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RESUMO

Ramos CCO. Adenocarcinomas do estdmago relacionados com o virus
de Epstein-Barr: estudo dos aspectos clinico-patoldgicos e a relagdo
com o infiltrado linfocitario com énfase na expressdo de PD-L1. Sao

Paulo; 2019. [Tese de Doutorado-Fundagao Antbnio Prudente].

O adenocarcinoma gastrico associado ao virus Epstein-Barr (EBV)
corresponde a cerca de 10% dos carcinomas gastricos, ocorre mais
frequentemente em pacientes mais jovens e acomete preferencialmente a
porcao proximal do estbmago. Sdo tumores que com maior frequéncia exibem
um crescimento solido, associado a um infiltrado linfocitario exuberante. A
imunoterapia tem trazido uma nova perspectiva para o tratamento de varios
tumores e consequentemente a avaliagao do PD-L1 tem sido amplamente
estudada, incluindo tumores gastricos. Foram avaliados 269 casos de
adenocarcinomas gastrico operados na Liga contra o cancer do estado do Rio
Grande do Norte com a finalidade de avaliar os dados clinico-patologicos, a
frequéncia de casos associados a EBV, a expressao de PD-L1 e p16 e o
infiltrado de linfécitos CD8 e CD4 intra e peritumorais. Foram identificados 17
casos (6,32%) de adenocarcinomas associados a EBV (AdG-EBV). Estes
ocorreram mais frequentemente em pacientes acima de 50 anos (60%), com
estadio T3/T4 em 94,12% e com acometimento linfonodal em 84,03%. O
infiltrado linfocitario CD8 e CD4 positivos foi observado em todos os casos,
expressao de PD-L1 em 82,35%% e de p16 em 35,29% dos tumores. Nos
adenocarcinomas nao associados a EBV (AdG-n&o-EBV) houve predominio
em pacientes acima de 50 anos, com estadio T3/T4 em 79,6%, com
acometimento linfonodal em 65,48%, infiltrado linfocitario CD8 e CD4
positivos em 66,5% e 73,02 respectivamente e expressao de p16 em 67,86%
dos tumores. Foi demonstrado uma menor frequéncia de AdG-EBV no
presente estudo quando comparado com a literatura. A grande maioria

acomenteu pacientes acima de 50 anos, estava em estadios avancados e com



linfonodos acomentidos semelhantes aos tumores nao associados a EBV.
Porém, mais frequentemente expressaram PD-L1 e com infiltrado de linfécitos
CD8 e CD4 positivos. O p16 foi expresso em menor frequéncia, ndo sendo

possivel ser usado como um biomarcador da infec¢ao pelo EBV.

Descritores: Neoplasias Gastricas. Infec¢des por Virus Epstein-Barr. Imuno-

Histoquimica. Estudo Observacional. Gastrectomia. Expresséo de PD-L1



SUMMARY

Ramos CCO. [Gastric adenocarcinoma associated with Epstein-Barr
virus: a clinical-pathological study and the relationship to lymphocytic
infiltrates with focus on PD-L1 expression]. Sdo Paulo; 2019. [Tese de

Doutorado-Fundacéo Anténio Prudente].

Gastric adenocarcinoma associated with the Epstein-Barr virus (EBV)
corresponds to about 10% of gastric carcinomas, occurs more frequently in
younger patients and affects the proximal portion of the stomach preferentially.
They are tumours that more frequently exhibit a solid growth, associated with
an exuberant lymphocytic infiltrate. Immunotherapy has been placed into a
new perspective for the treatment of several tumours and consequently the
assessment of PD-L1 has been extensively studied, including in gastric
tumours. 269 cases of gastric adenocarcinomas were analyzed in the Liga
Contra o Cancer in the state of Rio Grande do Norte in order to evaluate the
clinical-pathological data, frequency of cases associated with EBV, PD-L1 and
p16 status and infiltrate of CD8 and CD4 lymphocytes intra and peritumoral. It
was identified 17 cases (6.32%) of EBV-associated adenocarcinomas (AdG-
EBV). These occurred more frequently in patients over 50 years (60%), with
T3 / T4 stage in 94.12% and with lymph node involvement in 84.03%. CD8
and CD4 positive lymphocytic infiltrates were observed in all cases, PD-L1
expression in 82.35% and p16 in 35.29% of tumours. Adenocarcinomas not
associated with EBV (AdG-non-EBV) were predominant in patients over 50
years of age, with T3 / T4 stage in 79.6%, with lymph node involvement in
65.48%, CD8 and CD4 lymphocytic infiltrate in 66, 5% and 73.02 respectively
and p16 expression in 67.86% of the tumours. A lower frequency of AdG-EBV
was demonstrated in the present study when compared with the literature. The
vast majority of the cases occurred in patients over 50 years of age, in
advanced stages and with lymph nodes metastasis similar to tumours not

associated with EBV. However, they more frequently expressed PD-L1 and



with CD8 and CD4 positive lymphocyte infiltrates. P16 was expressed less

frequently and could not be used as a biomarker of EBV infection.

Key-words: Stomach Neoplasms. Epstein-Barr Virus Infections.

Immunohistochemistry. Observational Study. Gastrectomy. PD-L1 expression
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1  INTRODUCAO

1.1 A PROBLEMATICA DO CARCINOMA GASTRICO NO BRASIL
E NA AMERICA LATINA: INCIDENCIA, PREVALENCIA E

MORTALIDADE

O cancer gastrico é ainda um grande problema mundial, a despeito da
incidéncia do adenocarcinoma gastrico (AdG) ter apresentado queda
importante nos ultimos 70 anos (PARKIN et al. 1993; BERTUCCIO et al.
2009). O AdG ¢é a quinta neoplasia maligna mais frequente (terceira em
homens) e a segunda causa de morte por cancer em todo mundo (PARKIN et
al. 2004; BRAY et al. 2013).

Anualmente 800.000 pessoas irdo ter cancer gastrico e cerca de
700.000 irao morrer pela doenca (STEWART e KLEIHUES 2003). Nos
Estados Unidos dados do Surveillance, Epidemiology and End Results
Program (SEER) estimaram 26.240 casos novos (cerca de 1,5% de todas
neoplasias malignas) com 10.800 mortes em 2018 (National Cancer Institute-
NCI 2018). Estes numeros demonstram que a relagdo caso novo/mortalidade
€ muito maior do que as neoplasias mais prevalentes no mundo, o que
aumenta em muito a importéncia do seu estudo (NAGINI 2012). No Brasil, a
sobrevida no primeiro ano da doenca € de apenas 32% e ao final de cinco
anos é de 9% (BUSTAMANTE-TEIXEIRA et al. 2006). Este cenario n&o é

diferente em outras partes do mundo, mesmo em paises desenvolvidos



(COUPLAND et al. 2012). Nos Estados Unidos a mortalidade global mostra
uma tendéncia de queda ao longo das ultimas décadas, mas apenas cerca de
31% dos pacientes estdo vivos apos cinco anos (NCI 2018). Esta tendéncia

pode ser vista na Figura 1.
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Figura 1 - Curva demonstrando a tendéncia de incidéncia e mortalidade nos

Estados Unidos de 1992 a 2014

As maiores taxas de incidéncia ocorrem nos paises em
desenvolvimento e as menores na América do Norte, no norte da Europa, na
Africa e no Sul da Asia (BERTUCCIO et al. 2009). O AdG ocorre mais
frequentemente em paises com indice de desenvolvimento humano médio
(BRAY et al. 2013). A baixa incidéncia na Africa, que é de 3-4/100.000, & muito
intrigante, pois a frequéncia de infeccao pelo Helicobacter pylori (Hp) e a
presenca da gastrite atréfica/metaplasia intestinal sdo bastante altas
(ASOMBANG e KELLY 2012). Os paises Orientais, como o Japéao, a China e

a Coréia do Sul, tém taxas de incidéncia maiores do que 30/100.000 (casos



novos/habitantes) e que também nestes paises as taxas sao decrescentes
(JING et al. 2012). Na América do Sul a maior incidéncia esta entre os povos
andinos (PEREIRA et al. 2012). Esta diferenca entre as taxas de incidéncia
entre os paises chega a ordem de grandeza de 20 vezes.

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer no Brasil (INCA), para o
biénio 2018-2019, foram estimados cerca de 21.290 casos novos de AdG,
sendo 13.540 casos novos entre os homens e 7.750 entre as mulheres
(Ministério da Saude 2018).

Em 2014 os dados correspondiam a um risco estimado de
13,04:100.000 em homens e 7,37:100.000 em mulheres (Ministério da Saude
2014). Sem considerar os tumores de pele ndo-melanoma, o cancer de
estdmago, no Brasil € o segundo tipo mais frequente em homens nas regides
Norte (12,35:100.000) e Nordeste (11,17:100.000); e o quarto nas Regibdes
Centro-Oeste (11,52/100.000) e Sul (17,12/100.000) e o quinto na Regiao
Sudeste (13,46:100.000). Para as mulheres, € o quinto mais frequente na
Regiao Norte (5,34:100.000), Regiao Sul (8,95:100.000) e Centro-Oeste
(6,52:100.000). Na regiao Nordeste (7,16/1000) € o sexto e na regido Sudeste
(7,41:100.000) estd na sétima posicdo (Ministério da Saude 2018).
Diferentemente de outros locais do mundo, a Tabela 1 demonstra a
comparacgao entre as estatisticas de 2014 e 2018 e nela pode-se notar que as
diferencas sdo pequenas, € na maioria das vezes para maiores. Os dados por

Unidade da Federacdo podem ser observados nas Figuras 2 e 3.



Tabela 1 - Incidéncias do AdG comparando as estimativas dos anos de 2014
e 2018, de acordo com o INCA.

