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RESUMO

Sant’Ana RO. Correlacdo entre resposta objetiva e a expressao génica e
imunoistoquimica em pacientes com canceres gastricos metastaticos submetidos
a quimioterapia paliativa a base de platina e fluoropirimidinas. Fortaleza; 2012.
[Tese de Doutorado-Programa de Pds-Graduacdo Interinstitucional (DINTER) em
Oncologia da Fundagdo Antonio Prudente em Parceria com Escola Cearense de

Oncologia/Instituto do Céancer do Ceard]

Introdugdo: O cancer gastrico (CG) ¢ o segundo em mortalidade no mundo.
Frequentemente o diagnostico se da em estddios avancados quando a sobrevida em 5
anos ndo chega a 20%. A quimioterapia (QT) paliativa, apesar de seu beneficio
comprovado, ndo promove regressdo tumoral em mais da metade dos pacientes e
isso, acompanhado pelos efeitos colaterais, pode impactar negativamente a qualidade
de vida desses individuos. No entanto, nao ha marcadores bioldgicos de resposta a
quimioterapia em CG. Objetivo: Obter, a partir da expressdo génica, uma assinatura
génica ou imunoistoquimica (IHQ) que permita predizer a resposta objetiva (RO) a
QT. Metodologia: Estudo clinico, prospectivo, ndo randomizado, envolvendo
pacientes com CG localmente avangados ou metastaticos, candidatos a QT paliativa
baseada em platina e fluoropirimidinas. Os pacientes foram seguidos durante todo o
tratamento e periodicamente avaliados radiologicamente de forma a se estabelecer,
pelos critérios RECIST 1.1, a resposta ao tratamento. Foram considerados
respondedores (R+) os pacientes com RO e ndo-respondedores (R-) aqueles sem RO.
Amostras tumorais obtidas por endoscopia digestiva alta antes do tratamento foram
submetidas a extragdo de RNA total, que, apds quantificagdo, amplificagdo e
marcacdo do mRNA, era hibridizado em laminas de microarray de
oligonucleotideos, contendo 60.000 sequéncias génicas. A imunoistoquimica foi
realizada utilizando-se anticorpos primarios para HER2, ERCC1, Topoisomerase II e
Timidilato-sintetase nos espécimes tumorais coletados. Apds obten¢do dos dados do
microarray, verificou-se a sua correlagdo com o status de R+ ¢ R-. Resultados: De

Janeiro de 2010 a Dezembro de 2012, foram incluidos 28 pacientes no estudo,



desses, somente 24 eram aptos para as avaliagdes de RO, sendo 15 R+ ¢ 9 R-, com
taxa de RO de 62,5%. Predominaram pacientes do sexo masculino, com idade média
de 56 anos, apresentando tumores distais, do tipo intestinal e ECOG 2. A sobrevida
global (SG) foi de 12,5% e sobrevida livre de doenca (SLP) foi de 25%, em um
seguimento mediano de 7,2m. Nao foi possivel estabelecer uma correlagdo entre
resposta e expressdo imunoistoquimica, nesse estudo. Cinquenta e nove genes foram
expressos diferencialmente ao se comparar amostras R+ e R-. Dentre estes,
selecionamos 23 genes que, além de diferencialmente expressos, apresentavam
fold>[2]. A maior parte desses genes estd associada a processos biologicos de
resposta a drogas, adesdo celular e desenvolvimento epidérmico. Foi possivel
também estabelecer correlagdo entre a expressdo génica e SLP, sendo expressos
diferencialmente 14 genes entre pacientes com BOM progndstico (SLP mediana > 6
meses) ¢ aqueles com MAU prognostico (SLP < 6meses), sendo 9 com fold>[2].
Conclustes: Nesse estudo nao foi possivel determinar uma relagdo entre resposta e
expressao por IHQ para TS, ERCC1, HER2, TOPO Ila e caderina-E. Determinou-se
uma assinatura génica com 23 genes diferencialmente expressos entre respondedores

e ndo respondedores a QT paliativa com sal de platina e fluoropirimidinas.



SUMMARY

Sant’Ana RO. [Correlation of objetive response with gene expression and
imunohistochemical pattern in patients with metastatic gastric cancer treated
with platinum plus fluoropyrimidin-based chemotherapy]. Fortaleza; 2012. [Tese
de Doutorado-Programa de Pds-Graduacdo Interinstitucional (DINTER) em
Oncologia da Fundagdo Anténio Prudente em Parceria com Escola Cearense de

Oncologia/Instituto do Céancer do Ceard]

Introduction: Gastric cancer (GC) is the 2nd leading cause of death by malignancies
in the world. It is frequently diagnosed in advanced stages when curative intent is not
possible and palliative chemotherapy (CT) is the only option. Despite its benefits,
most patients do not respond to CT and will suffer from its adverse events. Until
presently, there are no predictive markers of response to CT in GC. Objectives: To
obtain a genomic signature to identify patients who will respond to palliative CT.
Methods: We enrolled patients with unresectable or metastatic GC, admitted at
Haroldo Juagaba Cancer Hospital, in a prospective, non-randomized, open label,
clinical trial, candidates for palliative platinum and fluoropyrimidine-based CT.
During treatment, patients performed periodic radiological evaluation to access
objective response (OR) according to RECIST 1.1 criteria. Patients were deemed
“Responders” (R) in case of OR and “Non-Responders” (NR) in case of progressive
or stable disease. Before initial CT, tumor samples were obtained by biopsies during
digestive endoscopy and then they were submitted to total RNA extraction, mRNA
amplification and labelling, and hybridization onto a oligonucleotide microarray
platform containing 60,000 gene sequences. Immnunohistochemical expression of
HER2, ERCCI, TS, TOPO II alpha and cadherin-E in tumor samples was correlated
with OR. Results: From December 2009 to October 2011, 28 patients were admitted
to this trial. The patients mean age was 56 years-old and had mostly distal and
intestinal-type tumors and ECOG 2. The response rate was 62,5% with no complete
responses (15 R and 9 NR). The overall survival was 12,5% and progression free

survival (PFS) was 37% with a median follow up time of 7,2 months. There were 59



genes differentially expressed between R and NR. A cutoff of fold>[2] selected the
23 most differentially expressed genes. Analysis of the immunohistochemical
expression demonstrated no correlation with OR. We also identified a 9-gene
signature associated with prognosis (PFS correlation with gene expression).
Conclusions: This trial do not identified a predictive role for immunohistochemistry
expression of HER 2, ERCCI1, TS, Cadherin-E and TOPO Ila. We could identify a
genomic profile associated with response to palliative CT in a cohort of patients with
metastatic gastric cancer. After adequate prospective validation, these data may help

to individualize treatment of these patients.
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1 INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER GASTRICO

Em 2008, foram registrados em todo o mundo 12,7 milhdes de casos novos
de cancer, sendo 5,6 milhdes em paises desenvolvidos e 7,1 milhdes em paises em
desenvolvimento. No mesmo periodo foram estimadas 7,6 milhdes mortes por
cancer, sendo a maior parte delas em paises em desenvolvimento (American Cancer
Society-ACS 2011). Para 2030, a expectativa ¢ de que esses nimeros aumentem para
21,4 milhGes de casos novos e 13,2 milhdes de mortes, em razido da maior
expectativa de vida da populag¢do, bem como da redug¢do da mortalidade infantil e da
mortalidade por doengas infectocontagiosas (FERLAY et al. 2010).

