o subtipo
histolégico de CPCNP (Tabela 2). Note que as amostras dos CPS 11-49% e 250%
foram agrupadas para atender a um requisito estatistico do teste Chi-quadrado:

numero esperado de eventos maior que 5 em cada grupo comparado.
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Figura 13 - Imuno-histoquimicas representativas para imunoconteido de NRF2, PDL1 e
TXNRD1 em CPCNP. IHQ representativas em amostras de CPCNP pra (A) NRF2; (B) TXNRD1 e (C)
PDL1. Os “insertos” nas primeiras imagens de (A) e (B) se referem aos controles negativos da IHQ
para NRF2 e TXNRD1, respectivamente. As segundas imagens apresentam uma amostra de
Adenocarcinoma, e as terceiras apresentam uma amostra de Carcinoma Escamoso, ambos com alta
positividade de marcagéo (objetiva de 10X). Em (C) as imagens mostram os diferentes CPS, e seus
respectivos perfis de marcagéo (objetiva de 40X). Fonte: Elaborada pela autora (2022)

As mesmas amostras foram submetidas a IHQ para TXNRD1. Observou-se
que 70,9% (61/86) amostras possuiam baixo imunoconteudo de TXNRD1, enquanto
29,1% (25/86) dos casos apresentaram conteudo proteico alto da proteina redox.
Quando observadas em relagéo ao subtipo histoldgico, obtivemos 74,2% (46/62) de
amostras com baixa e 25,8% (16/62) com alta expressdo de TXNRD1 em
Adenocarcinoma, e 62,5% (15/24) com baixa e 37,5% (9/24) com alta expressao de
TXNRD1 em Carcinoma de Células Escamosas. Nao houve associagéo significativa
entre os escores de TXNRD1 e o subtipo histolégico de CPCNP, de acordo com o
teste de Fisher (Tabela 2).
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Adenocarcinoma Carcinoma de Células

(n=62) Escamosas
(n=24)

PDL1 <1 30 (48,4%) 11 (45,8%)
PDL1 1-10 16 (25,8%) 6 (25,0%)
PDL1 11-49 13 (21,0%) 4 (16,7%)
PDL1 250 3 (4,8%) 3 (12,5%)
TXNRD1 baixa 46 (74,2%) 15 (62,5%)
TXNRD1 alta 16 (25,8%) 9 (37,5%)

Tabela 2 — Expressao de PDL1 e TXNRD1 por imuno-histoquimica em diferentes subtipos
histolégicos de CPCNP. Porcentagem de pacientes com diferentes escores de expressédo de PDL1
e TXNRD1 em relag&o aos subtipos histolégicos de CPCNP. Fonte: Elaborada pela autora (2022)

Quando correlacionamos as amostras com baixo escore de IHQ para
TXNRD1 (n=61) com os niveis de CPS para PDL1, observamos que 45,9% (28/61)
delas eram negativas para o biomarcador, 21,3% (13/61) também tinham baixa
expressao de PDL1, 26,2% (16/61) tinham alta expressao seguidas de 6,6% (4/61)
com alta expressédo. Ja nas amostras com alta expressdo de TXNRD1 (n=25) foi
possivel identificar 52,0% (13/25) de casos negativos para expressao do ligante de
morte programada, 36,0% (9/25) com baixa expressdo, 4,0% (1/25) com alta
expressao, e 8% (2/25) com escore de PDL1 250% em IHQ. A analise estatistica de
Chi-quadrado ndo indicou relagédo significativa entre os escores de PDL1 com
TXNRD1 por IHQ nos pacientes com CPCNP (Tabela 3).

TXNRD1 baixa TXNRD1 alta
(n=61) (n=25)
PDL1 <1 28 (45,9%) 13 (52,0%)
PDL1 1-10 13 (21,3%) 9 (36,0%)
PDL1 11-49 16 (26,2%) 1(4,0%)
PDL1 250 4 (6,6%) 2 (8,0%)

Tabela 3 — Expressdo de PDL1 e TXNRD1 por imuno-histoquimica em uma coorte de 86
pacientes. Porcentagem de pacientes com diferentes escores de expressao de PDL1 em relacdo aos
pacientes com alta e baixa expressdo de TXNRD1. Fonte: Elaborada pela autora (2022)