Regido Homens (2014/2018) Mulheres (2014/2018)
Sul 17,13/17,12 8,71/8,95
Sudeste 13,79/13,46 7,82/7,41
Centro-Oeste 11,5/11,52 6,35/6,52
Nordeste 10,67/11,17 6,73/7,16
Norte 11,62/12,35 5,82/5,34

L
4

Homens

I 15,85-23,20
[ 1256-1554
[ sg2-1255

6,50 - 8,81

Fonte: Ministério da Saude (2018).
Figura 2 - incidéncia estimada de cancer gastrico em homens, por 100.000

habitantes, por estado da Federagcao em 2018.
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Fonte: Ministério da Saude (2018).
Figura 3 - Incidéncia estimada de cancer gastrico em mulheres, por 100.000

habitantes, por estado da Federagao em 2018.

O indice de mortalidade por cancer gastrico segue o0 mesmo padrao de
distribuicdo geografica (MATSUDA e MACHII 2012). Na América Latina,
paises como o Chile, Peru, Costa Rica e Equador tem taxas de mortalidade
maiores do que 20:100.000 (BOSETTI et al. 2006), similares as encontradas
na india (DIKSHIT et al. 2012). As taxas de mortalidade por cancer gastrico
apresentam diminuigdo em praticamente todo o mundo, incluindo na América
Latina (BOSETTI et al. 2006). Esta diminuicdo se deve muito mais ao
diagndstico em estadios mais precoces do que a reais avangos no manuseio
do AdG. Isto é principalmente notado nos paises orientais, onde um grande

investimento no diagndstico precoce foi realizado (KIM et al. 2011).



Embora tenha sido constatado um grande declinio da mortalidade pelo
cancer gastrico no Brasil, esta continua apresentando indices bastantes
elevados (LATORRE 1997; CHATENOUD et al. 2010; SILVA et al. 2011) ao
longo das décadas. De acordo com o INCA, os indices de mortalidade para o
periodo de 2006-10 foi de 9,7:100.000 para os homens e de 6,1:100.000 para
as mulheres (Ministério da Saude 2013) e para 2015 estimou-se 9.132 mortes
em homens (terceira causa de morte por cancer entre os homens) e 5.132
casos entre as mulheres (quinta causa de morte nas mulheres) (Ministério da
Saude 2018).

A analise mais detalhada por regido do Pais mostrou que a mortalidade
masculina no Nordeste estd aumentando e que a da regido Norte esta
inalterada (em ambos os géneros), enquanto que nas demais regides do Pais
demonstrem uma tendéncia de queda (GUIMARAES e MUZI 2012).

Algumas grandes cidades brasileiras que notadamente tém alta
incidéncia de AdG, como por exemplo Belém (PA) e Fortaleza (CE),
apresentam queda na mortalidade com velocidade menor do que a
apresentada no pais e ainda apresenta indices elevadissimos, especialmente
no sexo masculino (LATORRE at al 1997; LOURENCO e HAMADA 2001;
RESENDE et al. 2006). Estas diferengas regionais sdo observadas em outras
partes do mundo, como no Iran, cujo indice de mortalidade por cancer gastrico
€ seis vezes maior no Norte do Pais (ZENDEHDEL et al. 2012).

A mortalidade do cancer de estdmago é dependente do estadio do

diagnostico da doenca. Mesmo nos Estados Unidos cerca de 62% dos casos



sdo diagnosticados ja com doenga loco-regional avangada (27%) ou com
disseminacgdo a distancia (35%).

Apenas 28% sao identificados com doenca localizada e 10% o
estadiamento é desconhecido, o que faz supor ainda maiores numeros para
a doenca avangada (NCI 2018). Este dado € altamente relacionado com a
mortalidade somente 30,6% dos casos com doenga loco-regional e 5,2% dos
casos com doenca disseminada estardao vivos apds cinco anos, conforme

pode ser vista na Figura 4.
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Figura 4 - Sobrevida proporcional de acordo com o estadio ao diagndstico
nos AdG nos Estados Unidos da América, no periodo 2008-2014



Também ha marcadas diferencas das taxas de incidéncia e
mortalidade entre diversos grupos étnicos. Nos Estados Unidos, os
afrodescendentes, hispanicos e aborigenes sdo mais afetados do que os
caucasianos (NAGINI 2012) e os hispanicos tem incidéncia muito superior a
populagao nao-hispanica (HAILE et al. 2012). Na Califérnia, observou-se um
aumento da incidéncia em homens latinos nascidos fora dos EUA e nas
mulheres americanas latino-descendentes (CHANG et al. 2012). Na Nova
Zelandia, os Maoris sdo mais afetados do que a populagdo caucasiana
(PARKIN et al. 2004). Na Inglaterra, individuos negros com origem na regiao
do Caribe tem maior incidéncia (COUPLAND et al. 2012).

Estas diversidades regionais e étnicas na incidéncia e mortalidade
sugerem diferengas na exposi¢ao a fatores ambientais e nutricionais, criando
areas de alto e baixo risco mesmo dentro de um mesmo pais (PARKIN at al
2004). No Brasil, os afrodescendentes e mestigcos tem risco maior quando
comparado aos brancos (BOUCHARDY et al. 1991) e os brasileiros
descendentes de portugueses mantém o alto risco para AdG da populagao de
origem (BOUCHARDY et al. 1993). Nao ha diferencas entre a incidéncia do
AdG em areas industrializadas e rurais (MEDRADO-FARIA et al. 2001),
embora a mortalidade seja maior entre os trabalhadores rurais (MEYER et al.
2003).

Em relagédo a etnia, temos que lembrar que a grande imigragao
japonesa cria alguns aspectos interessantes quando aos brasileiros
descendentes. O AdG é o cancer mais incidente neste grupo e a mortalidade

entre estes descendentes é cerca de 50% maior quando comparada aos



brasileiros n&do descendentes, mas menor do que aquela observada no Japao
(TSUGANE et al. 1990; IWASAKI et al. 2004). O mesmo nao foi constatado
em relagdo a migrantes japoneses no Parana onde o padrdo de mortalidade
por cancer gastrico se aproximou da populacéao local (DE SOUZA e GOTLIEB
1999). A exemplo da populagao japonesa, os brasileiros descendentes de
japoneses tém nivel baixo de pepsinogénio sérico e titulos mais baixos de IgG
anti-H. Pylori (FAHEY et al. 2000; FUJIOKA et al. 2001). A introdugédo do
consumo de carne pode ser responsavel pela manutencao da alta prevaléncia
de AdG entre esta populagdo (HAMADA et al. 2002). Ha diferengas marcadas
em relagéo ao polimorfismo do gene CYP2E1 RSA1 entre as duas populag¢des
(NISHIMOTO et al. 2000).

O AdG é uma doenga em que a sintomatologia ocorre somente quando
o tumor esta em fases avangadas, o que explica o indice de sobrevida menor
do que 20% em 5 anos (NAGINI 2012) e conforme documentado pelo SEER
e demonstrado anteriormente neste documento. Os tratamentos atuais, tanto
a cirurgia como a quimioterapia (QT), tém pouca eficacia nos casos
avancados e as terapias alvo-disponiveis estdo restritas ao uso de
trastuzumabe associado a QT (DE VITA et al. 2010). A estratégia de uso de
marcadores séricos unicos para o AdG sdo pouco especificas, mas novas
abordagens com painéis de marcadores determinados por técnicas
protedmicas de larga escala sao bastante promissoras (AHN et al. 2012). Por
estas razbes, € mandatério o estabelecimento de estratégias para o
diagndstico precoce. As mais recomendadas na literatura incluem escrutinio

e erradicagao da infecgao pelo Hp, seguimento endoscépico e histopatolégico
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de lesbes pré-neoplasicas, restricao a dietas ricas em alimentos salgados e
defumados e orientagao alimentar (CORREA et al. 2004).

Recentemente foram estabelecidas orientagcbes-padrées para o
manuseio e seguimento das lesdes pré-neoplasicas (DINIS-RIBEIRO et al.
2012). Uma perspectiva interessante e inovadora € o uso de perfis
protedmicos da saliva como método de rastreamento (CASTAGNOLA et al.
2011).

O estadiamento do AdG foi recentemente modificado e publicado pelo
American Joint Committee on Cancer (AJCC/UICC) (AJANI et al. 2017). Nesta
edicdo foram incluidos os estadiamentos clinicos e pds-tratamento
neoadjuvante, criando-se assim o cTNM e ypTNM. Os tumores da jungao
esofagogastrica sdo estadiados junto com os tumores esofagicos se o
epicentro do tumor for < 2 cm no estdbmago proximal. Tumores com epicentro
= 2 cm séao estadiados como tumores gastricos.

O estadiamento patoldgico (pTNM) néo sofreu alteragées em relagao a
edicdo anterior, onde T1 sdo tumores que invadem a até a submucosa. Estes
sao subdivididos em T1a, quando invadem a lamina propria € a muscular da
mucosa e em T1b, quando ha invasdo da submucosa. Usa-se T2 para
tumores que invadem a camada muscular prépria e T3 para tumores que
penetram o tecido conjuntivo da subserosa sem invasao do periténio visceral
ou de estruturas adjacentes. A categoria T4 € subdividida em T4a para
tumores que invadem o peritdnio visceral e T4b para tumores que invadem
estruturas ou 6rgaos adjacentes. A categoria N apresentam 5 divisdes de

acordo com o numero de linfonodos (LN) acometidos: NO, sem linfonodos
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acometidos; N1: 1-2 LN+; N2: 3-6 LN+; N3: 7 ou mais LN+, sendo N3a entre
7-15 LN+ e N3b com mais de 15 LN+. A citologia peritoneal com células
neoplasicas é considerada como M1, bem como a presenca de metastase a
distancia confirmada histologicamente também deve ser classificada como
pM1 (AJANI et al. 2017).

