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ABSTRACT

Background. Nasopharyngeal carcinoma (NPC) is a frequent head and neck malignancy. Its
pathology, especially in regions where it is endemic, is strongly linked with the Epstein-Barr
virus (EBV) infection. This carcinoma has a very unique presentation because of this etiological
connection with the virus. It typically presents in the sixth decade of life and in young adults.
Clinically, itis regarded as quite locally invasive, with a relevant potential for distant metastasis.
That causes nasopharyngeal carcinoma to have a rather poor prognostic outcome once the
diagnosis is postponed. Nonetheless, this neoplasm is very sensitive to chemotherapy and to
radiotherapy. As NPC has a very heterogenous presentation, is has become a challenge to

assess prognosis and treatment response in these patients.

Purpose. In this review, we aim to understand the prognostic and therapeutic value in tittering
EBV in NPC patients.

Methods. It was carried out a research in MEDLINE® with the keywords “nasopharyngeal
carcinoma” and “Epstein-Barr virus”’, which was narrowed down to comprise only english

written articles published in the last five years.

Results. Data regarding patients with EBV related NPC, was gathered from 26 studies.
Patients with higher levels of plasmatic EBV (pEBV) have a poorer clinical outcome than those
who have undetectable pEBV levels. It was furthermore established its relevance in the
management of these patients. Moreover, regarding EBV role on NPC oncogenesis novel

treatments with aim at pEBV reduction have also been described.

Conclusion. Including pEBYV titration in NPC patient’s assessment might have the potential to

stratify patients according to their prognosis and offer better treatment options.

Keywords: Epstein—Barr virus; Oncogenesis; Nasopharyngeal carcinoma; Head and neck

cancer; Biomarkers.






RESUMO

Introducgéo. O carcinoma da nasofaringe (NPC, do inglés nasopharyngeal carcinoma) € um
dos tumores mais comuns da cabeca e pescoco. Nos locais onde é endémico, este tumor tem
uma relagdo estreita com a infe¢do pelo virus Epstein-Barr (EBV, do inglés Epstein-Barr
Virus), o que Ihe confere um perfil muito tipico. A par da incidéncia na sexta década de vida,
o NPC surge em doentes jovens. Embora apresente boa sensibilidade a radioterapia e a
quimioterapia, € clinicamente invasivo e tem um potencial de metastizacdo a distancia
relevante. Estes fatores conferem a esta neoplasia um progndéstico reservado aquando de
diagnostico tardio. Avaliar o progndstico e resposta a terapéutica em doentes com NPC é€,

pela heterogeneidade da doenga, um desafio.

Objetivo. Nesta revisdo descreve-se o estado da arte sobre as implicacdes do doseamento

plasméatico de EBV no progndstico e tratamento de doentes com carcinoma da nasofaringe.

Métodos. Foi realizada uma pesquisa bibliografica na MEDLINE®, com recurso as palavras
chave “nasopharyngeal carcinoma” e “Epstein-Barr virus”, que foi posteriormente restringida

a artigos escritos na lingua inglesa e publicados nos altimos cinco anos.

Resultados. Foram incluidos 26 artigos, selecionados de acordo com a sua pertinéncia, dos
quais foi recolhida informacéo para caracterizacdo deste grupo de doentes. O doseamento de
pEBV é um fator de prognostico relevante no NPC relacionado com o EBV. E também
importante na orientacdo terapéutica, dado que permite estratificar doentes, avaliar a sua
resposta ao tratamento e instituir estratégias terapéuticas que o tenham como alvo

terapéutico.

Concluséo. Incluir a titulagdo de pEBV em doentes com carcinoma da nasofaringe pode

revelar potencial na estratificacdo progndstica dos doentes e na abordagem terapéutica.

Palavras-chave: Virus Epstein—Barr; Carcinogénese; Carcinoma da nasofaringe; Tumores

da cabeca e pescoco; Biomarcadores.






INTRODUCAO

O carcinoma da nasofaringe (NPC, do inglés nasopharyngeal carcinoma) é um tumor
da cabeca e pescoco com marcado tropismo pelas paredes laterais e superior da
nasofaringe,1 que se destaca das restantes neoplasias deste grupo a nivel da epidemiologia,
histéria natural e resposta ao tratamento, pela sua relacdo etiolégica com o virus Epstein-Barr

(EBV, do inglés Epstein-Barr virus).

O NPC tem marcada prevaléncia na Africa subsariana, no sudeste asiatico, no sul da
China, na Malasiai-3 e em determinadas populagdes do Artico (Inuites) e do Médio Oriente.s
Nestas regides a sua incidéncia ultrapassa as 20/100.000 pessoas por ano, incidéncia 20

vezes superior a da sua forma esporadica.13

Em Portugal, o NPC € a trigésima neoplasia maligna mais frequente, com uma
incidéncia de 0,8/100.000 habitantes por ano, sendo responsavel por 0,27% das mortes

relacionadas com o cancro.s

Nas &reas onde é endémico, este herpes virus representa mais de 97% das causas
de NPC.25 Curiosamente, mais de 90% da populacdo mundial tem uma resposta serolégica
positiva que confirma que terdo tido uma infecdo prévia.2s O padrao de seroconversao, no
entanto, difere entre paises em desenvolvimento e paises desenvolvidos - a maioria das
criancas dos primeiros € seropositiva até aos 5 anos, enquanto que nos Ultimos a
seroconversao € mais tardia, jA no adulto jovem.s Estas taxas de infecdo pelo EBV séo
explicadas pela sua transmissao através do contacto com secrecdes respiratérias, com

entrada no sistema reticuloendotelial da vias aéreas superiores.s

As implicag6es do timing desta infecdo prendem-se essencialmente com a clinica da
primo-infecdo. A infe¢cdo na crianga tem um curso benigno e frequentemente subclinico,
enquanto que no jovem adulto se manifesta com uma clinica classica de mononucleose
infecciosa.s,7 A capacidade de estabelecer uma infecdo latente apds esta primo-infecdo
caracteriza os virus da familia herpesviridae.s Essa particularidade constitui um mecanismo
de escape ao sistema imune, que é particularmente relevante nestes doentes. Apos a primo-
-infecdo, o EBV permanece latente nas células epiteliais da nasofaringe. Este estadio de
laténcia é promovido pela transcripcao do genoma viral, em particular das proteinas latentes
de membrana 1 e 2 (LMP1 e 2, do inglés latent membrane protein 1, 2) e do antigénio nuclear
do EBV (EBNA, do inglés Epstein—-Barr nuclear antigen),s7 proteinas implicadas na
sinalizacdo celular. Considera-se que os NPC associados ao EBV se possam dever nhuma
primeira fase a uma proliferacao clonal de células colonizadas com EBV em estado de laténcia,
que depois sofrera transformac@o maligna.se A presenca de transcriptases altera o padréao

genético e a expressado génica das células infetadas, o que nao sé é responsavel pelo referido



escape imunolégico mas também despoletara mecanismos de oncogénese. Destaca-se a
LMP1, principal oncoproteina implicada na carcinogénese pela ativacéo da via MAPK, PL3K,
NFkB e EGFR e no mecanismo de imortalizacdo celular.s Disto resulta um aumento do
potencial de proliferacéo, de invasao, inibicdo da apoptose, angiogénese e outras alteracdes

do microambiente, fendbmenos que sdo percursores da transformagdo maligna.s

A distribuicdo geografica dos fenotipos do EBV é explicada pelo background genético,

por fatores ambientais (clima, maléria, etc), pela dieta (peixe salgado) e pela estirpe de EBV.

A sequenciacdo do EBV revelou que existem varias estirpes, com uma distribuicdo
caracteristica pelo globo, sem que, no entanto, esteja provada uma associacdo das estirpes
relacionadas ao NPC e a outros tumores relacionados com o EBV nas zonas onde estes sdo

endémicos.

As variantes do EBV mais importantes séo a tipo 1 (tipo A) e tipo 2 (tipo B). Atipo 1 é
a mais prevalente no mundo e a tipo 2 em Africa subsariana. A sua diferenga traduz-se em
transformacfes no gene EBNA2 que aparenta contribuir para a eficacia da transformacao
maligna mediada pelo EBV. Sdo porém as diferencas funcionais entre as 6 variantes da LMP1,
gue mais provavelmente concorrem para os diferentes fendtipos virais. No entanto, a
identificacdo destes EBV de maior risco € dificil porque h&d multiplas variantes genéticas

implicadas que podem conferir este potencial carcinogénico ao EBV .2

Como o EBV se estabelece antes da transformacdo maligna, este esta clonalmente
presente em todas as células tumorais.s Quando uma célula sofre morte celular, quer por
apoptose quer por necrose, 0 DNA do EBV contido nelas extravasa para a circulacédo
sistémica.s10 Estes fragmentos de DNA circulante ndo encapsulado podem ser quantificados
em tempo real com recurso a técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés
Polymerase Chain Reaction).11 A titulagdo do DNA plasmatico do EBV (pEBV, do inglés
plasma Epstein-Barr virus) demonstrou boa sensibilidade e especificidade na dete¢cdo do NPC
antes do tratamentos e poderd ser relevante na descoberta de novas terapéuticas-alvo.
Adicionalmente, outras citocinas associadas a infecao poderdo ser marcadores de diagnostico
e progndstico, tais como a interleucina 6 (IL-6, do inglés interleukin 6) e o0 CD40 ligando soluvel
plasmatico; no entanto ndo serdo tao especificas para o NPC relacionado com o EBV como
0 pEBV.1

Relativamente a histopatologia, os NPC classificam-se quanto a presenca de
gueratinizacdo e quanto a sua diferenciacdo. Segundo a classificacdo histologica da
Organizacdo Mundial de Saude (WHO, do inglés World Health Organization), estes sdo
agrupados em (1) tipo I: carcinoma escamoso bem diferenciado ou queratinizado; (2) tipo Il:

carcinoma nao queratinizado e diferenciado; ou (3) tipo lll: carcinoma ndo queratinizado e
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indiferenciado. Os NPC relacionados com o EBV sao tipicamente carcinomas nao

gueratinizados e indiferenciados (tipo Il WHO).e

Os NPC indiferenciados, ao invés dos NPC diferenciados que tém uma apresentacao
clinica semelhante aos restantes tumores da cabeca e pesco¢o, sdo mais sensiveis a
quimioterapia (ChT, do inglés chemotherapy) e a radioterapia (RT, do inglés radiotherapy) e

sao mais invasivos, o que Ihes confere uma tendéncia para disseminacdo metastatica.s,i2