Das amostras de CPCNP, aproximadamente 50% (42/86) foram submetidas
a IHQ para NRF2. O critério de escolha foi a quantidade de material remanescente
nos blocos de parafina, e uma diferenga significativa nos escores de TXNRD1.
Destas, obtivemos 20 (47,6%) com escores altos, e 22 (52,4%) com escores baixos
de TXNRD1 na IHQ. Na analise de NRF2 por IHQ, 57,1% (24/42) dos tumores
apresentaram baixo conteudo de NRF2, e 42,9% (18/42) dos casos obtiveram

escore de alta expressdo. Em relagédo aos subtipos histoldgicos obtivemos 30 casos
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de Adenocarcinoma sendo 60,0% (18/30) deles com baixa e 40,0% (12/30) com alto
conteudo proteico de NRF2 (Tabela 4). Nos Carcinomas de Células Escamosas, das
12 amostras, 50% (6/12) apresentaram niveis altos ou baixos de NRF2 em IHQ
(Tabela 4). No teste de Fisher, ndo foi observada uma associagao significativa entre

alta ou baixa expressao de NRF2 e os subtipos de cancer de pulmao.

Adenocarcinoma Carcinoma de Células
(n=30) Escamosas
(n=12)
NRF2 baixa 18 (60,0%) 6 (50,0%)
NRF2 alta 12 (40,0%) 6 (50,0%)

Tabela 4 — Expressao de NRF2 por imuno-histoquimica em diferentes subtipos histolégicos de
CPCNP. Porcentagem de pacientes com diferentes escores de expressdo de NRF2 em relagao aos
subtipos histolégicos de CPCNP. Fonte: Elaborada pela autora (2022)

Das amostras submetidas a IHQ para NRF2, observamos que 50% (21/42)
eram negativas para expressao do biomarcador, 26,2% (11/42) tinham baixa
expressdo (CPS 1-10%), 9.5 % (4/42) e 14,2% (6/42) tinham alta e muito alta
expressao de PDL1, respectivamente. Nas amostras com baixa marcacdo de NRF2,
12,5% (3/24) tinham alta expresséo, e 20,8 % (5/24) apresentaram escore muito alto
de PDL1, 11/24 (45,8%) foram negativas para a expressao do biomarcador e apenas
5/24 (20,8%) também apresentaram baixa expressao. Por outro lado, das amostras
com alto NRF2, 55,6% (10/18) foram negativas para o biomarcador, 33,3% (6/18)
obtiveram escore de baixa expressdao, e somente 5,6% (1/18) e 5,6% (1/18)
apresentaram escores de PDL1 alto e muito alto, respectivamente (Tabela 5).
Novamente, ndo foi observada diferenga estatistica significativa de associagéo entre
PDL1 e NRF2 em IHQ no teste de Chi-quadrado.

NRF2 baixa NRF2 alta

(n=24) (n=18)
PDL1 <1 11 (45,8%) 10 (55,6%)
PDL1 1-10 5 (20,8%) 6 (33,3%)
PDL1 11-49 3 (12,5%) 1 (5,55%)
PDL1 250 5 (20,8%) 1 (5,55%)

Tabela 5 — Expressdo de NRF2 e PDL1 por imuno-histoquimica em uma sub-coorte de 42
amostras de CPCNP. Porcentagem de pacientes com diferentes escores de expresséo de PDL1 em
relacdo aos pacientes com alta e baixa expressao de NRF2. Fonte: Elaborada pela autora (2022)

Como controle da relacédo entre NRF2 e seu alvo TXNRD1, ao correlacionar

os escores de expressdo de TXNRD1 com NRF2, observamos uma associacio
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bastante significativa (p<0,0001) no teste de Fisher, onde 95,5% das amostras com
baixa expressdo de TXNRD1 também obtiveram baixo escore de NRF2, e 85,0%
dos casos com alto escore de TXNRD1 também indicavam alto escore de NRF2 por
IHQ (Tabela 6).