O tratamento padréo para o AdG é a gastrectomia com esvaziamento
linfonodal. Nao cabe a esta revisao discutir todos os aspectos e controvérsias
sobre o tratamento cirurgico. Estas controvérsias estdo, em sua maioria, na
extensao da dissecc¢ao linfonodal, fazendo que a comparacao dos resultados
entre o Ocidente e os paises Orientais seja bastante dificil (AJANI et al. 2013).

Proposta como a gastrectomia total laparoscopica encontra na
propriedade da disseccao linfonodal sua maior dificuldade (JEONG et al.
2013). Mesmo para a doenga avangada, se o tumor é ressecavel, € o unico
tratamento curativo, mesmo com indice de recidiva loco-regional muito alto
(ACCETTA et al. 2011; DIKKEN et al. 2012; AOYAGI et al. 2013). No sentido
de reduzir a morbidade do tratamento, cirurgias reduzidas tém sido propostas,
especialmente quando os linfonodos sentinelas sdo negativos (BRAVO-NETO
et al. 2012).

Vérias estratégias de quimio/radioterapia tém sido tentadas, mas
nenhuma delas pode ainda ser considerada padrao (DIKKEN et al. 2012).
Muitos ensaios terapéuticos de quimioterapia (QT) neoadjuvante e adjuvante
tém estabelecido condutas com pequeno ganho de sobrevida e alta toxicidade

(DIKKEN et al. 2012). Entretanto, parece indiscutivel que ha ganho de
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sobrevida com o uso de QT quando comparado com o melhor tratamento de
suporte isolado (CASARETTO et al. 2006; KANG et al. 2012).

Em nosso meio, a QT neoadjuvante tem sido relatada com resultados
promissores (JACOME et al. 2012), bem como a QT hipertérmica
intraperitoneal (COSTA et al. 2012; GOSLIN et al. 2012). Outras novas
terapias tém sido tentadas como a QT intra-operatdria, a radioterapia
intra/pos-operatoria e combinagdes entre elas. Uma das grandes criticas que
se faz a estes ensaios € que ndo ha esquemas alternativos entre AdG de
cardia e nao-cardia e sabemos que esta separagao topografica tem grandes
implicagdes progndsticas e bioldgicas (DIKKEN et al. 2012).

Mais recentemente estudos diferenciando estes tumores tém sido
publicados, como o uso de radioterapia neoadjuvante e terapias-alvo nos
adenocarcinomas da jungao gastro-esofagica (FERTE et al. 2011; BUERGY
et al. 2012; CAPPETTA et al. 2012; KOFOED et al. 2012). Ha diversos
esquemas experimentais promissores para a doenca avangada/metastatica
(MOHAMMAD et al. 2011, SHEN et al. 2011; BANG et al. 2012; CHO et al.
2012; DAI et al. 2012; HARDER et al. 2012; INAL et al. 2012; IWASA et al.
2012; JO et al. 2012; KIM et al. 2012).

Mais recentemente tivemos a incorporacdo do uso da imunoterapia
para os pacientes com AdG avangado. Esta indicagao se restringe ao uso de
Pembrolizumab para pacientes com AdG (do préprio 6rgdo ou da jungao
gastro-esofagica) avangado, com exposigcao prévia a dois ou mais esquemas
de quimioterapia e com a exposicdo a trastuzumab quando o tumor é HER-2

positivo. Como “companion test” para esta indicacdo, temos a expressao
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combinada de Pd-L1 medida por imunohistoquimica nas células tumorais e
em células da resposta imune associada a neoplasia. Esta € mensurada pelo
CPS (do inglés combined proportion score) e o nivel de corte € o indice maior
ou igual a um. Para tal, se avaliam todas as células que se coram com 0 uso
do anticorpo anti-Pd-L1 22C3 (Dako-Agilent) e se usa como denominador o

numero de células neoplasicas na area de interesse. Entdo a formula é:

CPS = células neoplasicas positivas + células imunes positivas X 100
Total de células tumorais na area avaliada

Notar que o numero € absoluto e ndo de percentual, e sao
considerados passiveis de tratamento imunoterapicos os casos cujo CPS é
maior ou igual a um.

A base de aprovacado para o AdG foi realizada através do estudo
KEYNOTE-059. Neste estudo a taxa de resposta na populagao geral foi de
11,6% com resposta completa em 2,3% com a duragdo mediana de 8,4
meses. Quando analisados somente os casos PD-L1 com CPS maior ou igual
a um, a taxa de resposta foi de 15,5% com mediana de resposta de 16,3

meses (FUCHS et al. 2018).
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1.2 OS TIPOS HISTOLOGICOS DE CANCER GASTRICO E A

CLASSIFICACAO HISTOPATOLOGICA DO ADG

O estdbmago pode ser sitio primario de diversos tipos histoldgicos
incluindo neoplasias epiteliais, mesenquimais e linfohematopoéticas. As
neoplasias epiteliais sdao as mais frequentes e incluem, além dos
adenocarcinomas classicos, diversas neoplasias ocasionais como
carcinomas hepatoides, coriocarcinomas, carcinomas embrionarios,
carcinomas neuroenddcrinos, entre outras. Os linfomas formam o segundo
grande grupo em frequéncia, sendo que a maioria deles é constituido por
linfomas de baixo grau do tipo da zona marginal extra nodal (linfoma MALT,
do inglés mucosa associated lymphoid tissue). Os linfomas MALT do
estdmago estao associados a infecgao pelo Hp e sdo o modelo de estudo para
todos os demais linfomas de mucosas. Dentre as neoplasias mesenquimais
se destaca o tumor estromal do trato gastrointestinal (GIST, do inglés
gastrintestinal stromal tumor). Estes tumores, a despeito de pouco frequentes,
sdo extremamente importantes pela existéncia de uma mutagao especifica no
gene c-KIT que é determinante na terapéutica com agente inibidor especifico,
o imatinib. O estdbmago é o sitio primario mais comum de GIST.

O AdG representa cerca de 90% das neoplasias gastricas e ocorre
predominantemente em pacientes em idade mais avangada (FUJIMOTO et al.
1994). O desenvolvimento desta neoplasia parece resultar de uma
combinagao de fatores ambientais e o acumulo de alteracbes genéticas

especificas devido ao aumento da instabilidade genética (MILNE et al. 2006),
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como sera comentado adiante. O prognéstico € dependente de variaveis
ligadas ao paciente, ao tratamento e a biologia do tumor (WERNER et al.
2001).

Diversas classificacbes histopatélogicas para os AdG tem sido
descritas, ndo havendo nenhuma universalmente utilizada. A classificagao
histopatolégica mais tradicional e ainda bastante usada no mundo ocidental é
aquela descrita por LAUREN (1965). De acordo com essa, o AdG pode ser
dividido em dois subtipos principais (intestinal e difuso), além de
indeterminados (nao-classificaveis). O AdG tipo difuso € caracterizado por
células isoladas em meio a fibrose estromal. Ocorre mais frequentemente em
pacientes mais jovens (menores que 60 anos), tem incidéncia similar na
maioria dos paises, localiza-se na regidao do corpo gastrico, tem aspecto
macroscopico caracteristico conhecido como ‘linitis plastica” e a
disseminacgao é predominantemente peritonial (FUCHS e MAYER 1995).

O AdG tipo intestinal se caracteriza pela formagado de estruturas
glandulares com diversos graus de diferenciacdo. Este € predominante em
populacdo masculina de idade mais avangada, mais frequentemente no antro
gastrico, mais comum nos paises com maior incidéncia e dissemina-se
predominantemente para o figado. As neoplasias que tem quantidades
similares entre componentes difuso e intestinal sdo reconhecidos como AdG
mistos (ndo contemplados na classificagdo de Laurén). Os tumores
indiferenciados s&o melhor classificados como indeterminados na
classificacdo de Laurén (LAUREN 1965).

A classificagédo histopatolégica mais recente da OMS prevé, além de
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diversos tipos especiais, que os AdG usuais apresentam quatro padrdes
principais: papilifero, tubular, mucinoso e de células em anel de sinete (que
inclui outros carcinomas de células isoladas). Esta classificacdo prevé
também a possibilidade de um tumor ser misto (LAUWERS et al. 2010). Nao
€ clara a superioridade deste sistema quando comparado ao de Laurén, mas
ha uma tendéncia de maior uso universal desta ultima. Outras classificagcdes
importantes do AdG incluem a de MING (1977) de GOSEKI et al. (1992) e a
de CARNEIRO (1997).

Outras abordagens menos baseadas em diferenciagao tumoral tém
sido tentadas no sentido de definir melhor os grupos de risco. H& uma
proposta recente em agrupar os AdG em 3 grupos, de acordo com o tipo
histoldgico: Grupo |: tumor com intenso infiltrado inflamatdério, padrao tubular
e bem diferenciado, carcinoma difuso desmoplasico e adenocarcinoma
muconodular; Grupo II: adenocarcinoma mucinoso SOE, adenocarcinoma
coesivo SOE e carcinoma difuso; Grupo Ill: adenocarcinoma mucinoso de alto
grau histolégico e carcinoma anaplasico (CHIARAVALLI et al. 2012), Esta
abordagem néo foi ainda validada em outros estudos.

Embora indiscutivelmente todas as classificacbes tenham seu valor
pratico e bioldgico, € muito questionavel a capacidade destas em predizer o
prognéstico. Até se o AdG difuso tem progndstico pior do que o AdG intestinal
€ motivo de debate na literatura, mesmo passados mais de 40 anos da
descricdo de Laurén. Aparentemente o fulcro desta discussao esta que os
carcinomas difusos tem diversos subtipos histolégicos e variados aspectos

clinicos que fazem que a simples denominacao de carcinoma de células em
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anel de sinete (CCAS) nao seja o suficiente para estabelecer a provavel
evolucao clinica.