Para avaliar a extensdo da doenca e estadiar estes doentes recorre-se ao sistema
TNM da American Joint Committee on Cancer (AJCC). A classificacéo T refere-se a extensao
local da doenga, a N a afecdo de ganglios linfaticos e a M a presenca de metastizacdo a

distancia (tabela 1).13

Tabela 1. Defini¢cbes da classificacdo TNM da AJCC. Adaptado da AJCC 82 edi¢&o1s

Classificagdo T Critérios

TX O tumor primario ndo pode ser avaliado

TO N&o hé evidéncia de tumor primério, mas ha envolvimento de ganglios cervicais com EBV

Tis Tumor in situ

T1 Tumor confinado a nasofaringe ou que se estende & orofaringe e/ou cavidade nasal sem envolvimento

parafaringeo

T2 Tumor que se estende ao espaco parafaringeo e/ou com envolvimento dos tecidos moles adjacentes

(musculos pterigéide medial, pterigdide lateral e pré-vertebrais)

T3 Tumor que infiltra estruturas 6sseas na base do cranio, vértebras cervicais, estruturas pterigéideas, e/ou

seios paranasais

T4 Tumor com extens&o intracraniana, envolvimento dos pares cranianos, hipofaringe, 6rbita, glandula

parétida e/ou infiltragdo extensa dos tecidos moles para além do bordo lateral dos musculos pterigéides

laterais
Classificagcdo N
NX Os ganglios linfaticos regionais ndo podem ser avaliados
NO N&o hé evidéncia de metastizagdo dos ganglios linfaticos regionais
N1 Metéastases unilaterais em ganglios linfaticos cervicais e/ou metastases unilaterais ou bilaterais em

ganglios linfaticos retrofaringeos, com comprimento igual ou inferior a 6cm (avaliado na maior

dimenséo), acima do bordo caudal da cartilagem cricoideia

N2 Metéstases bilaterais em nddulos cervicais, com comprimento igual ou inferior a 6cm, acima do bordo

caudal da cartilagem cricéideia

N3 Metastases unilaterais ou bilaterais em nédulos cervicais, com comprimento superior a 6cm e/ou com

extensao inferior ao bordo caudal da cartilagem cricoideia

Classificagao M

cMO Sem evidéncia de metastizagdo a distancia
cM1 Metastizacéo a distancia
pM1 Metastizacéo a distancia, confirmada por microscopia
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A divisdo dos doentes em estadios progndsticos é feita com base nestas trés

categorias, em estadio I, II, lll e IV.

Doentes em estadio | apresentam um tumor confinado a nasofaringe, sem
metastizagdo ganglionar ou a distancia (T1 No Mo). Sdo classificados como estadio Il os
doentes que nao foram estadiados como estadio | e cujo tumor se estende ao espacgo
parafaringeo e/ou aos tecidos moles circundantes e/ou que tenham invasao ganglionar
unilateral de ganglios cervicais ou retrofaringeos, sem metastizacao a distancia (T2 No Mo ou
To2 N1 Mo). O estadio Il corresponde aos doentes que apresentam doencga localmente
avancada sem metastizacdo a distancia, ou seja, doentes com um tumor que infiltra estruturas
0sseas e/ou que tenham metastizacdo ganglionar bilateral (T3 Ni-2 Mo ou To-3 N2 Mo). Por fim
0s doentes estadiados como IV sdo os doentes que (A) apresentam doenca localmente
avancada com invasdo intracraniana, da hipofaringe, dos pares cranianos, da 6rbita ou da
glandula parétida, com qualquer estadio de invasao ganglionar (T4 No-2 Mo) ou que apresentem
adenopatias unilaterais ou bilaterais com tamanhos superior a seis centimetros ou localizados
abaixo do bordo inferior da cartilagem cricéide, independentemente da classificagdo T (To4 N3
Mo) ou (B) que tenham metastizacéo a distancia independentemente da classificacdo T ou N
(To-4 No-s M1).13 A correspondéncia da classificacdo TNM com cada estadio progndstico

encontra-se mais sucintamente caracterizada na tabela 2.

Tabela 2. Grupos de estadiamento prognéstico da AJCC. Adaptado da AJCC 82 edi¢@o1s

Estadio Classificagdo TNM
| T1No Mo
1] T2No Mo
To-2N1 Mo
I} T3 N1 Mo
To-3N2Mo
IVa TaNo-2Mo
To-4 N3 Mo
Ve To-4 No-aM1

Clinicamente, 75-90% dos doentes com NPC tém doenca loco-regional a

apresentacéo.s Desses doentes, 75% apresentam invasdo ganglionar (estadio Il ou Ill).1,13

A primeira linha de tratamento para os doentes em estadio | é a RT de intensidade
modulada (IMRT, do inglés intensity-modulated radiotherapy). No NPC ndo metastatico, a
IMRT é geralmente associada a ChT nos doentes em estadios Il-IVa. Opta-se por estes
esquemas terapéuticos dado que estes tumores sdo sensiveis a RT e a ChT e pela sua

localizacdo e relagbes anatdmicas sdo de dificil abordagem cirlrgica. No estadio Ve esta
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recomendada a realizacdo de QT paliativa, podendo ser realizada RT paliativa sobre o tumor
primario ou as lesbes secundarias, dependendo da sintomatologia do doente e do érgao
envolvido.s11 Deve ser preferida a IMRT relativamente a RT convencional pelas vantagens
que traz no controlo local da doenca e pela reducéo dos efeitos secundarios associados a
irradiacdo de estruturas, como as glandulas parétidas e submandibulares, que sdo mais
facilmente poupadas com esta técnica, conferindo melhor qualidade de vida ao doente. Como
ha geralmente elevada incidéncia de envolvimento ganglionar sem que haja evidéncia clinica
ou imagiolégica estd preconizada a irradicagdo profilatica do pescoco. A metastizacdo
ganglionar ocorre num padrao cefalo-caudal com afecéo por ultimo da fossa supraclavicular,
no entanto, estudos randomizados mostram que ndo ha vantagem na irradicacéo preferencial

destas areas versus a irradiacao total.

As associacbes de IChT a RT e de iChT a ChT adjuvante, sdo ainda tépicos
controversos de acordo com Nakanishi e colaboradores, embora as orienta¢cdes da National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) as proponham. O esquema que mais se destaca
inclui docetaxel, cisplatina e 5-fluorouracilo. Por outro lado a ChT adjuvante tem vindo a ser

afastada pela sua toxicidade que condiciona a finalizac&o dos tratamentos.

O NPC é o tumor da cabeca e pescoco que tem maior predisposicao para a doenca a
distancia, com 4,4-6% dos doentes a terem metastizacdo como forma de apresentagdo. A
incidéncia de metastases em todos os doentes com NPC é 25-34%, apesar do sucesso da
terapéutica do NPC primario.s,12 O NPC em estadio IV apresenta um mau prognéstico,s,i2 com
uma sobrevivéncia global (OS, do inglés overall survival) a 5 anos inferior a 10%3, sendo que
os doentes que apresentaram metastizacdo ab initio (estadio 1Vs) tém uma sobrevivéncia

mediana de 10-26 meses,s € 0S com metastizacdo metacrona de 9,5-15 meses.o

Trata-se de uma doenca bastante heterogénea, com distribuicdo etaria bimodal com
picos nas terceira e na sexta décadas de vida. Sendo o prognéstico reservado aquando de
doenca avangada, é premente identificar fatores de diagnostico, de monitorizagédo da resposta

ao tratamento e de progndstico que sejam sensiveis numa fase precoce da doencga.s,10

Sendo o EBV o principal agente etiolégico do NPC é relevante perceber qual é o seu
papel na carcinogénese, quais sdo as implicacdes da sua quantificacdo no diagnéstico e
estadiamento, tratamento e prognéstico destes doentes, e quais os farmacos que tém o EBV

como alvo terapéutico.
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MATERIAIS E METODOS

Com o intuito de identificar artigos que relatem a relacdo do EBV e o0s seus
mecanismos de carcinogénese no NPC com as implicacdes diagnosticas e terapéuticas
nestes doentes, foi realizada uma pesquisa de literatura recorrendo ao motor de busca
PubMed Central®, na base de dados Medline®, e aos termos MeSH® (do inglés Medical
Subject Headings) major topics. A pesquisa regeu-se pela equacdo de pesquisa
“Nasopharyngeal Neoplasms"[Majr]) AND "Epstein-Barr Virus Infections"[Majr]. Os resultados
foram limitados, temporalmente, aos anos de 2014 a 2019, e a publicacdes redigidas em
lingua inglesa (figura 1).

PubMed Central®

'

Equacdo de pesquisa:
("Herpesvirus 4, Human"[Majr]) AND
"Nasopharyngeal Neoplasms/therapy"[Majr]
(n=99)

'

Artigos publicados nos Ultimos 5 anos
n=27)

'

Artigos escolhidos com base no titulo e
abstract
n=27)

Y

Avaliagdo na Web of Science do impacto da
revista em que o artigo foi publicado

l
v v v v v

Q1 Q2 Q3 Q4 Artigos néo indexados
n=17) (n=4) n=2) n=1) n=3)

{

Artigos disponiveis nas bases de dados da
BCSUC, FMUC e CHUC.
(n=26)

{

Artigos incluidos na revisdao
(n=26)

Figura 1. Flowchart com algoritmo de pesquisa e sele¢@o de publicagdes para inclusédo no trabalho.

Q1-Q4: primeiro ao quarto quartis.
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Da pesquisa resultaram 27 publicacfes. Destas foram selecionadas 26 publicacées,
tendo em conta a disponibilidade nas bases de dados da Faculdade de Medicina da
Universidade de Coimbra, Biblioteca das Ciéncias da Salde da Universidade de Coimbra e
Centro Hospitalar da Universidade de Coimbra. Os artigos foram selecionados manualmente

de acordo com a pertinéncia do titulo, resumo e relevancia para o trabalho.

Os artigos em questdo foram caracterizados quanto ao tipo de estudo, endpoints
avaliados e caracteristicas da populacdo em causa (nimero de doentes, idade, sexo,

classificagdo histolégica segundo a WHO, estadio da AJCC).

Foram ainda consultadas fontes bibliograficas constantes das referéncias dos artigos

selecionados, assim como livros e recomendacgdes internacionais relevantes na érea cientifica.
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RESULTADOS

Caracterizacédo da literatura

Dos 26 artigos incluidos, foram identificadas trés revisbes/meta-andlises, treze

publicacbes referentes as implicagfes prognosticas da presenca de pEBV em doentes com

NPC e dez relativas a abordagem terapéutica nestes doentes. As tabelas 3 e 4 resumem as

principais caracteristicas das publicac6es implicadas na avaliacdo prognoéstica e terapéutica

do pEBYV, respetivamente.