TXNRD1 baixa TXNRD1 alta
(n=22) (n=20)
NRF2 baixa 21 (95,5%) 3 (15,0%)
NRF2 alta 1 (4,5%) 17 (85,0%)

Tabela 6 — Expressao de NRF2 e TXNRD1 por imuno-histoquimica em uma sub-coorte de 42
amostras de CPCNP. Porcentagem de pacientes com diferentes escores de expressdo de NRF2 em
relagéo aos pacientes com alta e baixa expressdo de TXNRD1. Fonte: Elaborada pela autora (2022)

43 AEXPRESSAO DE PDL1 NAO E REGULADA PELA VIA KEAP1/NRF2

Para investigar a suposta regulacdo de PDL1 pela via KEAP1/NRF2,
utilizamos a linhagem celular A549 de CPCNP com mutagao conhecida em KEAP1,
essa linhagem apresenta NRF2 constitutivamente ativo. A partir de RT-qPCR
determinamos a expressdo de mRNA de CDZ274 (PDL1) e trés genes alvos
regulados por NRF2, TXNRD1, SLC7A11 e GCLM em dois diferentes cenarios, com
hiperativacdo de NRF2 (A549 selvagem) e com deplecdo de NRF2 com knockdown
por siRNA (Figura 14). Como esperado, o grupo knockdown NFE2L2 apresentou
uma diminuigao significativa da expressao de mRNA dos genes TXNRD1, SLC7A11
e GCLM (p<0,05) em relagdo ao grupo controle (siNeg) (Figura 14A-C). Ja a
expressdao de mRNA de PDL1 ndo apresentou alteragao significativa entre os dois
grupos (Figura 14D). Também, realizamos a inibicdo farmacolégica de NRF2 com o
inibidor ML385 15uM e analisamos por RT-gPCR a expressdo de PDL1, contudo,
novamente ndo observamos alteragdo na expressao entre os grupos silenciado e
controle (Figura 14E).

Esses resultados indicam que mutagdes de hiperativagdo, ou deplecdo na
via KEAP1/NRF2, ndo sao capazes de alterar a expressao de PDL1, tanto a nivel de
transcrito, quanto a nivel de proteina, sugerindo que nao ha regulacéo direta do

biomarcador por essa via.
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Figura 14 — Expressao de PDL1 nao é regulada pela via KEAP1/NRF2. RT-gPCR da linhagem
celular de caéncer de pulmdo A549 silenciada para NRF2 (NFE2L2) versus controle
negativo (A) Expresséo relativa de mRNA de TXNRD1 (B) Expresséo relativa de mRNA de SLC7A11
(C) Expressao relativa de mRNA de GCLM (D) Expresséo relativa de mRNA de PDL1 (E) RT-gPCR
da linhagem celular de cancer de pulmado A549 com inibigdo farmacolégica de NRF2 por ML385
versus controle negativo para expressdo de mRNA de PDL1 (Teste t ndo pareado; bicaudal; p<0,05).

Fonte: Elaborada pela autora (2022)

4.4 NRF2 INTERFERE NA PROLIFERACAO DE CELULAS TUMORAIS DE
CPCNP

Através de ensaio clonogénico com linhagem celular A549 tratadas com o
inibidor de NRF2 ML385 e grupo controle, pudemos observar que a inibicdo de
NRF2 afetou significativamente a formagédo de colénias a longo prazo, com uma

diminuicao significativa do numero de col6nias ao fim dos 12 dias (p<0,05) em
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comparagao com o grupo controle (Figura 15). Esses resultados demonstram que
NRF2, embora n&do associado a regulagao da expressdo do gene codificante para
PDL1, se mostra uma via importante na proliferacdo das células tumorais

pulmonares mutantes em KEAP1.
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Figura 15 — Inibicdo de NRF2 afeta a proliferagdo celular em CPCNP. Formacao de colbnias em
ensaio clonogénico com linhagem celular A549 tratadas com inibidor farmacolégico de NRF2 versus
controle negativo. (A) Imagem representativa da formacao de colbénias em poco controle e pocgo
tratado com ML385 15uM (B) Quantificagéo total de coldnias apds tratamento com ML385 15uM em
comparagdo ao controle. (Teste t ndo pareado; bicaudal; p<0,05). Fonte: Elaborada pela autora
(2022)
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5DISCUSSAO

