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RESUMO

Santos, L. B. C. Impacto do status da infeccédo pelo virus de Epstein-Barr e do perfil de
instabilidade de microssatélites no prognéstico de pacientes portadores de
adenocarcinomas gastricos. [Dissertacdo] Sdo Paulo; Fundacdo Anténio Prudente; 2023.

A determinagdo acurada do prognostico tumoral ainda € um desafio no tratamento oncolégico.
Estudos sugerem que dois dos subtipos moleculares de adenocarcinomas gastricos (AdGs),
talvez tenham melhor prognostico quando comparados aos demais: aqueles caracterizados pela
presenca do virus Epstein-Barr (AdG-EBV) e aqueles com instabilidade de microssatélites de
DNA (AdG-MSI). No Brasil, a distribuicdo destes subtipos ainda ndo foi profundamente
investigada, e ndo sabemos o impacto progndstico dos mesmos na nossa populacéo, que possui
aspectos étnicos e epidemioldgicos proprios. O objetivo deste trabalho € determinar a
prevaléncia e a relevancia clinica/prognostica dos subtipos EBV e MSI, em uma coorte de
pacientes portadores de AdG tratados no A.C.Camargo Cancer Center. A coorte incluiu 198
pacientes diagnosticados entre 2016 a 2020, dos quais foram coletadas amostras de biopsias
tumorais (195/198) e fluidos gastricos (167/198). A presenca do DNA de EBYV foi avaliada por
gPCR e o status de MSI foi determinado a partir de dados de sequenciamento de exoma das
amostras tumorais (MSlseq/NGS classifier). Na avaliacdo progndstica utilizamos analise de
sobrevida pelo método de Kaplan-Meier e Log Rank (R v. 4.1.2). Para as analises estatisticas
utilizamos principalmente os testes de qui-quadrado e exato de Fisher na andlise de fatores
clinicos (SPSS v. 25). A prevaléncia observada na coorte para EBV+ e MSI+ foi exatamente a
mesma: 7,1% (14/198 casos), similar a outros relatos da literatura. A média de idade para
pacientes EBV+ e EBV- foi similar (respectivamente, 60 e 61,7 anos), e 0 sexo predominante
para os dois grupos foi 0 masculino (85,7% para EBV+ e 60,3% para EBV-). Quanto aos casos
MSI+, a média de idade foi de 74,3 anos e maioria do sexo feminino (71,4%, p= 0,016),
enquanto os pacientes MSI- tiverem média de 60,6 anos e 0 sexo masculino prevalente (64,7%).

A distribuicdo dos casos EBV+ e MSI+ quanto aos subtipos de Lauren, foi respectivamente,



28,6% e 69,2% para intestinal, 57,1% e 15,4% para difuso, e 14,3% e 15,4 % para o subtipo
misto. Observamos relacao significativa entre esta classificacéo e o status MSI (p=0,017), mas
ndo para a presenca de EBV. O impacto prognéstico foi avaliado pela sobrevida cancer
especifica (CE) e sobrevida livre de recidiva em 05 anos nas condigdes: (A) excluindo os casos
metastaticos ao diagndstico e (B) excluindo também os com estadiamento TNM V. Néo
observamos diferencas estatisticas entre os grupos, o que talvez seja fruto de uma casuistica
ainda limitada frente a baixa frequéncia de EBV e MSI em nossa populacdo. Entretanto, 0s
casos EBV+ ndo apresentaram recidiva da doenca, sugerindo um impacto positivo da presenca
de EBV. Além disso, avaliamos a relacdo entre a ancestralidade genémica e os AdGs EBV e
MSI, onde a ancestralidade predominante principal foi a europeia, seguida da asiatica, mas nao
observamos efeito da ancestralidade quanto ao prognéstico dos subtipos. Ademais, avaliamos
a carga mutacional tumoral (CMT) e as assinaturas mutacionais onde se destacou a associacao
com o status MSI+, grupo no qual foram identificadas as assinaturas correspondentes a
deficiéncia em MMR e idade mais avancada. Os pacientes MSI+ tinham idade mais elevada, o
que pode ter afetado o prognoéstico inicial. Entretanto, os casos MSI+ com CMT alta se
distinguem do resultado da coorte total e apresentaram o prognostico mais favoravel. Dessa
forma pudemos aprofundar a compreensdo dos AdGs EBV e MSI, contribuir para o

detalhamento molecular desta populacéo no Brasil.

Palavras-chave: Adenocarcinoma Gastrico (AdG), Virus de Epstein-Barr (EBV) e Instabilidade

de microssatélites de DNA (MSI).
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ABSTRACT

Santos, L. B. C. [Impact of Epstein-Barr virus infection status and microsatellite instability
profile on the prognosis of patients with gastric adenocarcinomas]. [Dissertacdo] Sao
Paulo; Fundagdo Anténio Prudente; 2023.

The accurate determination of tumor prognosis still challenges cancer treatment. Studies have
suggested that two of the molecular subtypes of gastric adenocarcinomas (GaCs) may have a
better prognosis when compared to the others: those characterized by the presence of the
Epstein-Barr virus (GaC-EBV) and those with DNA microsatellite instability (GaC-MSI). In
Brazil, the distribution of these subtypes has not been thoroughly investigated, and we do not
know their prognostic impact on our population, which has its own ethnic and epidemiological
aspects. This study aims to determine the prevalence and clinical/prognostic relevance of the
EBV and MSI subtypes in a cohort of patients with GaC treated at the A.C.Camargo Cancer
Center. The cohort includes 198 patients recruited between 2016 and 2020, from whom tumor
biopsies (195/198) and gastric fluid samples (167/198) were collected. The presence of EBV
DNA was assessed by gPCR and MSI status was determined from exome sequencing data from
tumor samples (MSIseq/NGS classifier). In the prognostic evaluation, we used survival analysis
by the Kaplan-Meier and Log Rank method (R v. 4.1.2). For statistical analyses, we used Chi-
square and Fisher's exact tests (SPSS v. 25). The prevalence observed in the cohort for EBV+
and MSI+ was the same: 7.1% (14/198 cases), similar to other reports in the literature. The
mean age for EBV+ patients was 60 years and for EBV-, 61.7 years, and the predominant sex
for both groups was male (85.7% for EBV+ and 60.3% for EBV-). As for the MSI+ cases, the
mean age was 74.3 years and the majority were female (71.4%), while the MSI- patients had a
mean age of 60.6 years and the male gender was prevalent (64.7%). The Lauren's subtypes

distribution of EBV+ and MSI+ cases were respectively, 28.6 and 69.2% for intestinal, 57.1
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and 15.4% for diffuse, and 14.3 and 15.4% for the subtype mixed. We observed a significant
relationship between this classification and MSI status (p=0.017), but not for the presence of
EBV. The prognostic impact was assessed by overall survival and recurrence-free survival at
05 years in the following conditions: (A) excluding metastatic cases at diagnosis and (B) also
excluding those with TNM stage IV. We did not observe statistical differences between the
groups, which may be an effect of a limited cohort. However, EBV+ cases did not show disease
recurrence, suggesting a preliminary positive impact of the presence of EBV in protecting
against recurrences in GaC. In addition, we evaluated the relationship between genomic
ancestry and the GaCs EBV and MSI, where the main predominant ancestry was European,
followed by Asian. And we did not observe an effect of ancestry on the prognostic panorama
of the subtypes. In addition, tumor mutation burden (TMB) and mutational signatures were
evaluated to complement the molecular profile. There is an association highlighted for MSI+
status with the signatures corresponding to MMR deficiency and older age. This age factor was
verified and the MSI+ patients were older, which affected the initial prognosis. However, MSI+
cases with high TMB differ from the result of the total cohort and presented the most favorable
prognosis. In this way, we were able to deepen the understanding of GaCs EBV and MSI in

order to contribute to their management in Brazil.

Keywords: Gastric Adenocarcinoma (GaC), Epstein-Bar Virus (EBV), and, DNA

Microsatellite Instability (MSI).
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer Gastrico

O cancer gastrico (CG) é uma doenca heterogénea tanto sob aspectos clinicos quanto
demograficos. Apesar dos esforgos para sua prevencao terem sido observados, com uma queda
na incidéncia em diversos paises e das evolugdes vistas no seu tratamento, o CG ainda é a quinta
neoplasia mais frequente e a terceira causa de morte global por cancer 2. Apenas em 2020, o
CG foi diagnosticado mundialmente em mais de 1 milhdo de pessoas (5,6% dos casos de
cancer), sendo estimadas mais de 700 mil mortes (7,7% dos ébitos por cancer) para este tipo
tumoral, reforcando sua maior letalidade 3. A American Cancer Society estimou a ocorréncia
de 26.380 novos casos e 11.090 mortes (homens: 15.900 casos e 6.690 mortes; mulheres:
10.480 casos e 4.400 mortes) por CG nos Estados Unidos em 2022, onde essa neoplasia
corresponde a 1,5% dos novos casos de cancer por ano (4). No Brasil, 0 CG € o quinto tipo de
cancer mais frequente entre as mulheres e o terceiro entre homens. As estimativas de mortes
por CG no Brasil em 2019 foram de 9.636 (7,9%) para homens e 5.475 (5%) para mulheres.

Em 2020, a incidéncia foi de 13.360 (5,9%) de casos em homens e 7.870 (3,5%) em mulheres
5,6

A apresentacdo mais comum do CG é o Adenocarcinoma Gastrico (AdG), correspondente a
95% dos casos e que acomete principalmente homens de 60 a 70 anos de idade (65% acima de
50 anos) &7. O AdG se origina na mucosa gastrica a partir da diferenciaco glandular e faz parte
de um grupo de tumores heterogéneos molecular e morfologicamente. Segundo a Organizacao
Mundial da Salde (OMS), o AdG é classificado histologicamente em quatro subtipos:
tubular, papilifero, mucinoso e em anel de sinete 1. No entanto, uma das classificagdes mais
comumente utilizadas na clinica permanece a de Lauren (1965), que reconhece os subtipos
histolégicos principais como sendo intestinal, difuso ou misto 8. No subtipo intestinal de
Lauren, as células neoplasicas apresentam-se em estruturas tubulares bem definidas gerando
uma formacédo glandular e tornando o carcinoma geralmente mais diferenciado. No subtipo
difuso, as células neoplasicas estdo individualizadas infiltrando a parede gastrica, ndo héa
formagéo glandular e o carcinoma é menos diferenciado. O subtipo misto agrega caracteristicas

dos dois subtipos anteriores 810,

Além das denominagfes baseadas em aspectos histoldgicos, em 2014 o AdG recebeu uma

classificagdo molecular pelo TCGA (The Cancer Genome Atlas) estabelecendo quatro subtipos:
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1- tumores positivos para o virus Epstein-Barr (EBV+); 2- tumores com instabilidade
microssatélite  (MSI+); 3- tumores com instabilidade cromossémica (IC) e 4-
tumores genomicamente estaveis (GS) . Dentre estes subtipos moleculares, dois deles se
destacam por apresentarem melhores respostas terapéuticas em estudos clinicos e tém sido
apontados na literatura como indicadores de bom prognéstico 2. Sdo esses, 0 AdG positivo
para a presenca do EBV, AdG-EBV; e o que apresenta MSI+, AdG-MSI. Além do estudo do
TCGA que definiu esses subtipos, outros autores investigaram a relevancia clinica dos mesmos.
Em uma analise a partir de 699 amostras cirirgicas de pacientes de cancer gastrico e
gastroesofagico submetidos a gastrectomia, foi demonstrada associacao entre o subtipo EBV+
e 0 melhor prognostico, enquanto pacientes do subtipo GS apresentaram pior progndstico 2.
Atualmente, o EBV é investigado como marcador relevante nos AdGs, e tem sido inclusive
sugerido como biomarcador com impacto terapéutico, principalmente ao uso de inibidores de
checkpoints imunes 2. J4 em relacio ao subtipo MSI+, este ja é estabelecido como
biomarcador no AdG para indicacéo de terapia com o anticorpo monoclonal pembrolizumabe
ou outros farmacos anti-PD1, por exemplo, é reconhecido como uma classificacdo molecular
tanto pelo TCGA como pelo “Asian Cancer Research Group” (ACRG) 8. A instabilidade se
caracteriza pelo acumulo de alteraces (delegcdes ou insercdes) nas unidades de repeticdo de
microssatélites, o que € indicativo de deficiéncia em certos sistemas de reparo de DNA 6. Os
microssatélites sdo pequenas repeticbes em tandem que apresentam trechos de nucleotideos
repetidos (1 a 9 unidades de repeticdo) *>11°. Na literatura, o perfil da MSI no CG ¢é tratado
por algumas nomenclaturas que podem variar de acordo com o autor. Os casos positivos para
MSI, sdo geralmente chamados MSI-High, que significa que ha alta presenca da instabilidade.
Ja os casos negativos muitas vezes sdo chamados de Non-MSI-High, que engloba situagdes
guando a instabilidade € baixa ou inexistente, neste ultimo caso, também podem ser
denominados MSS, sendo microsssatelies estaveis; e quando a MSI é baixa, também pode ser

referido como MSI-Low 417,

Em geral, para 0os AdGs, a base de tratamento com intuito curativo ainda € a ressecc¢ao gastrica,
cirdrgica ou endoscépica. O tratamento vai ser definido de acordo com o estadiamento do
tumor, havendo combinagdes entre diferentes protocolos conforme indicacéo clinica, incluindo
além da cirurgia, radioterapias, quimioterapias, terapias-alvo e imunoterapia. A imunoterapia
tem sido uma alternativa principalmente quando ja foram usadas abordagens quimioterapicas
sem sucesso ou com efeitos colaterais ndo toleraveis 2?1, Dessa forma, busca-se a melhor

alternativa para cada paciente, inclusive alguns imunoterapicos foram recentemente aprovados
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pela ANVISA para o CG no Brasil 222, O AdG-MSI e 0 AdG-EBV s&o muito imunogénicos
devido, a elevada presenca de mutacées no AdG-MSI e da quantidade de antigenos virais no
AdG-EBV, o que leva a producéo de neoantigenos e os tornam fortes candidatos ao tratamento
com imunoterapicos 2, No entanto, a frequéncia desses subtipos varia bastante na literatura,
devido principalmente a representatividade precaria das coortes estudadas ao redor do mundo,
incluindo o Brasil, onde a relevancia desses marcadores no AdG carece de investigacoes mais

aprofundadas 262,

Interessantemente, € descrito na literatura que tanto a incidéncia do CG, como os fatores
envolvidos no progndstico da doenga também variam geograficamente 2. Em paises asiaticos
observa-se uma alta incidéncia de CG, e também bons resultados no que se refere a resposta
terapéutica de seus pacientes 23°, Enquanto os individuos japoneses apresentam uma sobrevida
em 5 anos de 40-60%, os pacientes dos Estados Unidos e Europa tém sobrevida de apenas 15-
20%, evidenciando um potencial do impacto da etnia e outros fatores no prognostico do AdG
26 Por muito tempo, se atribuiu estes resultados discrepantes as formas de tratamento, como por
exemplo, maior percentagem de cirurgias mais agressivas no continente asiatico. Atualmente,
estudos indicam que fatores ambientais, socioecondmicos, a etnia e a prépria biologia tumoral
devem ter um papel na sobrevida %3132, As relacGes entre o AdG e os elementos discutidos
acima tém sido estudadas em diversos centros mundialmente 31933 Entretanto, ainda néo
temos nimeros concretos em relacdo a incidéncia destes subtipos moleculares no Brasil, o que
demonstra a necessidade de investigacfes que considerem estes fatores em conjunto em nossa
populacdo. Deste modo, buscamos neste trabalho identificar a prevaléncia destes elementos nos
subtipos de AdG-EBV e AdG-MSI em diferentes contextos, esperando assim contribuir para a
compreensdo dos fatores envolvidos no progndstico desta neoplasia localmente.

1.2. O virus Epstein-Barr e o cancer gastrico

O numero de estudos sobre 0 AdG e os diversos fatores relacionados a esta neoplasia € crescente
1232 Uma das maiores areas de interesse se refere a resposta ao tratamento, onde a composicao
da microbiota gastrointestinal parece ter um papel relevante, em conjunto com caracteristicas
moleculares especificas entre pacientes respondedores e nao-respondedores. Além disso, a
dishiose gastrica parece ter papel relevante na carcinogénese, principalmente em estudos que

buscam evidenciar a importancia do papel dos microorganismos no AdG, incluindo a bactéria
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Helicobacter pylori (Hp) e também o virus de Epstein-Barr (EBV) 3. O EBV, um gama herpes
virus da familia 1, € um relevante agente neste contexto e seu papel na carcinogénese do AdG
vem sendo investigado h& mais de 30 anos, principalmente pela deteccdo de RNAS virais em

secges histoldgicas por hibridizago in situ 33536,

A relagdo entre a infeccdo pelo EBV e o estabelecimento dos AdGs ja é bem conhecida na
literatura cientifica. Ao redor do mundo a prevaléncia de adenocarcinoma gastrico EBV+
(AdG-EBV) é geralmente inferior a 10% (2-20%) (14). Em geral os casos EBV+ apresentam
um prognostico mais favoravel se comparados a outros tipos de CG (13). Tumores AdG-EBV
em geral se localizam no fundo ou corpo géstrico (62%), sdo mais frequentes em pacientes do
sexo masculino (81%) e estdo mais comumente associados a histologia intestinal.
Ocasionalmente, exibem o fenétipo de carcinoma do tipo linfoepitelioma 3”.Embora o AdG seja
mais comum em pacientes de idade mais avancada, 0 AdG-EBV ocorre em uma idade um pouco
menor. Por exemplo, um estudo recente demonstrou alta prevaléncia de AdG-EBV em

pacientes mais jovens, com média de idade de 35 anos 1438,

Acredita-se que a infeccdo por EBV ocorra principalmente na infancia, através de contato do
virus com a mucosa oral, onde ocorre o seu ciclo litico e as particulas virais sdo produzidas e
liberadas pelas células epiteliais **. O estabelecimento desta infecgdo latente em células ndo
permissivas, como as células epiteliais estomacais, parece causar uma transformacdo maligna
e consequentemente uma expansdo clonal das células infectadas *°. Nesse caso, 0 EBV néo
destroi a célula nem incorpora o seu DNA ao do hospedeiro. Este permanece como DNA
epissomal e circular, que prolifera no nucleo da célula infectada como se fosse o préprio DNA
do hospedeiro. Assim, durante a expansdo clonal, o seu nivel de DNA se mantém estavel e o
mesmo numero de copias € transmitido a cada célula filha: cerca de 1-185 cdpias por genoma
(média ~10) no AdG-EBV 33240 Uma vez estabelecida a infecgdo, 0 EBV passa a expressar
seus RNAs, incluindo microRNAs (miRNASs), além de proteinas relacionadas a transformacéo
celular, incluindo mediadores da mudanca de fase de infeccdo litica-latente **. O EBV € o
primeiro virus reportado como capaz de codificar seus proprios miRNAs. A fase latente da
infeccdo por EBV possui trés estagios, o desenvolvimento do CG é relacionado as etapas 1 e 2,
onde os EBERs 1 e 2 (Epstein—Barr virus-encoded small RNAs), EBNA-1 (EBV-determined
nuclear antigen 1), BART (BamHI-A rightward transcripts) e BARTs microRNAs séo

expressos 4.
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Os miRNAs codificados por EBV (EBERS) estimulam as vias de sinalizacdo de TLR e RIG-I,
incluindo TBK1 (Tank-binding kinase), que € uma proteina com importante papel na imunidade
inata, regulando a resposta inflamatoria e oncogénese através da ativacdo de fatores de
transcricdo reguladores de interferon (IRF3 e 7). Os EBERs sao divididos em dois grupos
principais: BHRF1 (BamHI fragment H rightward open reading flame 1) e BART miRNAs e
diversos alvos destes miRNAs j& foram preditos computacionalmente e estudados in vitro. Os
BHRF1 miRNAs apresentam papel na regulacdo do ciclo celular da célula hospedeira e da
evolucdo da infeccdo viral em varios tipos de neoplasias além do CG. Enquanto,
especificamente no CG, foi observada atuacdo de BARTs miRNAs na regulacdo de genes de
apoptose e ciclo celular. E bem aceito na literatura que os EBERs possuem funcéo regulatdria
importante no AdG-EBV 4,

Apesar das investigacOes envolvendo EBERSs, o papel do EBV no mecanismo de carcinogénese
do AdG ainda ndo é totalmente esclarecido. Entretanto, algumas alteracbes genéticas e
epigenéticas, além de outros fatores no microambiente tumoral sdo descritos como
caracteristicos dessa relacdo 2. A habilidade do EBV de iniciar uma cascata epigenética ainda
demonstra a possibilidade de um papel indireto deste na carcinogénese do AdG. O fendtipo de
metilacdo global ndo aleatéria de ilhas CpG (do inglés: “non-random global CpG-island
methylation phenotype” - CIMP) é uma anormalidade molecular importante neste contexto,
levando a hipermetilacdo. A expressdao de diversos genes supressores tumorais € suprimida
devido forte metilacdo da sua regido promotora, como pl4, pl6, CDKN2A, TP73 e CDH1
11134243 'O EBV também interage com P53 no AdG e em outros tipos de cancer, pela expressdo
de proteinas como LMP1 e BARF1 que se ligam a isoformas de P53, bloqueando vias de

apoptose *.