Tabela 3. Caracteristicas dos artigos relacionados com a implicagdo prognéstica incluidos nesta revisdo

Estudo (ano) Desenho do Impacto Casos Controlo Idade Sexo Classificacédo Estadio Endpoints
estudo revista (anos) (%) masc. (%) histolégica OMS (%) UICC (%) avaliados
Liu et al (2015)15 Coorte Q1 185 NA = 60,5 llell = PFS
prospetivo
Yang et al (2015)12 Coorte Q1 1168 756 >45: 46,6 734  NA 1:3,7 0S, DMFS
retrospetivo 11: 15,9
1I: 54,6
1V: 25,8
Lu et al (2016)16 Coorte Q1, Q2 185 NA >40: 61,7% 739  11:10,6 1:3,9 os
prospetivo 111: 89,4 1I: 20,6
111: 55,6
IVA: 16,7
IVB: 3,2
Peng et al (2016)11 Coorte Q1 584 NA >50: 30,7% 74,7 1: 6,2 1:5,8 DFS, OS,
retrospetivo Ilelll: 93,8 1I: 23,5 DMFS, LRFS
111: 48,1
IV: 22,6
Wang et al (2016)17 Coorte Q1, Q2 125 NA 48 70,4 1:0,8 1V: 60,9 OS, LRFS,
retrospetivo 1I: 75,2 DMFS
1l: 24
Zhang et al (2016)1s Coorte Q1, Q2 1467 NA — 71,0 11: 5,12 1:4,1 oS
retrospetivo 111: 94,88 1: 11,8
111: 54,0
IVB: 30,1
Zhang et al (2016)19 Coorte Q1, Q2 266 NA >50: 27,8% 187 1I: 4,5 1:8,3 PFS, DMFS,
11I: 95,5 11: 22,9 LRFS, OS
1 47,7
IvV: 21,1
Lee et al (2017)20 Coorte Q1, Q2 260 NA 53 704 — 1:6,5 LRFS, DMFS,
1I: 14,6 DMFS, PFS,
1I: 51,9 CSss, O0s
IVA: 13,5
IVB: 13,5
Chen et al (2018)21 Coorte Q2 385 NA >45: 55,8% 30,1 11 1I: 100 PFS
111: 99
Huang et al (2019)10 Coorte Q1 278 NA >50: 27,7% 788 I:1,1 1Il: 36,7 Carga viral pos-
retrospetivo 111: 98,9 1V 63,3 RT, OS, DMFS,
DFS, LRFS
Ruan et al (2019)1 Caso-controlo Q2 37 40 53 -50 675-60 — 1:8,1 AlteragGes das
11: 35,1 citocinas e EBV
111: 45,9 pés IMRT
IV: 10,8
Zhang etal (2019)22  Coorte Q1 3269 NA 45 737 — — DFS, 0S,
DMFS, LRFS
Chen et al (2019)23 Coorte Q2 37 40 53 -50 67,5-57,5 I: 8,1 lell: 43,2 relacdo EBV e
Ilelll: 83,8 Il e V: 56,8 nimero de
CD8+PD1+e
Treg

DFS: sobrevivéncia livre de doenca; DMFS: sobrevivéncia livre de metastizacdo a distancia; LRFS:
sobrevivéncia livre de doenca locorregional; NA: ndo avaliado; OS: sobrevivéncia global; PFS:
sobrevivéncia livre de progressao; Q1-Q4: primeiro ao quarto quartis; Tipo I: carcinoma escamoso bem
diferenciado; Tipo Il: ndo queratinizado, diferenciado; Tipo lll: ndo queratinizado, indiferenciado; — : ndo

descrito.

No que toca ao valor prognéstico (tabela 3), os autores focam-se primariamente na

caracterizacao de marcadores de sobrevivéncia em dois tempos da doenca: ao diagnéstico e

apos o tratamento, seja ele RT, ChT ou ambos. Complementarmente, algumas publicacées
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mencionam de forma breve o impacto do doseamento de pEBV durante o tratamento, no

entanto, nenhum grupo de autores aprofunda este tépico.

Para além do pEBV, também outros fatores, tais como a carga tumoral e proteinas
soluveis de checkpoints foram caracterizados pelo seu claro valor progndstico e pela sua
possivel relagdo com o pEBV.

Os referidos estudos que avaliam o impacto progndéstico sdo na sua maioria estudos
de coorte e avaliam padrdes de sobrevivéncia de doentes nos varios estadios da doenca.
Apenas trés estudos se cingem a avaliacdo de doentes num Unico estadio prognéstico. Uma
dessas publicacdes colocou enfoque nos doentes em estadio Il que, por pertencerem a um
subgrupo de doentes com uma resposta a terapéutica mais heterogénea, beneficiam de
fatores de estratificacdo adicionais. Os outros dois grupos avaliam apenas doentes em
estadios avancados.

Quando a distribuicdo de género, com excepc¢éo de uma publicacdo, a doenca € mais
comum no sexo masculino, o que corrobora a tendéncia epidemioldgica. E transversal nas
publicacGes estudadas que a classificacdo histolégica predominante seja o carcinoma néo

qgueratinizado indiferenciado, tipo Ill da WHO.

O valor do pEBV no tratamento prende-se com a resposta destes doentes a
terapéutica instituida e com a possibilidade de adaptacdo de regimes terapéuticos e de
criacdo de novas terapéuticas-alvo. Assim sendo, as publicacfes referentes aos mesmos séo

bastante mais heterogéneas (tabela 4).

Tabela 4. Caracteristicas dos artigos relacionados com a implicagdo terapéutica incluidos nesta revisao

Estudo (ano) Desenho do Impacto Casos Idade Sexo Classificacdo Estadio UICC (%)
estudo revista (anos) masc. (%) histol6gica OMS (%)
Hsu et al (2015)24 Experimental: in vivo Q1, Q2 NA NA NA NA NA
+ in vitro
Stroker et al (2015)9 Estudo fase I/1I Q2 8 >50: 62,5% 87,5 — 1: 25
IVA: 35,5
IVB: :37,5
Lu et al (2016)25 Experimental: in vivo Q1 NA NA NA  NA NA
+in vitro
Wu et al (2016)26 Experimental: in vivo Q1 NA NA NA  NA NA
+ in vitro
Hung et al (2017)27 Coorte retrospetivo Q3 41 47 634 1:48 1V: 100
11: 9,8
11l: 85,4
Chen et al (2018)2s Coorte prospetivo Q1 59 >55: 23,7% 695 — 11/111: 50,8
1V: 49,1
Ma et al (2018)29 Coorte prospetivo NI 58 50 82,8 1I: 1I: 43,1
11: IVB/recorrente: 56,9
Zhang et al (2018)z0 Coorte retrospetivo Q3 6218 45 6503 — —
Zhang et al (2018)s1 Experimental in vitro + Q1, Q2 NA NA NA  NA NA
in vivo
Makowska et al (2019)s2 Experimental in vitro + Q1 2 18 0o — 1I: 50
in vivo 11l: 50

DMFS: sobrevivéncia livre de metastizacédo a distancia; LRFS: sobrevivéncia livre de doenga
locorregional; NA: ndo avaliado; NI: ndo indexado; OS: sobrevivéncia global; PFS: sobrevivéncia livre de
progressao; Q1-Q4: primeiro ao quarto quartis; Tipo I: carcinoma escamoso bem diferenciado; Tipo II:
nao queratinizado, diferenciado; Tipo lll: ndo queratinizado, indiferenciado; —: nao descrito.
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A avaliacdo da resposta a terapéutica é feita, a semelhanca dos estudos prévios, num
desenho de estudo tipo coorte, no qual as caracteristicas dos doentes se assemelham as
supracitadas. No entanto, quando sao referentes a novas hipéteses terapéuticas, os autores
trabalham essencialmente com modelos experimentais in vitro e in vivo. Apenas uma
publicacdo incluida é um estudo de fase I/ll, que inclui poucos doentes, pelo que a

caracterizacdo da sua populacdo esta sujeita a viés.

19



Valor prognostico do doseamento de pEBV ao diagnéstico

A avaliacdo do valor prognéstico do pEBV engloba a avaliagdo, nos diversos
momentos do acompanhamento do doente, da correlacdo dos seus niveis plasmaticos com a
OS, a sobrevivéncia livre de doenca (DFS, do inglés disease free survival), a sobrevivéncia
livre de progressao de doenca (PFS, do inglés progression free survival), a sobrevivéncia livre
de doenca locorregional (LRFS, do inglés locoregional relapse free disease), a sobrevivéncia
livre de doenca metastatica (DMFS, do inglés, distant metastasis free survival) e/ou a

sobrevivéncia especifica da doenca (CSS, do inglés cancer specific survival).

E consensual que o pEBV tem um valor prognéstico inigualavel no NPC, esta é uma
premissa incontestavel para a grande maioria dos autores, apesar da falta de normalizagéo
da metodologia laboratorial para doseamento, que torna os pontos de corte dispares entre
estudos e, como tal, a comparacao de resultados dificil. Nakanishi e colaboradores reiteram
iISsO mesmo numa revisdo narrativa que refere que a carga viral de pEBV reflete a carga

tumoral e esta relacionada positivamente com o estadio do doente.s

Numa meta-analise de 2017 este papel é ainda mais reforcado. Liu e colaboradores
incluiram 16 estudos que correlacionam os niveis de pEBV antes do tratamento com o
prognostico destes doentes, concluindo que o doseamento deste biomarcador esta fortemente
associado com o aumento do risco de recidiva ou recorréncia da doenca, com a progressao
da doenca e com a metastizacao, o que se traduz num maior risco de morte. Apesar de haver
algumas lacunas, como, por exemplo, ndo se verificar haver correlacdo entre o pEBV antes
do tratamento e a faléncia locorregional, enfatizam que a relagdo entre a carga viral e a
sobrevivéncia global é extremamente robusta, o que faz do pEBV um excelente indicador de
prognastico em doentes com NPC.s Adicionalmente, os autores reforcam que estes achados
sdo congruentes com os de outras publicacbes, nomeadamente de Zhang e colaboradores,
gue numa meta-analise de 2015, mostram que o aumento no titulo de EBV e a reducéo da

depuragdo do mesmo estava associado a pior OS.z3

Em estudos caso-controlo, nos quais doentes com NPC sdo comparados com
individuos saudaveis, notou-se que o pEBV se encontra significativamente mais elevado no
grupo de doentes do que no de controlos.1,2s De facto, no @mbito de avaliar o pEBV e proteinas
de checkpoints sollveis apos IMRT definitiva, Ruan e colaboradores incluiram 37 doentes e
40 controlos e perceberam que o pEBV estava particularmente aumentado antes do
tratamento e nos individuos com NPC.1 Também, Chen e colaboradores verificaram que a
concentracdo de pEBV estava claramente aumentada nos 37 casos, relativamente aos 40

controlos estudados.z3
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Este aumento da virémia acompanha o diagnéstico de NPC em cerca de 77,7% dos
doentes. Quem relatou este achado foram Peng e colaboradores, que avaliaram os niveis de
pEBV ao diagndstico e ao primeiro més apos IMRT em 584 doentes com diagndstico inaugural
de NPC. Constatou-se também que o pEBV pré-IMRT esta fortemente associado a
classificacdo T, ndo tendo, porém, capacidade de destrincar entre doentes que virdo a

desenvolver recidiva loco-regional ou metastiza¢do.i1

Entre os endpoints avaliados nos diversos estudos revistos, o0 doseamento de pEBV
mostrou ser fator de progndstico independente para a PFS, LRFS e DMFS a 3 anosio.21 € para
a OS, PFS, LRFS e DMFS a 5 anos.1s Na coorte estudada, Huang e colaboradores revelam
que doseamentos de pEBV iguais ou superiores a 7000 copias/mL estdo associados a pior
DFS a 3 anos (77,9% vs. 88,6%), mas nao a pior OS ou LRFS.10 Também Chen e
colaboradores, numa coorte constituida apenas por doentes em estadio I, referem que o
niveis positivos de pEBV antes do tratamento resultam em reducéo da LRFS (94,3% vs.
98,2%), da DMFS (94,2% vs. 98,6%) e, mais marcadamente, da PFS (89,1% vs. 96,4%) a
3 anos.21 Para estudar a hipétese de utilizar o pEBV para aperfeicoar o estadiamento TNM,
Zhang verificou da mesma forma que valores de pEBV > 4000 c6pias/mL antes do tratamento
se traduzem numa diminui¢do da OS (78,1% vs. 94,8%), da PFS (68,9% vs. 88,5%), da DMFS
(77,7% vs. 93,7%) e da LRFS (88,6% vs. 94,8%) a 5 anos (tabela 5).1s