O Cancer de Pulmao esta entre as principais causas de morte por cancer, e
se mostra uma doenga de dificil tratamento, principalmente devido a grande
resisténcia aos quimioterapicos e diagnostico tardio. Neste contexto, muito tem sido
investido em alternativas de tratamento farmacolégico e busca de biomarcadores
diagnosticos e preditivos de resposta para esse tipo tumoral. Por se tratar de um
tumor heterogéneo em nivel histolégico e molecular, a analise das alteracdes
genéticas desse tipo de tumor tem sido de grande valia na busca de alternativas
terapéuticas e diagnosticas precisas para a malignidade. Diversos “drivers”
oncogénicos e proteinas de evasdo imune foram estabelecidos como alvos
farmacolégicos na clinica como EGFR, ALK, KRAS e PDL1 (REMON et al., 2021;
RUIZ-CORDERO; DEVINE, 2020; SKOULIDIS et al., 2021; YONEDA et al., 2019).
Destacando-se o ultimo, por se tratar de um biomarcador preditivo de resposta
terapéutica positiva a imunoterapia, uma alternativa de tratamento para diferentes
tipos de tumores que se mostrou promissora, considerada pela Sociedade
Americana de Oncologia Clinica (ASCO) o maior avango recente no tratamento de
cancer. A imunoterapia destaca-se ainda, principalmente em Cancer de Pulmao,
com o uso de anticorpos monoclonais anti-PDL1 e/ou anti-PD1 reestabelecendo a
resposta imune antitumoral (ALEXANDER; KIM; CHENG, 2020).

Imunoterapias anti-PD1 e anti-PDL1 comegaram a ser aprovadas pela FDA
para CPCNP a partir de 2015, e desde entdo se destacaram em um cenario que ha
décadas tinha como padrao de tratamento apenas a quimioterapia, mesmo com
todas as suas limitacbes, sem inovagdes nas primeiras linhas de tratamento. Em
2017 a imunoterapia com Pembrolizumabe foi aprovada em primeira linha de
tratamento para cancer de pulmao pela ANVISA, combinada a compostos de platina
ou como monoterapia (GANDHI et al., 2018). Outros medicamentos com 0 mesmo
objetivo foram sendo aprovados para diferentes estagios, como o Atezolizumabe, a
primeira imunoterapia aprovada em 2021 para pacientes com cancer de pulmao
inicial e no tratamento adjuvante de CPCNP (FELIP et al., 2021) e Cemiplimabe
aprovado pela ANVISA para o tratamento do cancer de pulmao avangado em 2022
(SEZER et al., 2021). Além do cancer de pulm&o, muitos outros tipos tumorais como
por exemplo o0 melanoma, carcinoma renal e cancer de mama também se

beneficiam de imunoterapia anti-PD1/anti-PDL1. Contudo, os mecanismos que
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levam a expressdao desse biomarcador nas células tumorais ainda sao pouco
explicados, assim como a resisténcia de um subgrupo de pacientes a esse
tratamento. Por isso, muito tem sido investido na busca da compreensdo dos
mecanismos celulares que levam a expressdo membranar de PDL1 na célula
tumoral resultando na evasao imunologica, com o objetivo de restaurar a
sensibilidade desses pacientes a imunoterapia.

Aproximadamente um quarto dos pacientes com CPCNP apresentam
mutac¢des na via KEAP1/NRF2, demonstrando ser uma via de relevancia singular
tanto em Adenocarcinoma quanto em Carcinoma de Células Escamosas, sendo que
mutagcdes em KEAP1 estdo mais presentes em Adenocarcinoma e mutacbes em
NRF2 estdo presentes com maior frequéncia em Carcinoma de Células Escamosas.
Além disso, mutagdes na via KEAP1/NRF2 sao fortemente associadas a resisténcia
a quimioterapia, por se tratar de uma via redox, as ceélulas mutadas acabam
resistindo ao estresse oxidativo gerado pelos quimioterapicos, e mutagoes
KEAP1/NRF2 sao reconhecidamente associadas a um mau progndéstico para
pacientes com CPCNP, tornando ainda mais importante a investigagdo dessa via no
contexto do cancer (DEMPKE; RECK, 2021; HAMMERMAN et al., 2012; KRALL et
al., 2017; SINGH et al., 2016).

No presente estudo, buscamos avaliar a correlagdo da expressdo de PDLA1
com a expressdo de NRF2 e seus genes alvos, tal como se ha uma regulacdo da
expressao de PDL1 pela via KEAP1/NRF2, na busca de elucidar os mecanismos de
expressao do biomarcador nas células tumorais de cancer de pulmao e
compreender se existe de fato um mecanismo dependente de NRF2 na regulagao
da expressao da proteina imunoldgica.