A avaliagdo da série histérica do A.C.Camargo Cancer Center
demonstra que nos casos tratados entre 1988-98 (446 pacientes), ndo houve
nenhuma diferenca na taxa de mortalidade cancer-especifica entre os AdG
tipo intestinal e do tipo difuso (SILVA 2005). Aparentemente os casos de AdG
do tipo difuso que ocorrem em criangas e jovens sado bastante agressivos,
mas esta publicacao é anterior ao conhecimento da sindrome de AdG familial
(UMEYAMA et al. 1982). H4 CCAS que sao reconhecidos como de baixo grau
histolégico e aqueles de alto grau histolégico, com células anaplasicas
(CHIARAVALLI et al. 2009).

Estudando tumores precoces, HUH et al. (2013), demonstraram que os
tumores com achados histopatolégicos mistos estiveram mais associados a
metastases linfonodais. Outros aspectos tém sido lembrados como de
importancia para discriminar o prognostico do AdG CCAS, tais como a
presenca de infiltrado inflamatdrio linfocitario (LEE et al. 2008; HAAS et al.
2009; HUANG et al. 2009) de células T regulatérias (menos metastases
linfonodais) e reagcao desmoplasica (indicativa de disseminagao peritoneal)
(HUANG et al. 2009). Também € importante diferenciar o CCAS do carcinoma
Mucinoso, pois este ultimo é mais agressivo (BU et al. 2013).

Os AdG do tipo difuso e intestinal tém diversas diferencas na expressao
de marcadores, perfil de metilacdo (FERRASI et al. 2010) e assinaturas
génicas, além das ja comentadas em termos de apresentagédo clinica e

morfolégica, o que demonstram que s&o doencas diferentes. Dentre os
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biomarcadores que demonstram esta diferenga estao a E-caderina (ALMEIDA
et al. 2010), IGFBP-3 (GIGEK et al. 2010), via extrinseca da apoptose
(GOMES et al. 2011), marcadores de células tronco (DHINGRA et al. 2011),
proteina p53 (GONCALVES et al. 2011) e HER2/neu (GOMEZ-MARTINS et
al. 2012; KIM et al. 2012; KATAOKA et al. 2013), entre outros. Este aspecto
somado aos comentados anteriormente cria um paradoxo no estudo do AdG
pois a despeito de muito se descrever sobre a patogénese molecular ha
poucos estudos que podem ser comparaveis devido a heterogeneidade dos

critérios de inclusao destes estudos.

1.3 ESTADO ATUAL DO CONHECIMENTO DA PATOGENESE
COM ENFASE AO CONHECIMENTO DE BIOLOGIA

MOLECULAR/CELULAR DO CANCER GASTRICO

O AdG é resultado da acado de diversos mecanismos causais e da
interacao entre eles. Dentre os fatores que participam estdo a suscetibilidade
genética do hospedeiro e fatores exdgenos do ambiente (dieta, tabaco e
alcool) em uma mucosa inflamada. Esta ultima & geralmente causada pela
infeccdo crénica pelo Hp. As evidéncias que correlacionam o Hp com o AdG
incluem estudos epidemiologicos em diversas populagdes ao redor do mundo,
alteragdes morfoldgicas da mucosa que precedem o AdG e estdo associadas
a infec¢do, o desenvolvimento de modelos animais e dados epidemiologicos
demonstrando que a erradicagdao da infeccdo reduz as taxas de

desenvolvimento do AdG. Os tumores que se desenvolvem apds a
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erradicagcado da infecgao pelo Hp sao caracteristicamente de areas nao-
secretoras (IIJIMA et al. 2012). Os mecanismos que fazem a ponte causal
entre os processos inflamatorios € o desenvolvimento de neoplasias no trato
gastrintestinal foram revistos recentemente por CHIBA et al. (2012).

Mais recentemente o grupo Cancer Genome Atlas Research Network
(2014) (TCGA) publicou a caracterizagao molecular dos carcinomas gastricos.
Neste trabalho os autores utilizaram 295 casos de AdG e descreveram quatro
tipos moleculares: associados a infecgao pelo virus de Epstein-Barr (EBV, do
inglés Epstein-Barr virus), tumores com instabilidade de microssatélites,
tumores com genoma estavel e tumores com instabilidade cromossémica.
Estes corresponderam a cerca de 9%, 22%, 20% e 50% dos casos estudados,
respectivamente.

Estes subtipos moleculares apresentaram algumas diferengas clinicas.
Por exemplo, os tumores com instabilidade de microssatélites estao
frequentemente localizados no cardia, acometem pacientes mais velhos e
predominam no género feminino. Os tumores identificados como o de genoma
estavel eram predominantemente do tipo difuso de Laurén, de pacientes mais
jovens e mais localizados no fundo e antro gastrico. Aqueles com alta
instabilidade cromossémica eram de pacientes com mediana de 70 anos e
predominando com alta frequéncia relativa na jungado cardio-esofagica e
cardia. Os tumores associados ao EBV estiveram mais presentes no fundo e
corpo gastrico e foram mais frequentes em homens. Embora estas
predominancias demograficas existam, nenhuma delas é absoluta para se

determinar o subtipo molecular baseando-se em localizagao, tipo histolégico,
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idade e género, uma vez que ha uma marcada sobreposi¢cao entre todos os

grupos.

1.4 ADENOCARCINOMAS GASTRICOS ASSOCIADOS A

INFECCAO PELO VIRUS DE EPSTEIN-BARR

Conforme conhecido ha décadas e agora confirmado pelo estudo
recente do TCGA, uma pequena parcela de cerca de 10% dos casos de ADG
esta associada ao virus de EBV. Em nosso meio, o adenocarcinoma
associado ao EBV (AdG-EBV) é encontrado entre 4,7-12% dos casos (LOPES
et al. 2004; BEGNAMI et al. 2006; LIMA et al. 2008; FERRASI et al. 2010).
Um trabalho brasileiro que destoa desta frequéncia foi conduzido em Manaus,
onde 8/10 casos testados foram positivos para EBV (DE AQUINO et al. 2012).
Em outras partes do mundo ele corresponde a 18% dos casos na Alemanha,
16% nos Estados Unidos, 17% no Chile e 7% no México (HERRERA-
GOEPFERT et al. 2005; CHEN et al. 2012). Em uma meta-analise os AdG-
EBYV correspondem a 9,9% dos casos nas Ameéricas, 9,2% na Europa e 8,3%
na Asia, alterando a nogdo que seria uma doenca predominantemente oriental
(MURPHY et al. 2009). Esta prevaléncia faz com que tenhamos cerca de
80.000 casos novos de AdG EBV-relacionados no mundo, tornando esta
neoplasia mais frequente do que a associagdo com carcinoma nasofaringeo
e linfoma de Hodgkin (CHEN et al. 2012).

O AdG-EBV é uma entidade clinico-patoldgica particular. Este tipo de

neoplasia afeta preferencialmente homens, € usualmente localizado no
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estdbmago proximal, ocorre em pacientes com faixa etaria um pouco mais
baixa e é proporcionalmente mais frequente nos pacientes previamente
gastrectomizados (MURPHY et al. 2009; CHEN et al. 2012). Este
conhecimento classico da localizacdo nao foi demonstrado no estudo
molecular do TCGA. onde os tumores estiveram mais frequentemente
localizados no corpo e antro gastrico. Eles tém indice relativamente menor de
comprometimento linfonodal e prognéstico mais favoravel (KORIYAMA et al.
2002), embora nem todos os artigos assim o demonstrem (KIJIMA et al. 2003;
CHEN et al. 2012). Histologicamente podem se apresentar como um tumor
sélido “linfoepitelioma-simile” (CHETTY 2012) ou do tipo de AdG intestinal
usual (LOPES et al. 2004). Geralmente sdo acompanhados de infiltrado
inflamatédrio linfocitario denso, sendo este estroma linfoide praticamente
patognomonico da infecgdo pelo EBV (CHAPEL et al. 2000; CHANG et al.
2000). Este infiltrado é predominantemente composto por células T CD8+,
cuja intensidade esta também associada a melhor evolugao clinica, embora
nem todos os autores assim o confirmem (KIJIMA et al. 2003).

A patogénese estd associada a reativagado da infeccédo latente dos
linfocitos B e posterior infeccdo das células epiteliais. Estas células epiteliais
tém uma expansao clonal e passam a ter caracteristicas especiais que levam
ao fendbmeno de transicao epitélio-mesénquima e resisténcia a apoptose. As
células passam a secretar moléculas imunomoduladoras que seriam
responsaveis pela intensa resposta inflamatoéria associada. Além disso, as
células dos AdG-EBV tém significantemente maior capacidade de expressar

oxido nitrico (NOS2), que aumentaria o dano celular pela produgdo de
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espécies reativas de oxigénio (BEGNAMI et al. 2006). Ha autores que
propéem que os AdG-EBV intestinal tém patogénese diferente daqueles
difusos (KORIYAMA et al. 2004).

Ha evidéncias que um dos principais mecanismos de progressao
neoplasica destes tumores € a capacidade das células de evadirem a
apoptose (KUME et al. 1999; ISHII et al. 2004). Os AdG-EBV tem maior
expressao de Bcl-2 e menor expressao da BAK (KUME et al. 1999; BEGNAMI
et al. 2006), embora estes resultados nao tenham sido reproduzidos por
outros autores (ISHII et al. 2001; LIMA et al. 2008). Sdo geralmente negativos
para p53, p16, p27 e p21 (CHAPEL et al. 2000). Os estudos moleculares mais
abrangentes sao ainda escassos e conflitantes e, portanto, ha muito que se
investigar neste tipo de AdG (CHEN et al. 2012). No artigo do TCGA, estes
AdG foram caracterizados por hipermetilacdo do DNA extrema, mutacdes de
PIK3CA e amplificagao de JAK2, PD-L1 e PDCD1LG2.