Chen e colaboradores, inferem que esta relacdo estreita verificada entre o pEBV e 0s
marcadores de avaliagdo prognostica deve-se por um lado & sua associacdo com o
estadiamento T e por outro a intima relagdo que os niveis de pEBV tém com a invasdo

faringea, ganglionar e do espaco retrofaringeo.21

Tabela 5. Impacto do doseamento de pEBV ao diagndstico

0S (%)

DFS (%)

DMFS (%)

LRFS (%)

PFS (%)

Huang et
al (2019)10

Chen et al
(2018)21

Zhang et
al (2016)1s

pEBV
reduzido*

94,8

pEBV
elevado*

78,1

pEBV
reduzido*

88,6

pEBV
elevado*

779

pEBV
reduzido*

98,6

93,7

pEBV
elevado*

94,2

7,7

pEBV
reduzido*

98,6

94,8

pEBV
elevado*

94,3

88,6

pEBV
reduzido*

96,4

88,5

pEBV
elevado*

89,1

68,9

* O valor de pEBV é elevado ou reduzido consoante o cut-off utilizado pelos autores. Para Huang et al

(2019) séo 7000 copias/mL, para Chen et al (2018) sao 0 copias/mL e para Zhang et al (2016) sédo 4000
copias/mL.

DFS: sobrevivéncia livre de doenca; DMFS: sobrevivéncia livre de metastizacdo a disténcia; LRFS:
sobrevivéncia livre de doenca locorregional; OS: sobrevivéncia global; PFS: sobrevivéncia livre de
progresséo.
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Impacto do pEBV no estadiamento TNM

Com base nas orientacdes atuais, a realizacdo um de estadiamento aos doentes com
diagnéstico de NPC, tendo esse por base o estadiamento TNM, proposto pela AJCC (do inglés
American Joint Committee on Cancer), presentemente na 82 edi¢do, datada de 2018, é

essencial.13

Esta avaliacdo é um pilar na caracterizagdo dos doentes quanto ao seu prognéstico e
na orientacdo da terapéutica. No entanto, tem-se reportado variabilidade na resposta ao
tratamento de doentes no mesmo estadio TNM, pelo que é crucial perceber que outros fatores

de progndstico podem ser utilizados para a aprimorar.ss,ss

Zhang e colaboradores categorizaram, de acordo com o0s niveis de pEBV ao
diagnéstico, os doentes em de alto ou de baixo risco. Avaliada retrospetivamente a
repercusséo da presenca de pEBV na OS, verificou-se que a diferenga entre os dois grupos
foi significativa, com valores de OS a 5 anos de 94,8% e de 78,1%, respetivamente. Ao
demonstrarem, em concordancia com estudos previamente citados,111,171821 que O
doseamento do pEBV antes do tratamento é um fator independente de progndéstico, que
inclusivamente se sobrepde ao estadiamento TNM, real¢cam a necessidade de reclassificar os
doentes, combinando o nivel de pEBV e o estadiamento TNM. Os autores sugerem assim
segregar os doentes nos grupos (1) muito baixo risco: estadio I; (2) baixo risco: estadio II-1V
e niveis baixos de pEBV; (3) risco intermédio: estadio II-lll e niveis elevados de pEBV; (4)

risco elevado: estadio IV e niveis elevados de pEBV.1s

Impacto do pEBV na elaboracdo de nomogramas

Os nomogramas sao ferramentas que permitem quantificar o risco de um individuo,
muitas vezes com maior precisao do que a classificacdo TNM, por incorporarem varios fatores

de risco que estéo implicados no prognostico.

Até a proposta de Yang e colaboradores, ndo havia homogramas validados que
predissessem com precisdo a DMFS e OS para doentes com NPC ndo metastizado ap6s RT.
Para o desenvolvimento destes nomogramas foram recolhidos dados demogréficos,
laboratoriais e clinicos de uma coorte de 1168 doentes. Apés a construgdo do nomograma,
uma coorte de 756 doentes com NPC ndo metastizado foi incluida para validar o modelo
proposto. Os autores verificaram que eram fatores de mau prognéstico para a OS a idade
avancada, o sexo masculino, ser fumador, lactato desidrogenase elevada, proteina C reativa
positiva, doseamento de pEBV elevado, diminuicdo da albuminémia, titulos elevados de
imunoglobulina A anti-EBV precoce e estadios T e N avancados. J4 os fatores de mau

prognostico para a DMFS incluiam género, LDH, PCR, pEBV, estadio T e estadio N.12
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Todas as variaveis de relevo foram introduzidas num modelo de regressao de Cox,
gue relevou que a idade, género, LDH, PCR, pEBV, estadio T e estadio N sado fatores
independentes de prognostico para o NPC. Curiosamente, o estadiamento N mostrou ser o

fator de progndstico mais relevante para a predicao da OS e da DMFS.12

A cada uma destas variaveis foi atribuido um score consoante os coeficientes
resultantes do modelo Cox e os doentes foram estratificados em trés subgrupos de risco com
progndsticos bem distintos, representados nos nomogramas da figura 2. A OS estimada a 5
anos foi para os doentes de baixo risco de 96,2% e 94,3%, para os doentes de risco intermédio
de 87,7% e 84,4% e para os de alto risco de 66,8% e 69,5%, para as coortes de treino e de
validacdo respetivamente. Relativamente & DMFS a 5 anos, foi para o grupo de baixo risco
95,3% e 92,4%, para os de risco intermédio 87,4% e 85,0% e para os de alto risco 73,0% e

69,8%, nas coortes de treino e validacdo respetivamente.i2

Apesar das suas limitacdes, nomeadamente a inclusdo de apenas fatores de
prognéstico clinicos e laboratoriais, este foi 0 primeiro estudo a incorporar o pEBV num modelo

prognéstico (figura 2).
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Figura 2. Nomogramas de doentes com NP ndo metastéatico ap6s RT para a OS (A) e DMFS (B) a
5 anos. Adaptado de Yang et al (2015)12

DMFS: sobrevivéncia livre de metastizacdo a distancia; F: feminino; LDH: lactato desidrogenase;
M: masculino; OS: sobrevivéncia global; PCR: proteina C reativa; pEBV: EBV plasmatico.
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Valor prognostico do doseamento de pEBV durante o tratamento

Mostrou-se rara a pertinéncia da avaliacdo do pEBV no curso do tratamento, uma vez
que € expectavel que haja uma flutuagdo do valor de pEBV com a agressédo das células

tumorais e consequente extravasamento do seu conteldo.ss

Num estudo cujo objetivo primario era a avaliacdo da resposta a radioquimioterapia
concomitante (cChRT, do inglés concomitant chemoradiotherapy), foi também doseado o
pEBV durante o curso de tratamento. Neste, os autores referem que a manutencdo de
doseamento elevado de pEBV durante o tratamento prediz pior OS [HR (do inglés, Hazard
Ratio) 4,173, p < 0,001],2s a semelhanca do que tinha sido previsto por He e colaboradores.ss
Nesta coorte composta por 949 doentes, os autores estudaram as variagdes dindmicas do
pEBV, e verificaram que doentes com pEBV > 871 cdpias/mL durante o tratamento tiveram
pior OS, DMFS e PFS. Este efeito é ainda mais notério nos doentes com NPC avangado, nos
guais elevacdo do pEBV durante o tratamento esta mais associado a faléncia a distancia e
reducdo da PFS e OS.36

Adicionalmente, Kim e colaboradores relevaram numa revisao narrativa que, pelo seu
valor prognéstico, o pEBV doseado durante o tratamento permite adequar a terapéutica com
iChT, descalando ou aumentado a intensidade da terapéutica consoante os titulos de pEBV.
Advertem, no entanto, que os dados a este respeito sdo raros e de dificil interpretacao.
Adicionalmente referem que doentes com metastizacdo a distancia cujo pEBV foi reduzido

significativamente durante a RT apresentam melhor progndéstico.sz
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Valor progndstico do doseamento de pEBV no término do tratamento

Zhang e colaboradores avaliaram o significado dos padrbes de pEBV, com patrticular
énfase nos primeiros trés meses ap0s a terapéutica médica, numa coorte de 266 doentes com
NPC ndo metastéatico.19 Os doentes foram submetidos a IMRT quando em estadio | e IMRT
associada a ChT quando se encontravam em estadios mais avancados. Os autores
verificaram gque apenas 7% dos doentes apresentavam doseamentos de pEBV positivos no
término do esquema terapéutico, valor esse concordante com os 8,5% que Peng e
colaboradores evidenciaram.11 Este valor cai para 5% dos doentes na avaliagdo dos trés
meses. Tanto o doseamento de pEBV imediatamente apos tratamento como aos trés meses,
revelaram ser fatores de progndstico independentes para a DFS e DMFS. Adicionalmente, a
presenca de pEBV aos 3 meses mostrou uma correlacdo significativa com pior DFS (16,7%
vs. 93,5%), OS (65,5 vs. 97,3%) e LRFS (62,2% vs. 94,4%) a 3 anos (tabela 6).19

Tabela 6. Impacto do doseamento de pEBV no fim do tratamento

OS (%) DFS (%) DMFS (%) LRFS (%)
pEBVY  pEBV remissdo | pEBV pEBV > remissdo | pEBV pEBV remissdo | pEBV pEBV remissado
=0* > 0* de pEBV =0* o* de pEBV =0* > 0* de pEBV =0* > 0* de pEBV
Zhang et al 97,3 65,5 93,5 16,7 — 92,5 38,1 — 94,4 62,2 —
(2016)
Zhang et al 94,0 69,0 79,1 87,1 49,2 55,1 92,0 58,9 68,4 94,3 85,9 —
(2019)
* Copias/mL.