Nesse mesmo periodo (2008), o céncer gastrico foi a quarta neoplasia
maligna mais frequente no mundo, com estimativa de mais de 989 mil casos novos,
correspondendo a 9,9% dos novos casos de cancer no mundo (FERLAY et al. 2010).
Aproximadamente 72% dos casos ocorreram em paises em desenvolvimento. Ha
uma grande variagdo mundial na incidéncia dessa neoplasia, sendo as regides do leste
da Asia, a regido andina da América do Sul e o leste Europeu as com as maiores
taxas, e a América do Norte e o norte da Europa as de mais baixas taxas. A diferenca
entre essas regides chega a até 20 vezes.

A terceira causa de morte por cancer em homens e a quinta em mulheres no
mundo, no ano de 2008, foi o cancer gastrico (ACS 2011). Em termos de mortalidade

¢ o segundo cancer mais letal do mundo, correspondendo a 12,1% dos o6bitos por



cancer (PARKIN 2004; FERLAY et al. 2010). A maior propor¢do de casos esta
concentrada na Asia, sobretudo no Japdo, Coréia e China. Em paises em
desenvolvimento, estima-se que a mortalidade seja de 2 a 3 vezes maior que em
paises desenvolvidos.

Nos EUA, corresponde a 14* neoplasia maligna mais comum, com incidéncia
estimada para 2011 de 21.520 casos e mortalidade de 10.340 casos (ACS 2011).

No Brasil, o cancer géstrico € o terceiro em incidéncia e em mortalidade no
sexo masculino (FERLAY et al. 2010). O niimero de casos novos de cancer de
estomago estimado para o Brasil no ano de 2010 foi de 13.820 entre homens e de
7.680 nas mulheres. Estes valores correspondem a um risco estimado de 14 casos
novos a cada 100 mil homens e 8 para cada 100 mil mulheres. Sem considerar os
tumores de pele ndo-melanoma, o cancer de estbmago em homens ¢ o segundo mais
frequente nas regides Norte (10/100.000) e Nordeste (10/100.000). Na Regido
Centro-Oeste, (12/100.000) ¢ o terceiro, e nas regides Sul (19/100.000) e Sudeste
(17/100.000), o quarto. Para as mulheres, ¢ o terceiro mais frequente na Regido Norte
(6/100.000); é o quarto na Regido Nordeste (6/100.000) e nas demais regides, Sul
(10/100.000), Sudeste (9/100.000) e Centro-Oeste (6/100.000), € o quinto (Ministério
da Saude 2009). Em Fortaleza, as taxas médias de incidéncia por ano foram de
19,12/100.000 para homens e 8,62/100.000 no periodo de 2001-2005 (Ministério da

Saude 2010).



1.2 FATORES DE RISCO

Os homens tém maior propensdo ao desenvolvimento destes tumores que as
mulheres, geralmente com o dobro de incidéncia. Os principais fatores de risco sdo
comuns a paises em desenvolvimento e outros a paises asiaticos: tabagismo, baixa
condigdo soOcio-econdmica, alcoolismo, alimentagdo rica em sal, conservantes,
nitritos, nitratos, defumados e infec¢do por algumas cepas de Helicobacter pylori
(SCHEIMAN e CUTLER 1999; RODER 2002). Um fato que refor¢ca essas
evidéncias se relaciona a observa¢do de queda na incidéncia em regides em que
houve melhorias em termos de condi¢des hidrossanitarias (diminui a infec¢do por H.
pylori) e socio-econdmicas, com melhor acesso aos antibidticos, mudangas em
métodos de conservagdo de alimentos ¢ mudancas no habito alimentar (RODER
2002). A gastrite cronica ¢ comum em pacientes pertencentes a areas de alto risco.
De fato, a gastrite cronica ¢ a principal causa de metaplasia intestinal, uma das lesdes
preneoplésicas da carcinogénese gastrica.

Cerca de 10% dos casos de cancer gastricos demonstra um padrao familial e o
risco dessa doenca em parentes de primeiro e segundo graus ¢ aumentado em 2 a 3
vezes em relacdo a populagdo em geral (CALDAS 2007). A mais bem relacionada ao
cancer gastrico ¢ a sindrome Hereditary Diffuse-type Gastric Cancer (HDGC)
(mutacdo de CDH1, gene da caderina-E), com um risco de desenvolver cancer
gastrico ao longo da vida de 67% em homens e 83% em mulheres, com média de

idade ao diagnoéstico de 37 anos (CALDAS et al. 1999; PHAROAH et al. 2001).



1.3 FATORES PROGNOSTICOS E PREDITIVOS

A maioria dos casos apresenta-se avancado ou metastatico ao diagnostico o
que confere pobre progndstico, com taxas de sobrevida em 5 anos de cerca de 30%
(COBURN et al. 2005).

Dos canceres de estdmago, 95% s3o adenocarcinomas. S3o comumente
classificados macroscopicamente através do escore de Borrmann que varia de [ a V
(Borrmann 1926, citado por BAN 2010, p.73) e conforme a classificag@o histologica
de Lauren (1965) citato por PARK et al. (2010, p.53), segundo a qual os
adenocarcinomas gastricos sdo divididos em 02 tipos distintos em termos
prognosticos, patologicos e etiologicos: o tipo intestinal e o tipo difuso.

O tipo difuso se caracteriza pela presenga de células neoplasicas que ndo
formam glandulas e encontram-se dispersas no tecido gastrico, progredindo com
padrdo infiltrativo de células isoladas. Essas células acumulam mucina que expande
o citoplasma e desloca o nucleo para periferia, determinando, em algumas dessas, a
forma em anel de sinete. Esse tipo ¢ mais comum em areas de baixa incidéncia.

J& o tipo intestinal apresenta células neoplasicas que se dispdem em arranjo
glandular, cujo desenvolvimento se segue a um processo de metaplasia intestinal.
Tais lesdes crescem com padrdo expansivo e infiltrativo. Esses sdo mais comuns em
regides de alta prevaléncia e, portanto, estd mais associado a fatores ambientais,
como, por exemplo, infec¢ao por H. pylori (HAMILTON ¢ AALTONEN 2000).

Além dos fatores relacionados a extensdo locorregional (invasdo tumoral da
parede gastrica e orgdos adjacentes, infiltragdo linfonodal) e disseminagdo para

orgdos distantes (SIEWERT et al. 1998; KIM et al. 1998), a ressec¢do completa do



tumor ¢ um dos mais importantes fatores progndsticos. Pacientes submetidos a esse
tipo de citorredugdo completa (RO — auséncia de doenga residual e margens
cirargicas livres) tém sobrevida superior aos com doenga residual microscopica (R1)
ou macroscopica (R2) (WANEBO et al. 1993; MOROWAKI et al. 2003). Outro fator
prognostico € a topografia da neoplasia no estdmago — tumores mais distais tém
menores taxas de recorréncia (HARRISON et al. 1997; HUNDAHL et al. 2000).