Recentemente, nosso grupo demonstrou um possivel novo mecanismo que poderia explicar a
carcinogénese induzida por EBV, envolvendo a transcricdo aumentada de genes codificadores
de enzimas da familia APOBEC, evento fortemente induzido pela infecgéo viral. A expressdo
aumentada destes genes parece ter um efeito off-target que leva ao estabelecimento de perfis
mutacionais especificos nas células gastricas como efeito off-target 4. Em outro estudo de
nosso grupo, uma coorte de 112 pacientes (35-64 anos) com AdG teve sua carga mutacional
tumoral (CMT) avaliada. Destes, cinco pacientes eram EBV+, nos quais observamos uma CMT
intermediaria ou baixa *°. Ainda, no estudo de Jing et al (2020), empregando microarranjos de
expressdo génica e metilagdo foi identificado um conjunto de novos genes e vias envolvidas no
AdG-EBV. Os genes diferencialmente expressos, incluindo BMP4, CDK2, DEPDCL1, SNAIL,
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TRIP13, WNT11 e WNT3, podem ser avaliados como biomarcadores para diagnostico e terapia
baseados na sua metilagdo “°. AlteragBes em varios genes induzidos por EBV (AKT2, CCNAL,
MAP3K4, TGFBR1, ACSS1, FAM3B, IHH e TRABD) ja foram relatadas, além da ativacéo de
vias de sinalizagdo como JAK?2 3"#L, Inclusive, a principal alteracio de niimeros de copias (do
inglés: “copy number variations "— CNVSs) que ocorre no AdG-EBV é a amplificacdo focal no
cromossomo 9p24.1, que compreende JAK2, CD274 e PDCD1LG2, levando a expressdo
constitutiva de JAK2, PD-L1 e PD-L2, respectivamente 4. Recentemente, Xu et al (2022)
avaliaram o potencial de transcritos que parecem ser induzidos apos a infeccdo por EBV no
CG. De um grande conjunto de genes, eles selecionaram 144 com agdo imuno-reguladora,
incluindo 11 genes com um papel central como hubs reguladores imunes conforme determinado
por redes de interacdo proteina-proteina; CD8A, CXCL10, CCR5, IFNG, CXCL9, GZMA,
GZMB, KLRK1, TBX21, CCL5 e CD38. E demonstraram que a expressao desse conjunto de 11
genes se relacionou com a resposta a imunoterapia anti-PD1, e que juntos esses genes poderiam
ser usados como classificador para discriminar pacientes com CG que se beneficiariam dessa

terapia %',

Alguns genes se destacam na literatura no cenario do AdG-EBV. ARID1A, frequentemente
mutado no CG, é um gene supressor tumoral que atua como oncogene. Sua mutacdo mais
frequentemente observada é a que resulta na proteina truncada causando a perda da funcgéo
desse gene. Com isso, a expressao de ARID1A pode indicar o prognostico no CG, pois sua
expressdo reduzida é associada a piores taxas de sobrevida >4, De acordo com o TCGA,
ARID1A é mutado recorrentemente nao s em casos de CG EBV+ (55%), mas também em CG
MSI+ (83%) (11,26). No AJG-EBV, foi observada perda de expressdo desse gene mesmo
quando ndo houve mutacio 4. Além disso, mutagdes em ARID1A foram observadas inclusive
na mucosa gastrica ndo-neoplasica no AdG-EBYV, o que pode estar associado a um efeito de
campo de canceriza¢do, ou mesmo a infec¢do por EBV, dando inicio a transformacdo maligna
1113 " Qutro gene importante no AdG-EBV, é o PIK3CA. Na coorte avaliada pelo TCGA (2014),
mutagdes ndo-sindnimas foram reportadas em 12% dos casos de CG e preferencialmente nos
casos EBV+, onde essas mutacGes de PIK3CA ocorreram em 80% dos casos, em contraste com
3 a 42% nos outros tipos tumorais %%, As mutacdes de PIK3CA em pacientes AdG-EBV
ocorrem principalmente no dominio quinase do gene, sugerindo que a eficacia dos inibidores
de PIK3CA pode ser maior em casos AdG-EBV 4,

As alteracOes epigenéticas também parecem ter um papel importante no AdG-EBV. A

metilagdo do DNA viral é entendida pela literatura como uma tentativa de conté-lo, entretanto,
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isto pode a0 mesmo tempo ativar a maquinaria para iniciar sua proliferacdo. Com a represséo
de genes supressores tumorais, pela metilacdo de genes codificadores de proteinas latentes e a
producdo de miRNAs virais, as células tumorais no AdG-EBV escapam da apoptose e evadem
do sistema imune do hospedeiro ¢, Em conjunto, esses fatores favorecem um ambiente de
progressdo tumoral. O microambiente tumoral no AJG-EBV se caracteriza por uma alta
densidade de células T CD8+ e uma baixa densidade de macréfagos CD204+ (macrofagos
associados a tumores). Ambos se correlacionam com melhor prognostico de pacientes com CG
em geral e podem contribuir para 0 mesmo desfecho no AdG-EBV ¥4 Também ¢é
caracteristica neste contexto a alta expressdo de PD-L1 pelas células AdG-EBV e células
imunes infiltradas (macréfagos e linfdcitos) 14%°, abrindo espaco para o uso de inibidores de
checkpoints imunoldgicos na imunoterapia destes tumores, 0 que parece ocorrer em cerca de
40% dos casos de CG °L. A interagdo proteica entre o receptor de células T, PD1 (programmed
death-1) e seu ligante PD-L1 (programmed death-ligand 1) é um dos mecanismos mais comuns
subjacentes a imunoterapia. Quando ha interacdo PD-1/PD-L1 as células T deixam de atacar as
células ndo-tumorais do organismo. E no contexto de malignidade, isso funciona como um
fator inibitorio na ultima etapa do ciclo de imunidade do cancer, induzindo 0 comprometimento
funcional das células T antigeno-especificas e leva a evasao imune pelos tumores. A terapia de
bloqueio de PD-1/PD-L1 com anticorpos antagonistas obteve grande sucesso em ensaios
clinicos para pacientes com varios tipos de cancer e foi aprovada para uso na pratica clinica,

incluindo para o CG 2%,

Um estudo prospectivo publicado recentemente observou a expressdo de PD-L1 em 7 de 9
pacientes de AdG-EBV que foram submetidos a diferentes regimes quimio e imunoterapicos.
Foi reportada resposta parcial (RP) em 16,7% na monoterapia e de 66,7% quando combinada a
imunoterapia. Em geral, 33,3% dos pacientes atingiram RP. Interessantemente, trés pacientes
que apresentaram RP ap0s imunoterapia tinham expressdo positiva de PD-L1, com sobrevida
de 10, 13 e 18 meses até o ultimo seguimento avaliado. O estudo sugere um valor progndéstico
para a infeccdo pelo EBV combinada ao status PD-L1+ o que permite supor maiores chances
de resposta a imunoterapia **. Em um outro estudo clinico de fase I1, avaliou-se a eficacia do
imunoterapico Pembrolizumabe (anticorpo anti-PD-1) em AdG metastatico como terceira linha
de tratamento. A casuistica incluiu 61 pacientes, sendo 6 casos EBV+ e 7 MSI-High (MSI-H)
(i.e., instabilidade de microssatélites alta/positiva). A taxa de resposta global foi 50% em
pacientes PD-L1 positivos; 85,7% em MSI-H e 100% em pacientes EBV+. Os dados sugerem

que a eficacia nos casos EBV+ independe da carga mutacional do tumor, ou do status de PD-
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L1 e até mesmo de MSI, colocando o status de EBV como biomarcador informativo para
monoterapia com esta droga *°3. Ademais, um trabalho recém-publicado apontou excelentes
resultados terapéuticos para este mesmo farmaco em pacientes de AdG-EBV e AdG associado
a instabilidade de microssatélites (AdG-MSI) >4,

Existem outros mecanismos comuns de imunidade adaptativa além da alta expressédo de PD-L1
no AdG-EBV e AdG-MSI. Esses dois subtipos de classificagdo molecular (TCGA) apresentam
aspectos similares, como uma assinatura imune de interferon-gama (INF-y) no microambiente
tumoral, onde a densidade de células CD8+ se correlaciona com a expresséo de PD-L1 nos dois
casos. Portanto, esses subtipos podem representar alvos informativos para a imunoterapia
devido aos respectivos mecanismos moleculares de evasdo tumoral. Entretanto, é descrito na
literatura que a metilacdo do promotor do gene MLH1 ocorre no AdG-MSI e ndo no AdG-EBV,
e o inverso para o gene CDKN2/A. Isto pode ser uma das bases do consenso existente na

literatura de que esses subtipos sdo0 mutuamente exclusivos no contexto do AdG 131455,

1.3. A instabilidade de microssatélites e o cancer gastrico

Assim como no subtipo EBV+, 0 AdG-MSI também é relacionado a um bom progndstico na
literatura e é associado a uma boa resposta em estudos clinicos com tratamento imunoterapico
no CG metastatico 63’ Em 1993 a instabilidade de microssatélites presentes ao longo do
genoma foi descrita em tumores colorretais, onde seu fen6tipo foi extensivamente caracterizado
7. Sua relevancia foi demonstrada em outros tumores, incluindo o CG. A MSI tem sido
observada com frequéncia entre 1-30% em varios tipos de neoplasias malignas >'°2°, No AdG,
a prevaléncia do status MSI+ apresenta consideravel variacdo na literatura, sendo cerca de 7-
25% dos casos 1629, O AdG-MSI esta associado a uma idade mais avancada (>65 anos/ média
72) e ao sexo feminino; geralmente ocorrendo no antro gastrico e relacionado a histologia
intestinal 2637, Além disso, a maioria dos casos CG MSI+ parece ter o diagndstico em estagios
iniciais da doenca (TNM I ou Il), com menor acometimento linfonodal, e menor propenséo a

invasdo da camada serosa 6.

A instabilidade de microssatélites é uma consequéncia da deficiéncia na maquinaria do sistema
de reparo de DNA do tipo mismatch (MMR). Esse sistema corrige erros ocasionados pela DNA-
polimerase durante eventos de replicagéo celular e compreende proteinas bem conhecidas como

MSHG6 e MSH2, que atuam no reconhecimento de nucleotideos inserido s equivocadamente; e
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MLH1 e PMS2/1, responsaveis por fazer a troca pela base correta. O silenciamento epigenético
de MLH1 através da metilagdo do seu promotor é reportado como a principal causa da
deficiéncia da MMR no CG associado a MSI, enquanto mutacdes nos genes MLH1 e MLH2
sdo menos frequentes (15 e 12% respectivamente) 13172637 O papel da MSI como marcador de
estabilidade genoma humano tem sido estudado ha décadas em diversos tipos tumorais %°.
Atualmente o padrdo ouro de diagnostico para sua deteccdo se baseia na avaliacdo de pelo
menos cinco marcadores de instabilidade dentre os muitos possiveis. A maioria destes
marcadores vém sendo combinados em um painel de mononucleotideos com polimorfismo de
ntmero de repeticdes (NR-21, NR-24, BAT-25, BAT-26, NR-27/MONO-27) 1’. Dependendo
do nimero de marcadores que apresentam instabilidade, os tumores séo classificados como
portadores de alta instabilidade (MSI-High/ MSI-H - pelo menos 3/5 dos marcadores mostrando
instabilidade); baixa instabilidade (MSI-Low/ MSI-L -alteracdo em um ou dois marcadores);
ou microssatélites estaveis (MSS - sem alteracBes detectadas) °. Artigos recentes tém
demonstrado a equivaléncia de abordagens baseadas em Next Generation Sequencing (NGS) e
painéis de mononucleotideos, para a determinacéo do status de MSI, inclusive com vantagens
decorrentes do sequenciamento mais amplo e mais informativo %% Para melhor
compreensdo da leitura, daqui em diante, nos referimos a casos MSI+ como aqueles com status
MSI-H, portanto portadores de AdG-MSI; e os casos negativos como MSI-. Englobando assim

a descricdo como negativos os casos MSI-L e MSS.

E reportado na literatura que o AdG-MSI apresenta um fendtipo hipermutado 2. Com alta
frequéncia de mutacdes que levam a mudanca na janela de leitura (frameshift) e que podem
levar a inativacao de genes supressores tumorais importantes, além da criacdo de neoantigenos
26 Além disso, frequentes mutacdes missense (perda de sentido) podem ativar oncogenes 37°,
Através de uma andlise por sequenciamento do genoma completo, 0 TCGA apontou 37 genes
significativamente mutados no CG associado a MSI. Esses genes sdo envolvidos em processos
chave como a manutencéo da integridade do genoma (hMSH6, hMSH3, MED1, BLM, RAD50,
ATR e MRE11), regulacgéo/progresséo do ciclo celular (TP53, TCF4, IGFIIR), remodelamento
da cromatina e morte celular (APAF1, BCL10, FAS, CASPASES5, BAX e RIZ), além da regulagéo
de transcricéo e transducdo de sinal. Ademais, variantes frequentes foram descritas em genes
que fazem parte do complexo principal de histocompatibilidade de classe I, como B2M e HLA-
B, importantes no quadro do feno6tipo de MSI pois reduzem a apresentacdo de antigenos,

colaborando para evaséo tumoral ao sistema imune 2°,
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Assim como no AdG-EBV, existem alteracbes em alguns genes que se destacam no contexto
do AdG-MSI, incluindo mutac¢des em PIK3CA, que segundo estudo reportado pelo TCGA foi
presente em 42% dos casos MSI+ de CG analisados. Ainda, Barbi et al. (2010), demonstraram
que somente pacientes MSI+ tinham a variante mais comum de PIK3CA (H1047R - exon 20)
%, Polom et. al (2018), demonstraram que pacientes MSI+ com PIK3CA mutado apresentaram
sobrevida global melhor em relagcdo casos MSI+ com gene selvagem, inclusive o melhor
resultado foi observado para casos com mutagdes no exon 20 de PIK3CA ®. Outro gene em
comum nos cenarios dos dois subtipos € o0 ARID1A, com frequéncia de mutacGes de 83% no
AdG-MS] 2661,

Além dos fatores moleculares, a questdo do papel do microambiente tumoral nos AdGs ja foi
levantada por diversos autores 26°3, No AdG-MSiI, foi descrita a relevancia da producio massiva
de peptideos tumor-especificos pelas células de CG, proporcionando o estabelecimento de um
microambiente tumoral permissivo a inflamacéo e outras caracteristicas como a alta densidade
de infiltrado linfoide (células T CD8+ e FOXP3+), que foram correlacionadas a um melhor
prognostico em casos MSI+. Nesse sentido, foi descrito por Chiaravalli et al. (2006) um alto
namero de células T CD8+ e CD3+, tanto no AdG-MSI quanto AdG-EBV, relacionando a um
melhor progndstico ®2. Ademais, como ja mencionado, a alta expressdo de PD-L1 também é
reportada no AdG-MSI. Recentemente, Morihiro et al. (2019) reportaram que a avaliagcéo
combinada da expressdo de PD-L1 e status MSI ou do nivel de células CD8+ possui maior valor
prognostico do que a avaliacdo isolada de PD-L1 > sugerindo que é necessaria uma melhor
compreensdo do microambiente tumoral para definicio de estratégias terapéuticas 265!, Nesta
mesma linha, Cho et al. (2018) classificam o microambiente tumoral baseado na expresséo de
PD-L1 e na densidade de células T CD8+ numa coorte de CG (43 pacientes EBV+, 79 MSI-H
e 125 EBV-/MSS) com intuito de entender melhor as interagdes imunes no AdG e apontar

solucdes para selecio de pacientes & imunoterapia 2652,

A base racional para o uso de imunoterapicos para casos MSI+ provém do fenétipo hipermutado
caracteristico deste subgrupo, pela consequente expressdo abundante de peptideos que atuam
como neoantigenos e sdo capazes de recrutar e ativar fortemente os linfocitos T 2% O estudo
clinico  KEYNOTE-012 demonstrou primeiramente a atividade do imunoterapico
pembrolizumabe determinando uma resposta parcial (22%) em casos de CG PD-L1+. Em
seguida, a analise genémica apontou que 17% dos pacientes eram MSI+ e dentro deste grupo
de casos MSI+ e PD-L1+, a resposta esperada foi observada em 50% dos casos. Ja no estudo

clinico de fase I, KEYNOTE-059, onde a seguranca e eficadcia do mesmo farmaco foi avaliada,
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demonstrou-se que pacientes MSI+, embora sendo apenas 7 casos, obtiveram taxa de resposta
esperada de 57,1% (4/7) em comparacgéo a casos MSS, onde a mesma taxa foi de somente 9%.
Em vista das evidéncias reportadas pelos estudos, o pembrolizumabe foi aprovado pela FDA
por enquanto para tratamento de casos de CG metastaticos PD-L1+ e para tumores sélidos nao
ressecdveis ou metastaticos com deficiéncia de MMR/MSI, independente do sitio de tumor

primario .

Entre 0 AdGs MSI+ e EBV+ existem algumas associacGes em comum descritas na literatura e
jamencionadas aqui (figura 1). Entre elas estdo também a infeccdo por H. pylori (Hp), presenca
de metaplasia intestinal e AdG do subtipo intestinal *"°. Eles também compartilham
caracteristicas do fendtipo epigenético CIMP (apesar de diferentes aspectos dentro deste
fendtipo) %43, bem como determinados genes mutados, além da presenca intensa de infiltrado
linfoide, e alta taxa de expressdo de PD-L1 **%°. Diante da relevancia clinica da relacio entre
estes marcadores e 0 AdG, mais esforgos devem ser empenhados para entender o papel da MSI
como um todo, incluindo estratégias terapéuticas diversas 1%, Para isso, um ponto chave é a
escolha dos marcadores de instabilidade na analise de MSI 7, bem como a metodologia
empregada, visto que em muitas casuisticas a frequéncia deste subtipo parece ser baixa, talvez
um efeito decorrente de coortes limitadas. Atualmente, métodos moleculares de nova geracéo
aliados a métodos computacionais desenvolvidos e empregados para a identificacdo do status
de MSI tém sido usados para correlacionar estes dados com uma predicdo de sobrevida e

resposta ao tratamento, incluindo o blogueio de inibidores de checkpoints imunes 764,
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Figura 1- Panorama geral das caracteristicas similares ou distintas entre os subtipos AdG-EBV e AdG-MSI. Em
preto, caracteristicas similares, em azul, relacionadas ao AdG-MSI e em laranja, ao AdG-EBV. FONTE DA
ILUSTRACAO: Autoria Propria (criado pelo autor através da ferramenta BioRender.com). FONTE DAS
INFORMACOES: Adaptadas de Burke (1990); Wu (1990); Fukayama (2010); Matsusaka (2011); TCGA (2014);
Park (2016); Ajani (2017); Baudrin (2018); Kohlruss (2019); Fukayama (2019); Wang (2019); Morihiro (2019);
Haag (2019); Pietrantonio (2019); Xie (2020); Nakamura (2021); Puliga (2021).