DFS: sobrevivéncia livre de doenca; DMFS: sobrevivéncia livre de metastizacdo a disténcia; LRFS:
sobrevivéncia livre de doenga locorregional; OS: sobrevivéncia global

Os doentes que entraram em remissdo tardia de pEBV tiveram um progndstico
significativamente pior do que doentes com EBV indetetavel.1s22 Desconhece-se qual o
mecanismo subjacente a manutencao de valores de pEBV elevados; no entanto os autores

sugerem que pode estar relacionado com uma menor sensibilidade a ChT e/ou a RT.19

Dos doentes que mantém valores de pEBV persistentemente elevados, um grupo
restrito destes doentes entra em remissédo espontadnea. Com recurso a uma base de dados,
Zhang e colaboradores recolheram retrospetivamente dados clinicos de 3269 doentes com
NPC, para perceber o progndstico especifico deste subgrupo de doentes.22 Analogamente ao
referido previamente, o pEBV imediatamente apds o tratamento mostrou ser fator de
prognostico independente para a DFS (49,2% vs. 87,1%), OS (69,0% vs. 94,0%), DMFS
(58,9% vs. 92,0%) e LRFS (85,9% vs. 94,2%) a 3 anos. Verificou-se, como expresso na tabela
6, que, no grupo dos doentes com pEBV doseavel apds a terapéutica, os que entraram em

remissao espontanea apresentaram melhores indicadores de progndstico com DFS de 55,1%
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(vs. 87,1%), OS de 79,1% (vs. 94,0%) e DMFS de 68,4% (vs. 92,0%).22 Por outro lado, nos

doentes nos guais houve reemergéncia do pEBV, essa precedeu uma recidiva.is

Como referido anteriormente, o NPC é um tumor sensivel a ChT e a RT. Dependendo
do estadio do doente, é definido um esquema terapéutico que tem por base a RT e ao qual
em estadios II-IV é adicionada ChT. Deste modo, em estudos futuros podera ser (util
caracterizar o valor prognéstico do pEBV de forma pormenorizada apds a estratificacéo por

estadios e por abordagem terapéutica nestes doentes.

Valor progndstico do pEBV doseado ap6s IMRT

Tal como nos outros intervalos temporais, também para a IMRT se tem estabelecido

gue a virémia associada ao EBV parece ser um fator de progndstico independente.s, 19,21

Neste ambito, Peng e colaboradores avaliaram os niveis de pEBV ao diagndstico e no
primeiro més ap6s IMRT em 584 doentes com diagnéstico inaugural de NPC localizado.
Doentes com pEBV doseavel apds IMRT apresentaram taxas de DFS de 49,9% (vs. 88,5%),
OS de 72,1% (vs. 97,5%), LRFS de 86,6% (vs. 94,3%) e DMFS de 60,5% (vs. 93,3%) a
3 anos, valores estes significativamente mais baixos do que os doentes sem pEBV doseavel,
0 que estabelece que o pEBV no primeiro més de seguimento € preditor de um pior

prognoéstico.ia

Dado que a virémia continua a mudar durante o primeiro trimestreis é também
importante caracterizar a evolugéo serolégica durante esse periodo. Wang e colaboradores
propuseram-se a caracterizar a evolucéo a longo prazo do NPC numa coorte de 125 doentes
gue, apesar de se encontrarem em remissao clinica, mantiveram niveis de pEBV
persistentemente elevados. Verificou-se que doentes com auséncia de pEBV
persistentemente aumentado, ou seja, com niveis de pEBV < 100cépias/mL, apresentavam
menor taxa de recidiva, a custa da reducdo das recidivas a distancia, e uma sobrevivéncia
mais prolongada. A diferenca nos padrdes de sobrevivéncia e de recidiva entre os dois grupos
foi de 27,4% para a DMFS a 5 anos, de 7,9% para a LRFF e de 42,9% para a OS.
Adicionalmente, para os autores, o timing que é mais informativo na caracterizacdo do
prognéstico com base no doseamento de pEBV é o doseamento ao fim da primeira semana

apos a IMRT.17

Complementando o estudo supracitado, Lee e colaboradores pretenderam avaliar o
prognastico de doentes ndo metastizados ao diagnéstico, com doseamentos plasméaticos de
EBV consistentemente negativos ap6s RT. Num grupo de 289 doentes foi avaliado o titulo de

pEBV pré-tratamento, as 8 semanas e aos 6 meses apos IMRT. Estabeleceu-se que doentes
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com pEBV indetetavel aquando destes dois timings de seguimento apresentavam diferencas
significativas na sobrevivéncia, com LFFS, RFFS, DMFS, PFS, CSS e OS a 3 anos de 95,2%,
96,9%, 91,2%, 88,0%, 95,8% e 93,9% respetivamente. Por outro lado, os autores mencionam
que a carga viral aos 6 meses determina o progndstico com maior valor preditivo do que as

8 semanas.zo

Numa revisdo narrativa, Kim e colaboradores reiteram a importancia do pEBV na
monitorizacdo e na prevenc¢do da recidiva, revelando que o pEBV pode prever a recidiva
sistémica meses antes da clinica, embora seja de acautelar que ha flutuacgdes fisiolégicas

deste biomarcador.z7

Condensando os endpoints avaliados pelos diversos autores, concluiu-se que no
momento que sucede a IMRT, o pEBV prediz piores DFS, OS, DMFS e LRFS a 3 anosis22 e

pior OS a 5 anos, e portanto um biomarcador de progndstico preciso.iz

Estes dados, reforcam a necessidade de realizar doseamento do pEBV no fim do
tratamento e nos mais variados momentos durante o periodo de seguimento, ja que a carga

viral é inconstante e prediz o outcome clinico destes doente.

Valor progndstico do pEBV doseado ap6s ChT

Nos doentes com NPC localmente avancado esta preconizada a associacdo de ChT
ao esquema de RT. Esta pode ser de inducdo (iChT, do inglés induction chemotherapy),

cChRT ou ChT adjuvante, consoante 0 momento em que € realizada relativamente a RT.

7

E premente identificar a populacdo que é sensivel & ChT o mais precocemente
possivel para otimizar o esquema terapéutico destes doentes, e o pEBV podera ser um bom

marcador de resposta ao tratamento.sz

Liu e colaboradores avaliaram o valor prognéstico do pEBV e da resposta tumoral apés
iChT, para perceber quais os doentes que beneficiariam de cChRT. Para tal foi estudada a
carga viral em 185 doentes em estadio Ill e 1V, tratados com inicialmente com iChT e depois
com cChRT.15

Uma carga viral de pEBV > 0 cépias/mL apos a iChT correlaciona-se de forma
significativa com uma menor resposta a ChT. Neste doentes o nivel de pEBV ap6és iChT
permitiu predizer em 75% dos doentes o nivel de pEBV apés a cChRT, refletindo que em
doentes com uma resposta insatisfatéria a iChT h&4 uma maior probabilidade de haver doenca
residual apés a cChRT. Adicionalmente doentes com pEBV indetetavel tiveram um risco

reduzido de progresséo da doenca e de metastizagdo, com PFS de 71,8% (vs. 85,2%) e
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DMFS de 82,5% (vs. 92,3%). O pEBV ap6s a iChT correlaciona-se também com a resposta
tumoral apds iChT, o que significa que estes dois fatores de risco se complementam na

estratificacdo destes doentes.1s

Mais recentemente, Huang e colaboradores reavaliaram o valor progndéstico do pEBV
apés a iChT numa coorte de 278 doentes, também estes com doenca avancada. Os
resultados reforgaram o que ja tinha sido mencionado por Liu e colaboradores. O doseamento
de pEBV elevado est4 associado a pior DFS a 3 anos (77,6% vs. 88,6%). Da mesma forma,
doentes com pEBV detetavel p6siChT tém progndstico significativamente pior do que doentes
com pEBV indoseéavel (86,4% vs. 93,4%), até porque a positividade deste biomarcador apos

QT pode traduzir a presenca de doenca residual.io

Estes estudos concluem que na fase de tratamento, nomeadamente imediatamente
apos a iChT, o pEBV é o fator de progndstico que é mais relevante para o outcome clinico
independentemente do seu doseamento inicial, da idade, do sexo e do estadiamento TNM 10
0 que prevé que o doseamento deste nesta fase € crucial ndo sé para ajustar a terapéutica
como para prever o progndstico. Comparativamente com pEBV ap6s RT, que é mais
especifico na predicdo do progndstico, o doseamento de pEBV apds iChT surge como mais

sensivel.1o
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Impacto prognéstico de outros biomarcadores no NPC

Para além do pEBV, tém sido pesquisados outros biomarcadores que possam ter valor
prognéstico. Dentro destes incluem-se o volume tumoral,i621 as proteinas solGveis de

checkpoints e de citocinas plasméaticas: e a contagem de linfécitos T.23

Relacao entre o volume tumoral e 0 EBV

Embora se atribua a presenc¢a de EBV no sangue ao extravasamento do virus aquando
da morte celular tumoral, a relacdo do pEBV com a carga tumoral permanece uma incognita,
ja que nem sempre ocorre aumento do pEBV quando ha um grande volume tumoral.16 O
volume tumoral, delineado aquando do planeamento da RT,is constitui um fator de
prognostico de extrema relevancia, sendo inclusivamente referido por alguns autores como

superior ao estadiamento TNM.3s-40

Perante estes dados, surgiu a necessidade de perceber qual o papel da carga tumoral
enquanto fator progndstico e se a associa¢gdo desta com o pEBV traz vantagens relativamente
a sua quantificacéo isoladamente. Em doentes submetidos a IMRT ou a cChT, aquando do
planeamento da RT, Lu e colaboradores utilizaram os volumes tumorais macroscépicos (GTV;
do inglés gross tumor volume) da nasofaringe (GTVnx), das adenopatias (GTVnd) € 0 total
(GTVwtal) para categorizar os doentes “baixo volume” vs. “alto volume” e “baixo pEBV” vs. “alto
pEBV”, posteriormente dividindo-os em grupos de risco.16 Doentes com baixo nivel de pEBV,
independentemente da carga tumoral apresentaram OS a 5 anos de 100%, sendo assim
classificados como doentes de baixo risco. Doentes com volumes tumorais reduzidos, mas
com titulos de pEBV elevados foram identificados como doentes de risco intermédio. Para
GTVnx < 20cms apresentavam uma OS a 5 anos de 87,8% e para GTVnd < 10cms de 72,0%.
Por altimo, doentes com elevada carga tumoral e viral séo tidos como doentes de alto risco,
pelas OS a 5 anos reduzidas — 61,3% e 66,9% respetivamente. Os autores verificaram que a
carga tumoral afeta o progndéstico em particular no subgrupo de doentes com elevada virémia.
No entanto, nos doentes com NPC EBV-dependente, ndo parece existir uma relacéo direta
entre o volume tumoral e a carga viral.is Foi possivel perceber que para além da relevancia ja
conhecida de cada um destes fatores progndsticos de forma isolada, também a sua

associacdo permite aumentar a precisdo do prognostico, alterando a definigdo de risco.1s