A hiperexpressao da cicloxigenase-2 (COX2), enzima envolvida em
processos como inflamacdo, angiogénese e apoptose, tem sido demonstrada em
espécimes de cancer gastrico. A expressao aumentada de COX2 (CHEN et al. 2006)
e sintase do 6xido nitrico induzivel (iNOS) (SONG et al. 2002; CHEN et al. 2006)
estd associada com maior densidade vascular, maior angiogénese tumoral e pior
prognoéstico. Alguns estudos correlacionam seus niveis com invasdo vascular e
linfonodal e maior profundidade de invasdo da parede géstrica (OHNO et al. 2001;
XUE et al. 2003). SHI et al. (2003) demonstraram relagao direta entre a expressao de
COX2, o potencial metastatico e a tumorigenicidade de neoplasias gastricas. Outro
achado foi que a expressdo de COX2 se relaciona com uma maior contagem de
microvasos, estabelecendo que parte do efeito dessa enzima no prognostico se deve a
inducdo de angiogénese. Os mesmos autores também verificaram uma correlagdo
entre hiperexpressdo de vascular endotelial growth factor (VEGF) ¢ metastases
linfonodais, profundidade de invasdo e invasdo vascular.

Ainda em relagdo a expressdo de proteinas associadas a neoangiogénese,
KOSAKA et al. (2007) demonstraram que a expressdo de vascular endothelial
growth factor receptor-1 (VEGFR1) em células de carcinoma gastrico circulantes no

sangue esta associada a uma doenga mais avangada, maior profundidade de invasao,



envolvimento linfatico, metastase linfonodal, lavado peritoneal positivo e recorréncia
pOs-operatoria.

Niveis de expressdao de epidermal growth factor receptor (EGFR) elevados
sdo encontrados em tumores gastricos de pior prognostico — tumores T3/T4, com
metastases linfonodais, tumores pouco diferenciados e do tipo difuso. Em analises
uni ¢ multivariada, a expressdo de EGFR se mostrou um preditor independente de
pior prognostico (KOPP et al. 2002; GARCIA et al. 2003). A expressao de EGFR foi
vista em 44% de uma amostra de 82 pacientes portadores de tumores gastricos
submetidos a cirurgia e mostrou associacdo com pior sobrevida global e maior risco
de recorréncia, junto com estddio T avangado (T3 ou T4) e comprometimento
linfonodal na analise multivariada (GALIZIA et al. 2007). MATSUBARA et al.
(2008) também verificaram aumento de sobrevida (HR: 0,34 95%IC 0,20-0,56) para
0s pacientes cujos tumores apresentavam baixa expressio de EGFR dentre 140
portadores de carcinoma gastrico submetidos a primeira linha de quimioterapia para
doenca avancada. Este mesmo grupo observou uma maior taxa de resposta nos
individuos que receberam cisplatina ¢ cujos tumores apresentavam baixa expressao
de ERCCI (proteina essencial no reparo por excisdo de nucleotideos), enquanto que
a alta expressdo de ERCCI1 se correlacionou com pior sobrevida global na analise
multivariada. Dois outros estudos mostraram uma correlagdo positiva entre melhores
resultados, em termos de taxa de resposta e sobrevida, e baixos niveis de expressao
de ERCC1 em cancer gastrico submetido a tratamento sist€émico contendo 5-FU e um
sal de platina (METZGER et al. 1998; KWON et al. 2007).

Uma série de anormalidades moleculares vem sendo correlacionada ao

desenvolvimento, a evolugdo e a resposta a terapias no cancer gastrico, como:



hiperexpressao de p53 e de c-erbB2, perda da expressao de E-caderina, expressao de
GAGE, instabilidade de microssatélites, niveis de timidilato-sintase (TS), expressdo
de proteinas envolvidas em reparo de DNA (relevante na resisténcia a cisplatina) e a
expressao de enzimas envolvidas com o metabolismo de 5-fluorouracil (5-FU), como
a diidro-pirimidina-desidrogenase e a timidina-fosforilase, (RHYU et al. 1994;
LENZ et al. 1996; OKUYAMA et al. 2002; ZHOU et al. 2002; OUGOLKOV et al.
2003; KONG et al. 2004). Esses marcadores surgem como potenciais indicadores de
prognostico e de resposta as diversas modalidades de tratamento (cirurgia,
radioterapia, quimioterapia, terapia bioldgica).

KIKUYAMA et al. (2001) demonstraram a associagdo da auséncia de
expressdo imunoistoquimica (IHQ) de p53 (produto do gene supressor de tumor
TP53, central no controle do checkpoint entre as fases G1 e S) e BCL2 (proteina
relacionada com inibicdo da via de apoptose mitocondrial) em amostras de 28
pacientes portadores de cancer gastrico avancados, tratados com 5-FU, cisplatina e
epirrubicina, ¢ maior sobrevida global (p=0,036). Em outro estudo, a expressao de
BCL2 em tumores gastricos esteve associada com menor profundidade de invasao,
menor comprometimento linfonodal e melhor sobrevida em 05 anos (81% x 71%),
enquanto a expressao de pS3 esteve correlacionada com lesdes mais invasivas, maior
comprometimento linfonodal, mais metéastases a distancia, subtipo intestinal e pior
sobrevida global (60% x 78%) (LEE et al. 2003). Numa amostra de 121 individuos
arabes portadores de cancer gastrico, a expressio de p53 (p=0,03) e o
comprometimento linfonodal (p=0,01) foram as duas Unicas variaveis que estiveram
associadas com pior sobrevida global numa analise multivariada incluindo varios

fatores progndsticos clinicos, patoldgicos e imunoistoquimicos (AL-MOUNDHRI et



al. 2005). Entretanto, alguns autores nao identificaram nenhuma correlagdo entre
prognostico e a expressdo por IHQ de p53 ou BCL2 (ZAFIRELLIS et al. 2005).

METZGER et al. (1998) observaram uma melhor resposta a quimioterapia
também nos individuos cujos tumores apresentavam niveis elevados de mRNA para
timidilato-sintase (TS), enquanto o trabalho de KWON et al. (2007) ndo mostrou esta
associagao.

A amplificagdo de HER2/neu, gene que codifica a proteina c-erbB2 da
familia EGFR de receptores de membrana acoplados a tirosina-quinase, determinada
por fluorescent in situ hybridization (FISH), foi identificada em sete pacientes de 182
portadores de cancer gastrico (22 pacientes por imunoistoquimica) e esteve associada
ao subtipo intestinal ¢ a uma menor sobrevida global em 5 anos (21,4% x 63,0%,
p<0,05) (PARK et al. 2006). Outro estudo encontrou amplifica¢do de HER2/neu por
chromogenic in situ hybridization (CISH) em 16 (12,2%) de 131 portadores de
adenocarcinoma gastrico e, destes, 63% apresentavam co-amplificagdo do gene da
topoisomerase Ilo (enzima capaz de clivar e religar a dupla fita de DNA, importante
no desenovelamento das fitas de DNA durante o processo de replicagdo). Neste
estudo também houve uma associagdo positiva entre a amplificagdo de HER2/neu e o
subtipo intestinal, bem como com pior sobrevida cancer-especifica (p=0,0089)
(TANNER et al. 2005). J& foi demonstrado que a co-amplificagdo de TOPO II-alfa
prediz melhor resposta a quimioterapia com antraciclina em cancer de mama
(KNOOP et al. 2005; TANNER et al. 2006; DI LEO et al. 2011).