1.4. Ancestralidade gendmica no AdG-EBV e AdG-MSI

Como mencionado anteriormente, existem discrepancias nas taxas de sobrevida entre pacientes
de paises asiaticos e europeus, além de consideraveis variagdes geograficas em relacdo a
etiologia e a incidéncia do cancer gastrico. Estudos tém apontado que diferentes fatores podem
ter papel nesse fendmeno 22930328586 Kim et al. (2010) avaliaram a sobrevida de 13.084
pacientes com AdG de uma coorte norte-americana. Os pacientes foram tratados entre 1988 a
2006 e distribuidos entre os denominados brancos (39%), asiaticos (22%), hispanicos (11%) ou
negros (2%). Nesta coorte, 0s pacientes asiaticos apresentaram sobrevida significativamente
superior aos demais grupos (16,3 meses versus 8,7, 8,4 e 7,9 para brancos, hispanicos e negros,
respectivamente; p< 0,001). O mesmo perfil se manteve entre os pacientes que realizaram
cirurgia com intencdo curativa, assim como para probabilidade de sobrevida apds o
procedimento (HR 0,79, 95% CI 0,71-0,88; p< 0,001). Este estudo concluiu que o prognéstico
diferencial dos pacientes foi independente de fatores clinico-patoldgicos e teve o grupo asiatico
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com resultados superiores. Estes dados contribuem para a relevancia do entendimento da
influéncia da ancestralidade genémica no prognostico dos pacientes com AdG 2.

Como ja relatado na literatura, paises orientais apresentam maiores taxas de incidéncia e
sobrevida em comparacéo a paises ocidentais. No entanto, ndo se deve necessariamente assumir
que um paciente asiatico sempre terd melhor prognostico, pois podem haver diferencas
ambientais, na dieta ou no comportamento do CG entre pacientes asiaticos de origem e/ou
vivendo em paises orientais ou ocidentais. Visando compreender essas relagdes, Rahman et al.
realizaram uma analise secundéaria do estudo clinico randomizado CALGB 80101, onde 546
pacientes de CG ndo metastaticos foram tratados com regimes quimio e radioterapicos
adjuvantes pds-resseccao nos Estados Unidos. Quanto a sobrevida, este estudo concluiu que 0s
pacientes americanos asiaticos obtiveram melhor resultado tanto em sobrevida global como
livre de recidiva comparado aos outros grupos raciais norte-americanos (brancos, negros e
hispanicos). E importante ressaltar que todos os pacientes foram tratados com o mesmo padréo
de cirurgia. Além da etnia, os investigadores avaliaram a influéncia de outros fatores no
resultado, dos quais também se destacaram como relacionados a melhor sobrevida, o

estadiamento T, a taxa de comprometimento linfonodal e o sitio priméario do tumor 2

Em um estudo de doutorado de nosso grupo “°, a ancestralidade genémica predominante em
uma coorte de 112 pacientes com AdG foi inferida a partir de leituras off-target de um painel
génico. Este estudo observou em nossa coorte, a predominancia de ancestralidade europeia,
seguida da asiatica na populacdo estudada. Interessantemente, foi vista uma possivel diferenca
em relacdo a positividade para EBV entre 0s grupos étnicos, com a ancestralidade africana
apresentando dois dos cinco casos EBV+ da coorte total (40%) *°. Esses dados corroboram o
que foi descrito por outro estudo com uma coorte maior, quanto a prevaléncia superior de AdG-
EBV em negros na populacdo brasileira ®’. O resultado € interessante, visto que a infec¢io por
EBV também parece ser mais frequente na Africa, onde este virus é fortemente associado a
outras neoplasias, como o linfoma de Burkitt . Essa relacdo precisa ser ainda mais
profundamente investigada no Brasil, que dispde de uma populagdo com ampla
representatividade étnica e alta miscigenacdo. Estudos de diversos paises, ocidentais e orientais,
relatam a associagdo de EBV ao AdG, mostrando que essa € uma relacdo que vai além de
fronteiras culturais e geograficas 32636970 Covarlan et al, ressaltam a importancia de
estudarmos a Ameérica do “novo mundo”, que devido aos movimentos migratorios dos ultimos
séculos, oferece uma oportunidade para entendermos o papel da ancestralidade no

desenvolvimento de doengas como o cancer. Estudos neste cenério indicam que a mistura das
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ancestralidades europeia (principalmente espanhola) e amerindia é fortemente associada a
maior incidéncia de AdG-EBV quando comparado ao observado em populacbes de
ancestralidade japonesa com heranca branca/ndo-hispanica tanto nos Estados Unidos (15,9%)

quanto no Brasil (11,2%) 2",

No que diz respeito a relacdo entre MSI e ancestralidade, é observado que pacientes AdG
brancos/europeus de AdG quando sdo MSI+ apresentam melhor progndstico 3. Com intuito de
avaliar esse panorama em uma coorte asiatica, foi avaliado no estudo clinico ARTIST o impacto
prognostico da MSI em 393 amostras de resseccdo tumoral dos pacientes, onde 35 (9%) tinham
0 status MSI-H. Comparado ao grupo MSS, os pacientes MSI-H apresentaram melhor
prognastico, com sobrevida livre de eventos em 3 anos de 85,4% (MSI-H) versus 76,3% (MSS)
(p=0,122). Além disso, os pacientes asiaticos AdG-MSI se sobressairam (91,4%) aos MSS
(81,7) (p=0,046). Em concordancia com a literatura, este estudo demonstrou a relacdo do
fendtipo MSI-H com um bom progndstico 3. Se atentarmos ao fato de que pacientes asiaticos
a principio demonstraram melhores resultados no tratamento do AdG de modo geral *?, faz
sentido imaginar que a ancestralidade genémica possa ter relevante impacto em diferentes
fenotipos e panoramas clinicos, especialmente em uma populacdo extremamente miscigenada
como a brasileira e que carece de estudos abrangentes nesse contexto. E importante ressaltar
que a incidéncia do AdG-MSI ¢ bastante variavel na literatura, o que inclusive reflete uma falta
de heterogeneidade nas populagdes avaliadas pelos estudos ao redor do mundo. Por exemplo,
na coorte analisada pelo TCGA a maioria dos pacientes foram asiaticos ou brancos, enquanto
uma pequena parcela era de pacientes negros e nenhum paciente era hispanico. No entanto, ja
foi reportado na literatura que a incidéncia de CG é maior em pacientes hispénicos/latinos
comparados a brancos ndo-hispanicos, deixando notéria a necessidade de estudos que tenham
maior representatividade étnico-racial para melhor compreensao da prevaléncia do AdG-MSI

de forma global 2°.

Diante do exposto até 0 momento, podemos constatar que especialmente no Brasil os fatores
envolvidos no desenvolvimento e no desfecho de casos AdG-EBV e AdG-MSI carecem de
investigacGes mais robustas. Principalmente ao considerarmos caracteristicas epidemioldgicas
e étnicas da nossa populacdo de modo que possibilite a aplicacéo préatica destas classificacfes
no manejo do paciente. Dessa maneira, neste estudo avaliamos a distribuicdo destes subtipos
em uma coorte de pacientes portadores de AdG tratados no A.C.Camargo Cancer Center dentre
0s anos de 2016-2021, visando compreender o papel destes marcadores e seu impacto no

prognoéstico no AdG no Brasil.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Determinar o status MSI e a presenca de DNA de EBV em uma coorte de pacientes com

adenocarcinoma gastrico e investigar sua relevancia prognostica.

2.2. Objetivos especificos

Determinar a presenca e a quantidade relativa de DNA de EBV em amostras
gastricas (fluidos e biopsias teciduais) de pacientes com AdG, e correlacionar

estes achados com caracteristicas clinico-patoldgicas e moleculares;

Determinar o status MSI em amostras tumorais de individuos com AdG e
investigar sua relacdo com as caracteristicas clinico-patoldgicas e moleculares dos

pacientes;

Inferir, a partir de dados de exoma, a ancestralidade gendmica dos pacientes
incluidos no estudo, e investigar sua possivel correlagdo com o status de MSI e

EBV e os fatores progndsticos;

Determinar o perfil molecular dos tumores (MSI, ancestralidade & assinaturas e
carga mutacional) e avaliar sua correlagdo com a classificacdo das amostras nos

grupos de EBV e MSI e seu impacto prognostico.
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3. METODOLOGIA

3.1. Casuistica de estudo, coletas e processamento das amostras

Este trabalho ¢ afiliado ao projeto Tematico financiado pela Fapesp “Epidemiologia e genomica
de adenocarcinomas gastricos no Brasil” (2014/26897-0), em andamento no Laboratorio de
Genbmica Médica do A.C. Camargo Cancer Center (ACCCC) desde 2016. Todas as anélises
aqui realizadas foram elencadas nas abordagens originalmente planejadas para este projeto,
tendo sido submetidas e aprovadas pelo CEP (Comité de Etica em Pesquisa) institucional sob
0 numero 2134/15L (ANEXO I). As amostras biologicas analisadas neste projeto foram obtidas
de participantes do projeto tematico que assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) voluntariamente (ANEXO II).

Foram selecionados 198 pacientes previamente recrutados pelo projeto Tematico que conta
atualmente com mais de 400 pacientes diagnosticados com AdG 8. De acordo com 0s critérios
pré-estabelecidos no projeto Tematico, foram incluidos casos definidos pelo diagndstico de
Adenocarcinoma Gastrico de acordo com a CID-03, Topografia C16 (CID10) "2, idade superior
a 18 anos e de ambos o0s sexos. Foram excluidos pacientes com sindrome de cancer familiar
que predispde ao desenvolvimento de cancer gastrico, tais como a Sindrome Hereditaria de
Cancer de Cdolon Néo Polipoide (HNPCC), Polipose Adenomatosa Familiar (FAP), Sindrome
de Peutz-Jeghers e o céancer gastrico hereditario de tipo difuso (HDGC). Além disso, 0s
participantes ndo poderiam possuir dificuldades de entendimento dos procedimentos, devido a
distdrbios mentais ou outras causas. Além das coletas prospectivas, selecionamos 28 pacientes
diagnosticados com AdG de 2000 a 2012 também tratados no ACCCC que foram parte da
casuistica do trabalho de doutoramento do Dr. Helano Freitas *°. Para estes pacientes,
analisamos as pecas cirurgicas coletadas antes de qualquer tratamento neoadjuvante.

As amostras de bidpsia tecidual e fluidos gastricos foram coletadas durante o procedimento
endoscopico de diagndstico. Antes do procedimento, os pacientes foram instruidos, entre outras
recomendacdes, a realizarem um jejum liquido e solido de pelo menos 8 horas. Inicialmente, o
estdbmago dos pacientes é lavado, e este fluido gastrico, que seria descartado durante o
procedimento, coletado (até 50ml) e processado, o que inclui afericdo do pH e neutralizacdo
(quando necessario, para evitar a hidrélise espontanea do DNA), seguido de armazenamento a
-20°C. As bidpsias foram coletadas e armazenadas pelo Biobanco da instituicdo em meio
Tissue-Tek O.C.T a -80°C. O DNA destes materiais foi extraido de acordo com protocolos ja
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estabelecidos pelo nosso grupo 28, sendo o kit All Prep DNA/RNA Mini Kit (Qiagen) para as

bidpsias, com protocolo de acordo com instru¢Bes do fabricante; e 0 método tradicional de

fenol-cloroférmio para os fluidos gastricos, como descrito abaixo.

10.

11.
12.
13.
14.

15.

16.

Protocolo para extracdo de DNA de fluido géstrico: método Fenol/Cloroférmio/Alcool
isoamilico (25:24:1)

Em tubo conico de 2,0 ml: aliquotar 800ul de amostra e em seguida adicionar 500ul de
tampéo de digestdo Cell Lysis Solution (Qiagen).

Adicionar 15ul de Proteinase K 20ug/ul.

Incubar a 55°C em banho umido por 1 hora.

Adicionar 500ul de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1) no tubo com o lisado.
Homogeneizar no vortex por 1 minuto até o contetdo do tubo ficar com coloracgéo branca.
Centrifugar por 10 minutos a 13.200 rpm em temperatura ambiente (TA).

Transferir 950ul (maximo) da fase aquosa (superior) para um novo tubo de 2,0 ml.
Adicionar 500ul de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1). Homogeneizar no
vortex até o contetdo do tubo ficar com coloragédo branca.

Centrifugar por 10 minutos a 13.200 rpm em TA.

Adicionar direto no tubo 500ul de cloroférmio. Homogeneizar no vértex até o conteudo do
tubo ficar com coloracéo branca.

Centrifugar por 10 minutos a 13.200 rpm em TA.

Transferir 950ul (maximo) da fase aquosa (superior) para um novo tubo de 2 ml e adicionar
800ul de alcool etilico (EtOH) 100% gelado e mais 10% do volume (80 ul) de acetato de
sodio 3M pH 5,2. Homogeneizar por inversdo (ou no vortex rapidamente).

Incubar por no minimo 1 hora a -20 °C (ou maximo de tempo overnight).

Centrifugar por 30 minutos a 14.000 rpm a 4 °C.

Remover com cuidado por inversdo o sobrenadante.

Adicionar 1 ml de EtOH 70% gelado. Destacar delicadamente o pellet do fundo do tubo na
primeira lavagem. Centrifugar por 5 minutos a 14.000 rpm a 4 °C.

Repetir 0 passo anterior até a etapa de lavagem. Centrifugar por 3 minutos a 14.000 rpm a
4 °C.

Remover com cuidado por inversdo o sobrenadante e retirar o excesso do etanol com a

pipeta.
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17. Secar o pellet a 42°C ou na bancada até ndo haver mais resquicios de etanol (colocar tubos
termobloco com a tampa aberta)

18. Ressuspender o pellet com 100ul de H20 nucleases free.

19. Incubar a 55 °C por 10 minutos no termobloco. Caso o pellet ndo tenha se dissolvido, deixar
overnight a 4°C.

20. Medir a concentragdo do DNA no aparelho Qubit usando o kit dSDNA High Sensitivity.

3.2. Deteccdo de DNA viral de EBV nas amostras

Investigamos a presenca de EBV nas amostras de bidpsia tumoral (195/198) e fluido gastrico
(167/198) atraves de PCR quantitativa em tempo real (QPCR) em reacGes multiplex,
guantificando simultaneamente o0 DNA viral e humano por metodologia previamente
padronizada em nosso grupo *4. Os oligonucleotideos especificos e as sondas utilizadas foram:
EBV (F:5-GCAGCCGCCCAGTCTCT-3; R:5- ACAGACAGTGCACAGGAGCCT-3;,
FAM-AAAAGCTGGCGCCCTTGCCTG-TAMRA) e B-actina humana (F:5"-
CCATCTACGAGGGGTATGC-3; R:5-GGTGAGGATCTTCATGAGGTA-3;  VIC-
CCTGCGTCTGGACCTGGCTG-NFQ). Para execucdo da qPCR, foram utilizados 18 uM dos
oligonucleotideos e 5 uM das sondas em uma reacdo de 20ul com TagMan Fast Universal
Master Mix (2x) (Thermo Fisher Scientific) nas plataformas Thermo Fisher Scientific: ABI
7500 Fast Real Time, StepOnePlus ou QuantStudio 7 Flex. A andlise para a presenca de DNA
viral foi realizada pelo calculo do ACq, onde o Cq da B-actina é subtraido do Cq de EBV, e 0
resultado calculado através da formula 2~ (-ACt). As amostras foram consideradas positivas
para EBV quando o valor calculado foi maior que 1, e sendo este resultado apresentado em pelo
menos um tipo amostral ou em ambos (bidpsia e fluido gastrico). Esta andlise foi validada em

trabalhos de doutoramento anterior de nosso grupo 44
3.3. Determinacdo do status de MSI e outras caracteristicas do perfil molecular

O sequenciamento do exoma foi feito a partir de 200ng de DNA das amostras de tecido tumoral
(194/198), com excecdo de 04 pacientes em que foi usado o fluido gastrico, pela empresa
Macrogen, através das plataformas Illumina NextSeq 4000 (100bp) e Novaseq (150bp) visando
em média pelo menos 50X de cobertura. As bibliotecas foram construidas com o kit SureSelect
v6 (Agilent). Os pacientes foram selecionados para sequenciamento do exoma de acordo com
a disponibilidade e qualidade das amostras de tecido tumoral, incluindo critérios como ter no
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minimo de 50% de células neoplésicas na amostra e a quantidade/qualidade do DNA extraido
da mesma. Os dados provenientes deste sequenciamento foram utilizados para avaliar o perfil
molecular do tumor, que incluiu determinar o status MSI, inferir a ancestralidade gendmica e

ainda a anélise da carga mutacional tumoral (CMT) e das assinaturas mutacionais.

As sequéncias obtidas foram alinhadas ao genoma humano de referéncia GRCh38 pelo
alinhamento de Burrows-Wheeler utilizando a ferramenta BWA-MEM (Maximal Exact
Match)®7. A chamada de variantes somaticas e avaliacdo da qualidade dos dados do
sequenciamento foi realizada de acordo com as melhores diretrizes praticas da ferramenta
Genome Analysis Toolkit 4 (GATK4) (https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us). Leituras
duplicadas foram removidas usando Picard (v2.22.8; https://broadinstitute.github.io/picard/),
0s escores base foram recalibrados e variacdes de nucleotideo Unico (single-nucleotide
variations - SNVs) foram chamadas através do MuTect2 (v.4.1.7)”°. Para as andlises
moleculares deste bloco exceto a inferéncia da ancestralidade, foram filtradas possiveis
variantes germinativas, sendo excluidas as variantes presentes no banco AbraOM (coorte
SABEG609, http://abraomib.usp.br/). Essa metodologia foi previamente padronizada em

conjunto por nosso grupo e o grupo de bioinformatica do ACCCC ™.

Determinamos o status MSI utilizando o software MSlseq/ NGS classifier (R Studio verséo
3.1.2)’8. Sendo definidos dois grupos na analise: MSI+, os casos classificados como MSI-
HIGH; e MSI-, aqueles classificados como Non-MSI-HIGH.

A inferéncia da ancestralidade gendmica predominante de cada paciente foi realizada a partir
da chamada de variantes germinativas utilizando o GATK HaplotypeCaller 7’ e o Gnico filtro
aplicado foi o0 VQSR (Variant Quality Score Recalibration) (R Studio versdo 4.1.2). Para
direcionar as analises, foram identificadas somente as variantes nas regides de polimorfismos
unicos (single-nucleotide polymorphism — SNPs) do banco HGDP+1000G, uma vez que
somente esses SNPs sdo empregaveis na analise de ancestralidade. A partir do arquivo VCF
gerado na analise de variantes germinativas, removendo as variantes filtradas no VQSR, foi
executado o pipeline de ancestralidade, o qual converte o VCF em formato PLINK e utiliza o
software Admixture, no modo supervisionado, para fazer a inferéncia da ancestralidade nas
amostras. Esta metodologia ja foi testada e previamente estabelecida em nosso grupo, também

em conjunto com o grupo de bioinformatica do ACCCC 8,
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A avaliagdo da carga e da assinatura mutacional dos tumores foi realizada através do programa
R Studio versdo 4.1.2. Para estas analises ndo consideramos os dados de sequenciamento a
partir de amostras de fluido gastrico, apenas de amostras de tecido, devido a representacédo da
heterogeneidade tumoral. Para determinar uma possivel associacdo da CMT com os subtipos
EBV e MSI de AdG, e com as caracteristicas clinicas da coorte, avaliamos a CMT conforme
previamente descrito (R Studio pacote Maftools) e além do processamento inicial mencionado
acima, inicialmente foram removidos da analise 20 genes considerados “flag genes” (padrdes

pré-definidos de possiveis artefatos) 7920,

Com o mesmo intuito, a definicdo das assinaturas mutacionais de cada amostra foi realizada
através do software Signe.R (R Studio versdo 4.1.2), desenvolvido pelo grupo de
Bioinformatica do ACCCC ™. Foram aplicados testes de distribuicio e normalizagio dos dados,
para entdo determinar as assinaturas ativas de cada grupo. O sentido biolégico das mesmas foi
avaliado segundo o banco de dados COSMIC &L, Primeiro, foi realizado fit de assinaturas,
verificando na coorte qual a exposicdo das assinaturas ja descritas em cancer gastrico pelo
banco. Para validacdo, refizemos a analise pelo método de novo, este determina o perfil de
assinaturas da coorte com base nas suas exposicdes sem partir de uma referéncia especifica.
Posteriormente, esse novo perfil identificado foi comparado ao banco. Em seguida, analisamos
arelacdo da CMT e das assinaturas mutacionais dos tumores com o prognéstico dos pacientes.