Como referido anteriormente, dentro do estadiamento TNM, doentes com 0 mesmo
estadio tém outcomes diferentes tanto pela evolucdo da doenga como pela resposta a
terapéutica. Um dos subgrupos com maior heterogeneidade de resposta ao tratamento € o
estadio Il que, segundo a 82 edicdo da AJCC/IUC, inclui doentes T2NoMo ou To-2 N1Mo.
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Numa avaliacdo prospetiva de uma coorte de 385 doentes em estadio Il, Chen e
colaboradores propuseram-se a avaliar neste grupo restrito qual o impacto do pEBV e do
volume tumoral ao diagnéstico na PFS. Quanto ao volume tumoral, ficou estabelecido que
doentes com maior carga tumoral apresentavam uma reducdo da PFS e da LRFS,
comparativamente com doentes com GTViwtal inferiores, concluindo-se que quanto maior o
tumor primario antes da abordagem terapéutica maior o risco de recidiva loco-regional. No
entanto, ndo se verificaram diferencas na DMFS e OS entre os dois grupos. Tanto o pEBV
como a carga tumoral séo fatores de prognéstico independentes para o PFS, LRFS e DMFS
em doentes com NPC e ambas as variaveis estdo intimamente relacionadas com invaséo
retrofaringea, ganglionar e do espaco retrofaringeo. Curiosamente, o doseamento positivo de
pPEBYV esta mais correlacionado com metastizacao a distancia, enquanto que GTViotal > 30Ccms

se correlaciona mais com a recidiva loco-regional.2:

Relacao entre checkpoints plasmaticos e citocinas e o EBV

Outros fatores de risco que foram avaliados em paralelo com impacto do pEBV no

prognostico incluem os checkpoints plasmaticos e citocinas.

Num estudo caso-controlo com doentes tratados com IMRT e pessoas saudaveis, foi
avaliada a relacdo entre concentracdes de proteinas de checkpoint sollveis, o pEBV e
citocinas.1 Foram estudados o efeito da IMRT em 32 checkpoints imunes e citocinas
plasmaticas. Antes do tratamento 24 das 32 proteinas plasmaticas avaliadas eram
significativamente diferentes no grupo de doentes relativamente ao controlo. Apos IMRT, 18
das 24 proteinas alteradas permaneceram diferentes e cinco novas proteinas surgiram
alteradas, de notar a IDO (do inglés indoleamine-pyrrole 2,3-dioxygenase), TIM-3 (do inglés
T-cell immunoglobulin mucin-3), IL-4, IL-21, IL-23. Comparando pré-IMRT e p6s-IMRT, 13 das
32 proteinas analisadas sofreram alteracbes alteradas: nove marcadamente reduzidas,
nomeadamente interferdo gama (IFN-y, do inglés interferon gamma), IL-12p70, IL-18, IL-5,
IL-6, fator de necrose tumoral a (TNF-a, do inglés tumour necrosis factor), IL-10, IL-17A e
IL-22, e quatro aumentadas, incluindo LAG-3 (do inglés lymphocyte-activation gene 3),
sPD-1 (do inglés soluble membrane-bound molecules programmed death 1), sPD-L1 (do

inglés, soluble programmed death ligand 1) e TIM-3.1

Um marcador particularmente elevado neste estudo é o sPD-1. Esta proteina, forma
soluvel de PD1, é responsavel pela inibicdo competitiva das proteinas de regulagcdo do PD-
1/PD-L1, aumentando assim 0 mecanismo de escape imune, encontrando-se em valores

estaveis em individuos saudaveis. Neste estudo, revelou-se que perante o aumento Ssérico
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deste marcador apds IMRT, os doentes apresentavam uma sobrevivéncia aumentada, em
concordancia com o que ja tinha sido demonstrado para outras neoplasias, como o carcinoma
de pequenas células do pulméo e o adenocarcinoma do pancreas, e em modelos murinos do
NPC.1.41,42

Chen e colaboradores, também avaliaram a relagdo entre o numero de células
CD8+PD-+ e o0 numero de linfécitos T reguladores (Treg, do inglés regulatory T cells) em doentes
com NPC tratados previamente com IMRT. Segundo este estudo caso-controlo, 0 nimero de
células imunes e a concentracdo de pEBV estdo claramente aumentadas no grupo pré-
tratamento relativamente ao grupo controlo. Com a instituicdo da RT, o nimero de linfécitos,
CD4+, CD8+ e CD9+PD-1+ teve uma reducdo marcada, com diferentes valores na contagem
celular consoante o estadiamento - doentes com estadios Ill e IV apresentavam um nimero
inferior de TCD4+ e de TCD8+PD1+, pelo que se identificou haver uma relacéo inversamente
proporcional entre as contagens celulares e um pior prognéstico. Concluiu-se que ap6s IMRT
h& uma reducdo da expressdo de PD-11 e das células Trg, 0 que sugere que a IMRT
consegue reduzir a concentracdo plasmética de EBV e reverter o estado de anergia das

células T, permitindo uma possivel reativacao do sistema imune.z3
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Implicacdes na abordagem terapéutica da positividade para o peEBV
Valor do pEBV na estratificacdo dos doentes e na abordagem terapéutica

S&o varios os autores que ja haviam proposto a estratificacdo de doentes consoante
os niveis de pEBYV, tendo alguns inclusivamente tecido consideragfes sobre a orientacao

destes doentes.

Zhang e colaboradores propdem uma abordagem terapéutica que difere do proposto
pela NCCN com a utilizacdo do pEBV associada ao estadiamento TNM: (1) para os doentes
de baixo risco (estadios II-1V com niveis baixos de pEBV pré tratamento) esta indicada IMRT
associada a ChT concomitante; (2) para os doentes de risco intermédio (estadio II-l1ll com
niveis elevados de pEBV) recomenda-se uma estratégia terapéutica mais agressiva com
cChRT; (3) para os doentes de alto risco (estadio IV com niveis elevados de pEBV) para além
das terapéuticas supra mencionadas € sugerida a associacdo de imunoterapia ou
terapéuticas-alvo, a ponderar caso a caso. Sendo o uso da ChT adjuvante controverso, 0s
autores sugerem que a decisdo do seu uso seja ponderada individualmente.is Ainda,
recorrendo ao doseamento de pEBV antes do tratamento, Chen e colaboradores sugerem
uma classificacdo de risco que também tem em conta o volume tumoral avaliado com
tomografia de emissdo de positrdes associada a tomografia computorizada (PET/CT, do
inglés positron emission tomography integrated with computed tomography) com
18F-Fluorodesoxiglucose (1sF-FDG, do inglés 18F- fluorodeoxyglucose) para os doentes em

estadio Il.2s

Nos doentes em estadio Il a abordagem terapéutica ndo é consensual. Postula-se o
uso de IMRT, no entanto é debativel se 0 uso de ChT adjuvante traz vantagens na
sobrevivéncia destes doentes, ja que de novo se levanta a problemética da tolerabilidade dos
doentes a estes esquemas.21 Chen e colaboradores sugerem que nos doentes em estadio |l
com doseamentos elevados de pEBV e com um aumento do volume tumoral avaliado com
PET/CT com 1sF-FDG e, portanto, classificados como alto risco, deve ser feita intensificacdo

de RT ao invés de adicdo de ChT concomitante ou adjuvante ao esquema terapéutico.zs

Em doentes com estadios avancgados (1l e IV) que tenham feito iChT e que mantenham
pEBYV doseével, que traduz risco aumentado de recidiva, geralmente por metastizacao, Liu e
colaboradores e Huang e colaboradores sugerem que a IMRT se associe tratamento mais
intensivo: (1) terapéuticas com agente alvo adicional (e.g. bevacizumab, farmaco anti-VEGF),

(2) ChT adjuvante ou (3) imunoterapia.1o,15

Para os doentes que ndo atingem resposta completa apos a iChT, estimada através
do volume tumoral remanescente, que mais frequentemente experienciam recidiva loco-

regional é proposto (1) um esquema de IMRT com doses mais elevadas; (2) o uso de um
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segundo anti-tumoral durante a RT (e.g. paclitaxel que é um farmaco radiossensibilizador); (3)
administracdo de inibidor do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR, do inglés
epidermal growth factor receptor) durante a cChRT. Nestes doentes, a ChT adjuvante traz
uma melhor tolerabilidade e erradicacdo precoce de micrometastases. Nao obstante a estes

resultados, permanece para alguns autoreszs a davida quanto a utilidade da ChT adjuvante.is

Perante falta de consenso, Wang e colaboradores e Lee e colaboradores focaram-se

na compreensdo dos beneficios de ChT adjuvante.