Uma revisdao de literatura envolvendo 42 trabalhos cientificos, analisou os

dados de THQ e ISH para HER2 relativos a 12.749 pacientes. Nessa revisdo se



verificou que em 71% dos estudos foi possivel estabelecer um papel prognostico
negativo para esse marcador (JORGENSEN e HERSOM 2012).

A perda de expressio de E-caderina (principal proteina de membrana
responsavel pela formagao das juncdes aderentes em células epiteliais) esta associada
a um maior risco de comprometimento micrometastatico linfonodal (KIM et al.
2008). ZHONG et al. (2008) demonstraram a perda de expressdo de E-caderina em
70% de 181 casos de cancer gastrico e isto esteve associado com presenga de
acometimento linfonodal, metastases hepaticas, estadio avangado e pior sobrevida
global em 5 anos (p=0,0017), quando comparado aos individuos cujos tumores

expressavam E-caderina.

1.4 EXPRESSAO GENICA POR MICROARRAYS

A andlise simultanea de milhares de genes através de microarrays surgiu nos
anos 90 e desde entdo tem sido utilizada com a finalidade de entender como ocorrem
diversos processos biologicos (SCHENA et al. 1995).

Consiste na constru¢do de uma plataforma contendo milhares de sequéncias
génicas conhecidas, ancorados em um substrato inerte. Essas sequéncias sdo
expostas a hibridizagdo com RNA de amostras de interessse ¢ RNA de uma amostra
de referéncia, previamente marcados com fluorescéncia. Tal reagdo ird gerar um sinal
cuja intensidade serd detectado por um scanner. A razdo dos sinais do RNA de
interesse ¢ do RNa referéncia permitird inferir a intensidade da expressdao génica

nessa amostra (QUACKENBUSH 2006).



10

A analise da expressdo géncia por microarrays permitiu uma maior
compreensdo de diversos aspectos da oncologia: conhecer novos subtipos de doenga,
identificar marcadores bioldgicos, predizer sobrevida e resposta ao tratamento.
Através dessa ferramenta avangos no estadiamento ¢ de tratamento de tumores de
mama, pulmao, rim, colon e linfomas foram possiveis (PEROU et al. 1999; MOCH
et al. 1999; ROSENWALD et al. 2001, 2002; BEER et al. 2002; ESCHRICH et al.
2005).

A expressdao génica vem surgindo como promissora ferramenta da avaliagao
prognoéstica nesses tumores. CHEN et al. (2005), empregando um microarray em
membrana de nylon customizado, contendo 328 sequéncias de cDNA
correspondentes a genes humanos, compararam 18 pares de tecido normal e tumoral
de portadores de cancer gastrico e encontraram um conjunto de trés genes (CD36 —
receptor transmembrana de trombospondina-1, estd associado com regulacdo de
apoptose e angiogénese; SLAM — um receptor de superficie relacionado a CD2 e
expresso em linfocitos B e T ativados e células dendriticas, estando associado as
respostas adaptativas do tipo Thl; e PIM-1 — uma serina-treonina-quinase que pode
ser induzida por H. pylori, estando associada a proliferacdo, diferenciagao e
maturacdo de linfocitos T, resisténcia a drogas, tumorigénese, instabilidade
genOmica, migragdo e proliferagdo de endotélio) que associados sdo capazes de
predizer uma melhor ou pior sobrevida global. MEIRELES et al. (2004), também
empregando um array de cDNA em membrana de nylon contendo 376 sequéncias
génicas, identificaram varios trios de genes capazes de separar completamente

amostras de tecido normal e tumoral.
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Ainda através de um cDNA microarray de 4800 sequéncias génicas, GOMES
et al. (2005), conseguiram estabelecer uma expressdo génica diferente entre tecido
escamoso ¢ colunar representando amostras de tecido normal, tecido inflamatorio,
metaplasia intestinal e esdfago de Barrett, além de adenocarcinomas, todos
provenientes do esdfago distal, da juncdo gastroesofagica (JEG) e de estomago. Foi
possivel nesse estudo verificar que os adenocarcinomas de JEG apresentavam padrao
de expressdo compativel com os adenocarcinomas intestinais de estomago e que
havia uma maior correlagdo na expressdo dos adenocarcinomas de esdfago distal
com a metaplasia intestinal € ndo com esdfago de Barret, refor¢ando uma hipotese de
que sua origem ocorra na regido do cardia, com consequente invasdo do eso6fago. Os
autores identificaram 02 modulos funcionais cujas alteragdes se expressao de forma
mais significativa nas amostras, um do metabolismo de glicerolipideos (ativo nas
amostras de esd6fago de Barret e metaplasia intestinal e inativo nos adenocarcinomas
de esofago, JEG e intestinais de estdmago) e um modulo de interagdo citocina-
receptor de citocina (também mais inativo nos adenocarcinomas do que nos tecidos
anormais ndo-neoplasicos € que nos tecidos normais).

Compreender a biologia tumoral a nivel molecular permite a identificagdo de
alvos potenciais da acdo de novos fairmacos, além da identificagcdo de pacientes cujos
tumores apresentam um perfil molecular que os tornam mais susceptiveis a agao
citotoxica de um esquema terapéutico em detrimento de outro. Dessa forma, o
tratamento se tornaria mais individualizado, mais eficaz, potencialmente menos

toxico € bem menos oneroso.
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1.5 A QUIMIOTERAPIA NO CANCER GASTRICO AVANCADO

Em 2006, WAGNER et al. publicaram os resultados de uma revisdo
sistemdtica de 27 estudos de quimioterapia em cancer gastrico avancado ou
metastatico, onde verificaram que a quimioterapia determinava beneficio em termos
de aumento de sobrevida e de qualidade de vida quando comparada com cuidados de
suporte (BSC) (69% x 47% respectivamente; p < 0,05). Concluiram também que a
poliquimioterapia foi superior & monoterapia em termos de sobrevida, com HR de
0,83 (95% CI, 0,74 to 0,93; p=0,001), predominantemente as custas de esquemas
contendo 03 drogas (envolvendo cisplatina, 5-fluorouracil e antraciclina) em
comparagdo aos com apenas 02 dessas (cisplatina e 5-fluorouracil ou 5- fluorouracil
e antraciclinas). Nessa mesma andlise, a toxicidade de esquemas contendo trés
drogas foi maior naqueles em que o 5-fluorouracil foi administrado em bolus venoso
em comparacdo a infusdo venosa continua protraida (mortalidade relacionada ao
tratamento — PELF 3,3% x ECF 0,6%). A analise de qualidade de vida também foi
favoravel ao esquema ECF. Tal estudo juntamente com de outros autores
consagraram o ECF como o esquema de referéncia nessa patologia (WEBB et al.
1997; ROSS et al. 2002).