A hipermetilagdo dos promotores nos AdG-EBV foi bastante mais
frequente do que naqueles casos com instabilidade de microssatélites (TCGA
2014). Em todos os casos da casuistica, o gene p16 esteve metilado,
enquanto que metilacdo de MLH1 n&o foi observada. Perda da expressao
proteica de p16 nos ADG-EBV+ havia sido anteriormente mostrada por LEE
et al. (2004). ZAZULA et al. (2006) demonstraram que em cinco casos de
ADG-EBV o gene CDH1 que codifica E-caderina, se encontrava metilado,
enquanto que os casos AdG-nao-EBV relacionados tinham hipermetilagédo em

cerca de 50% dos casos. Entretanto, a relagao desta perda de expressao de
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E-caderina e a presenca de transicdo epitélio mesénquima nao foi

anteriormente demonstrada.

1.5 OS RECEPTORES DE CHECK-POINT (PD-L1)

A ativagao de células T e sua consequente expansdo € um processo
complexo regulado por um conjunto de vias sinalizadoras. Essa ativacao e
expansao ocorrem apos a ligagao de peptideos antigénicos com os receptores
das células T (TCRs). Esses peptideos, por sua vez, sdo processados e
apresentados as células T através de células apresentadoras de antigenos
(CAP), como as células dendriticas, num processo conhecido como
apresentacdo antigénica. As células apresentadoras de antigeno,
reconhecem os antigenos patogénicos, os capturam e os processam, 0s
transformando em peptideos menores que se ligam as moléculas do
complexo maior de histocompatibilidade e sdo expostos na superficie célular
para serem reconhecidos pelas células T. Apos a ligagdo com o receptor de
células T, o primeiro sinal de ativagao é fornecido (sinal 1). No entanto, a
célula T necessitara de um segundo sinal co-estimulatério para fugir da
anergia ou apoptose (CURTSINGER et al. 2003a).

Possivelmente o mais importante sinal co-estimulatério é feito através
da ligacado do CD80 das células dendriticas com o CD28 nas células T. Ha
ainda, um terceiro sinal através de citocinas, que v&o regular as atividades
efetoras e a diferenciacdo das células T (CURTSINGER et al. 2003b). A

interacdo de sinais ativadores e sinais inibitérios entre as células
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apresentadoras de antigenos e as células T vao determinar e modular a
intensidade e duracio da resposta imune.

Apos anos de extensiva pesquisa, a imunoterapia finalmente tem
alcancado um papel de destaque no tratamento do cancer com resultados
cada vez mais promissores. Uma das principais abordagens se faz no
bloqueio de pontos de controle da resposta imunolégica e esta abordagem
rendeu o Prémio Nobel de Medicina em 2018 aos doutores ALLISON e
HONJO (2018).

A resposta imunoldgica e o reconhecimento antigénico pelas células T
€ altamente regulada por sinais co-estimulatorios positivos e negativos. Em
condigdes normais, os sinais negativos, também conhecidos como pontos de
checagem (“checkpoints”) sdo fundamentais para manutencéo da tolerancia
imunoldgica e protegao contra autoimunidade. Em tumores os ligantes e seus
receptores inibitérios podem se encontrar hiperativados, inibindo a atuag¢ao do
sistema imunoldgico na destruicdo das células tumorais (ZUAZO et al. 2017).

Dentre os principais sinais negativos de relevancia clinica estdo a
interacdo PD-L1 (“programmed cell death ligand 1”)-PD1 (“programmed cell
death-1") e CD80-CTLA4. PD1 é uma proteina transmembrana expressa em
células imunes efetoras e sua expressdo encontra-se aumentada apods
ativacao de células B e T. Seu receptor, o PD-L1, € um membro da familia B7
de moléculas co-estimuladoras/co-inibidoras, sendo expresso em varias
células, incluindo células dendriticas e células cancerigenas. (SHARPE et al.
2007). Em diversos tipos de células cancerigenas podem ocorrer

hiperexpressdo de PD-L1, levando a um mecanismo de resiliéncia
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imunoldgica (KONISHI et al. 2004; DONG et al. 2002). O PD-L1 na superficie
das células cancerigenas se liga ao PD1 nas células T e provoca inativagao
de células T no microambiente tumoral (FREEMAN et al. 2000).

A aplicacao de anticorpos monoclonais anti-PDL1/PD1 tem demonstrado
eficacia clinica em diversos tipos de cancer humano. Varios estudos clinicos
demonstraram que o bloqueio PDL1/PD1 é mais eficaz que a terapia
convencional, com resposta clinica mais duradoura e com menos efeitos

adversos (GATO-CANAS et al. 2016).

1.5.1 Mecanismos de apresentacdo antigénica as células T

A ativagdo de células T € um mecanismo altamente regulado em
multiplos passos, especialmente durante a apresentacéo antigénica, para
garantir uma resposta imunoldgica adequada. As células T reconhecem os
peptideos antigénicos através dos receptores de superficie de células T
(TCR). Ocorre a formagao de uma sinapse imunolégica entre os receptores
de células T e os peptideos antigénicos processados e expressos no
complexo maior de histocompatibilidade (p-MHC) das células apresentadoras
de antigenos. Essa sinapse é estabilizada/regulada por sinais positivos e
negativos gerados entre as células T e as células apresentadoras de
antigenos.

A contribuicdo de fatores co-estimuladores e fatores inibitdrios vai
determinar o estado de ativagcdo e o tipo de resposta das células T
(GREENWALD et al. 2005; ZOU e CHEN 2008). O principal sinal positivo para

a ativagao das células T é a ligagdo do CD80 das células apresentadoras de
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antigeno ao CD28 das células T. Os sinais inibitérios (“checkpoints” imunes)
atuam no controle e modulagédo da resposta imune garantindo a tolerancia e
protecao contra respostas imunoldgicas exacerbadas (NURIEVA et al. 2006).
O CTL4 (“T-lymphocyte-associate antigen 4”) e PD1 presentes nas células T,
se ligam ao CD80 e ao PDL1 nas células apresentadoras de antigeno/células
cancerigenas, respectivamente e exercem um efeito inibitério a resposta
imune. Algumas citocinas ainda exercem efeitos sobre a diferenciacéo e
ativacao das células T.

As cadeias a e 3 do receptor de células T (TCR) associadas a molécula
de CD3 reconhecem o p-MHC juntamente com agrupamentos CD4 ou CD8 e
um sinal complexo € iniciado. Entdo, ocorrem recrutamento e ativacdo de
tirosinas quinases Src like, como as LCK. Estas, por sua vez, fosforilam o TCR
e CD28 em seus dominios intracitoplasmaticos (CHAN et al. 1992). Ha
recrutamento de ZAP70 e PI3K e ligagdo ao CD3( e posterior fosforilagdo de
LAT e p38. Ha recrutamento de outras moléculas tais como GRB2, VAV e
SOS culminando na ativagdo da MAPK, ERK e JNK (SIEH et al. 1994;
TYBULEWICZ 2005; ROUND et al. 2007). PLCy1 também torna-se ativado
causando a liberagdo de ions Ca2+ do reticulo endoplasmatico e NFAT
(“nuclear fator of activated T-cells) e translocagao de CREB para o nucleo.
Isoformas de PKC sao ativadas e participam na via de NF-Kappa-B
(TYBULEWICZ 2005). Estes eventos induzem a ativagdo de RasGRP1 que
por sua vez ativa a ERK (BIVONA et al. 2003).

Um segundo sinal co-estimulatério € dado pela interagcdo entre CD80 e

CD28 reforgcando a ativagdo de células T. Essa interagcdo (CD80-CD28)
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recruta PI3K para o dominio intracitoplasmatico do CD28, tornando-o ativado
e induzindo a produgao de fosfatidilinositol[3, 4, 5]-trifosfato (PIP3), o qual sera
necessario para ativacao de AKT e PKCO e posterior expressdo de Bcl-x.
Através da via mTOR, AKT resgata as células T da anergia (SALVADOR et
al. 2005), enquanto o PKCO, através da ativagao de NF-kp e MKK7, induzem

a producao de II-2.

1.5.2 Mecanismos PD1 dependentes de supressao de células T

Durante a apresentacgao antigénica, a interagcdo PDL1-PD1 na sinapse
imunoldgica bloqueia a ativagao, proliferagdo e aquisicdo de capacidades
efetoras das células T (RILEY et al. 2009) através da inibicdo forte da
transducao de sinais do TCR e da co-estimilagado CD28-CD80 (BOISE et al.
1995).

PD1 é constituido por um dominio N-terminal de regido variavel de
imunoglobulina-simile, um dominio transmembrana e um dominio
citoplasmatico contendo sinais baseados em tirosina (tyrosine-based signal
motifs). Nestes, estdo incluidos um imunoreceptor inibitério baseado em
tirosina (“immunoreceptor tyrosine based inhibitory motif — ITIM”) e um
imunoreceptor baseado em tirosina switch motif (immunoreceptor tyrosine-
based switch motif — ITSM). Todos os estudos apontam para o ITSM como o
mediador das atividades inibitérias do PD1 (CHEMNITZ et al. 2004).

PD1 exerce sua fungdo imunossupressora através do recrutamento,
para os dominios baseados em tirosina, de fosfatases contendo dominio,

SHP1 e SHP2 (NEEL et al. 2003). Quando ocorre ativagdo de sinais de
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transducdo do TCR durante a apresentacdo e reconhecimento antigénico
pelas células T, ocorre fosforilacdo de varias moléculas pela LCK. Se nessa
situagdo ocorrer a ligagdo de PD1 ao seu receptor PDL1, o sinal de
transdugao do TCR vai se encerrar através de varios mecanismos. O primeiro
consiste na desfosforilacdo mediada por SHP de componentes do
sinalossomo (“signalosome”) do TCR (FREEMAN et al. 2000).