Na primeira coorte, sdo seguidos doentes com pEBV persistentemente elevado apos
o plano terapéutico. Concluiu-se que tanto a cChRT como a associa¢cdo cChRT com ChT
adjuvante apresentam beneficios relativamente a IMRT isolada. Percebeu-se também que a
adicdo de ChT adjuvante oral metronémica, com ou sem associacao a ciclofosfamida, pode
reduzir a faléncia a distancia e melhorar o controlo do NPC apés RT, pelo que na opinido dos
autores, a ChT adjuvante devera ser reconsiderada individualmente em todos os doentes em

estadio lll e IV.17

Por outro lado, Lee e colaboradores, estudaram um grupo de doentes que se
mantiveram durante o follow-up com pEBV indoseavel. Os autores perceberam que em
doentes com pEBV elevado apenas na primeira semana apés término da IMRT, o esquema
de ChT adjuvante que inclui tegafur/uracilo durante 1 ano, acrescenta melhoria da OS e da
DFS. Os autores acrescentam que nos doentes nos quais se relate tardiamente pEBV, as
8 semanas apo6s IMRT, ainda serd oportuno introduzir ChT adjuvante, no entanto mais

estudos terdo que ser realizados para poder confirmar esta hipétese.zo

Na doenca recorrente a detecdo precoce permite o sucesso terapéutica de resgate,
em particular quando a doencga é confinada a nasofaringe. Nestes casos podera estar indicada
a irradicacéo ou uma abordagem mais invasiva com recurso a cirurgia. A cirurgia pode ser
transoral, transmaxilar ou endoscopica. Apesar das grandes desvantagens funcionais
associadas a mesma, os doentes intervencionados apresentam melhor controlo local (LRFS
de 71%) do que os doentes nos quais se opta pela abordagem conservadora com recurso a
RT (LRFS de 38%). Apesar destas opcoes terapéuticas a maior parte dos doentes apenas vai

ser elegivel para ChT paliativa.s

Nos doentes em cuidados paliativos a caquexia (perda ponderal > 5% ou perda
ponderal > 2% em individuos com indice de massa corporal < 20kg/m2 ou sarcopenia) € um
problema comum, em particular em doentes com tumores da cabeca e pescoco que acarretam
sintomatologia local que condiciona odinofagia e disfagia. Esta sindrome esta associada a
uma diminuicdo da funcdo, reducéo da tolerancia a terapéutica e consequentemente uma

menor sobrevivéncia. Dois farmacos que estéo indicados na redugdo da anorexia e da perda
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ponderal associada ao tratamento de neoplasias sdo acetato de megestrol e

medroxiprogesterona, ambos analogos de progesterona de administracdo per 0s.27

Hung e colaboradores apreciaram, num grupo de 41 doentes em cuidados paliativos
por NPC avancado ndo submetidos a ChT paliativa, se a carga viral podera ser um indicador
de que doentes beneficiam desta terapéutica de suporte. Verificou-se um aumento de peso
em 80,5% dos doentes ap0s uma toma, uma melhoria do Performance Status de Karnofsky
em 70% para 80% e uma reduc¢do do score de dor de forma significativa, com uma diminuicao

do recurso a opiédes de 15%.27

Com o uso de analogos de progesterona o pEBV diminui significativamente: para os
doentes que responderam e apresentaram ganho ponderal, o pEBV diminuiu em 51,5% deles;
ja no grupo que nao respondeu a terapéutica, verificou-se o aumento do pEBV em 50% dos
doentes. Estes resultados destacam que o doseamento de pEBV pode ser um indicador de
beneficio do uso destes farmacos em doentes com caquexia e NPC, embora a modificacédo

do pEBV possa estar associada a terapéutica paliativa instituida e ndo a de suporte.z7
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Mecanismos de resisténcia e impacto do pEBV na avaliacdo da resposta a
terapéutica

A proteina de membrana latente 1 (LMP1, do inglés latent membrane protein 1) é uma
oncoproteina codificada pelo EBV, que tem um papel crucial na iniciacdo e progressao do
NPC. Lu e colaboradores estudaram o papel desta proteina na modulagéo da resposta ao
dano do DNA (DDR, do inglés DNA damage response) e 0s mecanismos reguladores que
originam radiorresisténcia. A LMP1 tem diversos papéis — (1) é responsavel pela ativacédo de
diversas vias de sinalizagdo da oncogénese como a PI3-K/Akt, MAPK e JAK/STAT,; (2) modula
a resposta DDR ao iniciar a reparacdo do DNA por diferentes mecanismos (e.g. repressao da
via PI3-K/Akt/FOXO3a; reparacdo mediada pelo p53); (3) altera a capacidade de reparacdo

de double-strand break no NPC, o que causa instabilidade.zs

Das agdes da LMP1, a supresséo do DDR pela via da PK/AMPK é um mecanismo que
confere radiorresisténcia no NPC e que foi descrito pela primeira vez pelos autores. Este
ganha particular relevo dado que tem potencial para ser um alvo terapéutico nos doentes que
desenvolvem resisténcia a RT, para o qual se indicaria 0 uso de ativadores da AMPK, como

a metformina.zs

A resisténcia a terapéutica traduz-se na sobrevivéncia destes doentes. A OS a 5 anos
para os doentes com remissao apds RT ou RT associada a ChT ronda os 65%, pelo que é
importante encontrar ferramentas que possam prever uma resposta clinica incompleta a

terapéutica.zs

O pEBV pré-IMRT e PET/CT com 1sF-FDG séo fatores importantes na previsao do
prognéstico e a sobrevivéncia de doentes com NPC. Apesar disso, tém sido utilizados

essencialmente como ferramentas diagndésticas.

Dado que a sobrevivéncia no NPC ndo esta apenas relacionada com fatores de
prognostico pré-tratamento, Chen e colaboradores propuseram-se a determinar a importancia
destas duas ferramentas na avaliacdo da resposta ao tratamento em doentes com NPC
primario. Dos 60 doentes avaliados prospectivamente, 89,8% atingiram uma resposta
completa no término do tratamento. Os fatores que significativamente se associaram a uma
remissao incompleta foram a classificacao clinica em ¢T4, uma reducdo da captacao total de
18F-FDG pela leséo e doseamentos elevados de pEBV durante o tratamento. No entanto,
apenas a reducao da atividade glicolitica revelou ser um fator de progndstico independente

para obtencao de resposta clinica completa.zs

No mesmo ambito, Ma e colaboradores dedicaram-se a perceber se a associacdo da
depuracdo de pEBV com a resposta tumoral, avaliada por PET/CT com 1sF-FDG, permitia

determinar precocemente a resposta a ChT, especificamente em doentes com NPC avancgado
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ou recidivante. Verificou-se que os doentes com boa resposta analitica e imagiolégica as
4 semanas apods o inicio da ChT apresentavam melhor OS do que a restante amostra.
Adicionalmente, evidenciaram que a associacdo destas duas varidveis tem mais
especificidade (95%) para avaliacdo da resposta a ChT do que a depuracdo de pEBV (75%)
ou a resposta avaliada pela PET/CT com 1sF-FDG (90%). No entanto, a PET/CT com 1sF-FDG

€ 0 método de avaliagdo de resposta a terapéutica mais sensivel.2o

Num estudo retrospetivo com 6218 doentes com NPC recém diagnosticado em estadio
llI-IVa, a receber cChRT associada ou ndo a iChT, Zhang e colaboradores tentaram perceber
com base no pEBV pré-tratamento qual a diferenca na sobrevida entre o uso de cChRT ou
cChRT com iChT e se o pEBV é um marcador util para selecionar que doentes beneficiam de
iChT. O pEBV revelou ser util na selecdo de doentes para a iChT, dado que apenas em
doentes com doseamentos elevados deste biomarcador houve uma diferenca significativa
entre o esquema de cChRT ou cChRT com iChT — a DFS a 3 anos foi de 74,8% e 78,6%, a
OS 87% e 91,4%, a DMFS 82,2% e 86,0% e a LRRFS 91,4% e 90,4%, para cada opc¢éo
terapéutica respetivamente. Estes dados relevam o quéo determinante é a estratificacdo de

doentes com recurso ao doseamento de pEBV.30

Também Huang e colaboradores se propuseram a avaliar o relevo do pEBV numa
coorte de 278 doentes com NPC localmente avancado apds iChT e apés RT. Percebeu-se
gue o valor de pEBV imediatamente apds iChT é preditor do nivel pEBV apds RT. Assim, o
pEBV p6s-iChT permite distinguir neste grupo de doentes quais os de baixo risco, ou seja,
com pEBV indetetavel pés-iChT, que séo sensiveis a ChT, e os doentes de alto risco, que sédo

menos sensiveis a ChT, podendo ajudar na escolha terapéutica.io
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EBV como alvo terapéutico

A passagem de fase latente para a fase litica oferece uma possibilidade para eliminar
células com EBV, dado que com a reativacdo do EBV ha producéo de particulas imunogénicas
que fazem com que o virus seja mais facilmente detetado pelo sistema imune. As formas
fosforiladas dos antivirais utilizados como arma terapéutica, como o gangiclovir podem ser
inclusivamente transferidas através de gap junctions para células tumorais adjacentes e

causar morte celular, num fenédmeno denominado de bystander Killling.24

Esta estratégia, denominada cytological viral activation therapy (CVAT) ja tinha sido
testada em modelos experimentais in vitro com esquema triplo de gemcitabina associada a
valproato e a ganciclovir, mostrando inibir o crescimento tumoral em NPC. Em estudos
realizados em humanos, em que foi aplicado o mesmo esquema terapéutico, este mostrou
ser seguro, toleravel e ter efeitos na estabilizacdo da doenca e na qualidade de vida, no

entanto, com respostas clinicas muito variaveis.o

Em xenoenxertos derivados de doentes com NPC, Hsu e colaboradores compararam
associacfes baseadas na gemcitabina, agente muito utilizado em regimes de CVAT. A
associacdo de gemcitabina com acido valproico e ganciclovir mostrou superioridade
relativamente a associacdo de gemcitabina com acido valpréico. O ganciclovir ndo parece
acarretar maior controlo tumoral a nivel macroscépico, no entanto, diminui a carga tumoral

histologicamente.24

Num ensaio clinico de fase I-lIl com oito doentes com metastizacdo ou doenca
localmente avancada, refractarios a terapéutica convencional, Stoker e colaboradores
testaram a seguranca e a eficacia do esquema previamente mencionado. O protocolo inclui
seis ciclos com duracgéo de seis semanas cada: trés semanas de tratamento seguidas de trés
semanas de repouso. No 1° e 8° dias foi administrada gemcitabina 1250 mg/kgz iv;
adicionalmente foi prescrito do 1° ao 14° dia valproato 12,5 mg/kg id oral e do 8° ao 21° dia
ganciclovir 3id 450 mg oral. Os resultados revelaram um tratamento seguro, com reacbes
medicamentosas adversas reversiveis e controlaveis, nomeadamente neutropenia. Apesar de
ter uma amostra demasiado pequena para prever uma eficacia clinica, os autores descrevem
uma OS mediana de 9 meses, com 2dois doentes a apresentar resposta parcial e tré doentes
com estabilizacdo da evolucdo. Adicionalmente, tendo em conta que o alvo terapéutico era o
EBV, foi avaliada no plasma e na mucosa a sua presenca, durante o tratamento. Verificou-se
gue o aumento de EBV na mucosa precede uma recidiva.s Apesar dos resultados, os autores

ndo referem informacé&o sobre eventual estudo futuro ou sobre uma possivel fase lll.

