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RESUMO

Introdugao: GISTs séo raros, correspondendo de 1 a 3% de todas as neoplasias do
trato gastrointestinal, entretanto, s&o as neoplasias mesenquimais mais comuns
desta localizagédo. Possuem uma apresentagéo, comportamento clinico e resposta a
terapia heterogéneos. O prognéstico pode ser grosseiramente estimado pelo
tamanho tumoral ao diagnéstico, topografia e indice mitético. Apesar da utilidade
destes fatores de prognostico de simples obtengado, a heterogeneidade da doencga
exige que marcadores mais especificos sejam aplicados para uma avaliagéo
individual ndo apenas prognéstica ao diagndstico, mas também preditiva ao
tratamento com novas drogas disponiveis. A ativacdo aberrante das proteinas da via
de sinalizagdo PI3K/AKt/PTEN é um fenémeno relativamente comum em neoplasias
epiteliais e hematoldgicas, com repercussdo tanto na agressividade da neoplasia
como na sua resisténcia adquirida a tratamentos anti-neoplasicos. Além da
sinalizagéo para mecanismos de sobrevivéncia, a via PI3K/Akt/PTEN esta envolvida
na ativacao de angiogénese por meio da transcricido de VEGF e secundariamente
do seu receptor endotelial, VEGFR. O objetivo deste trabalho foi avaliar a expresséo
das proteinas VEGFR, Akt e PTEN em pacientes com GIST ao diagnéstico, na
tentativa de correlacionar a mesma com desfechos clinicos. Paralelamente
acompanhamos o efeito do nivel de expressao destas proteinas em um subgrupo de
pacientes com doenga avangada que recebeu a medicagdo Mesilato de Imatinib
(Glivec®). Método: Avaliagdo imunoistoquimica com método TMA de 48 espécimes
de GISTs utilizando os anticorpos monoclonais para Akt e VEGFR. A hiper-
expressdo de Akt foi verificada em 33,3% e VEGFR em 75% das amostras. Na
analise do grupo geral de pacientes, a hiper-expressédo de Akt correlacionou-se com
uma SLP (sobrevida livre de progressao) estatisticamente encurtada (p>0.05)
exclusivamente para casos com doenca metastatica. Esta correlagdo né&o foi
observada em casos com doenca n&o inicial (estagios | a Ill). No entanto, mesmo
em doenga avangada, a hiper-expressédo de Akt ndo teve impacto na sobrevida
global. Como o grupo de pacientes com doenga avangada foi o grupo que recebeu
Glivec®, a correlagdo com SLP e hiper-expressédo de Akt se manteve. A auséncia de
expressédo de VEGFR se associou com melhor sobrevida global (SG) em todos os
estagios (incluindo os pacientes que receberam Glivec®), mas ndo com sobrevida

livre de doencga (SLD). Este dado sugere que os pacientes com baixa expressao de



VEGFR poderiam ter uma doencga de biologia mais indolente, mesmo que a taxa de
recorréncia seja idéntica ao grupo com VEGFR hiper-expresso. Conclusdes: os
resultados deste estudo sugerem que a baixa expressdo de VEGFR é um fator de
prognéstico favoravel em pacientes com doenga em qualquer estagio. A
hiperexpressédo de Akt associa-se a uma menor SLP apenas em casos avangados,
sugerindo que a ativagao desta via poderia ser um mecanismo adquirido em etapas

finais da doenga que conferem resisténcia ao Glivec®.



ABSTRACT

Gastrointestinal sarcomatoid tumors (GIST) are rare malignancies, corresponding to
1 - 3% of all Gl cancers. Nevertheless, GISts are the most common Gl mesenchimal
malignancies. GISTs are heterogeneous in presentation, clinical course and
response to therapy. Their prognosis can be roughly estimated at diagnosis by
assessing tumor size, mitotic index and the topography of the primary lesion.
Despite the proved utility of these prognostic factors, their limitations are well
documented, and a more refined set of biological markers are much needed. The
abnormal activation of the cell survival signaling pathway provided by PI3K/Akt/PTEN
proteins is a well known feature in advanced epithelial and hematological
malignancies, impacting the aggressiveness of the disease as well as the resistance
to different traditional therapies or biological agents. Besides their multi-effect in cell
survival mechanisms, the PI3K/Akt/PTEN pathway is a powerful activator of
angiogenesis via VEGF protein family transcription. The different isoforms of VEGF
will in turn activate the VEGF receptor (VEGFR) at the surface of endothelial cells.
Therefore, VEGFR is a reliable marker of angiogenesis in human tumors. We sought
to evaluate the expression of VEGFR and Akt proteins in a series of GIST patients at
diagnosis, treated in a single institution, in order to correlated the level of expression
of these proteins to clinical outcomes, such as overall survival (OS) and disease free
survival (DFS). The level of expression of these proteins was also correlated to the
same outcomes in a subgroup of patients with advanced disease who received more
than three months of therapy with Imatinib Mesylate (Gleevec®). Methods — 48 GIST
patients were evaluated. Immunohystochemistry for VEGFR and Akt was performed
by tissue microarray. Results — Akt hyperexpression was statistically correlated with
a shorter DFS in the group of patients with metastatic disease (all of them receiving
Gleevec®). This correlation was not observed in early cases (defined as curable
disease — stages | to Ill). We have not observed correlation between Akt expression
and OS in any clinical stage. Lower VEGFR expression was associated to a
significant better OS in all stages (including patients receiving Gleevec®).
Conversely, DFS was not affected by the level of expression of VEGFR.

CONCLUSIONS - Low VEGFR expression was related to a better prognosis in any

clinical stage of GIST, reflected in larger OS. The fact that this effect was observed in



Gleevec® treated patients suggests that the better response to the drug is much
more related to the biology of the tumor than to the treatment itself. Akt showed also
a promising role as a prognostic marker for disease free survival in advanced
disease, indicating that GISTs with hyperexpressed Akt pathway behave more

aggressively or may be less sensitive to Gleevec®.
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1 INTRODUGAO

Os tumores estromais do trato gastrointestinal (GISTs — Gastrointestinal
Stromal Tumors) sao neoplasias provenientes de células marca-passo
mesenquimais (células de Cajal) originalmente encontradas no trato gastrointestinal,
mas que podem ocorrer em outras areas como no retroperitdbnio, mesentério e
omento (MIETTINEN et al.,1999; REITH et al., 2000; WEISS, 2001). GISTs s&o
raros, correspondendo de 1 a 3% de todas as neoplasias do trato gastrointestinal
(TGI) (MCGRATH 1987; LIGHT 1988; NG et al., 1992). Entretanto, os GISTs sado as
neoplasias mesenquimais mais comuns do TGl Em 1983 MAZUR e CLARK
introduziram o termo “tumor estromal”. No entanto, tal denominacgéo foi instituida
somente por volta de 1990, quando o CD34 foi descoberto como um marcador para
tumores estromais que se originam do trato gastrointestinal (MIETTINEN et al.,
1995). A incidéncia anual de GIST & de aproximadamente 10 casos por um milhdo
de habitantes conforme estudos populacionais (MUCCIARINI et al., 2007; NILSSON
et al., 2005, STEIGEN et al., 2006). Em recente estudo estima-se que este niumero
possa chegar em 15 casos por milhdo de habitantes por ano (LIEGL-ATZWANGER
et al., 2010). A exata incidéncia de GIST ¢ dificil de determinar, uma vez que, estes
tumores foram reconhecidos apenas recentemente como entidade patoldgica
distinta. No Brasil, especificamente, a falta de dados epidemiolégicos dos tumores
estromais pode estar relacionada as sub-notificagbes, bem como a falta de bancos
de dados epidemiologicos que se proponham a captar casos, ndo somente de
pacientes tratados e acompanhados na prépria Instituicdo, como também em
centros vizinhos visto que a incidéncia desta neoplasia é pouco freqlente.

Os GISTs geralmente ocorrem em individuos acima de 50 anos de idade
sendo que a média de idade varia de 55 a 65 anos (VAN DER ZWAN et al., 2005).
Sao raros antes dos 40 anos de idade e extremamente raros em criangas; a maioria
dos tumores identificados como GIST em criangas sdo na realidade, tumores
inflamatérios miofibroblasticos (DEMETRI, 2001). Apresentam caracteristicas
benignas e malignas, sendo o comportamento maligno geralmente identificado pelo
aumento da atividade mitdética com consequente proliferagdo tumoral. Os sintomas
associados a esta neoplasia sdo: dor abdominal, disfagia, saciedade precoce e

obstrucdo. A ocorréncia de anemia € rara podendo surgir devido a sangramento
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crbnico ou hemorragia decorrente da erosdo da mucosa abdominal ou
gastrointestinal (CHIARA; DEI TOS, 2011). De acordo com NILSSON e cols. (2005)
apenas 20% dos GISTs sao assintomaticos e identificados durante o estadiamento
ou acompanhamento de outras neoplasias e 10% diagnosticados durante autopsias,
sendo 70% dos casos sintomaticos. Os tumores estromais do trato gastrointestinal
ocorrem em qualquer area do trato gastrointestinal sendo mais comuns no estémago
(60%), jejuno e ileo (30%), duodeno (5%), colorretal (4%) e raramente no eséfago e
apéndice podendo também ocorrer fora do trato gastrointestinal (MIETTINEN et al.,
2005; MIETTINEN et al., 2006; DeMATTEO et al., 2000).

A média de tamanho do GIST ao diagnéstico € de aproximadamente 5-7cm de
didmetro, no entanto, os tumores podem apresentar-se com didmetros de 30-40cm
(JOENSUU et al., 2011).

1.1 Estadiamento

A escolha da melhor terapia para o tratamento dos GISTs tem sido baseada
em caracteristicas genotipicas e fenotipicas. Tais caracteristicas vém trazendo
novos paradigmas no estadiamento e consequentemente modificando a escolha do
tratamento. A primeira proposta de critério de estratificagado de risco foi apresentada
por FLETCHER e cols. (2002) a qual continha quatro niveis de risco para recidiva
baseado no tamanho inicial do tumor em centimetros e indice mitdtico por 50
campos de grande aumento. ApoOs este consenso, uma nova classificacdo
considerou os tumores gastricos com melhor prognéstico quando comparados aos
GISTs intestinais (MIETTINEM; LASOTA, 2006). Posteriormente HUANG e cols.
(2007) modificaram a denominag&o dos grupos de risco passando a classifica-los
como niveis | a IV incluindo importante valor ao tamanho inicial do tumor além de
manter a taxa mitética como uma das variaveis de classificagdo. GOLD e cols.
(2009) desenvolveram e validaram um nomograma (grafico linear identificando
variaveis) para estadiamento e probabilidade de sobrevida livre de recidiva apés
resseccdo cirurgica de GIST primario. Desta forma, o referido nomograma auxilia na
escolha da terapia adjuvante com Mesilato de Imatinib (Glivec®) para pacientes com
doenca localizada baseando-se no risco de recidiva. Para tanto, devem ser
consideradas as seguintes variaveis: tamanho tumoral, localizag&o e indice mitotico.
Por outro lado, também é importante identificar e distinguir os pacientes com GIST

metastatico daqueles pacientes que apresentam multiplos tumores esporadicos
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estromais do trato gastrointestinal. No caso destes pacientes com multiplos tumores
esporadicos, estudos apontam evidéncia de distintas mutagdes em diferentes
neoplasias demonstrando origens independentes para os tumores sincronicos
(GASPAROTTO et al., 2008; AGAIMY et al., 2009).

GIST Nomogram for Recurrence Free Survival

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Points Lt i R i Wl |
Size (cm) T | T O I R S

0 5 10 15 25 35 45
Mitotic index I 1>5/50 HPF

<5/50 HPF

Colon/rectum

Site —t )

Stomach/other Small intestine
Total points O T O I O N

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Probability of 2-year RFS I T T T T T 7
90 80 70605040302010

Probability of S-year RFS I T T T T 717711
90 80 70605040302010

Figura 1 - Variaveis incluidas no Nomograma de GIST

De acordo com o manual da American Joint Committee on Cancer (AJCC) o
estadiamento clinico e patolégico dos GISTs apresenta-se nas categorias TNM de
onde T representa o tamanho tumoral avaliado pelo exame fisico, imagem e/ou por
exploragéo cirurgica; N representa o numero de linfonodos comprometidos avaliados
pelo exame fisico, imagem e/ou exploragao cirargica e M representa a presenca de
metastases avaliadas no exame fisico, imagem e/ou exploragdo cirurgica. A
classificacdo do grau histolégico estd somente relacionada ao indice mitético

tumoral, conforme demonstrado na tabela a seguir.
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Tabela 1 - Estadiamento TNM para tumores estromais do trato gastrointestinal de

todos os sitios.

Tumor Primario (T)

TX Tumor primario ndo pode ser avaliado
TO Nenhuma evidéncia de tumor primario
T Tumor < 2cm

T2 Tumor > 2cm e < 5cm

T3 Tumor > 5cm e < 10cm

T4 Tumor > 10cm na sua maior dimensao

Linfonodos Regionais (N)

NX

Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

NO

Nenhum llinfonodo regional metastatico

N1

Linfonodo regional metastatico

Grau histologico (G)*

GX

O grau nédo pode ser avaliado

G1

Baixo grau, taxa mitética < 5/50 HPF (campo de grande aumento)

G2

Alto grau, taxa mitética > 5/50 HPF (campo de grande aumento)

*avaliado pela atividade mitotica

Grupos prognostico/Estadiamento anatémico

Estagio T N Taxa Mitotica
GIST Gastrico**
A T10ouT2 NO MO Baixo
IB T3 NO MO Baixo
I T1 NO MO Alto
T2 NO MO Alto
T4 NO MO Baixo
A T3 NO MO Alto
B T4 NO MO Alto
v Qualquer T | N1 MO Qualquer taxa
Qualquer T | Qualquer N M1 Qualquer taxa

** classificagdo também utilizada para tumores de omento
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Grupos prognéstico/Estadiamento anatomico

Estagio T N M Taxa Mitética
GIST Intestinal***
I T10ouT2 NO MO Baixo
I T3 NO MO Baixo
A T1 NO MO Alto
T4 NO MO Baixo
B T2 NO MO Alto
T3 NO MO Alto
T4 NO MO Alto
v Qualquer T | N1 MO Qualquer taxa
Qualquer T | Qualquer N M1 Qualquer taxa

*kk

classificagdo também utilizada para GIST de estfago, colorretal, mesentério e peritonio.