Durante os anos 90, novos esquemas utilizando infusdo prolongada de 5-
fluorouracil foram desenvolvidos. Desses, o ECF (epirrubicina 50 mg/m* DI,
cisplatina 60 mg/m” no D1, seguido por 5FU 200mg/m*/dia em infusdo continua de
21 dias) demonstrou excelentes taxas de resposta objetiva (RO) (71%) em estudos
fase II (FINDLAY et al. 1994) e superioridade (RO — 45 x 21%; sobrevida mediana

— 8,9 x 5,7 meses; tempo para progressao — 7,4 x 3,4 meses) na doenga metastatica
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quando comparado a FAMTX em estudos de fase III (WEBB et al. 1997;
VANHOEFER et al. 2000). A partir de entdo, o ECF se tornou o esquema padrdo
para cancer gastrico metastatico na Europa, inclusive em estudos de fase Il em
tratamento perioperatério.

Outras drogas como oxaliplatina, irinotecano e taxanos, em associa¢do a
cisplatina e 5-fluorouracil, ja foram avaliadas em estudos de fase II em doenca
metastatica com taxas de resposta em torno de 27% a 56% (LIM et al. 2005). Dos
taxanos, o docetaxel em associagdo a cisplatina e 5-fluorouracil infusional,
demonstrou taxas de resposta superiores a 50% (ROTH et al. 2000, 2004).

Um estudo randomizado de fase III, com pacientes com cancer gastrico
avancado ou metastatico, comparou DCF (docetaxel 75mg/m* DI, cisplatina
75mg/m’ D1 e 5-FU 750mg/m?/dia IVC por 5 dias) com PF (cisplatina 100mg/m” D1
e 5-FU 1000mg/m*/dia IVC 5 por dias) e demonstrou superioridade da adi¢o de
docetaxel tanto em termos de taxas de resposta (37% x 25%), como de tempo para
progressdo (5,6 meses x 3,7 meses, p= 0,0004). Houve aumento da sobrevida global
no grupo do DCF (reducdao de 23% no risco de morte), no entanto, com maior
toxicidade (VAN CUTSEM et al. 20006).

Um estudo de fase II randomizado comparou ECF a dois outros esquemas
contendo docetaxel (TCF e TC) e demonstrou um beneficio do TCF sobre o ECF em
termos de resposta (55% x 46%), tempo para progressao de doencga (7,3 x 5,0 meses)
e sobrevida global mediana (10,4 x 8,0 meses), com perfis de toxicidade similares
(ROTH et al. 2007).

Como forma de evitar a inconveniéncia e riscos do cateter venoso e da

infusdo venosa continua, além de minimizar a toxicidade da cisplatina,
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CUNNINGHAM et al. (2008) avaliaram, no estudo REAL-2, esquemas contendo
oxaliplatina e/ou capecitabina em comparagdo com ECF em pacientes com doenca
avancada. Os autores demonstraram a ndo-inferioridade de EOX (epirrubicina
50mg/m” D1 + oxaliplatina 130mg/m* D1 + capecitabina 625mg/m* 2 vezes ao dia
por 21dias), ECX (epirrubicina 50mg/m* D1 + cisplatina 60mg/m® D1 + capecitabina
625mg/m* 2 x dia, 21 dias) e EOF (epirrubicina 50mg/m> D1 + oxaliplatina
130mg/m® D1 + 5-fluorouracil 200mg/m” infusio venosa continua 21 dias) em
relacdo ao ECF em termos de sobrevida, com um melhor perfil de toxicidade. Uma
tendéncia (ndo significativa estatisticamente) de maior sobrevida livre de progressao,
de taxa de resposta global e de sobrevida mediana foi observada para o esquema
EOX.

AL-BATRAN et al. (2008) compararam 02 esquemas de QT, FLO (5-
fluorouracil, leucovorin e oxaliplatina) e FLP (5-flurouracil, leucovorin e cisplatina)
e verificaram que a substitui¢do da cisplatina pela oxaliplatina determinou uma
tendéncia de melhor SLP (5,8 x 3,2m), com melhor perfil de toxicidade e maior taxa
de resposta, especialmente em individuos idosos. No entanto, ndo houve beneficio
em termos de sobrevida global.

A individualizacdo do tratamento oncolédgico ¢ forte tendéncia na pratica
clinica atual. Para tal faz-se necessario a melhor compreensao da biologia tumoral, e
isso pode ser depreendido em parte através do conhecimento do padrao de expressdo
génica. Tal andlise possibilita ndo s6 individualizar o tumor em termos de
progndstico, mas, principalmente, identificar possiveis alvos terapéuticos e predizer

resposta as terapias medicamentosas ou ndo (QUACKENBUSH 2006). Sendo assim,
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através desse conhecimento seria possivel estabelecer estratégias de tratamento mais
eficazes e potencialmente menos tdxicas para um grupo especifico de pacientes.

Um exemplo pratico dessa possibilidade pode ser verificado mais
recentemente com o estudo ToGA, no qual de evidenciou beneficio de sobrevida
global (13,5 x 11,1m) em pacientes com cancer gastrico metastatico, HER2 positivo,
tratados com QT e trastuzumabe, um anticorpo monoclonal anti-HER2, sobre

pacientes tratados somente com QT (BANG et al. 2010).
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OBJETIVOS

OBJETIVO PRIMARIO

Correlacionar a taxa de resposta objetiva (resposta completa e resposta

parcial) obtida apos tratamento de pacientes com diagndstico de cancer gastrico

localmente avancado e irressecdvel ou metastidtico com quimioterapia contendo

platina e fluoropirimidinas com o perfil de expressdo génica obtido de amostras

endoscopicas dos tumores desses pacientes.

2.2

(2)

(b)

(©)

(d)

OBJETIVOS SECUNDARIOS

Determinar a sobrevida global, duragdo de resposta e sobrevida livre de
progressao;

Determinar a tolerancia dos pacientes a quimioterapia a partir dos parametros
de toxicidade;

Estabelecer correlagdo das caracteristicas clinicas-patologicas, dos
marcadores imunoistoquimicos ¢ da toxicidade a QT com os desfechos de
resposta objetiva e sobrevida;

Correlacionar o perfil de expressdao génica com sobrevida.
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3 CASUISTICA E METODOS

Foi realizado ensaio clinico prospectivo, nao-randomizado, envolvendo
pacientes com canceres gastricos localmente avancados e irressecaveis ou
metastaticos admitidos e candidatos a tratamento sistémico paliativo no Hospital do
Cancer Haroldo Juagaba/Instituto do Cancer do Ceara - ICC. O estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto do Cancer do Ceara em 29 de

Outubro de 2009, conforme carta do Anexo 1.