3.4. Analises estatisticas

Analises estatisticas foram realizadas buscando correlacionar os achados clinico-patoldgicos e
moleculares com o progndstico dos pacientes. Para descrever as associa¢fes entre 0sS
marcadores estudados (EBV e MSI) e as variaveis clinicas (tabela 1) utilizamos o método de
Fisher e teste Qui-quadrado através do programa SPSS versao 25. Em uma analise suplementar,
as caracteristicas clinicas também foram avaliadas em relacéo ao progndstico pelo SPSS versédo
25.

Para analise de sobrevida, foi utilizado o método de Kaplan-Meier com correcdo para
comparacgédo entre os grupos pelo teste de Log Rank (Mantel-Cox), ajustado no modelo semi-
paramétrico, através do programa R Studio versdo 4.1.2 (pacote “survival”). A analise foi
realizada entre os grupos EBV-/+ e MSI-/+, nas seguintes condic¢des: considerando inicialmente
todos os casos; excluindo casos com tratamento de intencdo ndo-curativa (aqueles metastaticos

ao diagnostico); excluindo estes Gltimos e os com estadiamento TNM (72 ed.) grau IV. Nos
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tempos de 3 e 5 anos, e no tempo total. Para a sobrevida cancer especifica (CE) foi utilizada a
data de diagnostico registrada na Instituicdo e 0 momento de Gltimo seguimento atualizado até
14 abril de 2022, além do status atual do paciente, entre morte por cancer (considerado o evento
na analise) ou perda de seguimento/morte ndo relacionada ao cancer e vivo com ou sem doenca.
Foi considerada a sobrevida cancer especifica para manter a fidelidade ao impacto da doenca
na sobrevida analisada, sendo somente a morte por cancer o evento valido, evitando assim o
viés de outros possiveis fatores que levaram os pacientes ao Obito. Para sobrevida livre de
recidiva foi usada a data de diagnostico e 0 momento de registro de recidiva da doenca

atualizada até abril de 2022 e o status do paciente entre vivo com (evento) e sem progressao.

Ademais, analisamos uma condicdo em que além dos filtros mencionados acima, foram
incluidos somente pacientes que realizaram cirurgia do tumor primario, a partir da data de
diagnostico a data de seguimento e o status pos-cirdrgico; nesta condicao, foi considerada ainda

a realizacéo ou néo de tratamento neoadjuvante.

Posteriormente, propusemos também a avaliagdo do prognostico seguindo a mesma
metodologia acima, porém em uma nova conformacao, sendo considerados trés grupos de
casos: EBV+/MSI-, MSI+/EBV- e EBV-/MSI-. Levando em conta que para comparacgéo entre
3 grupos, sdo avaliados 2 graus de liberdades. E excluimos dessa analise 0s casos com metastase
ao diagnostico. Vale ressaltar que ndo foi possivel analisar um grupo positivo para ambos
marcadores, pois somente 1 paciente teve esse perfil.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Prevaléncias dos subtipos AdG-EBV e AdG-MSI e caracteristicas clinicas

A coorte total deste estudo incluiu 198 pacientes portadores de AdG, com média de idade de
61,5 anos. Observamos que a maioria dos pacientes se encontra na faixa etaria acima de 45 anos
(83,3%), sdo do sexo masculino (62,1%) e se identificam etnicamente como brancos (61,4%).
O subtipo histolégico de Lauren predominante na coorte foi o difuso, correspondendo a 96/198
(49%). O local da leséo prevalente se deu no corpo gastrico (41%); e o estadiamento clinico ao
diagnostico foi de doenca localizada em 140/198 casos (72,5%), enquanto menos de 30%
apresentava metéstase ao diagndstico. Quanto ao estadiamento patolégico pela classificacdo
TNM (78 edicdo), a distribuicdo da coorte predominou entre os niveis 1A e 1B (33,8%). Como
seguimento final dos pacientes (abril de 2022), o principal status de vida atual foi “vivo sem
doenca”, para 78/198 (39,4%) dos casos, enquanto Obitos por cancer ocorreram em 71/198

casos (35,9%) (tabela 1).

Tabela 1- Caracteristicas clinicas da casuistica de Adenocarcinoma Gastrico (n=198).

AdG (n=198) Status EBV Status MSI
EBV- EBV+ MSI- MSI+
n (%) 184 (92,9) 14 (7,1) 184 (92,9) 14 (7,1)
Idade
<45 anos 33 (16,7) 30 (16,3) 3(21,4) 33(17,9) 0 (0)
> 45 anos 165 (83,3) 154 (83,7) 11 (78,6) 151 (82,1) 14 (100)
p value? 0,708 0,133
Média de idade (anos) 61,5 61,7 60,0 60,6 74,3
Sexo
Masculino 123 (62,1) 111 (60,3) 12 (85,7) 119 (64,7) 4 (28,6)
Feminino 75 (37,9) 73 (39,7) 2 (14,3) 65 (35,3) 10 (71,4)
p value® 0,109 0,016*
Etnia Auto-atribuida
Pardo 39 (21,2) 37 (21,8) 2 (14,3) 35(20,3) 4(33,3)
Asiatico 19 (10,3) 15 (8,8) 4 (28,6) 17 (9,9) 2 (16,7)
Negro 12 (6,5) 12 (7,1) 0 (0) 12 (7) 0 (0)
Branco 113 (61,4) 105 (61,8) 8 (57,1) 107 (62,2) 6 (50)
indio 1(0,5) 1(0,6) 0 (0) 1(0,6) 0 (0)
Indisponivel 14 14 0 12 2

p value? 0,221 0,456
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Continuagdo Tabela 1- Caracteristicas clinicas da casuistica de Adenocarcinoma Géstrico (n=198).

Classificacdo de Lauren

Difuso 96 (49) 88 (41,1) 8 (57,1) 94 (51,4) 2 (15,4)
Intestinal 72 (36,7) 68 (37,4) 4 (28,6) 63 (34,4) 9 (69,2)
Misto 28 (14,3) 26 (14,3) 2 (14,3) 26 (14,1) 2 (15,4)
Néo classificavel 2 2 1 1
p value® 0,787 0,017*
Estadiamento ao diagndstico
Doenga localizada 140 (72,5) 129 (72,1) 11 (78,6) 127 (70,9) 13 (92,9)
Doenga metastatica 53 (27,5) 50 (27,9) 3(21,4) 52 (29,1) 1(7,1)
Indisponivel 5 5 5
p value? 0,431 0,117
Local da lesdo do cancer gastrico
Antro 48 (25) 46 (25,4) 2 (14,3) 38 (20,8) 10 (83,3)
Boca Anastomética 8 (4) 7(3,9) 2(14,3) 9(4,9) 0(0)
Cardia / Fundo 32 (16) 29 (16) 3(21,4) 31 (16,9) 1(8,3)
Corpo 79 (41) 74 (40,9) 5 (35,7) 79 (40,5) 0 (0)
Esofago Distal 24 (12) 23 (12,7) 1(7,1) 23 (12,6) 1(8,3)
Linite 3(2) 2(1,1) 1(7,2) 3(1,6) 0 (0)
Indisponivel 3 3 1 2
p value? 0,159 0,0004**
Presenca de Helicobacter pylori
Negativo 129 (81,6) 120 (82,5) 9 (69,2) 121 (81,2) 8 (88,9)
Positivo 29 (18,4) 25 (17,2) 4 (30,8) 28 (18,8) 1(11,1)
Indisponivel 40 39 1 35 5
p value? 0,260 1,000
Cirurgia laparoscopia estadiadora
Sim 108 (56,8) 99 (56,3) 9 (64,3) 105 (59,3) 3(231)
Né&o 82 (43,2) 77 (43,8) 5 (35,7) 72 (40,7) 10 (76,9)
Indisponivel 8 8 7 1
p value® 0,761 0,024*
Cirurgia do tumor primario
Sim 139 (70,2) 129 (70,5) 10 (71,4) 128 (69,9) 11 (78,6)
Né&o 58 (29,3) 54 (29,5) 4 (28,6) 55 (30,1) 3(21,4)
Indisponivel 1 1 1
p value? 1,000 0,762
Tratamento neoadjuvante
Sim 100 (51,3) 91 (50,3) 9 (64,3) 95 (52,5) 4 (28,6)
Né&o 95 (48,7) 90 (49,7) 5 (35,7) 86 (47,5) 10 (71,4)
Indisponivel 3 3 3
p value? 0,440 0,148
Tratamento Adjuvante
Sim 79 (39,9) 73 (40,3) 6(42,9) 77 (42,5) 2 (14,3)
Né&o 116 (58,6) 108 (59,7) 8 (57,1) 104 (57,5) 12 (85,7)
Indisponivel 3 3
p value® 1,000 0,073




43

Continuagdo Tabela 1- Caracteristicas clinicas da casuistica de Adenocarcinoma Gastrico (n=198).

Estadiamento TNM Agrupado (79)

I (AeB) 46 (33,8) 43 (34,1) 3(30) 44 (34,9) 2 (20)
Il (AeB) 32 (23,5) 29 (23) 3(30) 28 (22,2) 4 (40)
I (A, BeC) 38 (27,9) 36 (28,6) 2 (20) 35 (27,8) 3(30)
v 11(8,1) 11 (8,7) 0(0) 10 (7,9) 1(10)
Resposta completa 9 (6,6) 7 (5,6) 2 (20) 9(7,1) 0 (0)
Indisponivel 62 58 4 58 4
p value® 0,394 0,632
Ultimo seguimento
Obito por cancer 71(35,9) 71 (38,6) 4 (28,6) 71 (38,6) 4 (28,6)
Obito néo cancer 11 (5,6) 11 (5,9) 0 (0) 7 (3,8) 4 (28,6)
Vivo com doenca 38 (19,2) 34 (18,4) 0 (0) 33 (17,9) 1(7,14)
Vivo sem doenca 78 (39,4) 68 (36,9) 10 (71,4) 73 (39,7) 5(35,7)
Perda de seguimento 44 41 3 38 6
p value? 0,065 0,013*

Legenda: AdG: Adenocarcinoma Gastrico. EBV: virus de Epstein-Barr; EBV-: DNA viral ndo detectado, EBV+:
DNA viral detectado. O status EBV foi avaliado em amostras gastricas por gPCR. MSI: instabilidade de
microssatélites; MSI+: instabilidade de microssatélites alta, MSI-: instabilidade de microssatélites baixa/negativa.
O status MSI foi avaliado em amostras tumorais por sequenciamento de exoma. Indisponivel: sem informag&o no
prontuario médico ou dado ndo aplicAvel a varidvel. Nao classificavel: material indiferenciavel. Dados
indisponiveis, ndo aplicaveis ou ndo classificaveis foram omitidos na analise estatistica. Testes estatisticos
empregados: a-Exato de Fisher; b-Corregdo de continuidade; c-Qui-quadrado de Pearson. Em vermelho, estéo

indicados os valores de p quando inferiores a 0,05 (*) ou inferiores a 0,01(**).

Nossas analises indicaram a mesma prevaléncia de 7,1% para EBV+ e MSI+ (14/198 para
ambos) entre os participantes do estudo (tabela 1). Um Unico caso se mostrou positivo para 0s
dois marcadores (EBV e MSI), achado este que reforca sugestdes da literatura que indicam que
em geral estes dois subtipos de AdG sdo mutuamente exclusivos %416 Deste modo, o0s

pacientes foram classificados em quatro grupos:

i) EBV-: 184 pacientes (92,9%)

i) EBV+ (AdG-EBV): 14 pacientes (7,1%)
i) MSI-: 184 pacientes (92,9%)

iv) MSI+ (AdG-MSI): 14 pacientes (7,1%)

Os 14 pacientes EBV+ apresentaram idade média de 60 anos (78,6% > 45 anos; p=0,708) e
em sua maioria foram do sexo masculino (85,7%; p=0,109). Enquanto os 14 casos MSI+
apresentaram idade mais elevada (média 74,3 anos e nenhum caso < 45 anos; p=0,133), os

mesmos foram principalmente do sexo feminino (71,4 %; p=0,016), inclusive apresentando
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relagdo significativa. Em conformidade, na coorte do TCGA (2014), a média de idade e o sexo
predominante para EBV+ e MSI+, foi respectivamente, de 59 anos e 81% masculino; 72 anos
e 56% feminino . Em relagdo ao local da lesdo do AdG, para os casos EBV+, em maioria se
apresentou no corpo (35,7%; p=0,159), e para os MSI+, de forma significativa, no antro gastrico
(83,3%; p<0,0). Quanto a classificacao histologica de Lauren, a distribuicdo dos casos EBV+ e
MSI+, foi respectivamente equivalente a 28,6% e 69,2% no subtipo intestinal; 57,1% e 15,4%
no subtipo difuso; e 14,3% e 15,4% no subtipo misto (além de um paciente MSI+ com subtipo
ndo classificavel) (tabela 1). Observamos uma relacdo significativa entre o status MSI e esta
classificacdo histoldgica (p=0,017), enquanto em relacdo a presenca de EBV 0 mesmo néo foi
observado. Apesar deste grupo também ser relacionado a histologia intestinal, a maioria dos
casos EBV+ foram classificados como subtipo difuso, o que poderia refletir um efeito da
proporcéo de casos negativos vs positivos na casuistica. Entretanto, 0 AdG-EBV também foi
correlacionado ao subtipo difuso em uma recente revisdo sistematica que avaliou mais de 220
estudos, incluindo mais de 68mil casos de AdG, onde 7,5% eram EBV+ (95% IC: 6,9-8,1),

dados estes alinhados com o que vimos neste trabalho 82,

As caracteristicas clinico-patoldgicas descritas na nossa coorte e suas frequéncias (tabela 1) se
mostraram em concordancia com o observado mundialmente para os dois subtipos moleculares
investigados. Essas frequéncias apresentam variabilidade, tanto em trabalhos recentes como
antigos, sendo em média <10% para EBV+ e 7-25% para MS|+ 1113.14.16.18.26.31.8283 Ainda, neste
trabalho, enfrentamos limitacdes similares aquelas observadas por outros autores, como um
pequeno grupo de casos positivos para EBV e MSI, o que impacta em outras analises

decorrentes desta, como a avaliagdo prognostica 1416,

Saito et al. (2021) indicaram a prevaléncia de EBV+ de 6,7%, sendo 27/401 casos de AdG em
uma coorte japonesa 4. A nossa coorte, composta por quase duzentos casos, também mostrou
uma prevaléncia abaixo de 10%, assim como a coorte investigada pelo TCGA (2014), que
compreendeu 295 casos sendo 9% EBV+ 1. Uma meta-analise referenciada por este mesmo
estudo do TCGA, reuniu dados de 70 trabalhos publicados de 1992 a 2008 com coortes com 19
até 2.966 pacientes de diferentes origens geogréaficas, onde foi apontada a prevaléncia de AdG-
EBV de 8,7% (95% ClI: 7.5%-10.0%), sendo similar entre os pacientes da Asia (8,3%), Europa
(9,3%) e Américas (9,9%) 1183,

A distribuicdo geografica também é uma questdo importante levantada na literatura sobre a

classificacdo molecular dos tumores AdG-MSI. Puliga et al. (2021), ressaltam o impacto da
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heterogeneidade das coortes avaliadas em funcgéo da frequéncia observada de tumores MSI+,
tanto pela reduzida representatividade étnica, como pela falta de heterogeneidade nas
caracteristicas clinicas dos pacientes das coortes estudadas, fatores estes que afetam as anéalises
estatisticas e as conclusdes dos estudos 2°. Neste sentido, os pacientes avaliados pelo TCGA
(2014) eram em sua maioria asiticos ou brancos, com um pequeno nimero de negros e nenhum
hispanico. No entanto, é sabido que o CG é mais frequente em hispanicos/latinos do que em
brancos ndo-hispanicos, um aspecto relevante a ser considerado na populacao de estudo. Outros
fatores como o estagio tumoral, que tem prevaléncia de MSI+ baixa (<5%) em casos
metastaticos e mais alta (~20%) em casos com doenca nddulo-negativa, também precisam ter
seu impacto considerado nas coortes estudadas . Ainda, interessantemente, outros autores
apontam que pode haver variacao da positividade para MSI dentro da mesma amostra tumoral
dependendo da area tumoral avaliada 2°. Mathiak et al. (2017), indicaram a prevaléncia de 7,5%
MSI+ (34/452) e identificaram um perfil de expressdo bifasica de MSH2 (avaliado por
imunohistoquimica), com areas do mesmo tumor com positividade de 85% para MSI e também

com microssatélites estaveis (MSS) entre 5 a 23% 2684,

Outro fator crucial que € associado a estas discrepancias na literatura para o AdG-EBV e AdG-
MSI é a metodologia empregada em cada estudo. O método mais tradicional e padrdo para
determinar a presenca de EBV € a hibridizacao in situ (ISH), que detecta a presenca dos EBERs
1 e 2 e micro-RNAs de EBV nas amostras de AdG 84, Essa é uma metodologia que apesar de
mais comum, é mais trabalhosa e quando automatizada se torna mais custosa. Atualmente,
diversos autores tém utilizado técnicas moleculares para avaliar a presenca de EBV. Um estudo
que compreendeu 760 casos de AdG, determinou a prevaléncia de EBV+ de 4,2% nas bidpsias
avaliadas (6/143) e de 3,9% em amostras de pegas cirdrgicas (24/617). Estes autores usaram
técnica de gPCR, tendo como alvo as regibes BamH1-K e BamH1-W do genoma de EBV, € 0s
casos positivos foram entdo analisados por ISH para validar a positividade de EBV . No
presente trabalho, também avaliamos a presenca de EBV por gPCR, usando além de amostras
de bidpsia, amostras de fluido gastrico, e observamos uma frequéncia similar entre os tipos
amostrais. Para 165/198 pacientes, avaliamos a presenca de EBV em amostras pareadas de
tecido e fluido gastrico, com 14 casos EBV+ no total, dos quais 11 foram positivos em amostras
de tecido (79%) e 9 em fluido gastrico (64%), com concordancia em 6/14 casos (43%), sendo
positivos em ambos 0s tipos amostrais. No entanto, ndo foi possivel avaliar uma comparacao
estatistica entre os tipos de amostra e seus respectivos resultados devido a indisponibilidade de

pareamento para grande parte da coorte, principalmente pela auséncia da coleta de fluido
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gastrico de casos mais antigos de nosso estudo (para 31 casos ndo havia coleta de fluido
gastrico, e quanto a amostra tecidual, a indisponibilidade foi de 3 casos).

Recentemente, Stanek et al. (2022) avaliaram 40 pacientes com AdG, dos quais 9 foram EBV+,
utilizando um kit comercial especifico de gPCR para deteccdo de EBV. Este resultado relatou
uma frequéncia bem acima da média para 0 AdG-EBYV, e os proprios autores indagaram ser um
possivel artefato ou eventualidade, ndo sendo passivel de comparacao devido a coorte pequena
% Por outro lado, o estudo do TCGA (2014), que definiu 0 AdG-EBYV de fato como um subtipo
molecular, ndo empregou gPCR ou 0 método padrdo de ISH, e sim realizou um compilado entre
varios métodos de NGS, tais como o sequenciamento de exoma, do genoma completo (WES)
e de mRNA e miRNA (RNAseq), que apresentaram resultados altamente concordantes 2.
Ademais, esses dados de RNAseq do banco TCGA-STAD (375 tumores e 32 amostras nao-
tumorais), foram por sua vez reanalisados por Sadato et al. (2019), que propuseram um novo
pipeline de andlise bioinformatica indicando que 49,6% dos casos reanalisados poderiam ser
EBV+. Entretanto, 0 RNAseq requer uma andlise mais complexa que o sequenciamento de
exoma, por exemplo. E embora talvez fosse possivel demonstrar de modo mais acurado a
prevaléncia de EBV, isso implicaria em custos significativamente maiores. Dessa maneira, foi
sugerido que a prevaléncia de EBV pode ser bastante variavel e certamente é afetada pelo

método de andlise .