Nossos achados contanto, sugerem néo haver correlagdo da expressao de
PDL1 com assinatura génica de NRF2, corroborando o trabalho de Singh e
colaboradores (2021), no qual a assinatura de ativagdo de NRF2 nao demonstrou
associacido a coloragao de PDL1 em células tumorais e infiltrados imune em duas
bases de dados: i) OAK um estudo de fase 3 realizado em 194 centros de oncologia
em 31 paises (RITTMEYER et al., 2017); ii) IMpower131 um estudo randomizado de
fase 3 com 1.021 pacientes acometidos por CPCNP (JOTTE et al., 2020). Ao realizar
uma analise bioinformatica, com uma coorte de 1.145 pacientes do TCGA, nao
observamos no presente estudo correlacdo da expressao de PDL1 com a expressao

de assinatura génica de NRF2. Esses dados in silico foram corroborados por nossos
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achados em uma coorte de 86 pacientes com cancer de pulmao, dos quais amostras
tumorais foram submetidas a imuno-histoquimica para PDL1, NRF2 e TXNRD1.
Nossos dados demonstraram que a marcacdo imuno-histoquimica de TXNRD1 é
fortemente correlacionada com os niveis e translocacdo nuclear de NRF2
(p<0,0001), tal qual demonstra a literatura prévia, e também apoiado pelos nossos
resultados de correlagao de Pearson da expressdao de TXNRD1 com assinatura de
NRF2 na coorte do TCGA. Porém, o imunoconteudo de PDL1 ndo se comportou da
mesma forma na coorte de pacientes, ndo apresentando correlagao significativa com
NRF2 ou TXNRD1. Estes resultados sugerem que a expressao de PDL1 ndo esta
correlacionada com a expressédo de NRF2 e seus genes alvos.

Ja, Zhu e colaboradores (2018) observaram correlagdo entre o conteudo
proteico de PDL1 e NRF2 por IHQ em amostras de melanoma, onde 18 (100%) das
amostras com alta expressdao de PDL1 apresentaram expresséo de NRF2, mas em
apenas 23 (69,7%) das 33 amostras com baixa expressdo de PDL1 também
apresentaram coloragédo para o fator de transcricdo. Ainda, o grupo de Xu (2020)
observou correlagdo da expressao de PDL1 com mutantes NFE2L2 em Carcinoma
de Células Escamosas e com mutantes KEAP1 em Adenocarcinoma em uma coorte
de 3.457 pacientes chineses. O que se mostra controverso aos nossos resultados e
ao trabalho de Bagaev et al. (2021) que, demonstrou um enriquecimento de mutacgao
em KEAP1 em microambiente tumoral (TME) do tipo imunosuprimido, indicando que
tumores KEAP1/NRF2 mutados s&o frios imunologicamente, ou seja, com
diminuicdo da presenca de células imunes, 0 que além de nao indicar aumento da
expressao de proteinas imunolégicas como PDL1, ndo prediz resultados positivos
com imunoterapia. Dado corroborado pela analise pan-cancer de Chen e
colaboradores (2020), na qual as alteragbes em KEAP1 foram associadas a
infiltrados imunolégicos substancialmente mais baixos em adenocarcinoma de
pulmdo. Além destes, Singh e colaboradores (2021) também se mostram
controversos aos achados dos grupos de Xu (2020) e Zhu (2018), pois em seu
estudo, além de néo identificar correlagdo da proteina imunoldgica com o fator de
transcricdo ou mutagdes na via KEAP1/NRF2, demonstram que a expressao de
assinatura de células dendriticas foi significativamente reduzida em tumores com
pontuacdo/escores de assinatura NRF2 alta, sugerindo novamente um

microambiente imune frio em tumores com alta expressao de NRF2.
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Mutacbes na via KEAP1/NRF2 estdo relacionadas a superexpressao de
diversas proteinas redox em tecidos tumorais (LEVINGS et al., 2018), como
observado nos nossos controles experimentais com assinaturas génicas de alvos
antioxidantes de NRF2, e conteudo de TXNRD1 nos tumores com alta marcacgao
histolégica de NRF2. Xu et al. (2020) e Zhu et al. (2018) associaram positivamente a
expressdao de PDL1 com NRF2 em CPCNP e melanoma, respectivamente.
Entretanto, ao investigar o possivel papel da via KEAP1/NRF2 na regulagdo da
expressdo de PDL1 através de linhagem celular com knockdown de NFEZ2L2, n&o
encontramos uma expressdao de PDL1 dependente de NRF2, pelo menos, em
células crescendo em ambiente de cultivo in vitro. Usamos a linhagem de
adenocarcinoma pulmonar A549, uma linhagem tradicional em estudos de CPCNP
iniciada em 1972 (GIARD et al., 1973) com mutagcdo em KEAP1 e expressao
exacerbada de NRF2 nuclear. Nossos resultados indicaram que nao existe uma
regulacao direta da expressao de PDL1 pela via KEAP1/NRF2, dado que a deplegao
de NRF2 em A549, com siRNA, causou uma diminuicido expressiva de mRNA dos
genes-alvo de NRF2, como SLC7A11, TXNRD1 e GCLM, confirmando a eficiéncia
do silenciamento, sem afetar a expressdo do mRNA de PDL1. Ainda, o inibidor
farmacolégico de NRF2, ML385, também nao alterou a expressdo de PDL1 por RT-
gPCR na linhagem A549. Isso indica que, tanto a nivel farmacolégico como génico,
a inibicao de NRF2 nao altera a expressdo de PDL1 em CPCNP.