3.1 ELEGIBILIDADE

3.1.1 Critérios de inclusdo
o Pacientes com diagnoéstico citoldégico ou histopatologico de carcinoma ou
adenocarcinoma de estdbmago localmente avangado irressecavel ou

metastatico sem tratamento oncologico sistémico prévio;

o Performance status ECOG entre 0 e 2 (Anexo 2);
. Expectativa de vida superior a 12 semanas;
. Interesse  voluntdrio em participar confirmado pela assinatura do

Consentimento Esclarecido (Apéndice 2);

. Doenga Mensuravel, conforme critérios RECIST, versao 1.1.
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3.1.2 Critérios de Exclusao

3.2

Diagnoéstico de outra neoplasia maligna em atividade (exceto Carcinoma
Basocelular de pele, carcinoma in Situ da mama e carcinoma in situ de colo
uterino);

Doenga sistémica grave que na opinido do investigador possa interferir no
andamento do tratamento ou intensificar seus efeitos colaterais;

Creatinina sérica > 1,3 mg/dl ou Clearance de Cr < 50 ml/min;

Insuficiéncia hepatica ou aumento nos niveis de bilirrubinas maior que 1,5 x
o valor de referéncia ou transaminases maior que 2,5x o valor de referéncia;
Hipersensibilidade aos componentes do tratamento;

Radioterapia intestinal prévia ou previsdo de tratamento com irradiagdo
durante a quimioterapia;

Gravidez;

Participacdo em estudo de terapia investigacional,

Estado ou patologia mental que inviabilize a capacidade do paciente de
compreender e decidir os procedimentos proprios do estudo;

Coagulopatia clinicamente grave ou sangramento ativo pelo tumor primario

que cause instabilidade hemodinamica.

AVALIACAO PRE-TRATAMENTO

Os pacientes elegiveis assinaram termo de consentimento pds-informado

(Apéndice 2) ap0s a leitura e esclarecimento do mesmo. Tiveram anamnese e exame

fisico realizados pelo investigador no prazo de duas semanas que antecederam o
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inicio do tratamento. Todos os pacientes realizaram avaliacdo antes do inicio do
tratamento que consistia em exames laboratoriais (hemograma completo, provas de
fungdes renais e hepaticas, transaminases séricas, dosagem de eletrolitos séricos e de
antigeno carcinoembriondrio sérico) em até 7 dias do primeiro dia de infusdo.
Exames radiologicos de avaliacdo de doenga foram realizadas em até 28 dias do
primeiro dia da primeira infusdo de QT. Nos Quadros 1 e 2, segue uma lista

discriminando os referidos exames de avaliacgao inicial.

Quadro 1 - Lista de Exames Laboratoriais Iniciais

Exames Laboratoriais
Hemograma Completo Contagem de plaquetas
Uréia/ Creatinina Sédio/ Potassio
Caélcio 16nico Albumina
Bilirrubina Total e Fracoes Fosfatase alcalina
TGO/ TGP Tempo de Protrombina (TAP)
Beta-HCG (se aplicavel) Sumario de urina

Quadro 2 - Lista de Exames Complementares Radioldgicos de Estadiamento

Exames Obrigatérios Exames Condicionais

Radiografia de torax Tomografia de Torax (se detectadas

anormalidades na radiografia de torax)

Tomografias de abdome e pelve Tomografia ou RNM de cranio se paciente

com suspeita clinica de doenga em SNC

ECG/Ecocardiograma bidimensional ou Cintilografia 6ssea de corpo inteiro, no caso
Cintilografia miocardica (no caso de QT | de suspeita clinica de metastases 0sseas

contendo antraciclinas)

Além desses exames, foi realizada também uma endoscopia digestiva alta para
coleta de amostra tumoral para analise molecular subsequente ou, na auséncia do

tumor primario, bidpsia de lesdes metastaticas.
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3.3 PLANO DE TRATAMENTO

O esquema de quimioterapia consistiu na combina¢do de duas ou trés drogas,
sendo que duas delas deveriam, obrigatoriamente, ser uma fluoropirimidina e um sal
de platina, conforme rotina em cancer gastrico (National Comprehensive Cancer
Network-NCCN 2011).

O presente estudo teve por objetivo correlacdo clinica-molecular (RO e
sobrevida versus expressdo génica e imunoistoquimica tumoral), sendo assim, a
escolha do esquema terapéutico ficou dependente da avaliacdo do médico assistente e
teve como principais bases: melhor eficdcia, contra-indica¢des, comorbidades,
historico de hipersensibilidade, potencial de toxicidade, estado geral, estado
nutricional, experiéncia do profissional e viabilidade no servigo. Conforme boa
pratica de rotina em tratamento oncoldgico (principalmente paliativo, no qual a
qualidade de vida ¢ o objetivo primordial), o paciente também teve participacdo na
escolha de seu esquema apos discussdo clara e objetiva de seu médico assistente.
Nesse contexto foram incluidos pacientes tratados com esquemas: ECF, ECX e CF.

Conforme rotina do servico de oncologia clinica, os pacientes deveriam ser
avaliados clinicamente e laboratorialmente antes de cada ciclo de quimioterapia com
vistas a controle da doenga e suporte de seus sintomas decorrentes da doenga de base,
de seu estado geral e da toxicidade apresentada, sobretudo, gastrointestinal,
hematologica, renal e hepatica. O Anexo 3 descreve e classifica os principais efeitos
adversos do tratamento oncologico, tendo sido planejadas redugdes de doses de QT
(20%) nos ciclos subsequentes (obviamente adiados até recuperacdo), no caso de

toxicidades gastrointestinais, ou hematologicas grau 3 e 4 ou neutropenia febril. Na
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reincidéncia dos anteriores ou em caso de toxicidade auditiva ou neuroldgica grau 2,
a QT era suspensa. Na ocorréncia de cardiotoxicidade ou toxicidade renal grau 2, a
QT era suspensa; se houvesse recuperacdo da funcdo renal, na auséncia de co-
morbidade de risco o tratamento era reiniciado com reducao de dose.

Também foram repetidos os exames radiologicos necessarios para a avaliacao
do desfecho clinico de resposta objetiva, conforme se pode verificar a seguir.

O tratamento foi mantido, na auséncia de toxicidade acima citada, até
progressdo de doenga, resposta maxima (definida por 2 avaliagdes seguidas
evidenciando doenga estavel), em acordo com decisdo do paciente, que obviamente,

também poderia solicitar o fim da QT.

34 PLANO DE COLETA DE DADOS

Todos os pacientes tiveram suas caracteristicas basais, assim como todos os
parametros clinicopatoldgicos (conforme ficha discriminada no Apéndice 1)
necessarios para obtencdo dos resultados do estudo registrados em ficha clinica
individual, armazenada em armario proprio no setor de pesquisa clinica da Escola
Cearense de Oncologia do Instituto do Cancer do Ceara. Foram esses dados
processados em banco de dados do SPSS (IBM, versdo 18, sob registro da referida

institui¢ao).

3.4.1 Avaliagdo de Resposta
A cada 02 ciclos os pacientes realizaram avaliacdo radioldgica e clinica com

vistas a determinagdo de resposta, conforme critérios do Response Criteria In Solid
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Tumour (RECIST versao 1.1). Foi considerada objetiva (RO) a ocorréncia de
resposta parcial (RP) ou resposta completa (RC), mantida por pelo menos 4 semanas.
Tal procedimento foi mantido a cada 8 semanas, sendo o tratamento de QT mantido
até resposta maxima, progressdo de doenca ou toxicidade limitante. No Anexo 4
constam os critérios RECIST para avaliagdo de resposta (EISENHAUER et al.
2009). Foi calculada também a duracdo de resposta (DR) naqueles pacientes com
resposta objetivas. Esse pardmetro consiste no tempo transcorrido desde a
documentacdo de resposta objetiva até a primeira documentagdo de progressdo

tumoral ou 6bito e foi mensurado em meses.