Ainda nesta linha, a variacdo de métodos empregados e de frequéncias observadas no AdG-
MSI é até mais marcante. Ha duas metodologias mais comumente utilizadas, a
imunohistoquimica (IHQ) que avalia a expressdo das proteinas envolvidas no sistema MMR e
o método molecular por PCR/eletroforese capilar, que inclui a avaliacdo de 5 marcadores,
geralmente 2 mononucleotideos e 3 dinucleotideos ou a identificacdo de 5 mononucleotideos
de repeticdo poly-A. A IHQ representaria 0 método de primeira linha no diagnostico do AdG-
MSI devido a sua maior facilidade, enquanto a metodologia da PCR foi padronizada pelo NCI
(National Cancer Institute, USA), se tornando referéncia, o conhecido Bethesda Panel #®). Por
mais de vinte anos, esse painel tem sido 0 método padrdo ouro para determinacdo da MSI em
varios tipos tumorais, como o colorretal, por exemplo. Ao longo do tempo, houve uma evolugéo
das técnicas moleculares usadas para determinagdo da MSI, passando por diversas variagdes de

PCR, até chegar nos métodos atuais de NGS 7.

O ponto chave para avaliacdo da MSI é a escolha dos marcadores usados, que pelo painel padrao

tem um numero limitante, enquanto o maior diferencial da metodologia NGS é expandir o
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namero de marcadores, além de reduzir o limite de deteccdo chegando a 1% e permitindo a
inclusdo de mais de 100 marcadores a depender do protocolo utilizado *”. Além da PCR requerer
0 pareamento com uma amostra normal (ndo-tumoral) do paciente para analise, o que por NGS
ndo é mandatorio. Portanto, mesmo o NGS sendo uma metodologia mais cara, diversos autores
vém empregando-a na determinagdo da MSI no AdG, ja que os dados podem ser obtidos a partir
de analises complementares, resultantes de painéis génicos ou exomas 4. Como prova de
conceito, um estudo realizou a andlise de MSI por ultra-deep sequencing e pelo painel de
Bethesda, onde os cinco marcadores padrdo foram sequenciados com coberturas de 5.000-
8.000X, e obtiveram resultados semelhantes ao método por PCR, demonstrando que a
metodologia NGS ¢é eficiente e confidvel quando usada para este fim . O estudo do TCGA
(2014) também fez a classificacdo do AdG-MSI através de WES e, mesmo considerando
regibes com baixa cobertura (~6X), obtiveram uma prevaléncia de 22% de MSI+ ao avaliarem
107 tumores e amostras ndo-tumorais pareadas 1. Também, Zhou et al. (2022) determinaram o
status de EBV e de MSI por NGS em uma coorte de 1.688 casos de CG distribuida em grupos

de idade (>45 anos e <45 anos), onde as frequéncias foram similares entre os grupos observados
86

Nesse momento, vale aqui entdo entender como 0 NGS sendo mais caro e complexo tem sido
mais aplicado atualmente. Além da extrapolagdo dos marcadores utilizados e de ter uma
sensibilidade potencialmente maior (a depender da profundidade do sequenciamento), os dados
provenientes do NGS permitem diversas analises moleculares a partir do mesmo resultado, o
que ocorre em varios estudos, incluindo o presente trabalho 7. Ademais, métodos eficientes de
analise de dados tém sido desenvolvidos para suprir tal demanda. Baudrin et al. (2018),
descrevem 13 softwares que podem ser usados para analise de MSI, quando se tem ou ndo
amostra ndo-tumoral pareada. Os primeiros artigos usaram dados de comparacdo da
distribuicdo de comprimento repetido de microssatélites, como o MSlsensor, mSINGs,
MANTIS, método Cortes-Ciriano e MSI-ColonCore. Os mais recentes sdo baseados na analise
de carga total de mutacdo em todas as sequéncias e/ou a carga de indels nos microssatélites,

incluindo MSlseq Index, MSlseq/NGS classifier e Nowak 7.

Neste trabalho, determinamos os status de MSI através da andlise de exoma. Foram
sequenciadas em média acima de 95 milhdes de pares de bases, com media de alinhamento de
99% ao genoma humano. Em média, 98% das regides exonicas sequenciadas de todas as
amostras tiveram cobertura vertical acima de 10X, 93% acima de 20X e 73% acima de 50X.

Para entdo avaliar o status de MSI empregamos o software MSIseq/NGS classifier. Este
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software foi estruturado através de quatro machine-learning frameworks (regresséo logistica,
arvore de decisdo, random forest e naive Bayes) e utiliza dados de sequenciamento (mutacGes
somaticas), nao requerendo o0 pareamento com amostras nao-tumorais (que indicariam o status
de mutacdes germinativas). O software usa a taxa e a razdo das pequenas substituicdes de
nucleotideos em todas as sequéncias, e os indels de microssatélites de repeticdo de mono a
tetranucleotideo, para classificar as amostras em “MSI+” (MSI-High) ¢ “MSI-" (non-MSI-
High). Isso prové os melhores resultados com o classificador de arvore de decisdo, e na
testagem de validacdo do MSIseg/NGS classifier que contou com 163 tumores, foi alcancada

uma concordancia de 98% em relagdo aos testes clinicos 1776,

Quanto a outras caracteristicas da coorte, também avaliamos para 0s casos com testagem de
rotina disponivel, a presenca de Helicobacter pylori (Hp), que foi em sua maioria negativa tanto
para os casos EBV+ (69,2%; p=0,260) quanto para os MSI+ (88,9%; p=1,0), e também nos
casos negativos para os marcadores (EBV- 82,5%; MSI- 81,2%) (tabela 1). A principio, este
pode ser um dado que cause impressao controversa, porém na coorte do TCGA (2014) também
foi observada apenas evidéncia esporadica de Hp, o que pode refletir nestes casos que haja um
declinio na presenca desta bactéria a medida que ocorre a progressdo de uma gastrite crénica
para a neoplasia 1. No entanto, ndo encontramos dados disponiveis de presenca de Hp em 40
casos da nossa coorte. Tanto EBV quanto Hp sdo classificados como carcindgenos tipo | pela
OMS. A infeccdo por estes patdgenos pode gerar uma inflamacdo cronica que por sua vez
contribui para o desenvolvimento do cancer ®. Rihane et al. (2021), avaliaram o cenério da co-
infeccdo destes dois patdégenos no CG, encontrando-a em 16/100 casos e sugeriram uma
possivel associacdo com a idade dos pacientes, relacionando a casos mais jovens (<58 anos) &’.
Este estudo empregou uma técnica pouco utilizada para determinar o status EBV, obtendo uma
frequéncia incomum e bastante elevada (40%), e os grupos de idade foram separados em uma
faixa um pouco acima do que é geralmente usado em coortes maiores na literatura (geralmente
<45) 111686 Qg autores indicaram que a co-infeccéo contribuiu para promogéo da malignidade
nos tecidos e maior agressividade da doenca, corroborando a teoria de que os dois agentes
podem estimular um microambiente pré-inflamatorio e se beneficiarem mutuamente 8%, No
entanto, o AdG-EBV, per si, ja& vem sendo relacionado a uma idade mais jovem, enquanto o
AdG-MSI a uma idade mais avancada 3% Nesse sentido, é valido considerar outros fatores
decorrentes dessas associacdes. Por exemplo, pacientes mais jovens apresentam em maior
frequéncia metastases ao diagnostico comparado a pacientes mais velhos, mesmo que sejam de

subtipos com melhor progndstico como o AdG-EBV ou AdG-MSI 3%,
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Nossos resultados apontaram que ambos 0s grupos, AdG-EBV e AdG-MSI, apresentaram 0
estadiamento do cancer ao diagnostico em sua maioria ainda como doenca localizada (EBV+
78,6% vs EBV- 72,1%; p=0,431 e MSI+ 92,9% vs MSI- 70,9%; p=0,117). Ambos foram
classificados pelo TNM (72 edicdo) principalmente em niveis iniciais (I e I1), com apenas 01
paciente MSI+ se apresentando com grau IV e nenhum paciente EBV+. Apesar de alguns casos
com perda de seguimento atual, 10/14 casos EBV+ (71,4%; p=0,065) e 5/14 dos MSI+ (35,7%;
p=0,013) apresentaram status de vida como “vivo sem doen¢a” até o ultimo seguimento
avaliado em abril de 2022 (casos diagnosticados desde 2000 a 2020, mediana de tempo de
seguimento de 50 meses), demonstrando uma possivel relacéo significativa entre estas variaveis
(tabela 1). Estes resultados inicialmente mostraram uma boa perspectiva para 0s casos positivos,
que em seguida tiveram o impacto prognostico dos marcadores investigados avaliado pela
tendéncia de sobrevida, alinhados ao perfil clinico-patoldgico destes subtipos como reportado
na literatura 2%, Quanto a realizacdo de intervencdes cirdrgicas, 76,9% dos casos MSI+
fizeram laparoscopia estadiadora (p=0,024). Ja em relacdo a cirurgia do tumor primario, a
maioria dos casos positivos dos dois grupos a realizaram. Tanto para 0s tratamentos
neoadjuvante (EBV, p=0,440; MSI, p=0,148) quanto adjuvante (EBV, p=1; MSI, p=0,073), a
distribuicdo dos casos ndao demonstrou relacdo significativa. Em uma andlise preliminar
observamos impacto positivo da realizacdo de cirurgia e dos dois tratamentos na sobrevida de
modo geral da coorte. Essas estratégias terapéuticas geralmente apresentam resultado aceitavel
por um periodo de tempo, tanto no CG quanto para a maioria dos tipos de neoplasia, porém,
podem ter impacto consideravel na qualidade de vida dos pacientes. Um dos maiores desafios
clinicos e cientificos atuais é proporcionar um melhor tratamento aos pacientes, que seja eficaz
e menos penoso. Por isso, esfor¢os tém sido empregados para determinar biomarcadores que

auxiliem a definicdo da conduta terapéutica mais adequada e com maior chance de éxito 2.

4.2. Avaliacdo do impacto prognostico da presenca de EBV e MSI no AdG

A ocorréncia de infecgdo por EBV ou da instabilidade de microsatélites no AdG tem sido
investigada e geralmente correlacionada com a resposta a diferentes regimes de quimio e
imunoterapia 12?5, No Brasil, poucos estudos foram feitos visando compreender a relagéo
entre estes marcadores e o desfecho da doenca 8. Neste trabalho, analisamos a sobrevida cancer
especifica (CE) e livre de recidiva em 198 casos de AdGs, buscando correlacionar estes

marcadores com o0 prognastico dos pacientes. Visando reduzir a influéncia de possiveis fatores
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de confusdo nas anélises, desconsideramos os pacientes que realizaram tratamento sem intencao
curativa (aqueles com tumores ja metastaticos ao diagnostico) (condi¢do A), além de casos
com estadiamento TNM (72 ed.) grau IV e/ou casos em que a classificacdo TNM néo se aplicava
(ou seja, ndo realizaram cirurgia) (condicdo B), uma vez que, nestas circunstancias o
prognostico € diretamente impactado/enviesado pela propria agressividade da doenca ao
diagndstico - efeito este observado em andlise suplementar de nosso estudo. Dessa maneira,
realizamos as analises de sobrevida considerando somente os pacientes que nédo se enquadraram
nos critérios A e B, com 03 e 05 anos de acompanhamento, e obtivemos resultados muito
semelhantes (Kaplan—Meier). Entdo, por ser o mais comumente encontrado na literatura 8%,
consideramos o tempo de 05 anos para avaliacdo de sobrevida dos pacientes AdG-EBV e AdG-
MSI. Vale ressaltar aqui que ndo foi possivel estimar o valor de tempo médio de sobrevidas
devido as perdas de seguimento. Quando ha perdas de seguimento de muitos pacientes, a curva
de sobrevida obtida pelo método de Kaplan-Meier para a populacdo avaliada ndo decai o
suficiente para alcancgar o valor de 0.5. Este ponto que indicaria a sobrevida mediana da coorte,
porém nos nossos casos ele ndo foi atingido dentro da janela de observagdo. Desta forma, 0s
dados permitem apenas avaliar a tendéncia de sobrevidas e sua relacdo estatistica entre os

grupos.

No AdG-EBV, os casos EBV+ apresentaram tendéncia de sobrevida CE semelhante, sendo
apenas um pouco maior em relagdo aos EBV-, tanto na condicdo A como na B (p”=0,455/
pB=0,453) (figura 2). Para sobrevida livre de recidiva nas duas condi¢des, os casos positivos
apresentam tendéncia de sobrevida maior que os negativos (p”=0,124/ pB= 0,149), e nenhum
paciente EBV+ apresentou recidiva da doenca em 5 anos (figura 3). Enquanto no AdG-MSI,
nas condicOes A e B, para sobrevida CE, os casos MSI+, apresentaram uma tendéncia menor
(p"=0,17/ pB=0,141) (figura 4), e para sobrevida livre de recidiva a tendéncia foi semelhante
entre os casos MSI+ e MSI- (p”=0,383/ pB= 0,24) (figura 5). No entanto, ndo houve diferenca
significativa na avaliacdo entre 0s grupos positivos e negativos para ambos marcadores, o que
possivelmente reflete uma limitagdo decorrente do tamanho da coorte e do pequeno nimero de
casos positivos para 0s marcadores. Assim como outros autores observaram, mesmo em estudos
com coortes maiores que a nossa, poucos Sao 0S casos Positivos, o que invariavelmente impacta
nas demais analises 162048 As taxas de risco (do inglés: Hazard Ratio- HR) associadas aos
grupos EBV+ e MSI+ também foram avaliadas para ocorréncia de morte e recidiva da doenca

em todas as condigdes de anélise (quadro 1), onde todos os intervalos encontrados englobam o
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valor de 1, impossibilitando assim a afirmac&o de um papel dos marcadores no risco de eventos

avaliados.

Quadro 1- Taxas de risco associadas aos grupos EBV+ e MSI+ para sobrevidas cancer especifica e livre de

recidiva (5 anos).

Sobrevida Cancer especifica (5 anos) Sobrevida Livre de recidiva (5 anos)
AdG-EBV AdG-MSI AdG-EBV AdG-MSI
Condicdo A | Condicdo B | Condi¢do A | Condigdo B | Condi¢do A | Condi¢éo B | Condi¢do A | Condigéo B
HR 0,4231 0,4087 2,334 2,6738 0,2206 0,2248 1,5135 1,832
1C 95% 0,056 —3,215 0,053 —3,129]0,692 - 7,869 |0,785 - 9,107|0,03 — 1,626 [0,03 — 1,669|0,54 - 4,245 (0,648 — 5, 179
p value 0,406 0,389 0,172 0,116 0,138 0,144 0,431 0,253
Legenda: HR: Hazard Ratio (taxa de risco), IC: intervalo de confianca de 95%.
A o o _
= ° — EBV- (n=129) pc — EBV- (n=122)
' === EBV+(n=11) ===« EBV+(n=11)

© | R A Y
© = o o
L &
- g
g © % ©
g S 2 o
— Q
] =
& < T <
N g S
2 >
2 2
5 o | e o
[+ (=} wv o
wv

g - Jp.value=0.455 ) ; g g = ‘p.value=0.453 ‘ ‘

0 500 1000 1500 0 500 1000 1500

Tempo em dias (5 anos)

Tempo em dias (5 anos)

Figura 2- Tendéncia de sobrevida cancer especifica em 5 anos no AdG-EBV. (A). Condicdo de analise A

(excluidos casos de metéstase ao diagndstico). (B). Condicdo de analise B (excluidos casos de metastase ao

diagnostico & casos TNM 72 ed. grau V).
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casos de metéstase ao diagnostico). (B). Condicdo de analise B (excluidos casos de metastase ao diagnostico &
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Figura 4- Tendéncia de sobrevida cancer especifica em 5 anos no AdG-MSI. (A). Condicdo de analise A
(excluidos casos de metastase ao diagndstico). (B). Condicdo de analise B (excluidos casos de metastase ao

diagnostico & casos TNM 72 ed. grau V).
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Figura 5- Tendéncia de sobrevida livre de recidiva em 5 anos no AdG-MSI. (A). Condigdo de analise A (excluidos
casos de metéstase ao diagndstico). (B). Condicéo de analise B (excluidos casos de metastase ao diagnostico &
casos TNM 72 ed. grau 1V).

A nossa coorte apresenta um bom numero de casos, e com frequéncia dos marcadores
investigados de acordo com o reportado em outros estudos 182682 onde o valor progndstico
destes subtipos moleculares tém em geral sido correlacionado a melhores resultados 21416,
Neste trabalho, observamos uma sobrevida cancer especifica e livre de recidiva mais favoravel
para casos EBV+ quando comparadas aos casos EBV-. Sugerindo um possivel valor
progndstico da presenca de EBV quanto a ocorréncia de recidivas. No entanto, diferentemente
do observado na literatura, ndo observamos um melhor progndéstico nos casos MSI+, os quais
tiveram comportamento semelhante aos MSI-, ou mesmo com tendéncia de sobrevida menor.
O AdG-MSI é mais comum em pacientes de idade mais avancada, 0 que também observamos
em nossa coorte, e pode impactar em outros fatores clinicos que afetariam a avaliacdo do
prognostico 1184, Aqui, ainda consideramos que os casos com doenca metastatica ao diagndstico
e TNM 1V, apesar de serem poucos nos grupos positivos para 0os marcadores, também poderiam
influenciar esta avaliacéo, sendo ento filtrados como mencionado anteriormente. Puliga et al
(2021), inclusive menciona que fatores como o estadiamento, entre outros aspectos da doenca,

devem ser levados em conta ao estudarmos 0 AdG-MSI 26,

Kohlruss et al (2019) observaram a partir de amostras de ressec¢ao tumoral (sem realizacdo de
QTneo), que os pacientes com positividade para EBV apresentaram uma tendéncia de maior
sobrevida global (p=0,181; HR [0, 04;1,87]), seguido dos pacientes MSI+ (apenas MSI-H neste
grupo) (p=0,465; HR [0,45;1,44]), sendo um resultado melhor quando comparado aos pacientes
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com MSI baixa; e MSI estavel/negativos para EBV °. Este estudo, que teve uma coorte de mais
de 700 casos e destrinchou suas avaliagdes com base nos tipos de tratamento realizados,
comparou 0s casos negativos como um grupo unico em relacéo aos casos positivos para EBV
ou MSI. Buscando entender melhor a relacdo dos marcadores e o prognostico da nossa coorte,
analisamos de uma nova maneira, diferenciando os 198 pacientes de AdG agora em trés grupos:
MSI-/EBV- (n=117), MSI-/EBV+ (n=10) e MSI+/EBV- (n=12). Aqui foi desconsiderado 1
caso positivo para os dois marcadores, que seria inviavel analisar, e foram excluidos casos de
metastase ao diagnostico, sendo aplicado o mesmo conceito da condi¢do A da analise anterior.
Neste cenério, pudemos comparar 0s casos positivos e negativos sem sobreposicao da presenca
dos marcadores. Observamos que 0s casos positivos para EBV (MSI-/EBV+) permanecem
demonstrando tendéncias de sobrevida CE (p=0,305) e livre de recidiva (p=0,226) mais
favoraveis quando comparados aos casos duplamente negativos (EBV-/MSI-), e também em
relagdo aos casos positivos para MSI (MSI+/EBV-), que por sua vez ainda demonstraram
tendéncias de sobrevida menos favoraveis. No entanto, também nédo observamos diferenga com
significado estatistico para o prognostico entre os grupos nessa conformacao e nao foi possivel

afirmar relacdo através das taxas de risco (figura 6).
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Figura 6- Tendéncia de (A) sobrevida cancer especifica (CE) e (B) livre de recidiva em 5 anos no AdG-MSI e
AdG-EBYV considerando trés grupos de analise: MSI-/EBV-; MSI-/EBV+; MSI+/EBV-. Grupo MSI+/EBV-, na
sobrevida CE, HR: 2,3674 [0,701; 7,991], p= 0,165, e na sobrevida livre de recidiva, HR: 1,5256 [0,544; 4,28], p=
0,422. Grupo MSI-/EBV+, na sobrevida CE, HR: 0.4398 [0.058; 3.337], p=0,427; e na sobrevida livre de recidiva,
HR: 0,2273 [0,031; 1,674], p= 0,146.
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Um trabalho brasileiro do Instituto do Cancer do Estado de S&o Paulo (ICESP-HCFMUSP)
avaliou as caracteristicas clinicas e o prognostico de uma coorte de 287 casos de AdG (2009-
2016) que realizaram gastrectomia curativa, e ndo incluiu casos metastaticos ao diagnostico 9.
Neste estudo foi investigada a presenca de EBV por ISH, e MSI e PD-L1 por IHQ, identificando
prevaléncias de EBV e MSI de 10,5% e 27%, respectivamente. A positividade para PD-L1 foi
observada em 8,8% dos casos, de modo predominante dentre os pacientes EBV+ (p<0,001).
Quanto ao progndstico, avaliaram os casos divididos em trés grupos, no mesmo formato
mencionado acima. Os pacientes MSI+ foram os que apresentaram melhores taxas de sobrevida
CE em 5 anos (p=0,049) e livre de recidiva em 3 anos (p=0,006) quando comparados aos casos
EBV-/MSI-, enquanto os casos EBV+ apresentaram resultados semelhantes ao grupo negativo.
Também foi avaliado o progndéstico comparando os casos PD-L1 positivos e negativos, onde o
resultado também foi semelhante entre os mesmos, porém ndo compararam entre 0s subgrupos
EBV+ ou MSI+ e a presenca de PD-L1 .