Ocorre desfosforilagcdo do CD3¢, ZAP70 e da quinase PI3K, resultando
na desativacdo da cascata de sinais dessas vias (SHEPPARD et al. 2004;
PATSOUKIS et al. 2012a). Apesar de ambas as moléculas SHP1 e SHP2
poderem interagir com ITSM (CHEMNITZ et al. 2004), tem-se demonstrado
que apenas a SHP2 se liga ao ITSM durante a ativagdo de células T
(SHEPPARD et al. 2004). E, ainda, apenas SHP2 foi associada em
microagrupamentos com PD1 (YOKOSUKA et al. 2012). Portanto, a maioria
das evidencias apontam para o SHP2 como principal mediador do efeito
inibitério do PD1, enquanto a real atuagao do SHP1 ainda é discutivel. PD1
também pode exercer agao inibitoria sobre a ativacao de células T através de
mecanismos indiretos, a maioria deles afetando a proliferacéo de células T.
Os sinais de transdugcdo do TCR aumentam a expressdao de CDK2 que
fosforilam o dominio regulatério do PTEN, que por sua vez inibe a atividade
de fosfatase sobre o PIP3, produzido pela PI3K (TORRES et al. 2001). Com a
atuacao do PD1, a expressao de CDK2 é reduzida e o PTEN pode finalizar as
atividades da via PI3K através da desfosforilagdo do PIP3 (PATSOUKIS et al.

2013).
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PD1 também inibe as quinases ciclina dependentes, resultando em
inibicdo da proliferacdo de células T. Isso se faz através da inibicdo da
transcricdo de SCFskP2 em decorréncia da inibicido do AKT e ERK. A SCFskr?
€ uma ubiquitina ligase que tem como alvo o inibidor de CDK2, p27Ke!,
promovendo sua degradagdo proteossomal. Na auséncia de SCFskP?) o
p27XP1 se acumula e inibe a divisdo celular (PATSOUKIS et al. 2012b). Esse
mecanismo é reforcado através da auséncia de fosforilacao inibitoria SMAD3
CDK2 dependente. SMAD3 ativa o genes que inibem a agéo da CDK4, CDK®6,
como o p15NK4B e reprime a transcricdo de CDC25A, que normalmente
remove fosforilagées inibitérias da CDK4, CDK6 e CDK2 (PATSOUKIS et al.
2012b). A fungao inibitéria do PD1 € um mecanismo complexo que envolve a
varias vias de sinalizagao (WEI et al. 2013).

PD1 também pode controlar a expressao de TCR na superficie celular
impedindo o reconhecimento do pMHC pelas células T. Apesar desse
mecanismo de controle ndo ser bem conhecido, estudos apontam para a
participagao de ubiquitinas ligases E3 como os principais mediadores desse
controle mediado por PD1. Especialmente a familia CBL de ubiquitinas ligases
E3 desempenham um papel critico na regulagdo da expressdo de TCR
durante a exposigcao antigénica (NARAMURA et al. 2002; KARWACZ et al.
2011). Tem se demonstrado que CBL-B e ITCH causam ubiquitinacdo de
cadeias do CD3 e do CD28 prevenindo a sua fosforilagdo e associagao a
quinases relacionadas a TCR, como ZAP-70 e PI3K (HUANG et al. 2010)
(FANG e LIU 2001). A interagdgo PDL1-PD1 durante a apresentagao

antigénica pelas células dendriticas as células T causa um aumento da
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expressao de CBL-b e c-CBL os quais contribuem para modulagéo do TCR
(NURIEVA et al. 2006; KARWACZ et al. 2011). Este processo ocorre também
no microambiente tumoral, onde o PD1 é fortemente expresso em células T
intratumorais e geralmente ha baixa da expressdao de TCR na superficie
dessas células T (CRESPO et al. 2013, CHOU e EFFROS 2013).

Com a ativagao de células T ha uma reprogramagao metabdlica para
suprir os altos niveis de energia necessarios. Na fase quiescente, as células
T usam a degradacéao de lipidios como fonte de energia. Glicdlise aerdbica
torna-se a fonte dominante de energia em células T efetoras e ha um
incremento da utilizagao de glutamina. Com a acdo do PD1 ocorre uma
supressao do consumo de oxigénio e a glicolise aerdbica ndo é mais utilizada
e as células passam a utilizar a oxidagao lipidica como principal fonte de
energia (RATHMELL et al. 2000; PATSOUKIS et al. 2015). PI3K-AKT e ERK
induzem a expressao de genes da glicdlise, portanto a mudanga do padrao
de metabolismo pode estar relacionada ao efeito inibitério do PD1 sobre essas
vias de sinalizagdo (PATSOUKIS et al. 2015). Como consequéncia do
metabolismo de acidos graxos induzido pelo PD1, ocorre acumulo de
espécies reativas de oxigénio, criando, portanto, um ambiente oxidativo
(TKACHEV et al. 2015). Dessa forma, o PD1 causa uma mudanga na
programacgao metabdlica de um fenétipo de célula T efetora para um fenético
de célula T quiescente (fendétipo de célula T de memodria). Essas alteragdes
metabdlicas tém uma participacido importante na supresséao de células T PD1

dependentes no cancer (BOUSSIOTIS et al. 2016).



31

1.6 EXPRESSAO DE PD-L1 e de p16 E OS ADG ASSOCIADOS A

EBV

Com todo este conhecimento emergente, apresenta-se uma grande
oportunidade para se entender os AdG-EBV, uma vez que estes séao
usualmente associados a resposta inflamatéria exuberante (SHINOZAKI-
USHIKU et al. 2015).

Os AdG-EBV tém duas formas histopatoldgicas: aqueles convencionais
e os “linfoepitelioma-like”, embora possa ser visto, na verdade, um espectro
entre eles. Alguns autores creem em um terceiro subtipo, com infiltrado que
lembra a doenca de Crohn (NASEEM et al. 2018). Este ultimo é também
conhecido como AdG com estroma linféide e o infiltrado inflamatério pode ser
tao intenso de modo a mascarar as células tumorais. Quando nos deparamos
com esta morfologia, a demonstragao da presenca do EBV é mandatéria, pois
dentre estes cerca de 80% sao AdG-EBV (SHINOZAKI-USHIKU et al. 2015).

No Brasil, RAMOS et al. (2017) encontraram sete casos dentre 255
AdG e seis deles eram AdG-EBV; o sétimo tinha instabilidade de
microssatélites (RAMOS et al. 2017). A outra variante histolégica ndo permite
a suspeicao que se trate de um AdG-EBV pois se apresenta como um AdG
moderadamente diferenciado, cribriforme com variavel quantidade de
infiltrado inflamatorio.

A expressao de PD-L1 em AdG, em virtude do advento da
imunoterapia, tem sido melhor pesquisada mais recentemente. Ainda é dificil

comparar os artigos pois ha uma grande variedade de métodos e diferentes
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anticorpos. Aparentemente, a expressao € mais comum nos AdG-EBV e
naqueles do segundo tipo molecular, os associados com a instabilidade de
microssatélites (MA et al. 2016).

Ha cifras tdo altas quanto a de 93% dos AdG-EBV também PD-L1
positivos (DONG et al. 2016), mas estes autores utilizaram um anticorpo
policlonal onde ainda n&o havia padronizagcdao da analise do teste. Este
numero se contrasta com o publicado por PEREIRA et al. (2018) onde, dentre
285 casos, somente 25 (8,8%) eram positivos para PD-L1. Mais da metade
destes casos eram AdG-EBV e nao houve diferencas em relagcdo a
instabilidade de microssatélites (PEREIRA et al. 2018). A literatura em relagao
a expressao de PD-L1 e AdG tem aumentado significativamente e a Tabela 2
resume alguns dos artigos mais recentes e a frequéncia de casos PD-L1
positivos.

A proteina p16 € um produto do gene CDKN2A e exerce uma agao
importante na regulagdo negativa do ciclo celular ao inibir a D-CDKN4. Sua
expressdo e participacdo no desenvolvimento do carcinoma gastrico
associado a EBV tem sido sugerida por alguns autores, demonstrando taxas
de expressao de p16 de até 81,5% nos carcinomas EBV-positvos (OJIMA et
al. 2006; WANG et al. 2008). Ja outros estudos obtiveram resultados
contrarios, com uma menor expressao desse marcador nestes tumores (LEE
et al. 2004). O estudo do TCGA demonstrou hipermetilagdo do promotor do

gene CDKN2A em todos os casos de Adg-EBV.
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Tabela 2 - Resumo da frequéncia da expressao de PD-L1 em AdG.

AUTOR ANO CASOS ANTICORPO % DE CASOS
PD-L1+

DONG et al. 2016 855 58810 (abcam) 93%

KIM et al. 2019 139 SP142 (Spring 30%
Bioscience)

KOH et al. 2017 392 E1L3N (Cell 25%
Signaling)

MA et al. 2016 44 SP263 (Ventana) 72%

OKl et al. 2017 144 27A2 (lifespan) 45%

PEREIRA et al. 2018 287 28-8 (abcam) 8,8%

SAITO et al. 2016 96 (AdG-EBV) E1L3N (Cell 34%
Signaling)

SEO et al. 2017 116 (AdG-EBV) E1L3N (Cell 50%
Signaling)

WEN et al. 2017 166 557924 (BD) 22%
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OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho sao:

Conhecer a frequéncia de ADG-EBV na amostra diagnosticada e
tratada na Liga Contra o Cancer do Rio Grande do Norte,
caracterizando-os clinico-patologicamente e em relagdo ao seu
infiltrado inflamatério.

Estabelecer a frequéncia de casos de expressao positiva para PD-L1,
medido pelo CPS aprovado para a indicacao terapéutica.

Avaliar a resposta imune de linfécitos CD4+ e CD8+ na amostra do
estudo

Comparar os AdG-EBV e os AdG-nao-EBV em relagao aos aspectos
clinico-patolégicos, frequéncia de expressao de PD-L1 e composicao
da resposta imune T CD4 e CD8.