3.4.2 Toxicidade

Os pacientes estudados foram avaliados regularmente a cada ciclo quanto a
toxicidade hematoldgica, gastrointestinal, neurolégica, renal e aderéncia ao
tratamento. Os pacientes foram pesados e tiveram anamnese e exame fisico dirigidos
para a pesquisa do estado nutricional e afericdo rigorosa da toxicidade clinica. As
reducdes e atrasos de dose, relativos ao plano terapéutico inicial foram considerados
na andlise da toxicidade clinica.

Os pacientes foram conduzidos, na profilaxia e terapéutica dos efeitos
adversos, de acordo com diretrizes clinicas internacionais para a prevengao e
tratamento de mucosite induzida pela terapia do cancer (Sociedade Americana de
Oncologia Clinica/ASCO; Sociedade Européia de Oncologia Médica/ESMO).

Os pacientes realizaram exames de hemograma completo, creatinina, enzimas
hepaticas, sddio e potassio até dois dias antes de cada aplicagdo de quimioterapia. As

modificacdes de dose seguiram critérios estabelecidos pelos estudos clinicos que



23

padronizaram o regime levando em consideracao os Critérios de Toxicidade Comum
(CTC) do Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI) versdo 3.0 (Anexo
3). Foi administrada nova dose de quimioterapia para os pacientes com Plaquetas >

100.000/mm? e Neutrofilos > 1500/mm?3.

3.4.3 Analise da expressao génica

As amostras tumorais obtidas antes do inicio do tratamento foram submetidas
a andlise histopatologica por congelacdo para confirmacdo de presenga de tumor na
amostra tumoral e quantificacdo da propor¢cdo da mesma frente ao tecido normal
adjacente. Das amostras selecionadas, algumas foram mantidas em formol
tamponado (aquelas utilizadas para a imunoistoquimica) ¢ as demais foram
armazenadas em tubos RNAse free, sob refrigera¢do a -80° C (aquelas utilizadas para
avaliacdao de expressdo génica). Foram utilizadas para extracdo de RNA as amostras
que continham ao exame de congelagao pelo menos 70% de tecido tumoral e garantia
da homogeneidade do material. Estes critérios foram discutidos e uniformizados
entre os patologistas envolvidos. De todos os pacientes foram coletadas também
amostras de sangue para separa¢do ¢ armazenamento do soro para posterior pesquisa
de marcadores séricos (estudo exploratério com objetivos ndo relacionados a essa

tese). Essa coleta constava do TCLE submetido aos pacientes.

o Extracdo do RNA total
Os fragmentos tumorais previamente congelados a -80°C foram lisados e
homogencizados com o auxilio de um Tissueruptor (Polytron, Kinematica AG,

Switzerland) A extracdo de RNA total foi realizada utilizando-se o método de
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minicolunas (RNeasy MiniKit, Qiagen®, EUA) seguindo especifica¢des do
fabricante. Nesse método, um tampao contendo Etanol (fornecido pelo fabricante)
era adicionado ao lisado e em seguida, a solugdo era adicionada a colunas contendo
membranas de silica RNeasy, em varias etapas. Nessas membranas o RNA se liga ¢
todos os demais contaminantes sdo eliminados. O RNA purificado ¢ entdo eluido em
agua livre de RNAse (RNAse free).

A quantificacdo e pureza do RNA foram avaliadas através da leitura de
Densidade Otica (DO) nos comprimentos de onda de 230, 260 e 280 nm em
espectrofotometro (ND-1000, NanoDrop, EUA). RNA com bom grau de pureza
deveriam apresentar uma razio das DO 260/280 entre 1,8 a 2,0 ¢ uma razdo das DO
260/230 maior que 1,8. A avaliacdo do grau de degradacdo e pureza do RNA foi feita
pelo fracionamento em gel de agarose 1%. As amostras de RNA também foram
submetidas a uma avaliacdo de qualidade através de analise por eletroforese
utilizando o Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies®, Santa Clara, CA,
US), conforme especifica¢des do fabricante. Foram considerados de boa qualidade os
RNA que apresentem um relative integrity number (RIN) >7,0 com os respectivos

picos das bandas 18S e 28S do RNA ribossdmico.

o Marcacao, hibridacéo e leitura das laminas

Os alvos fluorescentes representando os RNA presentes nas amostras de
tecido foram obtidos pela amplificagdo linear dos RNA mensageiros (RNAm)
presentes em uma aliquota de 250ng de RNA total isolado; a amplificagdo gera

cRNA marcado. Foi utilizado o conjunto de reagentes para amplificagdo e marcagio
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do mRNA amplificado Low Input Quick Amp Labeling Kit, cat # 5190-2306
(Agilent® — USA), seguindo os protocolos recomendados pelo fabricante.

Foram empregados neste estudo arrays fabricados pela Agilent contendo
60.000 oligonucleotideos de 60 bases de comprimento ¢ que representam todo o
genoma humano. O array utilizado foi o Whole Human Genome Array (8X60K),
nimero de catdlogo G4851A.

Os oligoarrays foram hibridados com os alvos fluorescentes durante 17h a
65° C em forno de hibridizagdo dedicado, utilizando o tampio de hibridagdo Hi-RPM
fornecido pela Agilent. Apos hibridizagdo, as laminas foram processadas utilizando
tampdes fornecidos pelo fabricante (Agilent®, USA) para eliminacdo de alvos nio-
especificos e eliminagdo de background. Neste processo, as laminas foram retiradas
do suporte e lavadas por 1 min em tampao de lavagem #1 a temperatura ambiente
seguido pelo tampdo #2 por 1 min, a 42° C. Em seguida, as 1dminas passaram pelo
processo de secagem que consiste nas lavagens em acetonitrilo por 1 min e na
solugdo de lavagem e estabilizagdo para microarrays por 1 min. Os arrays foram
digitalizados com o emprego do Scanner modelo Agilent Bundle (Agilent®, USA)
com capacidade para 48 laminas em resolucao de 3,0pm.

Os dados de intensidade de cada spot digitalizados no scanner foram
extraidos e pré-processados utilizando o programa Agilent Feature Extraction (v.
10.0). Nesta etapa, extrairam-se os valores de intensidade de cada spot e os controles
de qualidade das hibridag¢des inclusive utilizando os RNA spikes adicionados durante
a marcagdo. Também foram realizadas as correcdes necessarias nos valores de
intensidade provenientes de cada corante (usando o algoritmo Lowess) com o

objetivo de eliminar as diferengas de eficiéncia da emissdao dos fluor6éforos Cy3 e
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Cy5. Nesse momento também foi realizada a subtragdo do background local (valor
de intensidade ao redor de cada spot).

Nos experimentos de microarray, todas as amostras foram comparadas contra
uma referéncia comum, como proposto por POLLACK et al. (2002), de modo a
permitir comparagdes horizontais. Assim, a expressao de cada gene de cada amostra
foi calculada através da razdo entre a intensidade do sinal na amostra sobre a
intensidade do sinal na referéncia; e as amostras puderam ser comparadas entre si
através da razdo das razdes.