1.2 Diagnostico Patoldgico

No que se referem aos achados citologicos, os GISTs possuem duas variagdes
morfolégicas representadas pelos subtipos epitelidides e fusiformes, sendo este
ultimo o mais frequiente (WIECZOREK et al.,2001; ELLIOTT et al., 2006).

A imunoistoquimica tem um papel importante no diagnéstico diferencial dos
GISTs. Varias neoplasias que se originam da parede interna do trato gastrointestinal
podem ter caracteristicas morfolégicas semelhantes aos GISTs. As quais incluem:
leiomioma, leiomiossarcoma, tumor desmodide intra-abdominal, schwanoma e
neurofibroma. A maioria dos GISTs sao fortemente positivos quando marcados com
anticorpos direcionados contra a proteina KIT (CD117). Por ser uma proteina de
sinalizagcéo transmembrana a coloragdo do CD117 ¢é interpretada como positiva
tanto na membrana, no citoplasma quanto em ambos (FLETCHER 2002; De SILVA,
REID 2003; BADALAMENTI ET AL., 2007). No entanto, nem todos os GISTs séo
fortemente positivos para CD117 e outros completamente néo-reativos. Os GISTs
com negatividade para CD117 geralmente apresentam positividade maior no
receptor tirosina-quinase do fator de crescimento derivado de plaquetas — alfa
(PDGFRA) do que no KIT, estando o PDGFRA mutado (HEINRICH et al., 2003;
MEDEIROS et al., 2004). Aproximadamente 70% dos GISTs sao positivos tanto para
CD117 quanto para CD34, o que ajuda a confirmar o diagnostico de GIST. Sendo o
CD34 o melhor indicador do fenotipico maligno dos GISTs (WANG; BONNER, 2000).

A expressao de CD34 ocorre em aproximadamente 70% dos casos, actina do
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musculo liso 40%, proteina S100 em 5% dos casos e raramente desmina (LOPES et
al., 2007).

1.3 Biologia Molecular dos GIST

Do ponto de vista molecular, o funcionamento e desenvolvimento normal das
células intestinais do Cajal dependem do receptor Kit (HUIZINGA et al., 1995;
MAEDA et al., 1992; TORIHASHI et al., 1995). Desta forma, os GISTs se
caracterizam por geralmente apresentarem expresséo aberrante de dois marcadores
associados as células mesenquimais primitivas, CD34 e c-Kit (ou CD117).
(SARLOMO-RIKALA et al., 1998; MIETTINEN et al., 1995) O c-Kit € um receptor
tirosina-quinase transmembrana no qual a porgdo extracelular se ativa a partir da
ligacdo com o stem-cell factor (SCF) (MAJUNDER et al., 1988; BLUME-JENSEN et
al., 1991). A porc¢ao intracelular contém um dominio tirosina-quinase que se ativa por
dimerizagdo desencadeando uma cascata de sinalizagéo celular que controla
fungdes celulares como, proliferagéo, diferenciagéo, apoptose e adesado celular
(BLECHMAN et al.,, 1993; ZHANG et al.,, 2000). Desta forma, os GISTs se
caracterizam por geralmente apresentarem expresséo aberrante de dois marcadores
associados as células mesenquimais primitivas, CD34 e c-Kit (ou CD117).
(SARLOMO-RIKALA et al.,, 1998; MIETTINEN et al., 1995) Adicionalmente,
mutagcdes no gene PDGFRA mapeado no mesmo cromossomo também promovem
tal efeito celular (HEINRICH et al., 2003; CORLESS et al., 2004; JOENSEN et al.,
2011). E importante salientar que tais mutagdes sdo excludentes, ou seja, ndo
existem casos de mutagbes em PDGFRA e KIT simultaneamente no mesmo tumor.
Tais mutagdes encontradas em GISTs estao localizadas no exons 8, 9, 11, 13 ou 17
no KIT e 12, 14 ou 18 no PDGFRA podendo envolver substituicbes, delegcdes ou
insercoes. A estrutura esquematica do KIT e receptores tirosina-quinase PDGFRA,
bem como suas mutagdes, esta apresentada na figura 2. A mutagdo mais comum no
KIT afeta o dominio logo abaixo da membrana celular que é decodificado pelo exon

11, regido de maior freqiiéncia de muta¢des em GIST (HEINRICH et al., 2003).
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Figura 2 - Estrutura esquematica das mutacdes de KIT e PDGFRA em GISTs

Contudo, KIT e PDGFRA séao ativados pela ligagdo de seus respectivos
ligantes, SCF e PDGFA na regiao EC, constituindo uma sinalizagdo oncogénica. A
ligacdo com o ligante resulta na homo-dimerizacédo do receptor e subsequente
fosforilagdo cruzada de tirosinas citoplasmaticas as quais servem como sitios de
ligacdo para sinalizagédo de diversas proteinas, conduzindo a ativagdo de substratos
que regulam a proliferagdo celular, adesdo, motilidade e sobrevida. (BLUME-
JENSEN et al., 1991).

Certamente muitos outros eventos moleculares que envolvem a sinalizagéo e
vias de sobrevivéncia celular estdo afetados em GIST. Estes eventos podem
explicar a heterogeneidade da doenca e especialmente a resposta variavel e
temporaria a agentes-alvos. A ativagcédo de vias de sinalizagdo e de sobrevivéncia
celular , seja pela aquisicdo de mutagcbes em genes centrais nestes eventos, seja
pela amplificacdo da expressdo dos mesmos, vem sendo alvo de intensa
investigagdo nas neoplasias humanas. Estas alteragbes obedecem a determinados
padrdes em diversas etapas da progressao de um tumor e explicam a resisténcia a
drogas e a velocidade com que uma célula maligna progride ou se dissemina.

A via de sinalizagdo PI3K-Akt/PTEN encontra-se frequentemente afetada em
tumores humanos, e vem sendo alvo de investigagdo de uma nova geragao
de drogas alvo capaz de conter sua sinalizacédo descontrolada. Esta via sinaliza
diretamente proteinas que intermediam entre diversas fung¢des, a proliferacdo
celular, apoptose e regulagéo da produg¢ado de novos vasos (angiogénese).

Curiosamente, em GIST tanto a via PI3K-Akt/PTEN como angiogénese foram

pouco estudadas em doenga avancada até o momento, resultado provavel da
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raridade da doenga como da sua recente definicdo como entidade isolada dos outros

tipos de sarcoma.

1.4 Via de sinalizacao PI3K-Akt/PTEN

Varios componentes da via PI3K/Akt/PTEN estdo envolvidos no processo de
tumorigénese (VIVANCO; SAWYERS et al., 2002; CANTLEY, 2002). O PI3K, Akt e
PDK1 s&o importantes na regulacdo de varios processos celulares incluindo
proliferacdo, sobrevida, metabolismo de carbohidratos e motilidade além de
evidéncias de que estas quinases sdo importantes componentes no mecanismo
molecular de doencas como céancer, diabetes e inflamag&o crbénica (STEIN et al.,
2000; STEIN et al., 2001). Contudo a via PI3K/Akt/PTEN é um alvo atrativo para
desenvolvimento de novas drogas inibindo a proliferagdo celular revertendo a
supresséo da apoptose e a resisténcia a terapia citotoxica em células neoplasicas.

De acordo com recente artigo de revisdo publicado por OKUMURA e
cols.(2012), o VEGF e o VEGFR sdo os maiores indutores da angiogénese
associados a angiogénese tumoral em inimeros tumores solidos e leucemias. O
VEGF se liga ao VEGFR conduzindo a ativagdo do PI3K pela via de sinalizacdo
PI3K/Akt. A sinalizacdo PI3K/Akt regula a angiogénese através alteracdo da

expresséo de VEGF, conforme demonstra a figura 3 (OKUMURA et al., 2012).
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Figura 3 - Representacdo esquematica da via de sinalizagdo PISK/Akt/PTEN e
exemplos de moléculas conhecidas que atuam na angiogénese pela via PI3K/Akt.
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Em adicéo, a survivina, proteina proé-apoptoética também regulada pela via PI3K
(MARTINELLI et al., 2006; ZHA, et al., 2010) estad hiper-regulada nas células
endoteliais em resposta ao VEGF. A survivina e o VEGF também atuam como
quimioprotetores nas células endoteliais, protegendo-as de drogas indutoras da
apoptose. Este papel quimioprotetor requer a ativagdo da via PI3K/Akt (TRAN, et al.,
2002).

A quinase-treonina-serina (Akt) funciona como um regulador da sobrevida,
proliferacdo, metabolismo e migracdo celular. A Akt ativada modula a fungdo de
varios substratos relacionados a progressao do ciclo celular na transi¢cdo das fase
G1/S e G2/M, e também pela fosforilagao direta das préprias proteinas alvo (TAPON
et al., 2001). A desregulagédo da quinase Akt, decorrente da mutacéo no gene Ak,
estd frequentemente associada com doencas humanas como diabetes e cancer
(CHENG et al., 1992). Alteragdes na sinalizagdao do Akt em neoplasias, também
resulta de mutagdes originadas no inicio da cascata de fosforilagao celular partindo
do fosfatidil-inositol 3-quinase (PI3K) e da proteina andlogo tensina-fosfatase

(PTEN) conforme demonstra figura 4.
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Figura 4 — Sinalizacg&o intracelular mediada pelo Akt

O gene PTEN (analogo tensina-fosfatase) € um gene supressor tumoral

localizado na regido cromossdmica 1023 que atua como um regulador da sintese
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protéica de um numero de processos celulares, incluindo a angiogénese, através da
inibicdo da sintese do VEGF (GU et al., 1999). Sua ativagéo regula o crescimento e
sobrevivéncia celular através da atividade fosfatase lipidica e a adesdo e invasédo
através da atividade da proteina tirosina fosfatase (TAMURA et al., 1999; WHANG et
al., 1998). O PTEN é um dos genes que apresentam maior freqiiéncia de mutacéo
(SANSAL ; SELLERS, 2004). O LOH (perda de heterozigosidade) do cromossomo
10q (inativagdo do PTEN) conduz a um aumento permanente dos niveis de
sinalizacédo da via PI3K/Akt, geralmente resultando no aumento da proliferacdo
celular e resisténcia a apoptose (JIANG; LI, 2009).

De acordo com estudo de Ricci e cols. (2004) a avaliagcado imunoistoquimica

do PTEN parece ser um método promissor para avaliagao prognostica em GISTs.

1.5 Angiogénese

A angiogénese € o processo pelo qual uma estrutura estimula a producéo de
Nnovos vasos sanguineos através de processos controlados e dependentes de
fatores estimuladores e inibidores. Possui quatro estagios: aumento da
permeabilidade capilar, produgdo de enzimas que degradam a matriz extracelular e
promovem a migracdo de células endoteliais, diferenciacdo de novos vasos e
estabilizacdo e maturagcdo de vasos por moléculas que recrutam células
mesenquimais (BUSSOLINO et al., 1997).

A indugdo da angiogénese €& mediada por multiplas moléculas que sao
liberadas tanto pelas células tumorais quanto por células normais; incluindo as
células endoteliais, epiteliais, mesoteliais e leucoécitos. Entre as familias de
moléculas responsaveis pela angiogénese esta a familia do fator de crescimento
fibroblastico (TGF), fator de crescimento endotelial derivado de plaquetas (PDGF),
fator de crescimento transformador-a (TGF-a), fator de crescimento transformador
beta (TGF-B), fator de necrose tumoral-a. (TNF-a) (FOLKMAN 1995; FOX 1996) e
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (STEPHAN et al., 1996).

A angiogénese tem um papel importante na sobrevivéncia das células
neoplasicas, no local do crescimento tumoral e no desenvolvimento de metastases a
distancia (FOLKMAN, 1995).

O VEGF é um mitégeno, potente fator angiogénico, que regula a proliferagéo
endotelial celular e a permeabilidade vascular (STEPHAN et al., 1996). O ligante
VEGF possui trés tipos de receptores tirosina-quinase: VEGFR1/FLT1,
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VEGFR2/KDR e VEGFR3/FLT4, dos quais o VEGFR2 tem papel importante na
angiogénese induzida pelo VEGF (ELLIS; HICKLIN, 2008).

Geralmente a necrose € ocasionada por suprimento insuficiente de sangue, o
qual é necessario para o crescimento celular. No entanto, em células tumorais a
necrose atua como um precursor para eventos moleculares angiogénicos
(KLEIHUES; COVENEE, 2000). A hipoxia € um modulador fisiolégico importante
para o VEGF, ativando niveis transcripcionais e poés-transcripcionais, tanto na
angiogénese normal quanto na angiogénese tumoral (MACHEIN; PLATE, 2000). A
expressdo do VEGF é um preditor Util do comportamento agressivo biolégico dos
GISTs, tendo a angiogénese associada ao VEGF um papel importante, pelo menos
em parte, no prognéstico dos GISTs (IAMAMURA, et al., 2007). Em adicdo a
regulacdo do VEGF, a expressdo de receptores de VEGF também estara
aumentada. Os receptores do fator de crescimento endotelial vascular (VEGFRSs)
séo receptores do tipo tirosina-quinase ativados através da dimerizagéo induzida por

seus ligantes.

1.6 Sobrevida e Tratamento

A sobrevida dos pacientes com GIST vém aumentando nos ultimos anos a
partir do conhecimento da epidemiologia e biologia molecular destes tumores e
estratificacéo de risco bem como a resisténcia as drogas. No entanto, o tratamento
cirurgico de doenca primaria localizada € a primeira opg¢do para esta neoplasia,
sendo que 50% destes terdo recidiva do tumor depois da resseccdo de GIST
primario (NCCN, 2008). A biépsia ndo é mandatéria antes da cirurgia, exceto para
casos em que se considera a possibilidade de tratamento neoadjuvante. A meta da
cirurgia € a remocao do tumor com margens livres e a linfadenectomia geralmente
ndo € necessaria, pois os GISTs raramente metastatizam para linfonodo (<5%)
(DEMATTEO et al., 2000; APARICIO et al., 2004).

De acordo com o artigo de revisdo de Corless e cols. (2011) durante a ultima
década os GISTs tém servido como um importante modelo no campo de terapias
alvo moleculares para tumores sélidos. A introducéo de terapias inibidoras tirosina-
quinase conduziu & uma rapida evolugdo no entendimento da biologia molecular
destes tumores. Um estudo publicado por Bishop e cols. (1985) mostrou que a

inativacdo de tirosinas-quinases especificas era suficiente para reverter o processo
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de transformacdo celular. Atualmente, as tirosinas-quinases tém sido alvos
terapéuticos promissores a partir de uma série de estratégias utilizadas para
interromper as vias oncogénicas que estédo ativadas (SNYDER et al., 2006).