O panorama do progndstico para coorte deste estudo se mostrou inverso ao observado no
presente trabalho. Justamente, 0s nossos casos MSI+ mostraram sobrevida menos favoravel,
entretanto, a prevaléncia deste marcador na nossa coorte foi de 7,1% contra 27% no estudo do
ICESP, estando ambas nos extremos da variagdo da literatura (7-25%) e foi utilizada uma
metodologia com sensibilidade diferente, fatorem que podem impactar a sua representacdo na
andlise prognostica, o que é um ponto levantado na literatura172691 O fato dos pacientes deste
estudo terem apresentado progndstico diferente da nossa coorte, reflete essa variacdo e as
caracteristicas intrinsecas dos pacientes de AdG-MSI. E na nossa coorte, a perda de seguimento
afetou as andlises prognosticas, pois para uma parcela de pacientes (N=62) os dados de
seguimento ndo puderam ser recuperados. Outro fator importante no AdG-MSI, é que
normalmente esses pacientes apresentam-se em estagios inicias da doenca, sendo assim, muitas

vezes 0 tempo de acompanhamento no centro hospitalar se torna menor 6.

Além disso, este estudo do ICESP néo apontou papel progndstico de EBV quanto a sobrevida
ou a recorréncia da doenga, o que tambem se diferencia do nosso trabalho, onde EBV parece
ter um papel protetor de recidiva. No entanto, esse trabalho indicou correlacdo positiva entre a
presenca de EBV e PD-L1, assim como outros estudos brasileiros e mundiais %. A literatura
sobre os AdGs vem aprofundando cada vez mais as investigacGes quanto ao status de PD-L1,
inclusive indicando os pacientes com sua expressao positiva como aqueles que se beneficiariam
de tratamentos de bloqueio de PD1. Isso mostra que os subtipos AdG-EBV e AdG-MSI podem

ter diferentes nuances que afetam o resultado de diferentes tratamentos 12546491 Cada vez mais
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a literatura tem apontado que o papel do microambiente tumoral é muito importante no desfecho
tanto do AdG-EBV, quanto do AdG-MSI, e é justamente a analise combinada destes
marcadores e dos fatores do microambiente tumoral que pode prover melhores alternativas de

tratamento 649394,

4.3. Perfil molecular: MSI, ancestralidade gendmica, CMT e assinaturas mutacionais

Além do status MSI, realizamos também o estudo da ancestralidade gendmica e analise da carga
e das assinaturas mutacionais dos tumores. Para assim fornecer uma avaliacdo mais completa
das caracteristicas clinico-moleculares dos pacientes e suas relagdes com o progndstico no
AdG- EBV e AdG-MSI.

4.3.1 Ancestralidade gendmica e prognéstico no AdG-EBV e AdG-MSI

A ancestralidade genémica dos pacientes foi inferida com base nos dados de sequenciamento
de exoma, através de um pipeline de bioinformatica que possibilita a chamada de variantes
germinativas marcadoras de ancestralidade. Foi considerada a ocorréncia de uma ancestralidade
predominante em cada paciente quando 50% dos marcadores estavam associados a uma Unica
ancestralidade. Aqueles que ndo demonstraram uma ancestralidade atingindo pelo menos 50%
foram denominados com ancestralidade mista. A principal ancestralidade gendmica
identificada na nossa coorte total foi a europeia (tabela 2), demonstrando concordancia com a
etnia auto-atribuida pelos pacientes e refletindo a representacdo da coorte (tabela 1 e figura 7).
O que pode ainda denotar um possivel efeito de fatores socioeconémicos, pois atualmente a
quase totalidade dos casos do ACCCC é oriunda de planos de salde complementar.
Interessantemente, apesar da ancestralidade europeia ser predominante, a ancestralidade
asiatica (leste asiatico) foi importante e se mostrou predominante em 4/14 pacientes EBV+ e
2/14 MSI+. Vale ressaltar que dos 17 casos asiaticos totais, os 4 que eram EBV+ tiveram
predominancia atingindo mais de 90% dos marcadores. Esse resultado pdde ser visualizado pela
distribuicdo das ancestralidades através do Heatmap, pela formacdo de uma clusterizacéo da

ancestralidade asiatica, além da clusterizacéo europeia (figura 7).



Tabela 2- Ancestralidade Gendmica no AdG-EBV e AdG-MSI.

57

AdG (n=198) Status EBV Status MSI
EBV- EBV+ MSI- MSI+
n (%) 184 (92,9) 14 (7,1) 184 (92,9) 14 (7,1)
Ancestralidade gendbmica

Asidtica (Leste) 17 (8,60) 13(7,1) 4 (28,6) 15 (8,2) 2 (14,3)
Europeia 147 (74,20) 139 (75,5) 8 (57,1) 136 (73,9) 11 (78,6)

Africana 12 (6,10) 12 (6,5) 0 (0) 12 (6,5) 0 (0)

Mista 22 (11,10) 20(10,9) 2 (14,3) 21 (11,4) 1(7,1)

p value? 0,050 0,809

Legenda: Foi definida como predominante a ancestralidade presente acima de 50% em cada individuo. Teste

estatistico: a- Exato de Fisher. Em vermelho, o p value quando apresentada significancia (p<0,05). A inferéncia

da ancestralidade foi realizada a partir de dados de sequenciamento utilizando a ferramenta GATK

HaplotypeCaller, foi aplicado filtro VQSR e identificadas as variantes nas regides de SNPs do

banco HGDP+1000G.
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Em nosso trabalho ndo observamos casos com ancestralidade africana predominante nem no
grupo EBV+ ou MSI+. Diferente de trabalho anterior do nosso grupo, que observou a
ancestralidade africana em 2/5 casos EBV+, porém nesse estudo a metodologia foi aplicada por
leituras off target de painel génico “°, com menor quantidade de marcadores, e aqui utilizamos
sequenciamento de exoma completo. Um outro estudo que avaliou uma coorte de Sao Paulo,
identificou a prevaléncia de EBV em 16% dos casos de pacientes negros, 10,3% dos
caucasianos e 4,7% dentre os nipo-brasileiros %. E um outro trabalho feito no Brasil,
Campanella et al (2014), investigaram a validacdo de um painel para determinacao do status
MSI e correlacionaram os achados a marcadores moleculares de ancestralidade, identificando
em concordancia ao nosso trabalho, a relacdo entre MSI+ e predominancia de ancestralidade
europeia, sé que em segundo, da africana, ao invés da asiatica como vimos aqui. Esses

resultados refletem também o perfil populacional de cada estudo *.

A literatura nos mostra que a prevaléncia e prognostico do AdG varia mundialmente, sendo que
fatores geograficos e étnicos estdo envolvidos nesse contexto 26203271 Karalis et al (2021),
demonstraram que dentro de uma mesma populacao, os aspectos clinicos do AdG podem variar
de acordo com a origem da ancestralidade dos pacientes *®. No Brasil, Guimaraes et al (2012),
observaram ainda que o AdG varia em incidéncia e mortalidade de acordo com as regifes. Esse
é um estudo mais antigo, que avaliou casos entre 1980 a 2009, e naquela época, as regides
Central, Sul e Sudeste mostraram declinio, enquanto no Nordeste ndo foi observada diferenca,
e no Norte as tendéncias de incidéncia e mortalidade cresciam °’. Esses achados nos relembram
como fatores clinico-bioldgicos, étnicos, socioecondmicos e entre outros, se relacionam e sdo
importantes para elucidar os aspectos clinicos intrinsecos para o desenvolvimento do AdG em

cada populagéo %72,

Avaliamos aqui também a relacdo da ancestralidade gendmica predominante e o prognostico
nos subtipos AdG-EBV e AdG-MSI. Nesta analise, também excluimos os casos com metastase
ao diagnostico, seguindo o mesmo conceito das analises anteriores. Analisamos apenas as
situacOes onde havia um N de pelo menos 2 casos nos dois subtipos, e deste modo os dados de
sobrevidas em relacdo as ancestralidades africana e mista ndo serdo apresentados. No cenario
da ancestralidade europeia, 0s casos EBV+ apresentaram tendéncias de sobrevidas CE e livre
de recidiva em 5 anos semelhantes aos EBV-, ja 0s casos MSI+, apresentaram tendéncias menos
favoraveis que os MSI- (figura 8). Quanto a ancestralidade asiatica, os casos EBV+
apresentaram tendéncias de sobrevidas CE e livre de recidiva mais favoraveis quando

comparados aos negativos. Ja os casos MSI+, mantiveram o mesmo panorama (figura 9). No
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entanto, ndo observamos diferencas estatisticas entre os grupos dos marcadores em nenhum dos
cenarios de ancestralidade predominante (nem associacdo a taxa de risco). Dado que pacientes
asiaticos geralmente apresentam melhor prognostico no AdG como um todo, pelo que é relatado
na literatura 2°, poderiamos esperar que os casos com ancestralidade asiatica predominante da
nossa coorte se sobressaissem nos resultados. Porém, nesta anélise o N amostral se torna muito
restrito e ndo pudemos observar esse efeito de modo mais marcante aqui. Mas assim como nas
analises de progndstico geral, os casos EBV+ parecem ter melhor resultado, e outros trabalhos
tém mostrado melhores chances aqueles casos positivos no Brasil %. Ja os nossos casos MSI+
parecem ser afetados por algum outro fator, mesmo que sejam excluidos os casos de metéastase
da anélise. Para 0 AdG-MSI ndo h& muitas investigacdes tdo aprofundadas no cenério brasileiro,
e na maioria das coortes mundiais a representacao étnica acaba sendo escassa. Como outros
autores ja relataram, aqui também apontamos que sdo necessarios estudos mais abrangentes

para conhecermos melhor a heterogeneidade de fatores envolvidos no AdG 426:9,
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Figura 8- Tendéncias de sobrevida em 5 anos no AdG-EBV e AdG-MSI com ancestralidade europeia
predominante. (A) Sobrevida cancer especificano AdG-EBV (HR: 0,8622 [0,114; 6,518], p=0,886), € (B) no AdG-
MSI* (HR: 2,6983 [0,785; 9,276], p=0,115). (C) Sobrevida livre de recidiva no AdG-EBV (HR: 0,4633 [0,063;
3,4], p=0,449), e (D) no AdG-MSI* (HR: 2,0388 [0,717; 5,8], p=0,182). *Non-MSI-H=MSI- e MSI-H=MS]+.
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Figura 9- Tendéncias de sobrevida em 5 anos no AdG-EBV e AdG-MSI com ancestralidade asiatica
predominante. (A) Sobrevida cancer especifica no AdG-EBV (HR: 0 [0; 100], p=0,999), e (B) no AdG-MSI* (HR:
0 [0; 100], p=1). (C) Sobrevida livre de recidiva no AdG-EBV (HR: 0 [0; 100], p=0,999), e (B) no AdG-MSI*
(HR: 0 [0; 100], p=1). *Non-MSI-H=MSI- e MSI-H=MSI+.
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4.3.2. CMT e assinaturas mutacionais no prognéstico do AdG-EBV e AdG-MSI

A CMT foi estimada através de dados de exoma de acordo com pacote Maftools (R versdo
4.1.2), que é recomendado pela literatura, onde geralmente, refere-se a CMT normalizada por
Megabase (CMT/MB), ou seja, 0 hiumero de mutacbes observadas em cada 1 milhdo de bases
sequenciadas dentro da cobertura requerida *°°1%, Neste trabalho, utilizamos um painel de
captura de exoma com total de 60.507.855 bases nucleotidicas sequenciadas. Foram incluidos
nas anélises deste bloco apenas os dados de sequenciamento a partir de amostra de tecido
tumoral. Antes de estimar a CMT, foi aplicado filtro de sinal de alerta de artefatos do Maftools,
além da filtragem prévia de padrédo de qualidade (GATK4). No cenéario do AdG-EBV, nao foi
observada relacdo significativa da CMT com os grupos EBV- ou EBV+, embora, este tltimo
grupo tenha apresentado media de CMT maior que a média da coorte total (tabela 3 e figura
10). Enquanto no AdG-MSI, se destacou uma associagdo significativa entre a CMT e a
positividade para MSI, sugerindo que a nossa chamada de positividade esta correta. Pois 0s
pacientes do grupo MSI+ apresentaram CMT alta, acima da média geral da coorte (tabela 3 e
figura 11).

Assim como discorrido sobre a avaliacdo de MSI, também é discutido na literatura qual seria a
melhor forma de estimar a CMT. Atualmente, as metodologias de sequenciamento de nova
geragdo permitem uma estimacdo mais real da CMT através de algoritmos de analise dos dados.
O exoma ¢ a técnica mais empregada e pode detectar mutacdes em todas as regides exdnicas
do genoma. Por outro lado, muitos painéis génicos também foram desenvolvidos para esta
analise, mas ha uma limitacdo do numero de genes definidos no painel, sendo algo mais focado
em um perfil tumoral especifico. Os painéis génicos tém menor custo que 0 exoma, porém sao
menos abrangentes. Um estudo retrospectivo comparou dados de CMT derivados de exoma e
de painel, e reportaram que os dados advindos do painel génico haviam uma superestimacéo de
3 vezes comparados aos dados de CMT através de exoma, talvez até por estes painéis serem
comumente compostos por genes com maior frequéncia mutacional. Ademais, outros estudos
relataram discrepancias entre estes métodos, mas um estudo nessa questdo identificou
correlagéo entre os dados por ambas metodologias, este estudo utilizou linhagens celulares ao

invés de amostras tumorais *°.
O ponto de corte das mutagdes para analise também é uma questdo aberta, a maioria dos autores
aplicam o valor empirico de 10 muta¢des por MB (mut/MB), e o segundo modo mais comum

é uma porcentagem/média calculada dentro da coorte. Além disso, a CMT varia de acordo com
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o tipo tumoral e as proprias caracteristicas de cada coorte °*1%1, Na nossa casuistica, por
exemplo, verificamos que a distribuicdo da CMT dos casos MSI+ teve média de 20,7 mut/MB,
quando a média da coorte geral foi de 4,4 mut/MB (tabela 3), reforcando a validade da
abordagem e dos resultados aqui obtidos para indicar o status de MSI por analise de exoma. O

valor de 10mut/MB mostrou-se ineficaz para defini¢do de grupos de anélise neste caso.

Tabela 3- Carga mutacional tumoral no AdG-EBV e AdG-MSI.

Status EBV Status MSI
Total
CMT/MB EBV- EBV+ MSI- MSI+ n=194
Média 4,3 6,3 3,2 20,7 4.4
Mediana 2,9 3,3 2,8 18,0 29
p value® 0,238 0,000*

Legenda: CMT/MB: Carga mutacional tumoral por megabase sequenciada. Estimada CMT através de dados de
exoma de amostras de tecido tumoral (conforme Maftools). d- Teste U de Mann-Whitney. Em vermelho, indicado

o valor de p quando inferior a 0,01(*).

Além de avaliar a associacdo da CMT com o0s grupos dos marcadores, buscamos compreender
sua relevancia no progndstico da nossa coorte. Inicialmente, ndo observamos relacao estatistica
da CMT com a sobrevida geral da coorte. Tanto de acordo com corte definido pelo algoritmo
de analise (smartcut) ou pelos quartis, onde é analisado o quartil superior (75%) e inferior (25%)
em relagdo a CMT/MB em log (figura 12 A-B). Para o AdG-EBV ndo foi possivel investigar
essa relacdo, pois 0s casos positivos e negativos ndo mostraram diferenca quanto a CMT.
Enquanto no AdG-MSI, onde observamos relacéo significativa com a CMT, os pacientes MSI+
com maior CMT (pelo smartcut) apresentaram significativamente melhores tendéncias de
sobrevida CE (p=0,018) e livre de recidiva (p= 0,006) (figura 12 C-D). Para estas avaliacdes
foram excluidos os casos com metastase ao diagnostico, e foi usada a CMT/MB em log que é
mais indicado neste tipo de analise. Aqui, sSe mostrou um novo panorama para 0s casos MSI+,
gue até entdo na analise geral apresentavam prognostico diferente do reportado para este
subtipo. Demonstrando assim a importancia de uma abordagem que mensure as sutis e multiplas
camadas do AdG-MSI.
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Zou et al, 2021, avaliaram também o progndstico dos pacientes em relagdo a CMT. A qual foi
estimada por exoma em uma coorte de 309 pacientes que realizaram imunoterapia, de 5
diferentes tipos tumorais. Deste total, apenas 19 casos eram de CG e estes tiveram uma média
de CMT/MB de 3,69. Ao analisarem a sobrevida global de acordo com tercis, 0s pacientes com
maior CMT (tercil superior) demonstraram melhor sobrevida, apesar de ndo apresentarem
diferenca estatistica. E dividindo pelo corte de 10mt/MB, néo foi possivel realizar a analise
devido ao desbalanco entre os casos por essa divisdo, mostrando que esse corte empirico ndo

parece ser a melhor estratégia de anélise no CG %°.

Na literatura, a CMT ¢é considerada um biomarcador para o tratamento imunoterapico com
inibidores de checkpoints em varios tipos de cancer. Justamente pela associacdo da CMT com
maior producdo de neoantigenos, os quais estdo inseridos neste contexto como alvos da
imunoterapia %2192, Um estudo retrospectivo objetivou investigar a vida real da aplicacio da
CMT e MSI como biomarcadores. Foi identificado entdo um perfil molecular com CMT alta
(>20 mut/MB) e MSI+ em 157 pacientes de 27 tipos tumorais diferentes, incluindo o CG. Assim
como no presente trabalho, houve associacdo entre a CMT e o status MSI+. Os autores
avaliaram também a sobrevida e a resposta a diferentes combinagdes de tratamentos de
imunoterapia vs quimioterapia, onde os pacientes desse perfil tiveram melhor resultado com a
imunoterapia. O estudo aponta que estes dados reforcam o fato de que a CMT pode ser um
biomarcador para tumores MSI e que 0s pacientes com estes perfis se beneficiam da
imunoterapia, de forma independente do tipo tumoral ou regime anterior de tratamento 1%,
Nossos resultados indicam um prognéstico mais favoravel para os pacientes MSI+ com CMT
alta, diferente do que foi identificado inicialmente quando olhamos apenas para o status MSI
como um todo na coorte. Portanto, esse resultado nos indica haver uma relagéo importante entre
o0 status MSI e a CMT com o prognostico no AdG-MSI, fatores estes que sdo relacionados

justamente & caracteristica de hipermutacio deste subtipo de AdG 5.

Para compreender o perfil molecular dos tumores, avaliamos também as assinaturas
mutacionais tendo como base os dados de exoma. Assim, usando o banco de dados COSMIC,
verificamos se o perfil de assinaturas da coorte se equipara ao que ja é estabelecido para o CG.
Dessa forma, avaliamos a exposicdo diferencial das assinaturas do COSMIC presentes na
coorte. Este resultado revelou concordancia entre o status MSI determinado e as assinaturas
SB15, SB20, SB21 e SB26, que sdo correspondentes a deficiéncia em MMR, e as assinaturas
relacionadas principalmente a idade, SB1 e SB5, todas presentes no grupo MSI + (tabela 4).