Testar a possibilidade de usar a expressao imuno-histoquimica de p16

como marcador indicador da infecgao pelo EBV nos AdG.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 SELECAO DOS PACIENTES

Trata-se de um estudo retrospectivo, observacional, clinico-patolégico
e imuno-histoquimico de AdG primario de pacientes diagnosticados, tratados
e em acompanhamento na Liga Contra o Cancer do Rio Grande do Norte, as
quais preencheram os critérios de eligibilidade.

Para o presente trabalho foram selecionados, retrospectivamente 288
casos consecultivos de carcinomas gastricos submetidos a gastrectomia
durante o periodo de janeiro de 2003 a janeiro de 2014, obtidos dos arquivos
do laboratério de anatomia patoldgica da Liga contra o cancer do Rio Grande
do Norte. Os prontuarios médicos disponiveis e/ou os laudos anatomo-
patolégicos do laboratério de patologia correspondentes foram revisados,
onde foram obtidos informacgdes de idade dos pacientes, localizagao do tumor
e status linfonodal. Procedeu-se a avaliacdo dos achados
anatomopatolégicos por dois patologistas, incluindo tipo histologico,
profundidade de invasao, tamanho do tumor, presenca de invasao vascular e
perineural. Os blocos de parafina foram resgatados dos arquivos da Anatomia
Patolégica. Foram selecionados casos que dispunham de quantidade
suficiente de material tumoral conservado em parafina para as coloracdes

pelo método de imunohistoquimica. Dos 288 casos, um caso foi excluido por
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tratar-se de carcinoma escamoso e 18 casos nao apresentaram material

suficiente para realizagao do TMA, totalizando, portanto 269 casos.

3.2 ASPECTOS ETICOS

O presente projeto € parte do grande projeto tematico de cancer
gastrico do A.C.Camargo Cancer Center/CIPE submetido e aprovado pelo
Comite de ética da instituicdo, sob o processo N° 2134/15, aprovado em

08/12/2015. (Anexo 1)

3.3 CONSTRUCAO DO TMA

As éareas do tumor foram selecionadas em laminas de rotina e
amostradas em novos blocos de parafina. Cilindros de 1,0 mm da area tumoral
obtidos pelo dispositivo técnico Tissue Microarrayer (Beecher Instruments,
Silver Springs, EUA) foram transferidos em duplicata para o novo bloco com
posicao bidimensional separados por espagos de 0,2 mm, determinados e
gravados pelo equipamento. Deste novo bloco, chamado receptor, foram
obtidos cortes histolégicos realizados com micrétomo manual e transferidos
para laminas eletricamente carregadas. Os detalhes da construgado destes
micro-arranjos de tecido foram revistos por ANDRADE et al. (2007).

No total, os 269 casos foram distribuidos em dois blocos com 135 e
134 casos respectivamente. Os casos foram colocados em duplicata

permitindo a analise de duas regides diferentes de cada tumor.
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3.4 DETECCAO DA INFECCAO PELO EBV POR HIBRIDACAO IN

SITU

Foram realizados cortes histologicos dos blocos de TMA de 5-6 um de
espessura e laminas com amostras do tumor foram preparadas para
hibridizacao “in situ” com probe para EBER-1 de oligonucleotideo conjugado
com fluoresceina (Novocastra, Newscastle- Upon- Tyne, U.K). Logo apods
desparafinizacao e desidratacao, as secgdes foram tratadas com proteinase
K (Sigma, St. Louis, MO) durante 15 minutos, a temperatura de 37°C. Apés
lavagem e desidratacao, o probe conjugado FITC foi aplicado e hibridizado
durante a noite, a temperatura de 37°C. A hibridizacdo foi detectada em
seguida através de anticorpo de coelho anti-FITC conjugado com fosfatase
alcalina (novocastra) durante 30 minutos, em temperatura ambiente. As
laminas foram contracoradas com hematoxilina de Mayer. Nos controles

negativos o probe EBER-1 nao foi aplicado.

3.5 DETECCAO DA EXPRESSAO PROTEICA POR

IMUNOHISTOQUIMICA

Cortes histoldgicos dos blocos parafina foram submetidos a analise por
imuno-histoquimica utilizando sistema automatizado Ventana Ultra (Ventana
Medical Systems; Tucson, AZ, USA). Os anticorpos podem ser vistos na

Tabela 3.
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Tabela 3 - Anticorpos utilizados nesta investigagao.

Anticorpo Clone Fabricante/distribuidor Diluigao
PD-L1 SP263 Ventana/Roche PD
CD4 SP35 Ventana PD
CD8 SP57 Ventana PD
p16 E6H4 Ventana PD

Os resultados foram analisados em microscopio Optico por dois
observadores e o resultado obtido pelo consenso. Para o estabelecimento da
expressdo de PD-L1 foi utilizado a metodologia aprovada para o céancer
gastrico, que é o CPS maior ou igual a 1. A estimativa de positividade e
negatividade dos anticorpos CD4, CD8 e p16 foi baseada na observagéo dos
casos. Sendo que para os anticorpos CD4 e CD8 foram estimados os
numeros de linfécitos positivos e categorizados através de percentual em
relacéo ao estroma e células tumorais, sendo considerado positivos acima de
10%. E para a analise de p16 foi considerado positivo os casos com
expressao forte a moderada presente em 30% ou mais das células tumorais.
A estimativa de positividade e negatividade dos anticorpos CD4, CD8 e p16

foi baseada na observacéo dos casos.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o Prisma 4,
realizando-se o Teste do Qui-quadrado (x2) e Teste Exato de Fisher para as
avaliagdes de associacao entre variaveis qualitativas.

Foram considerados estatisticamente significantes, valores de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DEMOGRAFICA E

ANATOMOPATOLOGICA

Dos 269 casos avaliados 17 (6,32%) apresentaram relagdo com EBV.
Neste grupo a idade variou de 36 a 87 anos, com media de 59 anos e com
mediana de 52 anos. Houve predominio de casos em pacientes com mais de
50 anos (60%). Dezesseis casos ocorreram no sexo masculino e apenas 1 no
sexo feminino. Os subtipos histolégicos mais frequentes foram o
adenocarcinoma misto (intestinal e difuso) e o tipo difuso, com 6 casos cada
(35,3%), o tipo intestinal com 4 casos (23,5%). Um caso foi classificado como
carcinoma adenoescamoso (5,9%) (Tabela 3). Sete casos (41,2%) estavam
localizados no corpo, enquanto que 5 casos (29,4%), no antro e 5 casos
(29,4%) na transicao corpo/antro. A grande maioria (88%) encontrava-se no

estadio pT4 (15/17) e com linfonodos regionais positivos (12/17).

Tabela 4 - Subtipos histologicos de adenocarcinomas gastrico EBV positivos.

Tipo histolégico N° de casos %

Misto 6/17 35,3
Difuso 6/17 35,3
Intestinal 4/17 23,5

Adenoescamoso 117 5,9
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Os casos de adenocarcinomas nao associados EBV (AdG-nao-EBV)
totalizaram 252 (93,68%). A idade variou de 17 a 91 anos, com média de 63
anos e mediana de 62 anos. Houve um ligeiro predominio no sexo masculino
(M:F=1,2:1). O subtipo histolégico misto (intestinal + difuso) foi o mais
frequente com 90 casos (35,7%), seguido pelo tipo intestinal, 87 casos
(34,5%) e o tipo difuso, 75 casos (29,8%) (Tabela 4). A localizagdo mais
frequente foi 0 antro 141 casos (56%), seguido pelo corpo, 52 casos (20,6%),
49 casos (19,4%) na transicdo corpo/antro e 10 casos (4%) na transicao
cardia/corpo. A maior parte dos tumores apresentaram estadiamento
patoldgico pT4a (63,1%) e linfonodos regionais positivos estavam presentes

em 165 casos (65,4%).

Tabela 5 - Subtipos histologicos de adenocarcinomas gastrico EBV negativos.

Tipo histologico N° de casos %

Misto 90/252 35,7
Intestinal 87/252 34,5
Difuso 751252 29,8

4.2 RESULTADOS EM RELACAO AOS MARCADORES

Do total de 269 casos, foram encontrados 68 casos positivos para PD-
L1 (25,65%). A positividade para p16 foi observada em 177 casos (65,79%),
para CD4 em 199 casos (74,72%) e para CD8 em 150 casos (56,5%). (Tabela

5)



41

Tabela 6 - Expressdao de PD-L1, CD4, CD8, p16 em adenocarcinomas
gastricos.

Marcador N° de casos %

PD-L1 69/269 25,65
CD4 201/269 74,72
CD8 152/269 56,50
p16 177/269 65,79

Nos adenocarcinomas EBV-positivos (AdG-EBV), a positividade para
PD-L1 foi observada em 82,35% (14/17) e em todos os casos o infiltrado de
células T CD4+ e CD8+ foi positivo (17/17). A expressao de p16 foi positiva
em 35,29% dos casos (6/17).

No grupo de AdG-nao-EBV, foi observada positividade para PD-L1 em
21,84% dos casos (55/252), para p16 em 67,86% (171/252), para CD4,

73,02% (184/252) e para CD8, 53,47% (135/252).

4.3 COMPARACAO ENTRE OS ADG-EBV VERSUS OS ADG NAO-

RELACIONADOS AO EBV

A frequéncia de AdG-EBV em pacientes abaixo de 50 anos foi de 40%
(4/10) e de 60% em pacientes acima de 50 anos (6/10). No grupo de AdG-
nao-EBV, a frequéncia de pacientes abaixo de 50 anos de idade foi de 21,89%
(44/201) e 78,11% (157/201). Nao houve diferenga estatisticamente
significante de ocorréncia entre casos com idade igual ou menor ou acima de

50 anos entre os dois grupos (p=0,1824) (Tabela 6).
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Tabela 7 - Distribuicdo dos casos EBV+/EBV- em relagao a distribuicao da
idade

Menor/lgual que 50 anos Maior de 50 anos Total
EBV+ 4 (40%) 6 (60%) 10
EBV- 44 (21,89%) 157 (78,11%) 201
Total 48 (22,75%) 163 (77,25%) 21

p=0,1824

O acometimento linfonodal foi de 84,03% no grupo de AdG-EBV e de
65,48% no grupo de AdG-ndo-EBV, ndo demostrando diferenca

estatisticamente significante entre eles (p=0,7951) (Tabela 7).