A ativacado descontrolada de vias dependentes de tirosina-quinases em GIST,
por conta das mutagdes em kit e PDGF, logo se mostrou um modelo ideal para o
estudo de pequenas moléculas com atividade clinica inegavel em outros tumores
humanos que também dependiam destas vias, como a leucemia mieldide crbnica e
certos tipos de leucemia linféide aguda. E, de fato, algumas destas moléculas
conhecidas coletivamente como inibidores de tirosina-quinase, logo se mostraram
um potencial extraordinario ao induzirem respostas objetivas e prolongadas em
muitos pacientes com GIST.

Os GISTs possuem mutacdo no Kit localizado no cromossomo 4. Este gene
codifica uma proteina transmembrana que serve como receptor do fator de
crescimento do stem cell factor (SCF). A proteina transmembrana tem um dominio
intracelular contendo a enzima tirosina-quinase, a qual, uma vez ativada, propaga
uma cascata de atividades celulares conduzindo a divisdes celulares (DESHAIES et
al., 2010). A mutagéo do Kit causa uma descontrolada ativagdo na tirosina-quinase
independentemente do fator SCF. A ativacdo da tirosina- quinase envolve ligantes
de uma molécula de trifosfato de adenosina para ativar o sitio da tirosina-quinase. A
terapia alvo com Glivec® (ou STI-571), especifico inibidor de proteinas produzidas
pelos genes mutados de KIT e PDGFR, atua ocupando o sitio de ligagédo prevenindo
a fosforilagdo e ativacdo da enzima (RUBIN et al., 2000). Aproximadamente 80%
destes pacientes se beneficiaram da terapia (VANDER et al., 2005). Os GISTs foram
os primeiros tumores so6lidos em que os inibidores tirosina-quinase foram altamente
efetivos proporcionando o desenvolvimento e teste destes inibidores em outros tipos
de cancer humano (JOENSUU; DEMATTEO, 2011).

A terapia adjuvante com o inibidor tirosina-quinsase (Glivec®) prolonga a
sobrevida livre de doenca (SLD) podendo melhorar a sobrevida global (SG)
(JOENSUU; DE MATTEO, 2011). O estudo clinico fase Il randomizado
NCTO00116935, apresentou um significativo beneficio com a utilizacdo do Glivec®
por um periodo de 12 meses em pacientes que se submeteram a ressecc¢ao

cirargica. Porém, no Brasil, embora a utilizagcdo do Imatinib na adjuvancia conste em
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bula, esta medicagédo ndo é liberada pelo servigo publico ficando este uso a critério
médico e mediante liminar judicial.

Desde a aprovagao do Imatinib pelo Food and Drug Administration (FDA) em
2002, esta terapia alvo tem se mantido como primeira linha sistémica para
tratamento de GISTs. Nos ultimos 10 anos, os resultados demonstram um sucesso
temporario com média de sobrevida livre de progressao (SLP) menor de dois anos
conforme ensaios clinicos fase Ill (BLANKE et al., 2008; VERWELJ et al., 2004). A
progresséo é primeiramente atribuida ao desenvolvimento de mutagbes secundarias
que conferem resisténcia ao Imatinib (MALEDDU et al., 2009). Nos casos de falha a
terapia com Glivec® por resisténcia ou intolerancia, o Sunitinib (Sutent®) torna-se
uma alternativa de tratamento por ser também um inibidor tirosina-quinase atingindo
receptores como o VEGFR, PDGFRA e 3. Desta forma, o Sutent® atua bloqueando
a angiogénese via inibicdo da expressdo de VEGF. A aprovagdo desta droga pelo
FDA ocorreu em 2006 tendo indicagao nao somente para GIST com falha a terapia
com Glivec®, mas, também para outras neoplasias como tumor renal avangado e

tumor neuroenddcrino pancreatico.
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2 HIPOTESE

Expressao aberrante de Akt ou perda de funcdo de PTEN tém sido apontadas
como um dos principais fendmenos de resisténcia de terapias-alvo em canceres
humanos. Da mesma forma, tumores que se apresentam com defeitos nestas
proteinas costumam ter prognéstico mais sombrio e serem mais avancados ao
diagnéstico, além de menos sensiveis a tratamentos quimioterapicos. A hipétese
deste trabalho é que a perda da integridade da via AKT, mediada pela expresséo
desta proteina, do seu inibidor PTEN ou de um dos seus produtos de ativacgao,
VEGFR, deve afetar a taxa de proliferagdo de células de GIST assim como a
resisténcia destas células a drogas inibidoras de tirosina-quinase. A escolha deste
tumor como modelo de estudo de resisténcia molecular a drogas deve-se a
dependéncia extrema e homogénea do mesmo a ativagéo por tirosina-quinases e da
escassez de estudos sobre fatores de prognéstico e de resisténcia a terapias alvo
neste tipo de tumor.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Principal

Determinar a expressdo das proteinas AKT, PTEN e VEGFR por

imunoistoquimica em espécimes de GIST.

3.2 Objetivos Secundarios

Determinar o perfil epidemioloégico da populagédo em estudo.

Correlacionar a expressédo de AKT, PTEN e VEGFR em GIST com a sobrevida
global (SG) e sobrevida livre de progressao (SLP) para pacientes que receberam

tratamento com Imatinib por, pelo menos 3 meses.

Avaliar a associagdo entre a expressao inicial de AKT, PTEN e VEGFR ao

diagnostico em amostras de GIST e a sobrevida livre de doencga (SLD) e SG.
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4 MATERIAL E METODO

Trata-se de um estudo retrospectivo e transversal realizado no Servigco de
Oncologia do Hospital S&do Lucas da PUCRS (HSL-PUCRS). A amostra foi
constituida, por conveniéncia, de pacientes com diagndstico de GIST (confirmados e
revisados pelo Servico de Patologia desta Instituicdo) que utilizaram o Glivec® por
pelo menos trés meses como tratamento adjuvante ou paliativo, pacientes que foram
submetidos ao tratamento cirdrgico com intuito curativo e aqueles que realizaram
somente bidpsia. Além destes critérios de inclusdo também foram considerados a
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), bem como,
amostra de tecido tumoral viavel para andlise laboratorial. O critério de utilizagdo do
Glivec® por no minimo 3 meses, foi adotado para criar uma possibilidade de
avaliacao da atuagédo desta droga. Além disto, os pacientes que participaram de
estudos clinicos com utilizagdo de novas drogas ou com drogas usuais, porém com
doses aumentadas também foram excluidos desta amostra. A obtencdo dos dados
demograficos e clinicos foi feita através da coleta direta do documento fonte dos
pacientes (prontuario do paciente). Para auxiliar na coleta de dados foi utilizada uma
ficha clinica contendo as variaveis de interesse (anexo 1) a qual foi desenhada
exclusivamente para este estudo com o auxilio do Software TELEFORM verséo
10.2. Apds o preenchimento das fichas, as mesmas foram digitalizadas no programa
TELEFORM 10.2 e os dados transcritos para uma planilha Excell facilitando o

processamento dos dados e posterior tratamento estatistico.

4.1 Consideragoes Eticas

O presente estudo baseou-se na Resolugcdo 196/96 do Conselho Nacional de
Saude do Ministério da Saude, como instrumento norteador dos aspectos éticos.
Desta forma, todos os casos apresentaram um TCLE institucional (anexo 2)
autorizando a natureza do estudo. O estudo foi iniciado somente apds aprovagéo no
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Sdo Lucas da PUC-RS, 09/01/2009

conforme oficio n° 024/09 (anexo 3).

4.2 Imunoistoquimica

A imunoistoquimica (IH) € um método de analise aplicada em tecidos a qual
permite identificar, com auxilio de anticorpos especificos, caracteristicas protéicas

mais variadas. O procedimento de |H foi realizado em laminas TMA (tissue macro
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array), conhecida como técnica de arranjo em matriz de amostras teciduais. Esta
técnica permite a elaboragdo de um bloco de parafina contendo amostras tumorais
obtidas de varios blocos de parafina originais, desta forma, simplifica o trabalho e

diminui o custo da determinac¢ao da expresséo do marcador.

Os anticorpos primarios foram diluidos em anti-Akt (clone Ser473 , Cell
Signaling Technology), anti-VEGFR2 (clone MMO0003-7G63 Cell Signaling
Technology) e anti-PTEN (clone D4.3, Cell Signaling Technology) usando como
diluente a solugcdo salina tamponada com fosfato tampédo (PBS). Os dados
referentes aos clones e controles, bem como as diluicdes estdo descritos na tabela

abaixo.

Tabela 2 - Anticorpos e respectivos clones, diluigdes e controles positivos usados no
procedimento de imunoistoquimica.

Anticorpo Clone Diluigao Controle +
Akt Ser473 1:200 TUMOR RENAL

VEGFR2 7G63 1:200 PLACENTA

PTEN D4.3 1:100 PLACENTA

As reacgdes foram realizadas seguindo-se os seguintes passos:

a) Foram realizados cortes histolégicos com 3um de espessura em micrétomo
rotativo Leica RT2150;

b) Desparafinizagéo: utilizacdo de estufa histologica (DelLeo) por 20minutos a
temperatura de 69°C, 2 incubagbes em xilol por 5 minutos cada e 5
incubagdes com alcool etilico 99°C por 2 minutos cada, apés, lavagem

corrente até remogédo completa do alcool;

c) Recuperagédo antigénica: mediante incubacdo das laminas em solugéo de
acido citrico 10mM pH 6.0 (Merck, EUA) em panela a vapor; ap6s a fervura
da agua da panela as laminas foram colocadas em uma cuba em solugéo de
recuperacéo por 40 minutos. Esfriamento a temperatura ambiente. Lavagens

com agua destilada;



d)

e)

f)

o))

h)
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Bloqueio da peroxidase endogena com perdxido de hidrogénio a 5% diluida
em alcool metilico, em dois banhos de 15 minutos cada. Lavagens em agua

destilada. Apés, lavagem com solu¢cao PBS 10mM pH 7,4 por 5 minutos;

O bloqueio de ligagdes inespecificas foi realizado com leite em pd desnatado
10% em tampéo PBS;

Incubacao das laminas com o anticorpo primario (especifico para o antigeno),
diluido em solugédo de albumina bovina (BSA) (Sigma, EUA) a 1% e azida
sédica NaN3 (Inlab, Sdo Paulo) 0,1% em PBS, em incubadora BOD:
30minutos a 37°C e, em seguida, 18horas (over night) a 5°C. Lavagens em

tampéo PBS com 3 trocas de 5 minutos cada;

Para deteccédo da reacao antigeno-anticorpo foram utilizados anticorpo

secundario biotinilado e complexo avidina-HRP;

A marcacéo foi realizada utilizando como cromogeno a diaminabenzina (DAB,
DAKO) e a contra-coloragdo com Hematoxilina de Harris por 1minuto
desidratadas em uma série de lavagens com alcool etilico a 99°, clarificadas

em xilol e montadas com balsamo do Canada e laminula.

Os controles, ilustrados abaixo, utilizados nas reacbdes imunoistoquimicas

compreenderam um controle sabidamente positivo (placenta) para os anticorpos em

estudo e um controle negativo com incubagédo em PBS e eliminagdo do anticorpo

primario, seguindo-se dos demais procedimentos imunoistoquimicos.
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Figura 5 — Placenta: controle negativo, 200X Figura 6 — Rim: controle negativo, 100X
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Figura 7 — PTEN: controle positivo (placenta), 100X  Figura 8 - VEGFR2: controle positivo (placenta), 100X

Figura 9 — Akt: controle positivo (tumor em rim), 100X

4.3 Analise por Microscopia Optica

Todas as laminas de TMA coradas com os anticorpos VEGFR, Akt e PTEN
foram analisadas pela patologista Dra. Renata Coudry do Instituto de Cancer do

Estado de Sao Paulo (ICESP) em microscépio com magnificacdo de 400X.

4.4 Avaliagao da Imunorreatividade das Células Tumorais

A avaliagdo da imunorreatividade das células tumorais foi realizada para os
anticorpos VEGFR, Akt e PTEN seguindo um padrdo de classificagdo semi-
quantitativo. A imunorreatividade citoplasmatica por IH foi determinada como sendo
ausente (0), fraca (1), moderada (2) ou forte (3). Por se tratar de amostras por TMA

nao foi avaliado a extenséo e, sim, somente a intensidade da imunorreatividade.
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4.5 Método Estatistico

A anadlise dos dados teve como abordagem inicial a estatistica descritiva com a
distribuicdo de frequéncias simples e relativa, bem como, média, desvio padrdo e
amplitude para a idade, onde o estudo da distribuicdo ocorreu pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov.

Para a comparacéo das variaveis categéricas entre os dois grupos envolveu o
teste Exato de Fisher e, nas comparagdes ente variaveis continuas foram utilizados
os teste t-Student, Mann Whitney, Kruskall Wallys e coeficiente de correlacdo de
Spearman. Para a analise de sobrevida, foi utilizado o método de Kaplan-Meier e a
comparagao entre as curvas de sobrevida acumulada pelo teste log-rank.

Os dados receberam tratamento estatistico através do software SPSS 17.0
(Statistical Package to Social Sciences for Windows - SPSS Inc., Chicago, IL, USA,

2008) onde, para critérios de deciséo foi adotado o nivel de significancia (o) de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagdao da amostra

Dos 78 casos de GIST atendidos no HSL-PUCRS no periodo de 1999 a 2011,
somente 48 preencheram os critérios de inclusdo. Destes, 91,7% (44) foram
espécimes provenientes de resseccgao cirurgica e 8,3% (4) de bidpsia. A média de
idade ao diagndstico foi de 59,4 anos, com minima de 29 anos e maxima de 84 anos
de idade. Sessenta e nove por cento dos pacientes eram do sexo feminino e 31%
(15) do sexo masculino.

Por se tratar de um estudo transversal, os dados clinicos foram atualizados em
abril de 2012 e as referidas amostras foram oriundas de material emblocado em
parafina no periodo descrito acima (1999 a 2011) e antes do inicio de qualquer
terapia sistémica.

O diagnostico de GIST foi confirmado por IH como parte dos critérios de
inclusdo. Sendo que 10,4% (5) das amostras obtiveram diagnéstico inicial pelo
anatomo-patoldgico de leiomiossarcoma e 6,2% (3) diagnostico inicial de sarcoma
indiferenciado. A localizacdo mais frequente foi no estbmago acometendo 37,5%
(18) dos pacientes, 29,1% (14) intestino delgado, 12,5% (6) intestino grosso, 12,5 (6)
extra trato gastrointestinal, 4,2% (2) reto e 4,2% (2) eséfago, conforme demonstra a
tabela 3.