Para validar esse achado, buscamos nos bancos de dados da nossa Institui¢cdo dados de testagem
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de MMR por IHQ. No entanto, observamos pequena sobreposi¢do da nossa coorte com a coorte
onde o status de MSI foi avaliado por IHQ. A sobreposicdo observada foi de apenas 53 casos

estudados e todos eram MSI-.

No contexto do AdG-EBV, nenhuma assinatura se destacou quanto a exposicdo diferencial no
grupo EBV+. Quanto ao progndstico da coorte em relacdo as assinaturas, 0s casos com maior
exposicdo das assinaturas SBS1 (p= 0,0155) e SBS20 (p= 0,0225) apresentaram uma pior
tendéncia de sobrevida CE, e da SBS10b (p=0,0435), uma menor tendéncia de sobrevida livre
de recidiva. Por outro lado, a maior exposi¢cdo da assinatura SBS13 (p= 0,045) se relacionou
significativamente a uma maior sobrevida livre de recidiva, e da SBS2 aos dois cenérios de
sobrevida, CE, p=0,0285; e livre de recidiva, p= 0,041 (figura 13). Considerando o tempo total
de seguimento, e excluidos casos de metastase ao diagndstico. As assinaturas SBS2 e SBS13
correspondem ao perfil de atividade da familia APOBEC. Esse perfil ja foi descrito em
associacdo ao AdG-EBV. Justamente, na nossa coorte, o grupo EBV+ apresentou melhor
prognostico quanto a ocorréncia de recidivas, pois nenhum caso recidivou. Sugerindo que estes
casos EBV+ poderiam estar relacionados a estas assinaturas. Embora neste grupo ndo tenha se
destacado um perfil de assinatura mutacional, é possivel compreender que o tamanho da

casuistica possa mascarar o resultado esperado #4104,
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Figura 10- Carga mutacional tumoral (CMT) no AdG-EBV. (A) CMT por Megabase (CMT/MB) dos grupos
EBV- e EBV+. (B) Classificagdo de acordo com a média de CMT/MB dos grupos EBV- e EBV+. Rosa: CMT
alta, acima da média. Azul: CMT baixa, menor que a média. Analise de acordo com Maftools (R versao 4.1.2).
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Figura 11- Carga mutacional tumoral (CMT) no AdG-MSI. (A) CMT por Megabase (CMT/MB) dos grupos MSI-
e MSI+. (B) Classificacdo de acordo com a média de CMT/MB dos grupos MSI- e MSI+. Rosa: CMT alta, acima
da média. Azul: CMT baixa, menor que a média. Andlise de acordo com Maftools (R versdo 4.1.2).
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Figura 12- CMT e tendéncias de sobrevida em 5 anos. (A) Sobrevida cancer especifica e (B) sobrevida livre de
recidiva da coorte geral pelo quartil superior e inferior de CMT por MB (CMT/MB) em log (A- HR: 1,126 [0,28;
4,534], p=0,867. B- HR: 0,8367 [0,276; 2,533], p= 0,752). (C) Sobrevida cancer especifica e (D) sobrevida livre
de recidiva do grupo MSI+ de acordo com corte (smartcut) para CMT/MB em log definido pelo algoritmo de
analise (C- HR: 1e—04 [0; 18,998], p= 0,14. D- HR: 0.0014 [0; 0,71], p= 0,039).
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Figura 13- Perfil de assinaturas do SBS2 e SBS13 do COSMIC relacionados ao prognéstico da coorte. SBS2,
relacionada as sobrevidas cancer especifica e livre de recidiva, SBS13 relacionada somente a sobrevida livre de
recidiva. Tempo de seguimento total e excluidos casos com metastase ao diagnéstico. Strata: distribuicdo da

exposicdo. Exposure: grau de exposicdo da assinatura identificada.
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A assinatura SBS1 se relaciona a idade, e a SBS10b a uma caracteristica de mutacdo no dominio
de correcédo de base da polimerase. Estes sdo perfis sdo compativeis com nossa coorte e podem
impactar o prognostico, devido as caracteristicas clinico-moleculares descritas na literatura do
AdG, como prevaléncia de pacientes mais velhos no CG e a associacdo a taxa elevada de
mutacdes no AdG-EBV e AdG-MSI 8491104 34 3 assinatura SBS20, que € relacionada ao perfil
de MSI 1% e foi confirmada essa relagdo no grupo MSI+ da coorte, demonstrou tendéncia de
pior progndstico para 0s casos com maior exposicdo. Dessa forma, se confirmaria o resultado
observado na andlise do prognostico inicial para os pacientes com perfil MSI+. Como ja
discutido anteriormente, esse resultado é diferente do reportado na literatura para o0 AdG-MSI.

Entdo, buscamos compreender este cenario de forma mais completa.

Para validacdo do perfil de assinaturas de CG identificado, foi realizada uma nova abordagem,
chamada de extracio de assinaturas “de novo” ’°. Foi definido através do software SigneR um
novo perfil de assinaturas que apresentara maior exposi¢éo na coorte de forma independente de
um perfil de referéncia. As assinaturas encontradas entdo foram comparadas aquelas do
COSMIC pelo teste de similaridade de Cosine (figura 14). A partir desse resultado, foi mais
uma vez confirmado o status MSI e a relacdo com a idade, pois as assinaturas destacadas no
grupo MSI+, SigneR.S2 (S2) e SigneR.S3 (S3), corresponderam as assinaturas descritas no
COSMIC SBS1 (idade e desaminagdo da 5-metilcitosina); e também a SBS6, SBS15 e SBS44
(deficiéncia em MMR). Estes resultados foram concordantes com aqueles observados por
Buttura et al, 2021, que identificou estas mesmas assinaturas em dados de uma coorte do TCGA
com 787 pacientes de CG e também na sua coorte de validacdo 7°. Ja as assinaturas identificadas
no grupo MSI-, a SigneR.S7 (S7) néo se relacionou a nenhum perfil do COSMIC, e a assinatura
SigneR.S4 se relacionou a SBS45 que é descrita como uma assinatura de artefato de
sequenciamento. Para 0 AdG-EBV, ndo foi destacado um perfil de assinatura mutacional pela
analise “de novo”. Entdo, apesar das diferentes estratégias empregadas, infelizmente, se
configurou uma limitacéo a este trabalho aprofundar a investigacdo quanto a presenca de EBV

e as assinaturas mutacionais da coorte.



Tabela 4- Assinaturas relacionadas ao cancer gastrico (CG) do banco COSMIC identificadas no grupo MSI+.

Exposicio diferencial no grupe MSI+

Assinatura CG  p value

Processo bioldgico relacionado

SBS1

SBS2

SBS3

SBSS5

SBS10b

SBS13

SBS15

SBS17a

SBS17b

SBS18

SBS20

SBS21

SBS26

SBS28

SBS34

SBS40

SBS41

SBS44

SBS93

4,90F-09

03417

0,592

0,005

0214

0,164

0,000

0.207

0,711

0475

0,000

0,019

8,11E-05

0.466

0,494

0,457

0,527

0,098

0512

Idade + Desaminacgio espontinea da 3-
metilcitosina

Atividade AID/APOBEC
Deficiéncia no reparo de DNA (MMR)

Idade + Associagfio ao tabaco

Mutagdes no dominio exonuclease da
polimerase

Atividade AID/APCOBEC
Deficiéncia no reparo de DNA (MMR)

Dano por ROS (evidéncia pouco clara)

Danos por ROS + 5F quimioterapia
{evidéncia pouco clara)

Dano por ROS

Deficiéncia no reparo de DNA (MMR)
+ Mutagdes em POLD1

Deficiéncia no reparo de DNA (MNMR)
Deficiéncia no reparo de DNA (MMR)
Desconhecida
Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido
Deficiéncia no reparo de DNA (MMR)

Desconhecido
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Legenda: CG: Céncer Gastrico; MMR: Mismatch Repair; ROS: espécies reativas de oxigénio; 5F: 5-fluoracil.

Em vermelho, o p value quando apresentada significancia (p<0,05). Em negrito, as assinaturas que se relacionaram

ao grupo MSI+.
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Figura 14- Heatmap de Similaridade de Cosine das assinaturas mutacionais identificadas: SigneR x COSMIC.
Destacado correlagdo das assinaturas SigneR.S2 com a do COSMIC SB1, SB15 e da assinatura SigneR.S3 com a
do COSMIC SB44.
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O progndstico dos pacientes MSI+ foi re-analisado de acordo com o novo perfil de assinaturas,
e somente a assinatura S2 demonstrou diferenga significativa. Os pacientes com maior
exposicdo desta assinatura também apresentaram menor tendéncia de sobrevida CE (p=0) e
livre de recidiva (p= 0,01). Este resultado mais uma vez corroborara 0 prognéstico da analise
inicial. Os pacientes MSI+ teriam pior sobrevida, porém, ao verificar as caracteristicas deste
grupo em especial é possivel entender de forma mais ampla o seu prognéstico. Identificamos
de acordo com o coeficiente de Spearman (Spearman’s rho), uma correlacdo positiva das
assinaturas S2 com uma idade mais avancada no grupo MSI+ (figura 15). Essa correlacdo de
Spearman € baseada na ordenacdo dos dados, e assim ndo supde nenhuma distribuicdo prévia
para eles, ao contrério do teste de correlacdo de Pearson, que pressupde uma distribuicdo
normal, o que ndo é aplicavel neste contexto de exposi¢Bes de assinaturas. Além disso, foi
verificado que todos os casos MSI+ possuem idade superior a 60 anos (p= 7,153E-05; figura
16), 0 que pode configurar um fator de risco ao pior prognéstico no AdG-MSI 1%, Esta
hipo6tese foi comprovada no grupo MSI+ através do teste de Log-Rank, onde a taxa de risco
(HR) relacionada a idade foi maior que 1. Esse resultado indica que quanto maior a idade do
paciente, maior o risco de Obito/recidiva (figura 17). Em conjunto, estes resultados apontam
que a idade é realmente um fator predominante no pior prognéstico do AdG-MSI. Por outro
lado, interessantemente, quando a sobrevida e o risco séo avaliados em relacdo a CMT, essa se
torna o fator de fato predominante e modifica a janela de prognostico (figuras 18 e 22). Ao
verificar a taxa de risco do grupo MSI+ considerando idade e CMT, a influéncia da CMT
prevaleceu. Quanto maior a CMT, menor foi o risco de recidivas (figura 16) e melhor as
sobrevidas CE e livre de recidiva em 5 anos (figura 12). Dessa forma, podemos compreender
que o resultado progndstico dos pacientes MSI+ estava estatisticamente diluido na analise da
coorte total. De acordo com o contexto do progndstico e caracteristicas clinico-moleculares do
AdG-MSI relatado na literatura, ao aprofundar a investigacao desse perfil MSI+ caracterizado
pelas assinaturas relacionadas a MMR, e com CMT alta, os pacientes apresentam progndstico

favoravel 26:79.99,
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Figura 17 — Testes de Log-Rank em relacdo a idade e CMT no grupo MSI+. Fatores: 1 e 2- idade, 3 e 4- idade e

CMT/MB em log. Sobrevidas em 5 anos: 1 e 3- cancer especifica, 2 e 4- livre de recidiva. HR: Hazard Ratio (taxa

de risco). IC: intervalo de confianga de 95%. CMT: Carga mutacional tumoral. *p value <0,05.
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5. CONCLUSAO

Este trabalho se propds a investigar as caracteristicas clinico-moleculares do AdG-EBV e AdG-
MSI e principalmente entender as suas relagdes com o prognostico destes subtipos. Para assim
contribuir com o manejo dos pacientes de AdG e permitir uma melhor compreensao no cenario
da populacdo brasileira, que é diversa e carece de investigacbes mais aprofundadas
considerando suas peculiaridades. As prevaléncias de EBV e MSI aqui identificadas sdo
condizentes com a literatura, bem como as caracteristicas histopatoldgicas e moleculares de

cada subtipo tumoral descritas no esquema a seguir:

496, g5, I

Idade mais

Idade mais jovem.
Sexo masculino.

Ancestralidades
europeia e asiatica.

Limitacdo da coorte
a avaliacdo da CMT e
assinaturas.

Possivel efeito
protetor de recidivas
(nenhum EBV+
recidivou).

avancada.
Sexo feminino.

Ancestralidades
europeia e asiatica.

Destacada
associacao com CMT
e perfil de
assinaturas MMR.

Perfil MSI+ e CMT
alta: prognéstico

mais favoravel.

Quanto a ancestralidade molecularmente determinada dessa populacdo, observamos uma
predominancia europeia, seguida da asiatica, principalmente no grupo EBV+. O perfil
molecular incluiu também a CMT e as assinaturas mutacionais, onde o grupo MSI+ teve
destaque nos resultados pela associa¢do do status MSI com maior CMT e o correspondente

perfil de assinaturas mutacionais.

Quanto ao prognostico, os resultados sugerem que a presenca de EBV parece ter um efeito
protetor no que se refere as recidivas dos pacientes, pois nenhum caso EBV+ recidivou durante
0 seguimento avaliado. Os casos AdG-MSI se destacam do restante da coorte quanto aos
pacientes com positividade para MSI & CMT alta, os quais apresentaram um prognostico mais

favoravel.
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INTRODUCAO

A definicdo de tumores que tenham melhor prognéstico, ou que possam ser submetidos a terapias
especificas ainda é um desafio no tratamento oncolégico moderno. Dentre os adenocarcinomas gastricos
(AdGs), dois subtipos moleculares parecem apresentar melhor prognéstico quando comparados aos demais,
além de serem candidatos a imunoterapia. Tais subtipos sdo caracterizados pela presenca do virus Epstein-
Barr (AdGEBV) ou pela instabilidade de microssatélites de DNA (AdG-MSI), havendo indica¢cdes de que tais
subtipos sejam mutuamente exclusivos. No Brasil, os fatores envolvidos no desenvolvimento e no desfecho
de casos AdG-EBV e AdG-MSI carecem de maiores investigagdes, principalmente ao considerarmos as
caracteristicas epidemiolégicas e de diversidade étnica proprias desta populacdo. Neste projeto
analisaremos a
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prevaléncia de EBV e o status de MSI, em uma coorte de pacientes portadores de AdG recrutados na
vigéncia de projeto tematico institucional que avalia aspectos

epidemioldgicos e gendmicos do AdG no Brasil, buscando determinar sua relevancia prognéstica.
Avaliaremos a prevaléncia de EBV+ através de PCR em tempo real em amostras gastricas, enquanto o
status de MSI sera determinado pelo material tumoral da biépsia a partir de sequenciamento de exoma
(softwares MSlseq & NGSclassifier). A presenca de ambos marcadores sera correlacionada ao prognéstico
tumoral, levando-se em conta ainda aspectos tais como localizagdo do tumor na cavidade géstrica,
estadiamento patoldgico e cirlrgico e assinaturas mutacionais, além da etnia a

ser determinada pelo estudo de marcadores gendmicos de ancestralidade (AIMs — Ancestry Informative
Markers) determinados a partir dos dados de exoma. Deste modo, esperamos contribuir para a melhor
compreensao do papel destes marcadores na malignidade do cancer gastrico em pacientes de nossa
coorte.

Hipotese:

Além da tradicional classificacdo histopatologica, os tumores gastricos também podem ser classificados em
subtipos moleculares influenciados por alterag8es genéticas especificas, dentre eles, os subtipos EBV+ e
MSI+. Infelizmente, a aplicacdo pratica destas classificacfes no manejo do paciente ainda é limitada devido
a escassez de dados robustos que os associem de forma definitiva as caracteristicas clinico-patolégicas dos
pacientes e respostas terapéuticas a dados moleculares tumorais que ajudem na estratificacdo dos
pacientes e melhor entendimento do desenvolvimento e desfecho da doencga. De modo particular no que se
refere a resposta a diferentes regimes terapéuticos, a literatura ainda é divergente sobre esses dois subtipos
moleculares, pois diversos fatores influenciam no resultado clinico, como por exemplo as alteragbes
genéticas e contextos de ancestralidade que estédo por tras do desenvolvimento e progressdo do AdG.
Neste trabalho, pretendemos determinar a prevaléncia dos subtipos AdG-EBV+ e AdG-MSI+ em uma coorte
brasileira, e avaliar o perfil molecular e papel desses fatores na progresséo da doenca, em um contexto de
ancestralidade genémica, visando promover o melhor manejo dos pacientes no futuro.

Metodologia Proposta:

As amostras de bidpsia tecidual e fluidos gastricos sdo coletadas durante o procedimento endoscoépico de
diagndstico. Antes do procedimento, 0s pacientes sdo instruidos, entre outras recomendacgdes, a realizarem
um jejum liquido e sélido de pelo menos 8 horas. Inicialmente, o
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estbmago dos pacientes é lavado, e este fluido gastrico, que seria descartado durante o procedimento, é
coletado (até 50ml) e processado, o que inclui afericdo do pH e neutralizagdo (quando necessario), seguido
de armazenamento a -20°C. As bidpsias séo coletadas e armazenadas pelo Biobanco da

instituicao.

Uma vez que os fluidos géastricos tém contato direto com diversas regides da mucosa estomacal,
avaliaremos se eles podem ser mais representativos que as bidépsias na

deteccao viral, sendo estas limitadas a uma determinada regido e sujeitas a viés de representatividade. Até
0 momento, ja avaliamos o status EBV para 120 biopsias e 110 amostras de fluidos géastricos. Determinagéo
do status de MSI, carga mutacional tumoral e ancestralidade gendmica. Para analise de instabilidade de
microssatélites avaliaremos o status MSI pelo software MSliseq (52) nos dados provenientes do
sequenciamento de exomas com o auxilio do grupo de Bioinforméatica e Biologia Computacional do ACCCC,
liderado pelo Dr. Israel Tojal. Para determinar uma possivel

associacdo da carga mutacional tumoral (CMT) com os subtipos EBV e MSI de AdG, e com as
caracteristicas clinicas da coorte, avaliaremos a CMT como previamente descrito (53) também com o auxilio
do grupo de Bioinformatica e Biologia Computacional do ACCCC. Até o momento, temos dentro do projeto
tematico 170 exomas (provenientes de bidpsias tumorais) sequenciados nas plataformas HiSeq4000
(100pb, n=33) e Novaseq

(150bp, n=137). O status MSI (High ou Non-MSI-High) e a CMT ja foram definidos para algumas destas
amostras (54) e as demais serdo acrescentadas durante a realizacdo deste projeto. Para inferir a
ancestralidade gendmica predominante, utilizaremos um conjunto de 120 mil SNPs (do inglés “Single
Nucleotide Polymorphisms”) indicativos de ancestralidade, chamados MIA - marcadores informativos de
ancestralidade (do inglés

AIMs — Ancestry Informative Markers), os quais foram determinados em nove popula¢des de referéncias por
ELHAIAK et al. (2014). Tais SNPs serdo buscados em sequéncias on-target e off-target provenientes do
sequenciamento dos exomas dos pacientes com AdG ja mencionados anteriormente. Esta metodologia ja foi
testada e previamente estabelecida em nosso grupo.

Critério de Incluséo:

Os critérios de inclusdo incluem pacientes de ambos os sexos, com idade superior a 30 anos,
diagnosticados com AdG do tipo intestinal ou difuso (de acordo comexame histopatologico da bidpsia
coletada), sem histérico de diagndstico e tratamento prévio relacionado a doenca e que
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concordaram e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) do projeto a que este é
afiliado.

Critério de Excluséo:

Foram excluidos pacientes com sindrome de cancer familiar que predisp8e ao desenvolvimento de cancer
gastrico, tais como a Sindrome Hereditaria de Cancer de Célon Nao Polipoide (HNPCC), Polipose
Adenomatosa Familiar (FAP), Sindrome dePeutz-Jeghers e o cancer gastrico hereditario de tipo difuso
(HDGC). E também aqueles participantesportadores de doencas mentais ou com dificuldades de
entendimento dos

procedimentos.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Objetivo geral: determinar frequéncia e a relevancia prognéstica do status de MSI e EBV, associados a
caracteristicas clinicas e moleculares em uma coorte brasileira de pacientes portadores de adenocarcinoma
gastrico.