Outras armas terapéuticas em estudo pela sua potencial eficacia no NPC sao os

flavondides, a luteolina e a baicaleina. O primeiro composto encontra-se presente na nossa
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alimentacdo e é conhecida pela sua capacidade de resgatar radicais livres e induzir a
apoptose das células tumorais. Pensa-se que também tera um papel na anti-angiogénese, no
processo inflamatério, na regulacdo de estrogénios e na prevencdo da metastizacdo, no
entanto a sua atividade anti-viral ndo estd demonstrada. Foi nesse ambito que Wu e
colaboradores decidiram avaliar o papel da luteolina no NPC, em modelos experimentais in
vivo e in vitro. Foi identificado um efeito supressor de carcinogénese no NPC nos modelos
animais. Esse efeito anti-carcinogénese deve-se a sua capacidade de ndo s interromper o
ciclo litico, mas também inibir a entrada do EBV nesse ciclo e por ser capaz de inibir a

proliferacdo celular induzida pela reativacdo do EBV.26

O outro flavonéide, a baicaleina, € um composto retirado da raiz de Scutellarieae Radix.
Em estudos prévios provou exercer efeitos in vitro e in vivo, inibindo a oncogénese, o
crescimento tumoral e a metastizacdo. O mais interessante deste extrato é ter esta atividade
na carcinogénese sem que afete as células saudaveis circundantes, o que Ihe confere baixa
toxicidade e 6ptima tolerabilidade. Zhang e colaboradores investigaram também em modelos
in vivo e in vitro o relevo deste composto na atividade do EBV. A baicaleina mostrou inibir a
proliferacdo celular em células com EBV e induzir a apoptose das mesmas de uma forma
dependente da dose, devido a diminuicdo da expressdo de EBNAL. No entanto, ndo tem
gualquer efeito na estabilidade desta proteina ou no seu tempo de vida. Posto isto os autores
predizem que este composto podera reduzir o volume tumoral em xenoenxertos de ratinhos
com NPC.31

Outro farmaco que tem interesse potencial é o interferdo. O interferdo faz parte dos
esquemas de tratamento de manutencdo em adolescentes e criangcas com NPC, juntamente
com a iChT e cChRT. Neste grupo de doentes a adi¢do de interferdo- como terapéutica de
manutencao contribuiu para uma baixa taxa de recidiva sistémica e um aumento de mais de
10% nas taxas de sobrevivéncia a 5 anos, para doentes com doenca localizada. Makowska e
colaboradores tentaram perceber qual o mecanismo subjacente ao efeito na sobrevivéncia do
IFN-B em modelos experimentais in vitro e in vivo. Notaram que o IFN-B induz a apoptose em
linhas celulares de um xenoenxerto de um doente com NPC. Adicionalmente, quando
expostas a esta terapéutica, as células natural killer (NK) isoladas de doentes tornam-se mais
capazes de lisar células de NPC in vitro. Os autores concluiram que no modelo usado, a
terapéutica com IFN-3, ao aumentar a expresséo de ligando indutor de apoptose relacionado
com o fator de necrose tumoral (TRAIL, do inglés tumour necrosis factor-related apoptosis-

inducing ligand) nas células NK, aumenta a citotoxicidade das células contra o NPC.32
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DISCUSSAO

O presente trabalho veio a reforgar o papel do doseamento do pEBV na estratificagéo
prognodstica do NPC, em particular no contexto de diagnéstico e no seguimento destes
doentes. Adicionalmente, relevou a importancia de reajustar a abordagem terapéutica

consoante esta estratificacdo progndstica.

Relativamente ao doseamento de pEBV ao diagnéstico, valores elevados do mesmo
correlacionaram-se consistentemente com aumento do risco de recidiva e de recorréncia e
com a progressdo da doenga e metastizacdo, de forma concordante com o descrito por outros
autores, reforcando o valor prognostico do mesmo.15,10,11,1821,2333 Por ser um fator de
prognastico independente, é inclusivamente sugerido que o seu doseamento seja feito como
complemento ao estadiamento da AJCC, permitindo estratificar ainda mais os doentes.1s Este
estadiamento pode ser ainda complementado com o recurso a nomogramas, como 0 proposto
e validado por Yang e colaboradores para doentes com NPC ndo metastatico que integra

fatores clinicos e laboratoriais.12

No que concerne ao doseamento de pEBV durante o tratamento, seja ele RT e/ou ChT,
sao escassas as publicacbes que o mencionam e os resultados sdo incongruentes entre elas,
pelo que serd necesséria investigacao adicional para avaliar a sua relevancia e, numa fase

posterior, em que momento durante o tratamento este doseamento € mais informativo.se,a7

Estabeleceu-se também que o doseamento de pEBV é influenciado pela resposta ao
tratamento, sendo que doentes com melhor resposta clinica e imagiolégica apresentam titulos
mais baixos deste biomarcador, que idealmente serdo até indetetaveis.10,2829 O doseamento
de pEBV apds o tratamento e ao longo do seguimento destes doentes durante os primeiros
meses confere vantagens na previsdo do outcome clinico.10,11,15,22 Doentes com doseamentos
persistentemente elevados ou com remisséo tardia, ao contrario de doentes com pEBV
indoseavel, ttm maior taxa de recidiva e uma sobrevivéncia diminuida.1o0,15.19,20,22 De facto, a
reemergéncia de pEBV pode até preceder a recidiva clinica por meses e revelar doenca
residual.10,15,19,37 O doseamento de pEBV em varios momentos parece ter valor progndstico:
primeira semana, primeiro més, as oito semanas e aos trés meses; no entanto serdo
necessarios estudos adicionais para comparar estes timings e perceber a pertinéncia clinica

de cada um deles.

Para além do pEBV, outros marcadores surgiram na literatura como extensao a
capacidade prognostica do pEBV no NPC. Estes incluem o volume tumoral, 16,21 0Ss checkpoints
plasmaticos e citocinas, como o sPD-1, IL4, IL21, IL23, IDO e TIM-3, e a contagem de
linfécitos T CD8+PD-+.1 Todos eles parecem ter um valor prognostico no NPC, no entanto este

terd que ser validado com investigacéo adicional.
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Em relacdo a abordagem terapéutica destes doentes podera ser relevante
complementar o estadiamento da AJCC, que segundo as recomendacdes da NCCN guia o
tratamento, com o doseamento de pEBV.i121828 Este passo torna-se essencialmente
importante em doentes em estadio I, que constituem um grupo bastante heterogéneo no que
toca a resposta a terapéutica e ao progndéstico.21 Por outro lado, os niveis de pEBV permitem
ajustar a terapéutica e prever que doentes beneficiam de descalar ou aumentar a intensidade
da ChT.1s.2128 Relativamente ao esquema de ChT utilizado nestes doentes, embora o uso de
ChT adjuvante no NPC seja controverso, alguns autores defendem que em doentes de maior
risco com doseamentos de pEBV elevado apés RT ou cChRT, esta podera trazer beneficios
ao doente, mesmo que iniciada tardiamente.10.15,17,20 Outro grupo de doentes que podera
beneficiar do doseamento de pEBV sado os doentes em cuidados paliativos que sofrem de
caquexia, nos quais o0s niveis deste biomarcador poderdo guiar o uso de farmacos anti-
-anorexiantes. No entanto, investigagdo adicional ter4 de ser realizada no sentido de perceber
se, de facto, a reducdo da virémia se deve a estes farmacos de terapéutica de suporte ou a

terapéutica paliativa com RT que possa estar a ser feita hestes doentes concomitantemente. 27

Essencialmente no contexto na doencga avancada, tém surgido opcdes terapéuticas
que tém como alvo a infecéio pelo EBV. E de destacar a CVAT com gemcitabina, valproato e
ganciclovir que, ao induzir a reativacdo do EBV, facilita a detecéo das células tumorais pelo
sistema imune. Apenas duas publicagfes incluidas nesta revisdo investigaram a viabilidade
desta estratégia,s.24 embora seja um tema recorrente na literatura.ss 44 Nesta revisdo foi ainda
incluido o uso de flavondides e de interferdo. Ainda que apresentem resultados relevantes,
por ainda se encontrarem numa fase pré-clinica, a sua relevancia tera que ser reafirmada com
novos estudos. Outra terapéutica que tem revelado resultados promissores no tratamento do
NPC é a imunoterapia com linfocitos T citotoxicos especificos do EBV, direcionados as
proteinas latentes EBNAL1l, LMP1 e LMP2. Quando estas proteinas sdo expressas é
desencadeada uma resposta do sistema imune. 43,44 Os anticorpos anti-CDLA-4 (cytotoxic t-
lymphocyte associated antigen-4), como o ipilimumab, e anti-PD-1, como o nivolumab,
pembrolizumab e cemiplimab, sdo outros exemplos de farmacos que sdo amplamente
utilizados em diversos tumores sélidos pela sua capacidade de inibir o estado de anergia dos
linfécitos T causado pela acdo destas duas proteinas no sistema imune.ss No entanto, o Unico
farmaco sugerido nas orientacdes da NCCN para o NPC, apenas referido no subgrupo restrito
de doentes com doenga metastatica ou com recorréncia a realizar ChT, é o pemprolizumab.ss
Como tratamento adjuvante e na prevencado da recorréncia tém sido desenvolvidas e testadas
vacinas que parecem também ter alguma eficacia no boosting do sistema imunitéario e na

prevencao da recaida.s7.4s
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O presente trabalho esta sujeito a algumas limitacBes, em grande parte inerentes a
metodologia de pesquisa. A pesquisa realizada realgcou diversas publicagbes recentes e
relevantes sobre o valor prognéstico do pEBV. A Unica ressalva a fazer sobre os resultados
dos diferentes autores é que estes carecem de metodologias uniformizadas, pelo que os
valores de pEBYV utilizados como cut-off para avaliagdo progndstica sdo muito dispares, tal
como o0s endpoints avaliados. Nos referidos estudos as amostras de doentes sao
representativas com doentes em varios estadios, no entanto seria Gtil no futuro perceber em
que subgrupos prognosticos € que o doseamento de pEBV € mais Util. As publicacdes
incluidas cujo ambito reside na estratificacdo dos doentes com base neste biomarcador
apresentam resultados relevantes e concordantes entre elas. Por outro lado, as publicacdes
obtidas sobre as terapéuticas-alvo sdo escassas, desconexas e incluem essencialmente
estudos de tipo experimental, o que permite apenas fazer uma menc¢édo as mesmas sem que

se possam inferir conclus@es robustas sobre a seguranca ou eficidcia das mesmas.

Assim sendo, torna-se crucial investigar estratégias que tenham o mecanismo do EBV
em consideracgédo, pelo beneficio progndstico que € conferido aos doentes que sao tratados

em funcéo disso.
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CONCLUSAO

Este trabalho permitiu realcar o valor prognéstico do doseamento plasméatico do EBV
em doentes com NPC associado ao EBV, nomeadamente no NPC endémico. Embora ja se
encontre bem estabelecido o valor prognéstico do pEBV ao diagnéstico e apds o tratamento,
este ainda ndo estd incluido nas recomendacdes mais recentes de abordagem ao doente com
NPC. Apesar disso, 0 doseamento de pEBV devera ser ponderado na pratica clinica para
estratificacdo dos doentes e orientagdo terapéutica. Futuramente, ensaios clinicos serédo
necessarios para individualizar a terapéutica com base no pEBV e para avaliar a eficacia e

seguranca dos alvos terapéuticos que tém surgido nos ultimos anos.
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