No que se referem aos sinais e sintomas observados ao diagnéstico a dor
abdominal, alteracdes intestinais e perda de peso foram as queixas mais frequentes
dos 48 pacientes, 39,5% (19) e 23% (11) e 23% (11) respectivamente.

O tamanho médio dos tumores foi de 7,5cm, variando de 0,3 a 28 cm. Dos 48
tumores, 12,5% (6) foram < 2cm, 29,1% (14) apresentaram tamanho > 2 e < 5¢cm,
23% (11) tamanho > 5 e < 10cm e 35,4% (17) apresentaram tamanho superior a
10cm.
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Casos Género Idade Sinais e Sintomas ao diagndstico Diagnost Localiz Tamanho Margens Porf Inv Macro
1 F 72  DOR ABDOMINAL GIST DELG 4.5 Livres Indeterm  Cistica
2 F 72 CONSTIPACAO ASTENIA PERDA PESO  GIST EST 10.7 Livres Serosa Nodular
3 F 69  DOR EPIGASTRICA E PERDA PESO GIST EST 4.6 Livres musc sub  Nodular
4 F 72  DOR ABDOMINAL GIST EST 11 Livres s/invsao Nodular
5 M 73 CONSTIPACAO GIST L.GROS 9 Livres Serosa Nodular
6 M 84  DOR EPIGASTRICA E PERDA PESO GIST EST 10,9 Comp Serosa ulcerada
7 M 69  ACHADO OCASIONAL GIST DELG 9.5 Livres Serosa Nodular
8 F 56  ANEMIA GIST RETROP 16 Comp Serosa ulcerada
9 M 65 SEM IFORMACOES GIST EST 3 Livres s/invsao Nodular
10 F 61 DOR ABDOMINAL, NAUSEA/VOMITOS ~ GIST 1. GROS 7 Livres Muscular  polipoide
11 F 69 DOR ABDOMINAL E PERDA PESO GIST DELG 9,5 Livres Serosa Nodular
12 F 56  SEM IFORMACOES GIST EST 2.5 Livres s/invsao Nodular
13 F 29  HEMATEMESE, PERDA DE PESO GIST EST 5 Comp Serosa ulcerada
14 F 67 DOR ABDOMINAL PERDA DE PESO LEIOMIO EST 4.1 Livres Serosa Nodular
15 M 64  DOR ABDOMINAL GIST DELG 23.7 Livres Figado Nodular
16 F 51  SEM IFORMACOES GIST ESOF 4,2 Livres Serosa Nodular
17 F 52 DOR ABDOMINAL DIARREIA GIST DELG 7.2 Livres Serosa NA
18 F 77  DOR ABDOMINAL GIST EST 10,8 Livres ulcerada  NA
19 M 83  SEM IFORMAGOES GIST RETROP 14 Livres s/invsdo Lobular
20 F 52 SEM IFORMACOES GIST DELG 1,3 Livres Serosa Nodular
21 F 75 CONSTIPACAO E DOR ABDOMINAL GIST EST 5,0 Livres Mucosa Nodular
22 F 67 CONSTIPACAO GIST L.GROS 13,4 Comp muscular ~ Nodular
23 F 34 NAUSEAS E VOMITOS LEIOMIO  DELG 13.5  Livres  Figado NA
24 M 59  DOR LOMBAR LEIOMIO RETROP 16 Livres muscular  bosselada
25 M 71 DOR ABDOMINAL GIST EST 1 Livres s/invsao Nodular
26 M 48 DOR ABDOMINAL SARCOMA DELG 7,0 Livres Adiposo tlcerada
27 M 63  ACHADO OCASIONAL GIST EST 11,3 Livres s/invsao bosselada
28 F 68  DIARREIA E PERDA PESO GIST EST L1 Livres s/invsio NA
29 M 56 ACHADO OCASIONAL GIST EST 4,0 Livres s/invsio Nodular
30 F 44 DIARREIA E PERDA PESO GIST LGROS 3.5 Livres s/invsio bossclada
31 M 47 TNAPET]::NCIA, DOR ABDOMINAL LEIOMIO RETROP 28,0 Livres NA Nodular
32 M 46  ACHADO OCASIONAL - TU SINCRON GIST RETO 0,3 NA NA NA
33 M 48 DOR ABDOMINAL GIST DELG 13 Livres Mucosa Nodular
34 F 62 ACAHDO OCASIONAL — TU SINCRON GIST DELG 4,5 NA NA NA
35 F 58 DOR ABDOMINAL GIST PERIT 6,6 Livres s/invsao Mixoide
ACHADO OCASIONAL POR EDA - TU
36 F 63 SINCRONICO GIST EST 0,6 NA NA NA
37 46 CONSTIPAGAO ] LEIOMIO  RETO 12 Comp muscular ~ Nodular
DOR ABDOMINAL E DIARREIA TU
38 F 61 SINCRONICO GIST DELG 18,5 Comp Mucosa Nodular
39 F 33 DOR ABDOMMINAL E PERDA PESO SARCOMA 1.GROS 5,0 Livres Submuc polipdide
40 F 65 ACHADO OCASIONAL POR EDA GIST EST 52 Livres Submuc Ovoide
41 F 64  PIROSE GIST ESOF 8,3 Livres s/invsdo Nodular
42 F 45 ANEMIA E ASTENIA GIST EST 5,6 Livres muscular  Nodular
43 F 55 DISTENSAO ABDOMNINAL GIST PERIT 9.5 Comp NA Nodular
44 F 57 PERDA DE PESO GIST DELG 0,3 NA NA NA
45 F 79  DOR ABDOMINAL PERDA PESO GIST DELG 17,5 Livres s/invsdo Nodular
46 F 56 DOR ABDOMINAL CONSTIPACAO SARCOMA LGROS 32 Comp Mucosa Nodular
47 F 79  MELENA, HEMATEMESE GIST DELG 7,6 Livres Mucosa Nodular
48 M 32 DOR E DISTENSAO ABDOMINAL GIST EST 3.1 Livres Mucosa Nodular

LEGENDA: F: feminino; M: masculino, NA — ndo avaliado; Comp: comprometida; DELG: intestino delgado; EST: estdmago;

1.Grosso: intestino grosso; submuc: submucosa; s/invasdo: sem invasdo, TU SINCRON: tumor sincrénico.
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Dos 48 pacientes, 14,6% (7) o diagnostico de GIST foi feito de forma
acidental, sendo que destes, trés casos foram de tumores sincroénicos. A tabela 4
descreve 12 casos, vinte e cinco por cento da amostra, que apresentaram histéria
clinica de outra neoplasia, incluindo tumores sincrénicos. Dos pacientes vivos até o
momento, somente 16,7% (2) encontram-se vivos e sem doenga sendo que 42% (5)

evoluiram para 6bito, com uma mediana de sobrevida global de 46,9 meses.

Tabela 4 - Descrigdo dos casos com histéria clinica de outra neoplasia e tumores

sincronicos.

Caso  Sexo Idade Hist Fam Historia clinica Localiz Status SG
3 F 69 NEG  CARCINOMA EPIDERMOIDE DE ESOFAGO EST OBITO 27
11 F 69 POS ADENOCARCINOMA DE COLON DELG VIVO S/ DOENCA 92
23 F 34 NA CANCER DE MAMA BILATERAL DELG OBITO 24
32 M 46 NEG  NEO CERVICAL E BRONQUICO SINCRONICO RETO VIVO C/ DOENCA 14
34 F 62 NA CARCINOMA EPIDERM PULMAO SINCRONICO DELG VIVO C/ DOENCA 17
36 F 63 POS COLANGIOCARCINOMA SINCRONICO EST OBITO 22
37 F 46 NA CA DE OVARIO RETO OBITO 8
39 F 33 POS SINDROME DE GARDNER GROSSO  VIVO C/DOENCA 86
41 F 64 POS ADENOCARCINOMA DE RETO ESOF VIVO S/ DOENCA 37
43 F 55 NEG  NEOPLASIA UTERINA PERIT OBITO 98
47 F 79 NEG  CANCER MAMA E DE COLON DELG VIVO C/DOENCA 106
48 M 32 POS TUMOR POLIPOIDE EST VIVO C/ DOENCA 32

LEGENDA: NEG: negativo, POS: positivo, NA: ndo avaliado, EST: estdbmago, DEL: intestino delgado,
PERIT: periténio, ESOF: eséfago

A determinacéo do estadiamento foi realizada conforme proposto pela AJCC.
E importante ressaltar que utilizamos a classificacdo pTNM (patoldgico). Os estadios
IA e IB foram determinados para 33% (16) dos pacientes, 17% (8) estadio Il, 8% (4)
estadio IllIA e llIB, e 42% (20) com estadio IV. O tempo mediano de recidiva para os
pacientes com doenca localizada foi de 25 meses, variando de 2 a 160 meses, ou

seja, excluem-se aqui os casos de estadio IV.

No que se refere a sobrevida global, ao final de aproximadamente 160 meses
de seguimento, 35,4% (n=17) dos investigados vieram a oObito, com uma
probabilidade de sobrevida de 64,6% e estimativa de tempo mediano de 91,6
(IQR25-75% 34,5 a 148,7) meses.
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Quarenta e quatro amostras foram oriundas de procedimento cirurgico e 8,3%
(4) oriundas de biopsia. Conforme descricdo anatomo-patolégico, das 44 cirurgias
realizadas, o comprometimento da margem foi verificado em 18% (8) sendo que
82% (36) apresentaram margens livres. Em 20,4% (9) das abordagens cirurgicas foi
realizada resseccao linfonodal e, destes, dois pacientes apresentaram
comprometimento. Sendo um caso com presenca de metastases em 6 de 9
linfonodos ressecados e o segundo, o laudo anatomo-patolégico apenas descrevia
presenca de neoplasia em linfonodos sem a identificacdo de quantos foram
ressecados.

Os pacientes foram avaliados tanto por exame fisico quanto por exames de
imagem, aproximadamente 79%(38) dos pacientes realizaram tomografia
computadorizada pré e pos-operatéria e mantiveram o mesmo tipo de exame nas
avaliacbes subsequentes de acompanhamento da doenca. Por se tratar de um
estudo de coorte transversal ndo houve padronizacao do tempo transcorrido entre a
avaliacao poés-cirurgica e as demais avaliagdes de acompanhamento. Desta forma, o
periodo entre cada avaliagdo variou de paciente para paciente.

No que tange ao tratamento, dos 48 pacientes, somente um n&o recebeu
tratamento, pois apresentava tumor sincrénico (cancer de pulmao) o qual ja estava
recebendo outro esquema quimioterapico. Quanto aos demais 47 pacientes, 52,1%
(25) realizaram somente cirurgia com intuito curativo; 27,1% (13) cirurgia + Glivec®;
8,3% (4) cirurgia + Glivec® + quimioterapia; 8,3% (4) cirurgia + quimioterapia; 2,1%
(1) cirurgia + radioterapia + Glivec®.

Dos 17 pacientes que utilizaram o Glivec®, 31,2% (15), o fizeram no cenario
metastatico, enquanto que os demais 4,2 (2) utilizaram a referida medicacdo na
adjuvancia. Um destes pacientes recebeu Imatinib na adjuvancia por apresentar
tumor hepatico sincrénico e o outro por apresentar co-morbidade cardiovascular e

por ter GIST de tamanho tumoral classificado como T4.
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Casos Akt VEGFR Mitoses AEI/AE3 a-SMA CDI17 CD34 Desmin  Ki67 NSE PS100 Viment PDGFR
1 FRA  FRA NA NA NA POS POS NA 5 NA NA POS POS
2 FRA  FRA NA NEG  NEG NEG NEG NEG NA  POS NA POS NA
3 MOD MOD  baixo NA POS POS POS  POS POS  POS POS  POS NA
4 MOD FRA 2 NEG  POS POS  NA POS 1% NA POS  POS NA
5 MOD FRA alto NEG  POS POS NEG NEG 5%  NA NEG  POS NEG
6 FOR  FRA 40 POS NEG POS  NA NEG 15% NA POS POS POS
7 FOR  FRA NA POS NEG POS  NA NA 2%  NA NA POS POS
§ MOD  FOR NA NEG  NEG POS NEG NEG 4%  POS NA POS NEG
9 FOR  FRA 2 NA NEG POS NA NEG 2%  NA NEG  POS NA
10 MOD MOD NA NA NA POS POS NA NA NA NEG  POS NA
11 FRA  NUL 5 NEG  POS POS NEG NEG 5%  POS NEG  NEG NA
12 FOR  NUL NA NEG  NEG POS NEG NEG 3%  NA NEG  POS NA
13 MOD NUL NA NA POS POS POS  NEG 2%  NA NA NA NA
14 FOR NUL  baixo NA NA POS  POS  NEG 1% NA NA POS NA
15 FRA  NUL NA NEG  NEG POS POS  NEG 5%  NEG POS POS NA
16 FRA  FOR 1 NA POS NA POS  POS 1% NA NA NA POS
17 MOD  FRA NA NEG  POS POS POS  NEG 3%  POS POS  POS NA
18 MOD  NUL NA NA POS POS POS  NEG 5%  NA NEG NA NA
19 MOD FRA 5 NEG  NEG NEG POS  NEG 20% NEG NEG  POS POS
20 MOD  FRA 1 NA NEG POS NEG NA 1%  NEG NA POS NA
21 MOD  NUL 1 NA NA POS  POS  NEG 3%  NA NEG  POS NA
22 FRA  FRA NA NEG  NEG POS  POS  NEG 2%  POS NEG NA NA
23  MOD MOD NA NA NA POS NEG NA NA NA NEG  POS NA
24 FRA  FRA 15 NA NA POS POS NA 5%  NA NA NA NA
25 FOR  NUL 6 NA NEG POS POS  NEG 10% NEG NEG  POS NEG
26 MOD  NUL NA NA POS POS POS  NEG 1%  NEG POS  POS NA
27 FOR  MOD 1 NEG  NEG POS POS  NA 1% NA NEG  POS POS
28 MOD  MOD 5 NA NA POS POS NA 2% NA POS  POS POS
29 MOD  FRA 6 NA NEG POS NEG NEG 8%  NA NEG  NEG NA
30 FRA  FOR <5 NEG  NEG NEG NEG NEG 1% NA NEG NA POS
31  FRA  MOD NA NEG  POS POS POS  NEG 5%  POS POS  NA NA
32 FRA  MOD >10 NEG  NEG POS NA NEG 10% NA NEG  POS POS
33  MOD MOD 5 NA POS POS NA NA 30% NA NEG  POS POS
34  MOD  FRA 1 NA NA POS POS  NA 3%  NA NA NA POS
35 MOD  MOD 2 NEG  NEG POS NA NEG 5%  NA NEG NA POS
36 FOR  MOD <1 NA NA POS  NA NEG NA NA NA NA POS
37 FOR  FOR NA NA NA POS  NA POS NA NA NEG NA NA
33 MOD  FRA >10 NEG  POS NEG NEG  POS 50% NA NEG  POS POS
39  FOR  FRA NA NEG  POS NEG NEG NEG 4%  NA POS POS POS
4 MOD  FRA 5 NEG  POS NEG POS  POS 1% NA NEG  POS POS
41 FRA  MOD NA NA NA POS NA NA NA NA NA NA NA
42 FOR  NUL >5 NA NA NA NEG  NEG 3%  POS NEG  POS NA
43  MOD  FRA NA POS NA POS NEG POS 2%  POS POS  NA NA
44  FOR  FRA NA NA NA POS  NA NEG NA NA NEG  POS NA
45 FRAC MOD 10 NA NEG POS  POS POS 10% NA NA NA POS
46 FRAC  FRA NA NEG  NEG POS  NA NEG NA NA NEG  POS NA
47  MOD NUL NA NEG  NEG POS POS  NEG 1%  POS NEG NA NA
48 MOD  FRA 1 NEG  NEG POS POS  NEG 2% NA NEG  POS NA