Objetivo Secundario:

Objetivos especificos

I. Determinar a presenca e a quantidade relativa de DNA de EBV em amostras gastricas visando classificar
0s pacientes nos subgrupos EBV+ ou EBV-, e correlacionar estes achados com caracteristicas clinico-
patoldgicas e moleculares;

Il. Determinar o status de instabilidade de microsatélites (MSI) em amostras tumorais a partir de dados de
exoma, avaliando possiveis relagdes com caracteristicas clinicopatolégicas e moleculares encontradas;
I1l. Avaliar, a partir de dados de exoma, a ancestralidade molecular dos pacientes incluidos no estudo,
avaliando correlagcfes desta com o status de MSI e EBV;

IV. Calcular a carga de mutacao tumoral a partir de dados de exoma, e avaliar sua

correlagdo com a classificagdo das amostras nos grupos de EBV e MSI, assim como avaliar seu impacto no
prognostico;V. Avaliar possiveis diferencas de sobrevida entre pacientes positivos ou negativos para ambos
marcadores (EBV e MSI).

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
De acordo com os pesquisadores:
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Riscos:

Por ser um projeto retrospectivo os riscos envolvem a manipulacdo das informacdes dos pacientes, portanto
ha risco minimo de perda de confidencialidade. Os dados clinicos dos pacientes ja se encontram no redcap
(banco de dados) do projeto a que este € afiliado. Os pacientes sdo anonimizados para minizar este risco.

Beneficios:
N&o ha beneficios diretos ao pacientes como ja esclarecido no TCLE assinados pelos mesmos.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Projeto retrospectivo.

Andlise de material biologico ja coletado no projeto tematico (Genémica de Adenocarcinomas Gastricos
50523015.6.0000.5432).

Prevé inclusdo de 212 participantes de pesquisa.

Termo de consentimento livre e esclarecido ja assinado no projeto tematico que originou este projeto atual.
Dados clinicos e epidemiolégicos ja inseridos no REDCap.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatdria:
Vide item "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes"

Recomendagdes:
Vide item "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes"

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Nao observamos Gbices éticos apos apreciagdo dos documentos apresentados.

Consideracdes Finais a critério do CEP:
O projeto em referéncia (registro CEP n°. 2134/15L) sera desenvolvido por Luana Batista do Carmo dos

Santos, aluna de Mestrado.

NOTA: Informac8es a respeito do andamento do referido projeto deverao ser encaminhadas ao CEP dentro
de 06 meses a partir desta data em relatério (modelo CEP).
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Telefone:  (11)2189-5020 Fax: (11)2189-5020 E-mail: cep_accamargo@accamargo.org.br
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Continuagéo do Parecer: 5.003.859

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

QRerari

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO _P | 18/08/2021 Aceito
do Projeto ROJETO 1809754.pdf 11:24:25
Outros Carta_de_submissao_subprojeto.pdf 18/08/2021 [Emmanuel Dias-Neto| Aceito

11:23:24
TCLE / Termos de |Dispensa_do_TCLE_Projeto_Luana.pdf [ 18/08/2021 | Emmanuel Dias-Neto| Aceito
Assentimento / 11:22:14
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto Folha_De_ Rosto_Afiliado Emmanuel_a| 18/08/2021 |Emmanuel Dias-Neto| Aceito
ssinado.pdf 11:17:58
Projeto Detalhado / |Final_13 08 21 Projeto_Mestrado Lua| 16/08/2021 |Emmanuel Dias-Neto| Aceito
Brochura na.pdf 11:41:36
Investigador

Situacédo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

SAO PAULO, 28 de Setembro de 2021

Assinado por:
Sandra Caires Serrano

(Coordenador(a))
Endereco: Rua Professor Antonio Prudente, 211
Bairro: Liberdade CEP: 01.509-900
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone:  (11)2189-5020 Fax: (11)2189-5020 E-mail: cep_accamargo@accamargo.org.br
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ANEXO IT

A.C.Camargo
Cancer Center

Projeto: Gendmica de Adenocarcinomas Gastrico

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Numero do Protocolo: 2134/15

Titulo do Estudo: Gendmica de Adenocarcinomas Gastrico

Nome completo do Pesquisador: Dr. Emmanuel Dias-Neto

Nome da Instituicdo: A.C.Camargo Cancer Center

Telefone do pesquisador: (11) 2189-5023

Nome do Participante:

RGH: N° de Identificacdo no estudo:

Nome do responsavel:

DADOS SOBRE O ESTUDO

Este é um projeto de pesquisa do Centro Internacional de Pesquisas e do Nucleo de Cirurgia Abdominal e
Oncologia Clinica do AC Camargo Cancer Center, esta sob responsabilidade do Dr. Emmanuel Dias-Neto.

Todos os estudos de pesquisa devem ser aprovados por um comité de ética em pesquisa antes que qualquer
sujeito possa participar. O comité de ética ajuda a proteger os interesses dos sujeitos em estudos de pesquisa.
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Tratamento e Pesquisa A. C. Camargo
Cancer Center.

EXPLICAGOES DO PESQUISADOR AO PARTICIPANTE OU SEU REPRESENTANTE LEGAL

Convidamos vocé a participar deste estudo, que visa compreender as bases do desenvolvimento do cancer de
estdbmago. Apesar de varios estudos ja terem sido feitos, ainda faltam andlises especificas que poderdo ajudar a
compreender por que o cancer se desenvolve, qudo agressivo ele serd e quais os pacientes que devem se
beneficiar do tratamento quimioterapico antes da cirurgia e que tipo de tratamento seria mais adequado para
cada paciente. Ainda ndo sabemos também sobre a importancia ou influéncia da mistura de ragas no comporta-

Rubrica do partipante Rubrica do pesquisador:
i de pesquisa ou H
i responsavel legal:
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mento dos tumores, mas hoje dispomos de tecnologias modernas que permitem avaliar estas questdes e
contribuir para o melhor conhecimento desta doenca.

Objetivos da pesquisa

Este é um estudo sobre a importancia de diversos fatores que podem contribuir para o desenvolvimento do
cancer gastrico. Neste estudo, usando amostras de pessoas sauddveis e de pessoas com cancer, avaliaremos as
bactérias presentes no estbmago, as alteracbes em substancias importantes (como proteinas, e o material
genético presente dentro das células, DNA e RNA), aspectos relacionados a etnia (“raca” - europeia, africana,
asiatica ou outras, que podem ter contribuido para a sua formacéo).

Em individuos saudaveis e naqueles com de cancer de estdbmago, iremos avaliar estas alteracées e como elas
variam entre individuos dos grupos com e sem doenca. Iremos comparar ainda as alteracdes caracteristicas de
individuos que tenham uma ocorréncia frequente de cancer na familia, individuos com melhor ou pior resposta
ao tratamento por quimioterapia e individuos com tumores de comportamento mais agressivo versus menos
agressivo. Além disso, avaliaremos se as células dos tumores sdo mais sensiveis ao tratamento em comparacao
com as células normais do estdmago. Analises destes dados podem ajudar na compreensao de um possivel papel
destes fatores no desenvolvimento do cancer e ainda no entendimento de que medicamentos seriam mais
adequados a cada individuo.

Procedimentos que serao utilizados e propdsitos

Caso aceite, vocé podera participar de todos os estudos, ou de apenas algum deles, dependendo do momento
em que vocé tiver sido contatado e conforme vocé se enquadre nos grupos a serem avaliados. Para o projeto
que estuda as bactérias presentes no estbmago é necessario que vocé tenha um pedido de um exame de
endoscopia (um exame onde uma sonda é passada por sua boca, até atingir o estdbmago, e permite a sua
visualizacdo), que deve ter sido solicitado pelo seu médico pessoal. Esclarecemos que o exame nao é solicitado
por um médico deste estudo e os seus custos ndo serdo cobertos por este estudo. Neste exame o interior do seu
estdmago sera analisado para ver se existem alteracdes. E feito um procedimento de lavagem do interior do
estdmago. Apods a lavagem, o liquido é normalmente aspirado e jogado em lixo adequado. Se obtivermos a sua
autorizacdo, ao invés de descartarmos este liquido no lixo, ele sera usado para os estudos. Para os demais
estudos vocé pode participar na condicdo de um controle (sem diagndstico de cancer) ou ainda caso o cancer de
estdmago tenha sido diagnosticado em vocé ou em membros da sua familia. Neste caso, de acordo com o grupo
do estudo em que vocé se enquadre, solicitamos sua autorizacdo para a coleta de uma pequena amostra de
saliva, de sangue (usando procedimentos de rotina). Para alguns estudos, pequenos fragmentos do tumor
adicionais aos obtidos na rotina do seu tratamento ou de seus exames serdo coletados. Em nenhum caso a coleta
destas amostras ira prejudicar o seu diagndstico nem o seu tratamento.
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Caso aceite participar do estudo vocé devera ter mais que 18 anos de idade.

Quando vocé receber este formulario, explicaremos a vocé quais as razbes da pesquisa e seu objetivo.
Possivelmente outros pesquisadores do AC Camargo devem te contatar para obter outras informacgdes tais como
alguns habitos comuns tais como o que vocé geralmente come, bebe, se faz uso de cigarro ou bebidas com alcool,
medicamentos e outros.

Esclarecemos ainda que vocé tem toda a liberdade de participar ou ndo do estudo, e sua decisdo, seja ela qual
for, ndo afetard de nenhum modo o seu tratamento. Caso vocé concorde, esta serd uma colaboragao voluntdria,
nao havendo nenhuma forma de remuneragao por isto. Do mesmo modo, esta decisdo ndo afeta de nenhum
modo o que sera cobrado de vocé ou de sua seguradora de saude durante o tratamento. A qualquer momento,
mesmo que vocé ja tenha concordado em participar e fornecido a sua assinatura, vocé tem toda a liberdade de
desistir e solicitar o descarte da amostra coletada, sem que isso ocasione qualquer prejuizo a vocé ou a seu
tratamento. Do mesmo modo, esta decisdo nao afeta de nenhum modo o que sera cobrado de vocé ou de sua
seguradora de salde durante o tratamento. Além disso, vocé e seu acompanhante tem direito a ressarcimento
caso venham a ter qualquer despesa relacionada a esta pesquisa.

Ressaltamos que vocé tem direito e receberd a assisténcia integral e imediata, de forma gratuita (pelo
patrocinador do estudo), pelo tempo que for necessario em caso de danos decorrentes da pesquisa, mesmo
diante de interrupgdo do estudo.

Estudos a serem realizados e material necessario (marque nos quadros se vocé aceita participar, se ndo deseja
participar, ou se o estudo nao se aplica — caso o procedimento necessdario nao se aplique ao seu caso, conforme
orientacdo que vocé tera recebido no momento de preenchimento deste documento)

1) Avaliagdo das bactérias presentes no estémago e sua relacdo com o desenvolvimento do cancer de estdmago.
Amostra necessaria: suco gastrico normalmente coletado durante a endoscopia, e que seria jogado fora. O que
faremos: iremos determinar quais as bactérias podem ser encontradas em seu estdbmago e avaliaremos se elas

podem ser associadas ao surgimento do cancer. O aceito; O n3so aceito; [ n3o se aplica.

2) Avaliagdo de alternativas de diagndstico usando compostos volateis (elementos que evaporam) derivados da
respiracdo ou que podem exalar a partir do suco gastrico. Amostra necessaria: 1) suco gdstrico normalmente
coletado durante a endoscopia (como descrito acima), e 2) um pouco do ar que vocé exala quando respira. O
que faremos: 1) serdo avaliados os compostos que evaporam do suco gastrico, usando um aparelho especifico;
2) pediremos para vocé soprar através de um canudo estéril e novo, para coletarmos e analisarmos compostos
presentes na respiragdo. Os resultados talvez ajudem no desenvolvimento de testes simples e baratos para

diagnosticar pacientes no futuro. O aceito; [ nao aceito; [ ndo se aplica.

3) Avaliagdo de alteracGes de DNA relacionadas ao desenvolvimento do cancer (incluindo cancer familiar) ou
aspectos de etnia (raga). Amostra necessaria: uma pequena quantidade de saliva (cerca de 2mL) ou 15 mL de
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sangue (equivalente a uma colher de sopa) de sangue coletado de uma veia do braco. O que faremos: no DNA
obtido buscaremos alteragdes relacionadas com o desenvolvimento do cancer em fung¢do da raga (etnia)

determinada por analise de DNA. O aceito; [ n3o aceito; [ nao se aplica.

4) Avaliacdo de marcadores de resposta a quimioterapia. Amostra necessaria: pequenos pedacos do tumor
(coletados antes ou depois da quimioterapia) apds diagndstico; e 15 mL (equivalente a uma colher de sopa) de
sangue coletado de uma veia do brago. As coletas de sangue poderdo ser feitas em diferentes momentos do
tratamento/acompanhamento médico. O que faremos: buscaremos alteracGes de substancias (DNA, RNA ou
proteinas) no material coletado, e no sangue buscaremos células tumorais.

O aceito; O n3o aceito; [ n3o se aplica.

5) Determinacdo de agressividade tumoral. Amostra necessaria: pequenos pedacos do tumor, coletados
normalmente no exame de endoscopia antes da quimioterapia, 15 mL (equivalente a uma colher de sopa) de
sangue coletado de uma veia do brago. O que faremos: buscaremos alteracées de substancias (DNA, RNA ou

proteinas) no material coletado. O aceito; O nao aceito; [ n3o se aplica.

6) Determinac¢ao da sensibilidade do tumor a diferentes medicamentos. Amostra necessaria: pequenos
pedacos do tumor e de tecido saudavel, coletados normalmente no exame de endoscopia antes da quimioterapia
ou durante sua cirurgia caso o senhor seja submetido a estes procedimentos como parte normal dentro do seu
tratamento. O que faremos: as células do tumor serdao manipuladas em laboratério e tratadas com os diferentes
medicamentos disponiveis para o tratamento dos tumores gastricos, e sua sensibilidade a estes medicamentos
(morte das células tumorais com menor efeito nas células normais) serd avaliada. Estas células geram estruturas
celulares microscopicas e tridimensionais, chamadas de organoides. Em alguns casos os organoides poderdo ser
usados para o teste de novas medicagGes ou para estudar a biologia e maior entendimento destes tumores. Em
nenhum caso a coleta destas amostras ird prejudicar o seu diagndstico nem o seu tratamento.

O aceito; [ n3o aceito; [ nao se aplica.

Sobre o item 6 acima, quando o projeto acabar, as suas células poderao ser descartadas ou, caso o sr (a) autorize,
serem utilizadas em outros projetos futuros. As células tumorais podem ter longos periodos de existéncia, ou
seja, podem ser mantidas por tempo indeterminado em condi¢Ges laboratoriais especificas. Portanto,
solicitamos autorizacdo para armazenar o excedente das células tumorais propagadas no laboratério para utilizar
projetos no futuro, apds a devida aprovacgdo pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP). A partir de seu material
biolégico armazenado, pesquisas futuras poderdo realizar novas abordagens cientificas com o intuito de, por
exemplo, investigar a ocorréncia de outras alteragdes genéticas que possam ser importantes para o
desenvolvimento do tumor. Em qualquer ocasido e a qualquer tempo, vocé terd o direito de acesso as
informagdes e resultados obtidos com a utilizagdo de seu material bioldgico armazenado, recebendo orientagdes
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guanto as suas implicagdes, incluindo aconselhamento genético quando necessario.

A utilizacdo das suas células (organoides) estd condicionada a aprovacdo de cada novo projeto pelo CEP desta
Instituicdo, e quando necessario, da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa. Dependendo da escolha do
participante, poderd ser ou ndo necessaria a assinatura de novo TCLE. Para isso, pedimos que o (a) senhor (a)
escolha uma das seguintes opg¢des quanto ao armazenamento de suas células:

() Autorizo o armazenamento das minhas células ao final deste estudo para que a mesma possa ser utilizada em
outros projetos apds a aprovacao do CEP.

() Nao autorizo o armazenamento das minhas células ao final deste estudo para que a mesma possa ser utilizada
em outros projetos de pesquisa. Desta forma, compreendo que este material sera descartado de acordo com as
normas estabelecidas.

Caso vocé permita o uso das suas amostras em pesquisas futuras, favor assinalar uma das seguintes opgdes:

( ) Quero receber um novo TCLE a cada nova pesquisa realizada no A.C.Camargo Cancer Center com meu
material.

() Nao quero receber um novo TCLE a cada nova pesquisa no A.C.Camargo Cancer Center. Portanto, concordo
gue este TCLE, uma vez assinado, valera também para os demais protocolos de pesquisa.

Em casos de ébito ou condigdes incapacitantes, o (a) senhor (a) tem a possibilidade de ceder os direitos sobre
sua amostra bioldgica armazenada aos seus sucessores ou outras pessoas de sua confianca. Para isso, pedimos
gue expresse a sua vontade com base nas opgGes abaixo:

() Cedo os direitos sobre minha amostra bioldgica armazenada nas situacGes acima referidas. Favor indicar ao
menos 1 (um) nome de pessoa autorizada:

Nome:

Grau de Parentesco:

Telefone: () ~mme

( ) Ndo cedo os direitos sobre minha amostra bioldgica armazenada nas situagdes acima referidas.

Observagdo: caso vocé aceite participar de um ou mais estudos acima, que envolvam a coleta de sangue (estudos
3, 4,5 e 6), esclarecemos que uma Unica coleta inicial ja atende a todos estes estudos. No entanto, coletas em
outros momentos que vocé vier ao A.C.Camargo podem ser necessarias para os estudos 4 e 5.
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Complicagdes, riscos esperados e confidencialidade das informagdes

Caso vocé participe doando uma pequena amostra de sangue, as raras complicacdes associadas a esta coleta
compreendem: dor pela picada da agulha, pequeno sangramento ou hematoma (manchas roxas) no local onde
foi usada a agulha para coletar o sangue, mas este ndo deve causar nenhum mal. Todas as perguntas que serao
feitas a vocé, e também o método de coleta de células e amostras que serao utilizados neste estudo foram
previamente empregados em outros estudos. Além disso, para este estudo, os pesquisadores precisarao ter
acesso aos dados clinicos de seu prontudrio. Todos os dados levantados serdo usados apenas para esta pesquisa
cientifica, visando a melhor compreensdo do cancer de estdbmago. Todos os esforcos serdo feitos no sentido de
manter a privacidade das informacbes, que ficardo restritas aos médicos, pesquisadores e enfermeiros
diretamente envolvidos neste projeto. Neste sentido, todo e qualquer dado que possa levar a sua identificacdo
serd codificado, fazendo com que o risco de perda de confidencialidade seja minimo.

Beneficios que poderdo ser obtidos

Os participantes ndo se beneficiardo diretamente com a participacdo nesse estudo. Contudo, o estudo
contribuird para um melhor entendimento dos fatores que podem causar o surgimento ou a evolugdo do cancer
de estébmago, desta forma ajudando no desenvolvimento de métodos de prevencao.

Caso concorde em participar, por favor, assine este Termo de Consentimento em 2 vias e rubrique todas as
paginas. Uma ficard em seu poder e a outra serd arquivada pelo pesquisador.

Em caso de duvida, entre em contato com o Dr. Emmanuel Dias-Neto, no Laboratério de Genémica Médica do
A.C.Camargo Cancer Center, pelo telefone (11) 2189-5023 ou pelo e-mail emmanuel@accamargo.org.br. Caso o
pesquisador responsavel ndo fornega informag&es/esclarecimentos suficientes, entre em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa da Fundagdo Anténio Prudente/A.C.Camargo Cancer Center pelo telefone (11) 2189-5020
ou pelo e-mail cep@accamargo.org.br. Este Comité de Etica se localiza a Rua Prof. Antonio Prudente, 211,
Liberdade; horario de atendimento: segunda-feira a sexta-feira das 8 as 17 horas. O Comité de Etica em Pesquisa
é um grupo formado por cientistas e ndo-cientistas que realizam a revisdao ética inicial e continua do estudo
clinico para manter sua segurancga e proteger seus direitos.

CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Declaro que, apés ter sido adequadamente esclarecido dos riscos e beneficios deste estudo, conforme definidos
acima, eu concordo em participar do projeto de pesquisa intitulado: “Gendmica de Adenocarcinomas Gastrico”.

Sao Paulo, de de 20

Assinatura do participante ou responsavel legal Assinatura do pesquisador ou responsavel pela
aplicacdo do termo
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