Corroborando nossos achados in vitro, através de analise da coorte de
dados do TCGA de tumores com mutagbes em KEAP1, pudemos observar que os
tumores KEAP1 mutados tinham alta expressdo de TXNRD1, expressivamente
maior do que os tumores selvagens, contudo, a expressédo de PDL1 ndo mostrou
diferenga significativa entre os tumores mutados e ndo mutados, apoiando que néo
ha envolvimento da via KEAP1/NRF2 na regulagao da expressao do biomarcador.

Xu et al. (2020) demonstra ainda que, mutag¢des na via KEAP1/NRF2 estao
correlacionadas com alta carga mutacional tumoral (TMB) e eficacia de
imunoterapia. Um apontamento feito pelo grupo para justificar o beneficio na
sobrevida dos pacientes mutados submetidos a imunoterapia se da pela correlagao
da mutacdo com TMB, pois TMB € um marcador preditivo de resposta positiva ao
tratamento com ICl em CPCNP, contudo Marinelli et al. (2020) argumenta com base
em seus resultados que mesmo associados a alta TMB, tumores KEAP1 mutados

nao apresentam resposta a imunoterapia, sugerindo que mutantes KEAP1 sao
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erroneamente caracterizados como imunoresponsivos devido a alta TMB, porém nao
demonstram responder como esperado a terapia. Os dados de Zhang et al. (2020)
apoiam essa linha, demonstrando em uma coorte de 1.661 pacientes com diferentes
tipos de cancer que mutagées em KEAP1 estavam significativamente associadas a
TMB, todavia ao analisar a resposta dos pacientes KEAP1/NFE2L2 mutados a
imunoterapia, estes possuiam uma sobrevida global inferior aos pacientes néao-
mutados para a via NRF2.

Chen e colaboradores (2020) demonstram em uma analise pan-cancer, que
pacientes com tumores mutados para KEAP1 possuem sobrevida global pos
imunoterapia duas vezes menor que os pacientes com tumores selvagens, onde os
tumores ndo mutados apresentaram sobrevida média de 20 meses apds tratamento
com ICI, enquanto os KEAP1 mutados apresentaram uma sobrevida média de 10
meses apenas. Ademais, Singh e colaboradores (2021) apresentam dados
demonstrando que pacientes com carcinoma de células escamosas de pulmao com
baixa assinatura de NRF2 sobrevivem mais ao receber tratamento anti-PDL1, ao
passo que pacientes com adenocarcinoma de pulmdo com alta expressao da
assinatura de ativagao de NRF2 (KEAP1/NRF2 mutados) foram associados a menor
sobrevida apds imunoterapia. E ainda, um estudo de fase 3 em pacientes com
CPCNP em estagio avancado indicou que tumores mutantes KEAP7 tinham
sobrevida média inferior aos tumores nao mutados apds tratamentos com
imunoterapicos (RIZVI et al., 2019).