LEGENDA: NA: ndo avaliado, POS: positivo, NEG: negativo, MOD: moderado, FOR: forte, FRA:

fraca, NUL

T nula



41

A tabela 5 apresentada acima descreve o painel imunoistoquimico do
diagnéstico de GIST além de incluir as andlises de VEGFR e Akt, sendo estas
apresentadas conforme resultados da imunorreatividade do marcador (nula, fraca,
moderada e forte). Das amostras estudadas, somente dois espécimes nao foram
testados para CD117. A combinacao de positividade para CD117 e CD34 ocorreu
em 37,5% (18) das espécimes, sendo PDGFR positivo em 35,4% (17). A expressao
de PS100 e Vimentina foi observada em 21% (10) e 64,6% (31) respectivamente. No
entanto, a actina de muasculo liso foi expressa em somente 29,2% (14) das

especimes.

5.2 Analise Imunoistoquimica de VEGFR, Akt e PTEN

A avaliagdo IH do PTEN n&o apresentou nenhuma imunorreatividade nas
amostras testadas. Desta forma, devido a imunoexpresséo ter sido negativa em

todas as amostras, os dados ndo foram incluidos nesta analise.

Avaliando inicialmente a associagdo entre Akt e VEGFR, o teste Exato de
Fisher ndo apontou associacdo estatistica significativa (y%ac=6,913; p=0,743),
indicando que os dois marcadores apresentaram sim uma relagdo de independéncia.
Buscou-se, também, verificar o quanto as diferengcas se mostraram expressivas
entre as duas variaveis (discrepéancias) e, de acordo com o teste de McNemar, as
diferencas observadas entre as classificagbes dos dois marcadores mostraram-se
significativas (McNemar: 16,43; p=0,013). Dos 48 casos investigados o VEGFR
classificou 50,0% (n=24) como fraco e 16,7% (n=8) como ausente, enquanto que,
pela imunoexpressao do Akt estas proporgdes foram de 2,1% (n=1) e 22,9% (n=11).
Desta forma, ha evidéncias de que o Akt foi significativamente mais imunorreativo

que o VEGFR na populagéo estudada.

5.3 Analise de sobrevida global e VEGFR/Akt

Na comparacdo da SG entre as imunorrea¢des do marcador Akt, o Teste de
Kruskal Wallys ndo detectou diferenga estatistica significativa (p>0,05), indicando
que, as diferengas observadas entre as médias (medianas) se devem ao acaso. No

entanto quando a comparagdo da SG ocorreu em funcdo da classificagdo do
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VEGFR, a diferenca significativa se configurou (p<0,01), indicando que, a SG do
grupo com VEGFR ausente (90,0+39,6) mostrou-se significativamente mais elevada
que as médias das demais intensidades, sendo que, entre as intensidades: fraco,

moderado e intenso as médias de SG nao diferiram entre si.

5.4 Analise da SG e imunoexpressao de VEGFR e Akt estratificada por

estadios

Avaliando a relagéo entre a SG e as classificagcbes Akt e VEGFR estratificadas pelos
estadios, observamos que existe relagdo estatistica significativa (p<0,05) nos casos
de doencga primaria (descritas na tabela como “estadios outros”) para aqueles
pacientes que nao apresentam imunoexpressédo de VEGFR. Ou seja, a auséncia de
VEGFR esta relacionada a um aumento na SG em pacientes com doenga primaria.

O mesmo nao foi verificado na analise do marcador Akt.

Tabela 6 — Analise da SG conforme a imunoexpressao de Akt e VEGFR, segundo os

estadios
. L SG
Estadios Variaveis — - — - p(value)»
Média Desvio padrao Mediana
Akt
Forte 38,9 451 26,3
Outros Fraco 59,6 45,1 59,5 0,791
Moderado 55,4 43,0 55,4
Negativo 36,8 --- ---
Akt
Forte 15,7 15,6 13,7
vV Fraco 36,5 28,7 36,0 0,590
Moderado 38,1 40,0 24 1
VEGFR
Forte 25,3c 3,2 25,4
Outros Fraco 42.9b 43,9 34,8 0,046
Moderado 32,6b 19,1 26,8
Negativo 89,72 43,4 87,4
VEGFR
Forte 21,7 12,3 241
v Fraco 37,3 34,2 341 0,173
Moderado 14,4 14,0 13,7
Negativo 91,6 --- ---

«: teste de Kruskal wallys — Post Hoc — Teste de Dunn, onde médias seguidas de letras iguais ndo
diferem significativamente a 5%;
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5.5 Analise da SLP e imunoexpressao de VEGFR e Akt

Levando em consideragéo o grupo com estadio IV, a SLP foi comparada entre
as classificagcbes do marcador Akt, o Teste de Kruskal Wallys detectou diferenca
estatistica significativa (p<0,05), indicando que, a SLP média para o Akt forte
(16,6+15,5) mostrou-se significativamente menor que as médias observadas nas
classificagdes fraco (37,0+29,0; p<0,05) e moderado (38,3140,1; p<0,05). Quando a
comparagdo da SLP ocorreu entre as imunoexpressoes de VEGFR as diferencas
observadas ndo se configuraram em fungdo do reduzido tamanho de amostra em
cada classificagdo. No entanto, considerando as SLP médias observamos uma
tendéncia de comportamento semelhante, de forma que, quanto maior o grau do

marcador, menor a média de SLP.

Tabela 7 — Analise da SLP conforme a imunoexpresséo de Akt e VEGFR e o grupo

de estadio IV
Variaveis SLP p(value)«
Média Desvio padrao Mediana
Akt
Fraco (n=9) 37,0a 29,0 36,0 0,042
Moderado (n=8) 38,32 40,1 24,0
Forte (n=3) 16,6b 15,5 14,0
VEGFR
Negativo (n=2) 92,0 --- ---
Fraco (n=11) 37,3 34,4 34,0
Moderado (n=3) 16,7 14,0 14,0 0,175
Forte (n=4) 21,7 12,6 24,0

«: teste de Kruskal wallys — Post Hoc — Teste de Dunn, onde médias seguidas de letras iguais ndo
diferem significativamente a 5%;

Avaliando a relacdo entre estadio e 6bito, foi detectada associagcéo estatistica
significativa (p<0,001), de forma que, os pacientes no estadio IV apresentaram 2,5
(1IC95%: 1,3 — 4,5) vezes mais chance de 6bito que o grupo que apresentou outros
estadios. Sobre a prevaléncia de o6bito por estadio, verificou-se que no grupo com
estadio IV a proporcao foi de 65,0% (13/20), enquanto que, no grupo com outros
estadios a proporgéo foi de 14,3% (4/28).

Nas estimativas de tempo de sobrevida, verificou-se que o tempo mediano no

grupo “outros estadios”, doenca primaria, foi de 135,6 meses (IQR2s.759, 113,3 a
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157,9) com probabilidade e de sobrevida de 83,0%; enquanto que, no grupo com
estadio IV o tempo foi de 41,4 meses ( IQRzs.75% 23,2 a 59,7) sendo observada um
probabilidade de sobrevida de 16,7%. Na comparagao das curvas de sobrevida
Kaplan-Meier, foi detectada diferenca significativa entre os pacientes com doenca
avancada (estadio IV) e doencga primaria (Outros estadios) (log rank test tempo
meses — Mantel-Cox=12,493; p<0,001).

Analise de sobrevida segundo o estadio
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Figura 10 - Curvas de SG segundo estadiamento

5.6 Analise de SLD e imunoexpressao de VEGFR e Akt

Avaliando a relagéo dos marcadores Akt e VEGFR em comparag¢ao com a SLD,
para todos pacientes com doenca primaria, foi detectada associacédo estatistica
significativa entre SLD e AKT (p<0,05), no entanto foi uma associacdo com baixo
poder de inferéncia em fung¢ado do reduzido tamanho de amostra diminuindo o poder

estatistico do teste. Desta forma devemos acreditar que, para esta amostra, a
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associacao significativa nao se configurou, cabendo aos resultados apresentados

uma abordagem descritiva.

5.7 Analise da imunoexpressao de VEGFR e Akt e uso de Glivec®

Quando a SG foi comparada entre as imunoexpressdes de Akt na amostra
estratificada pelo uso de Glivec®, ndo foram detectadas diferengas estatisticamente
significativas tanto no grupo que recebeu Imatinib quanto no grupo que nao recebeu
esta medicacgéo (p>0,05), indicando que a média da SG independe da intensidade
deste marcador Akt, bem como, da utilizacdo ou n&o do Glivec® conforme
apresentado na tabela 8.

Nos resultados para o marcador VEGFR, a diferenca significativa apontou que
tanto no grupo de pacientes que utilizou o Imatinib quanto para o grupo que nao fez
uso desta medicacdo, a média da SG no grupo com intensidade nula/negativo
mostrou-se significativamente mais elevada, quando comparado as demais
classificagdes (p<0,05). Ou seja, os investigados com o marcador “negativo” estdo
apresentando uma SG média maior, tanto para os pacientes que utilizaram o

Imatinib quanto para os que n&o utilizaram esta medicacgéo.

Desta forma, para o marcador VEGFR, a SG é significativamente maior no
grupo com classificagdo nula/negativa, e este resultado independe do uso ou ndo do
Glivec®.
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Tabela 8 - Analise da SG e imunoexpressao de Akt e VEGFR conforme uso de

Glivec®.
o SG
GLIVEC® Variaveis Média Desvio padrao Mediana p(value)
Akt
Forte 23,8 7,7 24,5
SIM Fraco 47,5 32,9 39,5 0,287
Moderado 64,8 38,1 80,0
Negativo 37,0
Akt
. Forte 37,9 49,0 26,0
NAO Fraco 37,8 33,4 29,0 0,662
Moderado 42,3 45,8 25,5
VEGFR
Forte 33,0
SIM Fraco 48,3 34,8 36,0 0,042
Moderado 34,8 23,4 27,0
Negativo 99,0 9,9 99,0
VEGFR
Forte 20,8 8,8 23,5
NAO Fraco 33,8 43,7 23,0 0,037
Moderado 20,8 13,2 26,5
Negativo — NULO 86,4 47,5 83,0

«: teste de Kruskal wallys — Post Hoc — Teste de Dunn, onde médias seguidas de letras iguais ndo
diferem significativamente a 5%;
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6 DISCUSSAO

A identificacdo dos tumores do estroma gastrointestinal como uma entidade
Unica é relativamente recente. Nesta ultimas duas décadas, a raridade do tumor n&o
tornou uma tarefa facil desvendar sua patogénese e caracteristicas biologicas que
possam explicar a heterogeneidade desta doenca. Existe um comportamento
biolégico diversificado nestes tumores, os quais podem se apresentar desde
tumores de baixo crescimento a neoplasias agressivas de crescimento rapido e
grande capacidade de invasdo para outros orgdos e até mesmo de recidiva
abdominal (MACHAIRAS, 2010). Nosso estudo apresentou uma amostra de tumores
bastante heterogénea a qual compreendeu casos diagnosticados desde 1999. Por
este motivo, encontramos pacientes que receberam como tratamento para o GIST,
além da cirurgia, a quimioterapia e radioterapia. Atualmente, se tem maior
conhecimento do comportamento tumoral desta patologia de forma que ndo esta
indicada a realizagdo de quimioterapia citotdxica e, tdo pouco, radioterapia uma vez
que nao ha resposta documentada para este neoplasia.

A amostra estudada apresentou 25% (12) de casos de pacientes que
apresentaram histéria de segunda neoplasia, incluindo a ocorréncia de tumores
sincrénicos. De acordo com estudo de Orosz (2006) os GISTs podem coexistir com
diferentes tipos de cancer de maneira sincrénica ou metacrénica

Um achado aparentemente comum na fisiopatologia de quase todos (senédo de
todos) os casos de GIST é a ativagao de vias de sinalizagdo dependentes de
tirosina-quinase, a partir de mutagbées com ganho de fungédo em nos genes KIT e
PDGFR-alfa. A sinalizagdo continua promovida pela ativacdo destes receptores
resulta na fosforilagdo de substratos diretamente envolvidos na sobrevivéncia
celular, como JAK/STAT, Ras/MAPK e, especialmente, PI3K/Akt (MALEDDU, et al.,
2009). PI3K/Akt constitui-se em um complexo critico de proteinas-quinases
selecionado evolutivamente em todos os tecidos humanos. A convergéncia de
diversas vias de sinalizacdo celular para este grupo de proteinas faz com que a sua
desregulagéo seja um dos fenbmenos mais comuns em cancer, especialmente em
etapas mais avancadas da doenca. Embora o presente estudo tenha demonstrado
uma associagao estatistica entre a SLD e a imunoexpressao de Akt (p<0,05), ainda
que com baixo poder de inferéncia em fungédo do tamanho reduzido da amostra, fica

clara a relagcédo da presenca do Akt e uma redugao na sobrevida livre de doenca.