Tabela 8 - Distribuigdo dos casos EBV+/EBV- em relagao a estadio linfonodal.

NO LN+ Total
EBV+ 5 (15,07%) 12 (84,03%) 17
EBV- 87 (34,52%) 165 (65,48%) 252
Total 77 (26,62%) 177 (65,8%) 269

p=0,7951

Nao houve diferenga estatisticamente significante com relagdo ao
estadiamento T, tendo sido observado, nos dois grupos, um maior numero de

casos nos estadios T3 e T4 (Tabela 8).
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Tabela 9 - Distribuicdo dos casos EBV+/EBV- em relagao a estadio T.

T1/T2 T3/T4 Total
EBV+ 1(5,88%) 16 (94,12%) 17

EBV- 55 (20,4%) 180 (79,6%) 235
Total 56 (21,83%) 197 (78,17%) 252

p=0,137

No grupo de AdG-EBV, a positividade para PD-L1 foi observada em
82,35%, enquanto no grupo de AdG-nao-EBV esteve presente em 21,84%. A
expressdo de PD-L1 foi maior e estatisticamente significante no grupo de

AdG-EBV (p<0,0001) (Tabela 9).

Tabela 10 - Distribuicdo dos casos EBV+/EBV- em relagdo a expressao de
PD-L1+.

PD-L1- PD-L1+ Total
EBV+ 3 (17,65%) 14 (82,35%) 17

EBV- 197 (78,17%) 55 (21,84%) 252
Total 200 (74,35%) 69 (25,65%) 269

p<0,0001

Todos os casos de AdG-EBV apresentaram positividade para células T
CD4 e CD8, enquanto que os casos de AdG-nao-EBV foram observados
positividade para CD4 em 73,02% e para CD8 em 53,47%. Essa diferenca de
expressado entre os dois grupos foi estatisticamente significante tanto pra
expressao de CD4 quanto para a expressao de CD8, com p=0,0084 e

p<0,0001 respectivamente (Tabelas 10 e 11).
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Tabela 11 - Distribuicdo dos casos EBV+/EBV- em relagdo a expressao de
CD4+.

CD4- CD4+ Total
EBV+ 0 17 (100%) 17

EBV- 68 (26,98%) 184 (73,02%) 252
Total 68 (25,28%) 201 (74,72%) 269

p=0,0084

Tabela 12 - Distribuicdo dos casos EBV+/EBV-em relagdo a expressao de
CD8+.

CD8- CD8+ Total
EBV+ 0 17 (100%) 17
EBV- 117 (46,43%) 135 (53,47%) 252
Total 117 (43,5%) 152 (66,5%) 269

p<0,0001

Foi observada maior expressao de p16 nos adenocarcinomas EBV-
negativos quando comparados aos adenocarcinomas EBV-positivos

(p=0,0146). (Tabela 12)

Tabela 13 - Distribuicdo dos casos EBV+/EBV- em relagdo a expressao de
p16

p16+ p16- Total
EBV+ 6 (35,29%) 11 (64,71%) 17
EBV- 171 (67,86%) 81 (32,14%) 252
Total 177 (71,38%) 92 (28,62%) 269

p=0,0146
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As figuras abaixo representam os achados histolégicos e a imuno-
expressao evidenciada nos AdG em alguns casos estudados (Figuras 5, 6 e

7).
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Figura 5 - Padrdes histolégicos de AdG em secgdes coradas por H&E (H&E

X 200). A: Adenocarcinoma do tipo intestinal; B: Adenocarcinoma do tipo difuso
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Figura 6 - Padrdes histolégicos de AdG negativo e positivo. A: AdG EBV-negativo
(Hibridizacao “in situ” X 200); B: AcG EBV- positivo (Hibridizag&o “in situ” X 200).
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Figura 7 - Expressédo de marcadores de imunohistoquimica. A e B - Express&o

de marcadores p16 e PD-L1 em AdG, respectivamente (imunohistoquimica X 200); C e D:

imunomarcacgao para linfécitos T e B em AcG (imunohistoquimica X 200).
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5 DISCUSSAO

O AdG é frequentemente diagnosticado em fases avancadas o que
torna dificil seu tratamento, sendo, portanto uma das neoplasia com baixas
taxas de sobrevida e com alta taxa de mortalidade.

As classificagcbes histopatolégicas n&o conseguem predizer o
comportamento biolégico e alguns estudos utilizando avaliagdo molecular
buscam uma classificagdo que possa traduzir o comportamento bioldgico,
bem como, a avaliacdo de alvos moleculares que possam ter aplicagao
terapéutica.

Esse novo enfoque dos carcinomas gastricos baseado em alteragdes
moleculares foi publicado em 2014 pelo grupo Cancer Genome Atlas
Research Network-TCGA (2014). Foram descritos quatro tipos moleculares:
associados a infecgao pelo virus de EBV, tumores com instabilidade de
microssateélites, tumores com genoma estavel e tumores com instabilidade
cromossOmica.

Conforme conhecido ha décadas e agora confirmado pelo estudo
recente do TCGA, uma pequena parcela (cerca de 10%) dos casos de AdG
esta associada ao virus de EBV. Os AdG-EBV afetam preferencialmente
homens e usualmente estdo localizados no estdmago proximal e ocorrem
numa faixa etaria um pouco mais baixa.

Como ficou demonstrado neste estudo com casos da Liga Contra o

Cancer do Rio Grande do Norte, de um estado da regidao Nordeste do Brasil,
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num total de casos de 269 casos de AdG foram encontrados 17 casos
associados com EBV (6,32%), com localizagao preferencial no corpo,
corroborando com o que esta descrito na literatura. Porém, a maioria dos
casos de AdG-EBV avaliados acometeu pacientes acima de 50 anos e
encontrava-se nos estadios T3 e T4 e com linfonodos positivos, diferente do
que foi observado em outros trabalhos, refletindo um provavel diagndstico
tardio da enfermidade nessa regido do Brasil. Isso se deve a falta de politicas
publicas para diagndstico precoce dessa neoplasia e a dificuldade de acesso
da populacédo a exames endoscopicos, uma vez que trata-se de um servico
que atende preferencialmente pacientes de menor poder aquisitivo.

Na avaliagdo pela imunohistoquimica, a populagdo de células
neoplasicas destes casos estudados se misturou a um infiltrado inflamatério
de células T, tanto de células CD4+ como de células CD8+ e expressando
mais comumente PD-L1 que nos AdG-EBV negativos.

Recentemente, a imunoterapia tem sido aplicada em pacientes com
AdG avancado com resultados promissores. A indicacdo do seu uso se faz
com a avaliacido por imunohistoquimica da expressao de PD-L1 nas células
tumorais e em células da resposta imune associadas a neoplasia. Sao
avaliadas todas as células que expressam o anticorpo anti-PD-L1 e se usa
como denominador o numero total de células tumorais na area avaliada.

Nos adenocarcinomas EBV-positivos (AdG-EBV), a positividade para
PD-L1 foi observada em quase toda sua totalidade (82,35%, p<0,0001) e em
todos os casos o infiltrado de células T CD4 e CD8 foi positivo (17/17).

Notadamente, a expressdao de PD-L1 foi mais detectada nos AdG EBV
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positivos, sendo vista em apenas 21,84% dos casos AdG EBV negativos,
concluindo-se, desta forma, que o AdG-EBV sao candidatos a uma boa
resposta a imunoterapia. Além disso, o infiltrado linfoide encontrado de forma
exuberante no estroma tumoral de AdG pode ser um indicativo da evidéncia
de associacdo com o EBV e, portanto, estara norteando estes casos para a
investigacdo da presencga viral através de hibridizagao “in situ” e se torna
também um forte indicador da expressao do PD-LA1.

A expressao de p16 em AdG-EBV tem tido resultados contraditérios
com alguns trabalhos mostrando expressao de até 81,5% (OJIMA et al. 2006),
enquanto outros estudos n&o conseguiram confirmar esses achados (LEE et
al, 2004). O estudo do TCGA revelou a hipermetilagdo do gene CDKN2A em
todos os AdG-EBV. Esse evento provoca o silenciamento da expressao desse
gene sendo esperado, portanto, uma menor expressao do p16. Nosso estudo
revelou uma expressao de 35,29% nos AdG-EBYV e de 67,86% nos AdG-nao-
EBV, possivelmente corroborando com a possivel hipermetilacdo e
silenciamento génico. Fica, portanto, demonstrado que este ndo € um bom

marcador para o diagnéstico de AdG-EBV.
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CONCLUSOES

A frequéncia de AdG relacionados ao EBV na populagao tratada na

Liga Contra o Cancer do Rio Grande do Norte foi mais baixa do que a

demonstrada em outros trabalhos no Brasil.

Quando comparados com os AdG nao relacionados ao EBV, os AdG-

EBV+ mostraram que:

a.

b.

Nao houve diferenca em relacao a idade;

A grande maioria (16/17) estavam em estadio T avangados;

Nao houve diferencas em relagado ao estadio N;

Mais frequentemente expressam PD-L1.

Mais frequentemente apresentam infiltrado inflamatério de células
T, tanto de células CD4+ como de células CD8+;

p16 € menos frequentemente positivo nos AdG EBV do que nos
AdG-nao-EBV e portanto ndo pode ser usado como biomarcador

preditivo da infecgao pelo EBV.
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