Estes resultados se contrapbéem ao grupo de Xu (2020), que demonstra
aumento da sobrevida dos pacientes com mutagdes KEAP1/NRF2 submetidos a
imunoterapia, porém esse resultado é obtido a partir de uma comparagao de
pacientes com mutacdes nessa via submetidos a imunoterapia em relagdo a
pacientes mutados submetidos a outros tratamentos, como a quimioterapia. Todavia,
sabe-se que tumores com ativagdo de NRF2 sao quimiorresistentes (JEONG et al.,
2020; TIAN et al., 2016), sendo assim, possivelmente esse resultado se deve a
comparagao com um outro tipo de tratamento que possui resposta inferior a
imunoterapia, ja reconhecido na literatura. De fato, a imunoterapia com ICI se mostra
superior a quimioterapia em diversos contextos de estudos clinicos em CPCNP.
Para minimizar vieses de interpretacédo, o desenho de estudo ideal, neste caso, seria
a comparacdo dos pacientes mutados e nao mutados em KEAP1/NFE2L2

submetidos a imunoterapia. Scalera e colaboradores (2021) demonstraram que
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pacientes KEAP1 mutados tiveram uma sobrevida mais curta apos imunoterapia, ja
a comutagao KEAP1 e TP53 apresentou um progndstico intermediario, enquanto a
sobrevida mais longa foi observada nos pacientes com ambos os genes no tipo-
selvagem. Também, Best e colaboradores (2018) demonstraram resposta ao
tratamento com ICl apenas em modelo de camundongos comutados em KEAP1 e
PTEN, o que levanta a importancia de analisar se os resultados positivos de
imunoterapia em mutantes KEAP1 nado poderiam estar associados a outras
mutagdes que ocorrem concomitantemente a KEAP1/NRF2, ndo devendo-se de fato
a alteragdes nessa via por si s0.

Ainda, Krall e colaboradores (2017) demonstram que a perda de KEAP1
resulta em resisténcia a quimioterapicos e terapias direcionadas com inibidores de
RTK/MAPK, indicando a importancia da consideracdo do status mutacional de
KEAP1/NRF2 no cancer de pulmao para tomada de decisbes terapéuticas. Isso
também sugere a necessidade de estudos direcionados a essa via, na busca de
inibidores de NRF2 clinicamente eficazes, e combinacbes destes com os demais
tratamentos em uso, tendo como objetivo a reativacdo da sensibilidade aos
tratamentos ja existentes e um progndstico melhor para os pacientes de CPCNP.
Apesar da descoberta de diferentes moléculas que demonstram eficacia na inibigao
de NRF2, como o ML385, descrito em 2016 (SINGH et al., 2016), estas ainda nao se
encontram em estudos na clinica. Embora nosso estudo sugira que provavelmente a
via NRF2 ndo dita a expressédo de PDL1, a inibicdo de NRF2 com ML385 em
linhagem celular A549 diminui a capacidade de formacéao de colbnias a longo prazo,
colocando a inibicdo do NRF2 em cena como possivel mecanismo terapéutico
contra CPCNP com mutagdes na via.

Esta claro, que apesar de nao regular a expressdo de PDL1, NRF2 esta no
epicentro de uma rede regulatéria complexa de um subtipo molecular de CPCNP, e
sua inibicdo como terapéutica no cancer, embora promissora, precisa ser
cuidadosamente estudada devido ao papel paradoxal que essa proteina exerce no

contexto do cancer.
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6 CONCLUSAO

Nés analisamos uma coorte de dados de 1.145 pacientes e 86 amostras
tumorais de CPCNP, e a partir dos nossos resultados foi possivel observar que a
expressao de PDL1 n&o se mostra correlacionada com a expressao de assinatura
génica de NRF2 ou mutagcées em NFE2L2/KEAP1. Assim como nao foi identificada
regulacéo direta da expressao de PDL1 pela via KEAP1/NRF2 em células tumorais
de adenocarcinoma de pulmao. Apesar das discordancias de trabalhos anteriores, a
partir dos dados obtidos no presente estudo, e apds extensa revisao da literatura
disponivel, nosso estudo corrobora que tumores pulmonares com mutagdées na via
KEAP1/NRF2 nao apresentam expressao alterada de PDL1 em relagdo aos outros
subtipos tumorais de CPCNP e, assim, mutagcdes em KEAP1/NRF2 n&o devem
predizer escolha ou definir um melhor prognéstico na terapia com ICI. Portanto, a
analise de PDL1 e outros marcadores imunes, assim como variaveis de instabilidade
genbmica, permanecem como melhores preditores de resposta e selegdo de
pacientes para terapia com ICl. Porém, ainda assim, a via KEAP1/NRF2 se mostra
como importante potencial alvo terapéutico no cancer de pulmao, no qual precisa ser
cuidadosamente estudada para desenvolvimento de inibidores seguros, buscando
alternativas de tratamento para esse grupo de pacientes que se mostram

desafiadores.
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