48

Interessantemente, o complexo PI3k/Akt encontra-se frequentemente
desregulado em tumores que conseguem criar mecanismos de resisténcia a
tratamentos sistémicos contra o cancer, seja por drogas convencionais, seja com
terapias alvos recentemente desenvolvidas. O caso de GIST & exemplar neste
sentido. O sucesso do tratamento da doenga avancada com inibidores de tirosina-
quinase € inegavel. Neste caso, temos um caso raro de cancer completamente
dependente da atividade anormal de um receptor de superficie tirosina-quinase
dependente, seja kit, seja PDGFR-alfa. O problema é que mesmo que o ganho de
sobrevida em pacientes com doencga avangcada que recebem Glivec® ou Sutent®
seja tangivel, a doencga inevitavelmente progredira em todos os pacientes.

Os mecanismos de resisténcia sdo comumente encontrados nos proprios
receptores. A aquisicdo de novas mutagcées nos mesmos altera a estrutura terciaria
da molécula tornando-a quimicamente indisponivel para o inibidor, que néo
consegue mais acoplar-se ao sitio de ligagédo. O clone portador desta nova mutacéo
ganha preponderancia sobre os clones originais, promovendo a resisténcia ao
tratamento (ANTONESCU, et al., 2005). O aumento da ativagdo da via PI3K/Akt
pode resultar de outros eventos moleculares bem documentados em diferentes
tumores sélidos tratados com inibidores de receptores de tirosina-quinase, tais
como: na resisténcia ao Trastuzumab (anticorpo anti-Her2) em cancer de mama, na
resisténcia ao Lapatinib (inibidor de tirosina quinase intracelular de Her2) em cancer
de mama ou ao Cetuximab (anticorpo anti-EGFR) em cancer colo-retal.

Mecanismos alternativos capazes de ativar a via PI3k/Akt ,que ndo dependam
da resisténcia primaria do receptor, podem envolver a ativacdo de outras vias
redundantes a esta. Por exemplo, a ativacédo do fator de crescimento insulina-simile
(Insulin-like growth factor type-1 -IGFR-1), um fator de crescimento de superficie, é
um mecanismo observado com frequéncia, por exemplo, em resisténcia a agentes
biolégicos que bloqueiam receptores da familia de fator de crescimento epitelial,
utilizados para o tratamento de diversos tumores sélidos (HUBALEK, et al., 2010). A
ativacao da via Ras/MAPK, por meio de muta¢gdes com ganho de fungdo também é
amplamente relatada como mecanismo de resisténcia adquirida a inibidores de
tirosina quinase em canceres humanos (AWADA, et al., 2012)

Tao importante quanto os mecanismos descritos € a perda de funcdo de

proteinas que regulam a fosforilagdo de PI3K/Akt. Mutac¢des ou delegbes do gene
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PTEN constituem um mecanismo de resisténcia a diversos agentes terapéuticos em
cancer de mama colon, tireéide ou gliomas, por exemplo. A perda da funcdo de
PTEN também estd associada a mau prognéstico e a casos mais avangados de
cancer (GALLARDO, et al. 2012).

A participacao destes mecanismos de ativacdo paralela de PI3K/Akt na
resisténcia de GIST ao Glivec® ou ao Sutent® é ainda territério especulativo. Os
poucos dados que dispomos nao buscaram responder esta questdo no cenario de
resisténcia primaria ou secundaria em GIST. Os dados que temos sobre ativagéo de
Akt derivam exclusivamente de estudos de séries de pacientes ao diagndstico. Um
trabalho recente sugere que em linhagens celulares, a ativacédo de Akt e de
proteinas a montante do mesmo na cascata de sinalizacao parece ser um fendmeno
muito importante em células de GIST. Mas um estudo de uma série consecutiva de
casos ao diagnéstico revelou que exclusivamente os tumores PDGFr-alfa
dependentes, e ndo os tumores com mutagdo em kit, se utilizariam de um excesso
de transducao de sinais pela via PI3K/Akt (SAPI, et al., 2011).

A expressao anormal em PTEN foi sugerida como um fator de progressao de
doenca em pacientes com GIST pela primeira vez em 2004 (RICCI, et al., 2004).
Recentemente, a exposigcdo prolongada de Sutent® em uma linhagem celular de
GIST, levou a ativagdo de Akt por meio da metilagdo de PTEN, sugerindo que a
resisténcia ao uso de inibidores de tirosina quinase pode ser um efeito da ativacado
indireta da via PI3K/Akt por meio da perda de fungédo de PTEN (YANG, et al., 2012).

Desta forma, as evidencias de que a ativacdo de Akt possa se relacionar a
resisténcia de GIST aos tratamentos atuais ou ainda a doengas mais avangadas ou
de pior prognéstico, sdo quase todas derivadas de estudos in vitro ou da
extrapolagédo do que ocorre em outras neoplasias humanas. Uma avaliacdo de mais
de 1200 papers contendo os descritores GIST + Prognosis or GIST + Treatment no
Pubmed rendeu apenas um artigo clinico nos ultimos 5 anos que abordou o efeito da
ativacado de Akt ( busca feita em 02 de Maio de 2012) no progndstico ou resisténcia
a tratamento em GIST. Este artigo utilizou-se da avaliagcdo da expresséo de PTEN
como um “surragate” da atividade de PI3K/Akt, em conjunto com CD44 e Ki-67, na
elaboragcédo de um escore prognostico em 104 pacientes com GIST. A presenca de
expressdo de PTEN em mais de 50% das células (expressao em 1000 células —

denominada de “labeling index”) analisadas revelou um subgrupo de pacientes com
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90% de sobrevida global em 140 meses de acompanhamento. Apenas metade dos
pacientes do subgrupo com PTEN menor que 50% de labelling index encontrava-se
vivo apos 80 meses de seguimento (LIANG, et al., 2012)

Cabe ressaltar, ainda que com baixo poder de inferéncia, a partir da analise
dos resultados obtidos neste estudo houve uma relacdo direta entre a
imunoexpressdo forte do Akt e diminuicdo da SLP. Tal limitagdo ora deve-se ao
reduzido tamanho da amostra ora pela grande variabilidade no tempo de sobrevida o

que acaba por reduzir o poder de deciséo do teste estatistico.

VEGFR é o nome genérico de uma familia de trés receptores que respondem
por angiogénese e linfangiogénese de acordo com o ligante ativador. Apesar do
papel da desregulagcéo da fungéo de neoangiogénense ser bem documentado em
cancer humano, os resultados de terapias que bloqueiam esta fungdo em tumores
até o momento foi desapontador. Existem diversas hipéteses que especulam porque
o bloqueio promovido por agentes biologicos da expresséao de receptores VEGFR ou
dos ligantes VEGF seja tdo modesta, mas seguramente todas passam pelo
conhecimento limitado que ainda possuimos sobre o funcionamento deste sistema
extremamente complexo.

Um estudo recente sobre o papel de VEGFR como fator de prognostico em
sarcomas sugere que apenas a expressdo de VEGFR-3 teria relevancia bioldgica
nestes tumores mesenquimais sugerindo que o uso de agentes anti-VEGFR
especificos teria maior chance de sucesso que o uso de agentes “genéricos” anti
VEGFR (KILVAES, et al., 2010). Os resultados do presente trabalho indicam que a
auséncia da imunoexpressdo do VEGFR esta relacionada a uma maior sobrevida

global.

Estudos realizados especificamente em GIST sdo muito escassos. Apesar
disto, estima-se que a relevancia de diversos componentes da angiogénese seja
mais relevante neste tipo de sarcoma que em seus similares de partes moles, como
o rabdomiossarcoma, e o sarcoma de Ewing. O uso de inibidores de tirosina quinase
sem efeito direto na expressdo de fatores de angiogénese (Glivec®), ou com
supressdo direta nestes genes (Sutent®) resulta em redugdo sistematica da
proliferacdo vascular e em resposta clinica objetiva (McAULIFE, et al., 2007; KIM e
ZALUPSKI, 2011).
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O estudo de VEGFR como fator de prognostico em GIST é uma area pouco
contemplada na literatura. Ainda que o efeito de Sutent® indique o efeito benéfico da
reducédo na expressao de VEGFR, a expressdo aumentada deste receptor ao
diagnostico assim como a sua correlagédo com outros fatores de prognostico € uma
area quase inexplorada nos estudo dos GISTs. No presente estudo foi possivel
observar que imunorreatividade nula do VEGFR esta associada a um aumento na
SG e esta relagdo se mantém ao estratificarmos os pacientes pelo uso ou n&do do
Glivec®. Desta forma, podemos inferir que nossos resultados apontam para as
potencialidades deste marcador como fator prognoéstico em GIST. Ainda que,
nenhum dos pacientes tenham sido tratados com um inibidor especifico do VEGFR
podemos inferir que se a SG estad diretamente relacionada a expressado desta
proteina. E extremamente tentadora a hipétese de que para os pacientes com alta
imunorreatividade deste marcador ocorra um aumento no tempo de sobrevida na
vigéncia de terapia alvo inibidora do VEGFR. Em outras palavras, um estudo
prospectivo que comparasse os desfechos com o uso de Sutent® para pacientes
com e sem hiper-expressédo de VEGFR seria totalmente justificavel a partir dos
dados sugeridos pelo nosso trabalho.

Embora os GISTs sejam as neoplasias mesenquimais mais comuns do trato
gastrointestinal eles representam 1% de todas as neoplasias do trato digestivo,
configurando-os como uma doenca rara (MACHAIRAS, 2010). Somado a isto, ainda
contamos com uma heterogeneidade nas caracteristicas comportamentais destes
tumores. Desta forma, estudos biolégicos envolvendo este tipo de neoplasia
requerem um envolvimento de um numero maior pacientes. Como alternativa,
estudos multicéntricos captariam um numero suficiente de pacientes. Este € um
cenario em que estudos multicéntricos reunindo grande nimero de pacientes seria,
possivelmente, a unica forma de responder uma série de questbes sobre que
terapéutica seria mais adequada para que grupo de pacientes.

O numero de novas moléculas capazes de interferir na via Akt ou em
mecanismos de angiogénese passa da centena. O numero de protocolos clinicos
envolvendo estas moléculas conta-se as dezenas no site do Instituto Nacional do
Cancer dos Estados Unidos. A experiéncia com outras neoplasias indica que estas
duas vias apresentam desregulagao variavel dependendo de cada paciente, muitas

vezes sem que haja uma repercussdo no fenotipo da doencga. No presente estudo,
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identificamos que a expressdo de Akt e VEGFR é de fato desigual em diferentes
tumores. Mais ainda, que a sua expressao parece se associar a diferencas em

desfechos clinicos de pacientes com GIST.

No que se refere a imunoexpressdo do Akt somente a imunoexpressao forte
apresentou reducgdo estatisticamente confirmada na SG dos pacientes. O fato de
que a SLD nao foi afetada pelo nivel de expresséo de Akt pode indicar que os casos
com Akt com expresséo mais baixa indicam uma variante menos agressiva (mais
indolente) da doenga, sem afetar a taxa de recidiva. Portanto, mesmo os pacientes
tendo uma taxa livre de doenca idéntica nos grupos Akt forte ou Akt fraco, indicando
que este marcador nao identifica bons ou maus respondedores a terapias atuais, a
sobrevida geral maior observada no grupo Akt fraco sugere que estes pacientes
levam um tempo mais longo para ébito. Este dado € muito interessante, apesar de
exploratorio, e merece ser estudado em estudos prospectivos com casuisticas

maiores.

O passo seguinte seria um estudo prospectivo, em que multiplas proteinas de
vias de sinalizacdo associadas ao Akt e VEGFR pudessem ser estudadas em
pacientes que recebem terapias-alvo, na tentativa de observar associagbes de
expressdo anbmala destas proteinas com respostas mais ou menos favoraveis.
Acima de tudo, acreditamos que o presente estudo ja estabelece bases para que
protocolos clinicos possam ser desenhados com drogas alvo distintas, levando-se

em conta o tipo de defeito preponderantemente encontrado.
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7 CONCLUSAO

A imunoexpressao das proteinas Akt, PTEN e VEGFR foram verificadas através da
técnica de imunoistoquimica. No entanto, somente o Akt e VEGFR foram passiveis
de anadlise, uma vez que, todas as amostras testadas para o PTEN apresentaram
imunorreatividade nula. Setenta e cinco por cento das espécimes testadas para
VEGFR apresentaram imunorreatividade moderada e forte enquanto que para o Akt

somente 33.3% obtiveram esta avaliagéo.

O perfil epidemiolégico da populagdo estudada € semelhante ao descrito na

literatura.

Ao analisarmos a imunoexpressdo dos marcadores para o grupo de pacientes que
utilizou o Imatinib por pelo menos 3 meses, observamos que, existe relagdo entre a
imunoexpressdo nula/ausente VEGFR e aumento na SG tanto para o grupo que
utilizou o Imatinib quanto para o grupo que nao utilizou esta medicagdo. A mesma

constatacao nao foi configurada na analise do Akt.

Foi verificada associagéo estatisticamente significativa, ainda que com baixo poder
de inferéncia, entre o marcador Akt e a SLD e SLP. Desta forma, a hiperexpresséo
deste marcador esta associada a uma menor SLD e SLP. No que se refere a SG dos
pacientes, a auséncia de expressdo do VEGFR configurou a populagdo estudada
uma maior SG. No entanto, a imunoexpressdo do marcador Akt ndo mostrou

nenhuma relagdo com a SG.
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IEMNMU DE UUNDENIIMEN IV LIVKE E EDULANREWILW

A limitada eficacia das formas atuais de tratamento para os fumores do trato
gastroinlestinais (GIST), conduzem & avaliacic de novos estudos para o
tratamento desta doenga. Atuaimente, dispomos somente de tratamento cirlirgico
€ para aqueles pacienies com doenga muito avangada utiliza-se o tratamentc com
uma medicagdo cral. Algumas alteragbes identificadas em determinados tumores
podem determinar a diferenga entre uma célula normal & uma céluls maligna e alé
mesma auxillar a idantificar qual a resposta da célula tumoral ao receber

determinado tratamento. A compreensao deste mecanismo podera nos levar ao
desenvolvimento de tratamenios mais eficazes para este tipo de doenga.

Em virtude diuu estamos realizando um estudo onde analisaremos as
alteragbes de algumas moléculas (PI3K/AKT/m-TOR, survivina @ de VEGFR) que
poderdo auxiliar na escolha de um tratamento mais eficaz bem como, na
descoberta de novas drogas. Vocé esta sendo convidado{a) para participar do

em___ fumores W
Mmﬂ_{ﬂﬁﬁ Neste MO serBo pesquisadas algumas mui&wl.as
no tumor removido duranie o procedimento para o diagnostico da sua doenga ou
do tratamento cirlrgico que vocé realizou. Para realizar esia andlise, utilizaremos
uma pequena parie do blocc de parafina contendo o tecido tumoral retirado
durante o procedimento cirdrgico, Alem desta amostra de tecido fumoral, serfio
coletados dados do seu prontudrio (registros hospitalares) para que possamos
analisar e comrelacionar os achados laboratoriais da pesquisa das moléculas no
tecido tumoral com os eventos que ocomreram com vocé durante lodo o periodo do
sau fratamento. Ao parlicipar desta pesquisa vocé nio terd prejuizo ou risco uma
vez que ndo serd realizado nenhum tipo de procedimento ou exame. Além disto,
esle estudo nic Ihe proporcionard beneficio imediato, entretanto, podera ajudar
em estudoes futuros para a busca de melhores e novas formas de tratamentos para
os pacientes com tumores de trato gastrointestinal.

Fica assegurado a vocé o dirello de ndo participar ou de retirar-se desta
pesquisa a qualguer momento, sem gue isso represente prejuizo ao seu

Comilé s Efica am Pesquisa

W—W‘Ww



atendimento meédico hospitalar. Também asseguramaos total sigiio das informagtes
ohiidas.

Estou ciente de que caso eu tenha dividas relacionadas ao estudo, podere:
entrar am contato com os pesguisacores responsdveis por este estudo: Dr.
Bernardo Garicochea pelo telefone (51) 33203319 e/ou com Enf® Gisels Pereira
de Carvalho pelo lelefone {51) B26768436. FPara gualguer pergunta sohre meuys
direitos como participante deste estudo ou s& penso que ful prejudicado pela
minha particioacdo, posso ligar para Comité de Efica em Pesqulsa do Hospital
530 Lucas da PUCRS no telefone: 51. 33203345,

Blli  ovrimssvmmsmisimirmusssinsspivisnns dasesarajrais fuaypini isine s s BN dismindo
dedciaro ter plena conhecimenio:

do objelivo desta peaquisa;

- da utiizacdo doe bloce de parafina contendo amastra de tecido tumoral, o qual
fioi coletado na ocasido do diagnéstico cu do tratamento cirirgico;
que receberei respostas ou esclarecimentos a gualquer ddvida a cerca dos
rfscos, beneficios e outros assuntos relaclonados com a pesguisa & meu
tratamento individua; -

- da liberdade de retirar o consentimentc 2 qualguer momento e deixar de
paiticipar do estudo, sem gque issu traga prejuizo & continuacgio do meu
tratamentc;

- que autorizo a utilizagc dos dades obtidos para pesquisa sem gque eu seja
identiticado;

- que este lermo € assinado em duas vias, ficande comigo uma das vias e outra
pafa o pesquisador responsavel.

Ce acordo,
Agsinatura o pacients Data
Assinatura do responsavel pela aphcacio do TCLE Data



Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

OF.CEP-024/09 Porto Alegre, 09 de janeiro de 2009.

Senhor Pesquisador,

O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS apreciou e apfovou
seu protocolo de pesquisa registro CEP 08/04418 intitulado: “Analise
imuno-histoquimica da expressdo de proteinas das vias
sinalizadoras mTOR/VEGFR e AkT/PI3K em tumores estromais do
trato gastrointestinal (GIST)".

Salientamos que seu estudo pode ser iniciado a partir desta

data.
Os relatérios parciais e final deverdo ser encaminhados a este
CEP.
Prof. Dr.
Coor: CEP-PUCRS
Iimo. Sr.
Dr. Bernardo Garicochea
HSL
N/Universidade

Campus Central
Pl-lcg“ <" |Av. Ipiranga, 6690 - 3%andar — CEP: 90610-000
i%.) |sala 314 - Fone Fax: (51) 3320-3345
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www . pucrs.br/prppg/cep
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Titulo: Expressdo de Akt e VEGFR como marcadores prognosticos ao
diagnéstico e preditivos de resposta ao uso de Mesilato de Imatinib em tumores
estromais do trato gastrointestinal (GISTSs).

Autores: Gisele Pereira de Carvalho!, Roséngela Vieira de Andrade2Sheila
Shuch Ferreira3, Marcelo Toneto?, Renata Coudry * e Bernardo Garicochea®

Introducdo: Os tumores estromais do trato gastrointestinal (GISTs -
Gastrointestinal Stromal Tumors) sdo neoplasias provenientes de células
marca-passo mesenquimais (células de Cajal) originalmente encontradas no
trato gastrointestinal (TGI) , mas que podem ocorrer em outras areas como no
retroperiténio, mesentério e omento.*'®* Embora representem as neoplasias
mesenquimais mais comuns, sdo considerados raros por corresponderem de 1
a 3% de todas as neoplasias do TGI.>'* A incidéncia anual de GIST é de
aproximadamente 10 casos por um milhdo de habitantes conforme estudos
populacionais.’****® Em recente estudo estima-se que este nimero possa
chegar em 15 casos por milhdo de habitantes por ano.* A exata incidéncia de
GIST é dificil de determinar, uma vez que, estes tumores foram reconhecidos
apenas recentemente como entidade patologica distinta. No Brasil,
especificamente, a falta de dados epidemiolégicos dos tumores estromais pode
estar relacionada as sub-notificacdes, bem como a falta de bancos de dados
epidemioldgicos que se proponham a captar casos, hdo somente de pacientes
tratados e acompanhados na propria Instituicdo, como também em centros
vizinhos visto que a incidéncia desta neoplasia € pouco freqiiente. Estes
tumores tém caracteristicas bastante heterogéneas, podendo surgir juntamente
com outras neoplasias (tumores sincroénicos), acometem geralmente individuos

entre de 55 a 65 anos de idade.?” Ocorrem em qualquer parte do TGl
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sendo mais freqlentes no estbmago e intestino delgado podendo também

ocorrer fora do TG|. 101

A imunoistoquimica tem um papel importante no diagnostico diferencial
dos GISTs no sentido de diferencia-los de outras neoplasias que também
ocorrem no TGl como: leiomioma, leiomiossarcoma, tumor desmoide intra-
abdominal, schwanoma e neurofioroma. Do ponto de vista molecular, o
funcionamento e desenvolvimento normal das células intestinais do Cajal
dependem do receptor Kit.*®?' Desta forma, os GISTs se caracterizam por
geralmente apresentarem expressao aberrante de dois marcadores associados
as células mesenquimais primitivas, CD34 e c-Kit (ou CD117).}*® Assim como
em outras neoplasias malignas humanas, muitos outros eventos moleculares
que envolvem a sinalizacao e vias de sobrevivéncia celular estdo afetados em
GIST e podem explicar a heterogeneidade da doenca. Especialmente uma
guestdo central no tratamento de formas avancadas da doenca, que refere-se a
resposta variavel e temporaria a agentes-alvos.

A ativagao aberrante de vias de sinalizacdo e de sobrevivéncia celular ,
seja pela aquisicdo de mutacbes em genes centrais nestes eventos, seja pela
amplificacdo da expressdo dos mesmos, vem sendo alvo de intensa
investigacdo nas neoplasias humanas. A via de sinalizacdo PISK-AKT/PTEN
encontra-se frequentemente afetada em tumores humanos, e vem sendo alvo
de investigacdo de uma nova geracdo de drogas alvo capaz de conter sua
sinalizacdo descontrolada. Esta via sinaliza diretamente proteinas que
intermediam entre diversas funcdes, a proliferacdo celular, apoptose e
regulacdo da producdo de novos vasos (angiogénese). A sinalizacdo PI3K/Akt
regula a angiogénese através alteracao da expressdo de VEGF. Esta proteina
€ um mitégeno, potente fator angiogénico, que regula a proliferacdo endotelial
celular e a permeabilidade vascular.?® A expressdo de VEGF pela célula
tumoral estimula a expressdo aumentada de uma familia de receptores
denominadas coletivamente de VEGFR, na superficie das células endoteliais, 0
gue resultard em estimulo para a formacéo de novos vasos.

Pacientes que fazem uso de Mesilato de Imatinib (Glivec) para o
tratamento de GIST em estado avancado, inevitavelmente apresentarao
progressdo da doenca, apesar do ganho em sobrevida global conferido pela



droga. Os mecanismos mais estudados de resisténcia inicial ou adquirida ao
Glivec consistem na emergéncia de clones com mutacdes em dominios de
ligacdo da proteina Kit com a droga. Pouco se conhece sobre a emergéncia de
clones com hiperexpressdo na via AKT dependente ou com aumento na
expressao de VEGF (medido, por exemplo, pela expressdo de VEGFR). No
presente trabalho procuramos observar se a expressdao aumentada destas
proteinas se relacionava com doenca mais avancada e com progndstico pior
dentro de um mesmo estadiamento. Além disso, analisamos um grupo de
pacientes que recebeu Glivec para doenca avancada por mais de trés meses
para verificar se a expressao aumentada de Akt ou VEGFR poderia sinalizar

uma resposta menos duradoura ao tratamento.

Metodologia: Trata-se de um estudo retrospectivo e transversal realizado no

Servico de Oncologia do Hospital S&o Lucas da PUCRS (HSL-PUCRS). A

amostra foi constituida, por conveniéncia, de pacientes que apresentaram

diagnéstico de GIST (confirmados e revisados pelo Servico de Patologia desta
Instituicdo) no periodo de 1999 e 2011. A populacéo estudada incluiu pacientes
que utilizaram o Imatinib por pelo menos trés meses como tratamento para
doenca avancada e pacientes que foram submetidos somente ao tratamento
cirdrgico com intuito curativo ou biopsia. Além destes critérios de incluséo
também foram considerados a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), bem como, amostra de tecido tumoral viavel para analise
imunoistoquimica. O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa local em janeiro de 2009 conforme oficio n® 024/09 baseando-se na
Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude. As
variaveis em estudo incluiram: imunoexpressdo dos marcadores VEGFR e Akt
e os dados clinicos, dentre os quais podemos citar: género, idade, data do
diagnéstico, tipo de tratamento, informacdes do exame anatomopatoldgico
oriundos de bibépsia ou cirurgia e imunoistoquimica, sinais e sintomas ao
diagnéstico, tratamento recebido, etc. Estas informagBes foram coletadas de
documentos fonte (prontuario hospitalar) e utilizados para caracterizacdo do
perfil epidemiolégico da populacdo. O tempo de acompanhamento destes

pacientes variou de 1 a 160meses, considerando a data do diagnéstico e o



desfecho clinico (6bito, sobrevida ou perda de acompanhamento) até a data do
altimo contato realizada em 03 de maio de 2012. Todas as espécimes
tumorais foram coletadas previamente ao tratamento sistémico. A variavel
principal do estudo (expressdo de VEGFR e Akt) foi analisada através da
expressdo imunoistoquimica em blocos de parafina armazenados no
Laboratdrio de Anatomia Patolégica do HSL-PUCRS. A imunoexpressao das
proteinas VEGFR e Akt foram definidas conforme sua intensidade, sendo
estas: ausente, fraca, moderada e forte. Os anticorpos primarios utilizados
foram: anti-Akt (clone Ser473, Cell Signaling Technology) e anti-VEGFR2
(clone MM0003-7G63 Cell Signaling Technology). A andlise estatistica dos
dados teve como abordagem inicial uma etapa descritiva com a distribuicdo de
freqiéncias simples e relativa, bem como, média, desvio padrdo e amplitude
para a idade, onde o estudo da distribuicdo ocorreu pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov. Para a comparacdo das variaveis categoricas entre os dois grupos
envolveu o teste Exato de Fisher e, nas comparacfes ente variaveis continuas
foram utilizados: teste t-Student, Mann Whitney e Krukall Wallys. Para a andlise
de sobrevida, foi utilizado o método de Kaplan-Meier e a comparacéo entre as
curvas de sobrevida acumulada pelo teste log-rank. Os dados receberam
tratamento estatistico através do software SPSS 17.0 (SPSS, 2008) onde, para

critérios de decisao foi adotado o nivel de significancia (a) de 5%.

Resultados: Dos 78 casos de GIST atendidos no periodo de 1999 a 2011,
somente 48 preencheram os critérios de incluséo, conforme descrito acima. Os
dados epidemioldgicos e anatomopatolégicos dos pacientes incluidos no
estudo estéo descritos na tabela a seguir:



Tabela 1 - Caracteristicas epidemiologicas e anatomopatoégicas da populagéo
estudada (n=48)

Variaveis Categoria Total (%)
Idade < 60 anos 22 (46%)
= 60 anos 26 (54%)
Género Masculino 15 (31%)
Feminino 33 (69%)
Topografia Gastrico 18 (37,5%)
Intestino Delgado 14 (29,1%)
Intestino Grosso 06 (12,5%)
Reto 02 (4,2%)
Extra-TGI 06 (12,5%)
Esbfago 02 (4,2%)
Estadios IAeIB 16 (33%)
Il 08 (17%)
A e llIB 04 (8%)
(Y, 20 (42%)
Procedimento Cirargico Bidpsia 4 (8,3%)
Cirurgia 44 (91,7%)
Comprometimento de Comprometida 8 (18%)
margens cirdrgicas Livres 36 (82%)
Resseccéao Linfonodal Linfonodos positivos 7 (78%)
(n=9) Linfonodos negativos 2 (22%)

~

No que se refere a sobrevida global (SG), pacientes com doenca
primaria e metastatica, ao final de aproximadamente 160 meses de
seguimento, 35,4% (n=17) dos investigados vieram a Obito, com uma
probabilidade de sobrevida de 64,6% e estimativa de tempo mediano de 91,6
(IQR25-75% 34,5 a 148,7) meses.



Andlise de SG, estadios e expressao de Akt e VEGFR

Avaliando a relacdo entre a SG e as classificagbes Akt e VEGFR
estratificadas pelos estadios, observamos que existe relacdo estatistica
significativa (p<0,05) nos casos de doenca primaria (descritas na tabela como
“‘estadios outros”) para aqueles pacientes que nao apresentam
imunoexpressdo de VEGFR. Ou seja, a auséncia de VEGFR esté relacionada a
um aumento na SG em pacientes com doenca primaria. O mesmo nao foi
verificado na andlise do marcador Akt. A tabela 2 descreve meédia, desvio
padrdo e mediana da SG, para as classificacbes Akt e VEGFR, segundo os

estadios.

Tabela 2 Média, desvio padréo e mediana da SG, para as classificacbes AKT
e VEGFR, segundo os estadios.

. L SG
Estadios Variaveis Vedia Desvio padrao Mediana p(value)F
AKT
Forte 38,9 451 26,3
Outros Fraco 59,6 45,1 59,5 0,791
Moderado 55,4 43,0 55,4
Negativo 36,8 --- ---
AKT
Forte 15,7 15,6 13,7
v Fraco 36,5 28,7 36,0 0,590
Moderado 38,1 40,0 24,1
VEGFR
Forte 25,3c 3,2 254
Outros Fraco 42,9b 43,9 34,8 0,046
Moderado 32,6b 19,1 26,8
Negativo 89,72 43,4 87,4
VEGFR
Forte 21,7 12,3 24,1
v Fraco 37,3 34,2 34,1 0,173
Moderado 14,4 14,0 13,7
Negativo 91,6 --- ---

8: teste de Kruskal wallys — Post Hoc — Teste de Dunn, onde médias seguidas de letras iguais
nao diferem significativamente a 5%;

Andlise da SLD e expressédo de Akt e VEGFR
Avaliando a relacdo dos marcadores Akt e VEGFR em comparacdo com a
SLD, para todos pacientes com doenca primaria, foi detectada associacéo

estatistica significativa entre SLD e AKT (p<0,05), no entanto foi uma



associacdo com baixo poder de inferéncia em fun¢édo do reduzido tamanho de
amostra diminuindo o poder estatistico do teste. Desta forma devemos
acreditar que, para esta amostra, a associagao significativa ndo se configurou,

cabendo aos resultados apresentados uma abordagem descritiva.

Andlise de SLP, estadio IV e expressao de Akt e VEGFR

Levando em consideracao o grupo com estadio IV, a SLP foi comparada
entre as classificacdes do marcador AKT, o Teste de Kruskal Wallys detectou
diferenca estatistica significativa (p<0,05), indicando que, a SLP média para o
AKT forte (16,6+15,5) mostrou-se significativamente menor que as meédias
observadas nas classificagbes fraco (37,0+29,0; p<0,05) e moderado
(38,3£40,1; p<0,05). Quando a comparagcdo da SLP ocorreu entre as
imunoexpressoes de VEGFR as diferencas observadas ndo se configuraram
em funcéo do reduzido tamanho de amostra em cada classificagdo. No entanto,
considerando as SLP médias observamos uma tendéncia de comportamento
semelhante, de forma que, quanto maior o grau do marcador, menor a média
de SLP. Tabela 3 descreve média, desvio padrdo e mediana para a SLP
segundo Akt e VEGFR para o grupo em estadio IV.

Tabela 3 - Média, desvio padrdo e mediana para a SLP segundo AKT e
VEGFR para o grupo em estadio IV.

Variaveis - - SLP - p(value)
Média Desvio padrao Mediana
AKT
Fraco (n=9) 37,0a 29,0 36,0 0,042
Moderado (n=8) 38,32 40,1 24,0
Forte (n=3) 16,6b 15,5 14,0
VEGFR
Negativo (n=2) 92,0 --- ---
Fraco (n=11) 37,3 34,4 34,0
Moderado (n=3) 16,7 14,0 14,0 0,175
Forte (n=4) 21,7 12,6 24,0

8: teste de Kruskal wallys — Post Hoc — Teste de Dunn, onde médias seguidas de letras iguais
néo diferem significativamente a 5%;



Utilizacao do Imatinib e expresséo de Akt e VEGFR

Dos 48 pacientes incluidos no estudo somente 29,2%(17) receberam
Mesilato de Imatinib, por um periodo médio de 14 meses, com 0 minimo de 8
meses e 0 maximo de 96 meses. A referida medicacéo foi iniciada no cenario

metastatico.

Quando a SG foi comparada entre as imunoexpressdes de AKT na
amostra estratificada pelo Imatinib, ndo foram detectadas diferencas
estatisticamente significativas tanto no grupo que recebeu Imatinib quanto
no grupo que nao recebeu esta medicacao (p>0,05), indicando que a média da
SG independe da intensidade deste marcador Akt, bem como, da utilizacdo ou
nao do Imatinib conforme apresentado na tabela 8.

Nos resultados para o marcador VEGFR, a diferenca significativa
apontou que tanto no grupo de pacientes que utilizou o Imatinib quanto para o
grupo que nao fez uso desta medicacdo, a média da SG no grupo com
intensidade nula/negativo mostrou-se significativamente mais elevada, quando
comparado as demais classificacées (p<0,05). Ou seja, os investigados com o
marcador “negativo” estdo apresentando uma SG média maior, tanto para os
pacientes que utilizaram o Imatinib quanto para os que nao utilizaram esta
medicacdo. Tabela 4 descreve média, desvio padrdo e mediana para a SG,

classificacbes Akt e VEGFR, segundo Glivec.



Tabela 4 - Média, desvio padrao e mediana para a SG, para as classificacbes
AKT e VEGFR, segundo Glivec

L SG
GLIVEC Variavels Média Desvio padrao Mediana p(value)F
AKT
Forte 23,8 7,7 24,5
SIM Fraco 47,5 32,9 39,5 0,287
Moderado 64,8 38,1 80,0
Negativo 37,0
AKT
NAG Forte 37,9 49,0 26,0 0,662
Fraco 37,8 33,4 29,0
Moderado 42,3 45,8 25,5
VEGFR
Forte 33,0
SIM Fraco 48,3 34,8 36,0 0,042
Moderado 34,8 23,4 27,0
Negativo 99,0 9,9 99,0
VEGFR
Forte 20,8 8,8 23,5
NAO Fraco 33,8 43,7 23,0 0,037
Moderado 20,8 13,2 26,5
Negativo — NULO 86,4 47,5 83,0

8: teste de Kruskal wallys — Post Hoc — Teste de Dunn, onde médias seguidas de letras iguais
nao diferem significativamente a 5%;

Discusséo:

A identificacdo dos tumores do estroma gastrointestinal como uma
entidade Unica é relativamente recente. Nesta ultimas duas décadas, a raridade
do tumor ndo tornou uma tarefa facil desvendar sua patogénese e
caracteristicas biologicas que possam explicar a heterogeneidade desta
doenca. Existe um comportamento biolégico diversificado nestes tumores, 0s
guais podem se apresentar desde tumores de baixo crescimento a neoplasias
agressivas de crescimento rapido e grande capacidade de invasdo para outros
6rgdos e até mesmo de recidiva abdominal.> Nosso estudo apresentou uma
amostra de tumores bastante heterogénea a qual compreendeu casos
diagnosticados desde 1999. Por este motivo, encontramos pacientes que
receberam como tratamento para o GIST, além da cirurgia, a quimioterapia e
radioterapia. Atualmente, se tem maior conhecimento do comportamento

tumoral desta patologia de forma que ndo esta indicada a realizacdo de



guimioterapia citotoxica e, tdo pouco, radioterapia uma vez que nao ha
resposta documentada para este neoplasia.

Um achado aparentemente comum na fisiopatologia de quase todos
(sendo de todos) os casos de GIST é a ativacdo de vias de sinalizacao
dependentes de tirosina-quinase, a partir de mutagdes com ganho de funcéo
em nos genes KIT e PDGFR-alfa. A sinalizacdo continua promovida pela
ativacdo destes receptores resulta na fosforilagdo de substratos diretamente
envolvidos na sobrevivéncia celular, como JAK/STAT, Ras/MAPK e,
especialmente, PI3K/Akt.” PI3K/Akt constitui-se em um complexo critico de
proteinas-quinases selecionado evolutivamente em todos os tecidos humanos.
A convergéncia de diversas vias de sinalizacdo celular para este grupo de
proteinas faz com que a sua desregulacdo seja um dos fenbmenos mais
comuns em cancer, especialmente em etapas mais avancadas da doenca.
Interessantemente, o complexo Pi3k/Akt encontra-se frequentemente
desregulado em tumores que conseguem criar mecanismos de resisténcia a
tratamentos sistémicos contra o cancer, seja por drogas convencionais, seja
com terapias-alvo recentemente desenvolvidas. O caso de GIST é exemplar
neste sentido. O sucesso do tratamento da doenga avancada com inibidores de
tirosina-quinase é inegavel. Neste caso, temos um caso raro de cancer
completamente dependente da atividade anormal de um receptor de superficie
tirosina-quinase dependente, seja kit, seja PDGFR-alfa. O problema é que
mesmo que 0 ganho de sobrevida em pacientes com doenca avancada que
recebem Imatinib ou Sunitinib seja tangivel, a doenca inevitavelmente
progredira em todos os pacientes.

Os dados que temos sobre ativacdo de AKT derivam exclusivamente de
estudos de séries de pacientes ao diagnostico. Um trabalho recente sugere que
em linhagens celulares, a ativacdo de Akt e de proteinas a montante do mesmo
na cascata de sinalizacdo parece ser um fenébmeno muito importante em
células de GIST. Mas um estudo de uma série consecutiva de casos ao
diagnéstico revelou que exclusivamente os tumores PDGFr-alfa dependentes,
e ndo os tumores com mutacdo em Kkit, se utilizariam de um excesso de

transducao de sinais pela via PI3K/AKT.Y



Cabe ressaltar, ainda que com baixo poder de inferéncia, a partir da
analise dos resultados obtidos neste estudo houve uma relagéo direta entre a
imunoexpressao forte do Akt e diminuicdo da SLP. Tal limitacdo ora deve-se ao
reduzido tamanho da amostra ora pela grande variabilidade no tempo de

sobrevida o que acaba por reduzir o poder de deciséo do teste estatistico.

Estudos realizados especificamente em GIST sdo muito escassos. Apesar
disto, estima-se que a relevancia de diversos componentes da angiogénese
seja mais relevante neste tipo de sarcoma que em seus similares de partes
moles, como o rabdomiossarcoma, e 0 sarcoma de Ewing. O uso de inibidores
de tirosina quinase sem efeito direto na expresséo de fatores de angiogénese
(Imatinib), ou com supressdo direta nestes genes (Sunitinib) resulta em
reducéo sistematica da proliferacdo vascular e em resposta clinica objetiva. &3

O estudo de VEGFR como fator de progndéstico em GIST € uma area
pouco contemplada na literatura. Ainda que o efeito de Sunitinib indique o
efeito benéfico da reducdo na expressdo de VEGFR, a expressao aumentada
deste receptor ao diagnostico assim como a sua correlagdo com outros fatores
de prognéstico € uma area quase inexplorada nos estudo dos GISTs. No
presente estudo foi possivel observar que imunorreatividade nula do VEGFR
estd associada a um aumento na SG e esta relacdo se mantém ao
estratificarmos o0s pacientes pelo uso ou ndo do Imatinib. Desta forma,
podemos inferir que nossos resultados apontam para as potencialidades deste
marcador como fator prognostico em GIST. Ainda que, nenhum dos pacientes
tenham sido tratados com um inibidor especifico do VEGFR podemos inferir
que se a SG esta diretamente relacionada a expressao desta proteina é
extremamente tentadora a hipotese de que para os pacientes com alta
imunorreatividade deste marcador ocorra um aumento no tempo de sobrevida
na vigéncia de terapia alvo inibidora do VEGFR. Em outras palavras, um
estudo prospectivo que comparasse os desfechos com o uso de Sunitib para
pacientes com e sem hiper-expressao de VEGFR seria totalmente justificavel a
partir dos dados sugeridos pelo nosso trabalho.

Embora os GISTs sejam as neoplasias mesenquimais mais comuns do
trato gastrointestinal eles representam 1% de todas as neoplasias do trato

digestivo, configurando-os como uma doenca rara.” Somado a isto, ainda



contamos com uma heterogeneidade nas caracteristicas comportamentais
destes tumores. Desta forma, estudos bioldgicos envolvendo este tipo de
neoplasia requerem um envolvimento de um ndmero maior pacientes. Como
alternativa, estudos multicéntricos captariam um numero suficiente de
pacientes. Este € um cenario em que estudos multicéntricos reunindo grande
namero de pacientes seria possivelmente a Unica forma de responder uma
série de questbes sobre que terapéutica seria mais adequada para que grupo
de pacientes.

O numero de novas moléculas capazes de interferir na via Akt ou em
mecanismos de angiogénese passa da centena. O numero de protocolos
clinicos envolvendo estas moléculas conta-se as dezenas no site do Instituto
Nacional do Céancer dos Estados Unidos. A experiéncia com outras neoplasias
indica que estas duas vias apresentam desregulacdo variavel dependendo de
cada paciente, muitas vezes sem que haja uma repercussdo no fenétipo da
doenca. No presente estudo, identificamos que a expressao de Akt e VEGFR é
de fato desigual em diferentes tumores. Mais ainda, que a sua expressao

parece se associar a diferencas em desfechos clinicos de pacientes com GIST.

No presente trabalho, ao serem analisados os marcadores Akt e VEGFR,
constatou-se uma forte relacédo entre a auséncia de expressao de VEGFR e um
aumento na sobrevida global dos pacientes. No que se refere a expressao do
Akt somente a imunorreacdo forte apresentou reducdo estatisticamente
confirmada na SG dos pacientes. Curiosamente, observamos uma relacéo
direta entre a presenca de necrose tumoral em espécimes oriundas de
ressecc¢ao cirurgica e a hiper-expressao de VEGFR (intensidades moderadas e
fortes).

No entanto, ao compararmos a SG dos pacientes com a utilizagdo do
Imatinib estratificando a amostra para os marcadores VEGFR e Akt nao foi
identificado correlacdo com a imunoexpressao e aumento da SG em pacientes

que utilizaram o Imatinib.

O passo seguinte seria um estudo prospectivo, em que multiplas proteinas
de vias de sinalizagdo associadas ao Akt e VEGFR pudessem ser estudadas

em pacientes que recebem terapias-alvo, na tentativa de observar associagdes



de expressdo andmala destas proteinas com respostas mais ou menos
favoraveis. Acima de tudo, acreditamos que o presente estudo ja estabelece
bases para que protocolos clinicos possam ser desenhados com drogas alvo
distintas, levando-se em conta o tipo de defeito preponderantemente
encontrado. Portanto, 0s nossos resultados sugerem que a baixa expressao de
VEGFR é um fator de prognéstico favoravel em pacientes com doenca em
qualguer estagio. A hiperexpressdo de Akt associa-se a uma menor SLP
apenas em casos avancados, sugerindo que a ativacado desta via poderia ser
um mecanismo adquirido em etapas finais da doenca que conferem resisténcia

ao Mesilato de Imatinib
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