Ainda segundo o autor acima, a referéncia ideal seria aquela que produz um
sinal minimo em todos os elementos do array, além de ser facilmente produzida e
reprodutivel, ndo s6 no tempo, mas também em diferentes laboratorios. Dessa forma,
0 que mais se aproxima da referéncia ideal seria um pool de RNA de linhagens
celulares, como o utilizado na Universidade de Stanford. No presente estudo, um
novo conjunto de 15 linhagens celulares foi escolhido, tomando o cuidado de
selecionar tipos celulares equivalentes (Quadro 3). Todas as linhagens foram
cultivadas no meio sugerido pela American Type Cell Collection (ATCC;
www.atcc.org), suplementados com 10% de soro fetal bovino. As linhagens foram
mantidas a 37° C na presenga de 5% de CO2 até alcangarem 80-90% de confluéncia,
quando foi extraido o RNA total pelo método do Trizol (Invitrogen®, EUA),
seguindo especificacdes do fabricante. Quantidades iguais do RNA total das
linhagens que compdem o RNA referéncia foram misturadas e este RNA referéncia

foi aliquotado e armazenado a -80° C.
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Quadro 3 - Linhagens celulares selecionadas para compor o RNA referéncia

Nome da Linhagem Tipo Tumoral
Daudi Linfoma de Burkitt
DLD-1 Adenocarcinoma de Cdlon
DU 145 Carcinoma de Prostata
FaDu Carcinoma Epidermoéide de Faringe
GM 637 Fibroblasto Humano dipléide
H 146 Carcinoma de Pulmao
H 1080 Fibrossarcoma
HB4a Célula Luminal de Mama
HEK 293 Rim embrionario Humano
Jurkat Leucemia Aguda de Células T
Saos-2 Osteossarcoma
SK-BR-3 Adenocarcinoma de Mama
SK-MEL-28 Melanoma
T24 Carcinoma de Bexiga
T98G Glioblastoma
. Analise dos Dados

Para a andlise de expressdo diferencial foi utilizado o programa TIGR
Multiexperiment Viewer (TMeV versdo 4.4.1), disponibilizado pelo TIGR Institute
For Genomic Science (R Development Core Team 2010; http://www.tm4.org), onde
se aplicou o teste estatistico paramétrico t, com 1000 permutacdes e p-value < 0,01,
com ajuste de Bonferroni, na identificacdo dos genes diferencialmente expressos
entre os grupos Nao-Respondedor (R-) e Respondedor (R+), além de BOM (> 6m de
SLP) ou MAU progndstico (< 6m de SLP) (SAEED et al. 2006). Apds o teste, foi
calculado o Fold (razdo entre as intensidades dos sinais para o gene em questdo entre
R- ¢ R+ ou BOM e MAU, no caso) ¢ feito um corte em Fold maior ou igual a 2.
Entdo, com essa lista de genes, foi construido um agrupamento (cluster) hierarquico

com suporte, utilizando a métrica de Pearson e complete linkage. Com a mesma lista,
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utilizou-se o software FunNet (http://www.funnet.info) para visualizar as funcdes e
vias envolvidas (PRIFTI et al. 2008), tendo como referéncia o Gene Ontology (GO) e

a Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG).

3.4.4 Analise das Amostras por Imunoistoquimica

Foram montados preparados histolégicos e blocos de parafina das amostras
colhidas endoscopicamente antes do inicio da QT para realizagdo de
imunoistoquimica. A imunoisquimica foi realizada através da técnica do polimero
com recuperacdo antigénica pelo calor. Foram selecionados para as andlises
anticorpos monoclonais primarios para E-caderina, Topoisomerase Ila (TOPO2A),
HER2, ERCC1 e TS, com diluicdes estabelecidas no laboratério a partir de

recomendacoes dos fabricantes.

Quadro 4 - Anticorpos utilizados e respectivos fabricantes

Anticorpos Fabricante Clone
Caderina-E DAKO NCH38
C-erbB2 Novocastra CBI11
Timidilato sintase Dako TS106
Topoisomerase I1 Dako SWT3Dl1
ERCC1 abcam 8F-1

A imunoistoquimica foi realizada através das seguintes etapas:
o Desparafinizagdo e hidratacdo dos cortes histologicos: 3 banhos em Xilol (5
minutos cada), 4 banhos de alcool etilico (concentragdo decrescente),

lavagem por 5 minutos em agua corrente;
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Recuperagdo antigénica na Pascal (Camara de Pressdo) em solucdo Citrato
pH=6,0 4 125° C (30 segundos apos atingir 125°C e pressao entre 20 e 25
psi).

Lavagem em agua corrente por 5 minutos;

Bloqueio da peroxidase enddgena: 3 banhos de 5 minutos cada com Peroxido
de Hidrogénio (10 volumes);

Lavagem em PBS;

Bloqueio de proteinas: 20 minutos com Bloqueador de Proteinas (DAKO);
Incubagdo dos anticorpos primdrios, por 2 horas a temperatura ambiente em
camara umida;

Lavagem em PBS;

Incubagdo com anticorpo secundario (Advance HRP Link - DAKO) por 30
minutos (Ta);

Lavagem em PBS;

Incubagdo com Polimero (Advance HRP enzyme - DAKO) por 30 minutos
(Ta);

Lavagem em PBS;

Revelagao da reagao com cromogeno diaminobenzidina (DAB) por 5 minutos
(Kit Liquid DAB + Substrate Chromogen System; DakoCytomation,
Carpinteria, California);

Lavagem em agua corrente;

Contra coloragdo com Hematoxilina de Harris por 2 minutos;

Lavagem em agua corrente por 5 minutos;

Desidratacao em alcool, Xilol, montagem em meio permanente.
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Foram utilizados controles positivos e negativos internos e externos da
reacao.

Para avaliagdo dos escores de expressio de HER 2 foram considerados
positivos 0s casos que apresentassem escore 3+, ou seja, marcacdo membranar
intensa (completa ou incompleta) em mais de 10% das células tumorais ( no caso de
espécime cirargico) ou em um dado agrupamento de células (no caso de bidpsias) ,
conforme HOFMANN et al. (2008). A expressio de TOPO II foi avaliada
determinando-se a propor¢do de células tumorais com nucleo marcado, sendo
considerados positivos 0s casos com expressao nuclear em mais de 10% das células
tumorais. Para tal, cerca de 200 células sdo avaliadas (LIANG et al. 2008). Para
ERCCI, o nivel de expressao ¢ estabelecido a partir da comparacdo entre a marcagao
das células tumorais e a das células adjacentes da mesma amostra. Um resultado 0
significa que ndo ha reatividade do anticorpo nas células tumorais; 1+ significa que a
marcagdo no tumor é menor que nas células controles adjacentes; 2+ significa que a
marcagdo ¢ igual nos dois tipos celulares; 3+ significa que a marcagdo tumoral ¢
maior que a das células controles. Assim ¢ considerado positivo o caso com
marcagdo 3+ em mais de 10% das células tumorais e negativo o caso com marcagoes
0-2 ou 3+ em menos de 10% de células tumorais (Genzyme Genetics 2009).

Para interpretagao dos dados relativos a E-caderina foi criado um modelo que
consistia no analise conjunta de escores relativos a quantidade de células (0-4) com
marcacdo membranar ¢ escores relativo a intensidade dessa marcacao (0-3), sendo
considerados positivos os casos estimados com escores agrupados 6 — 7 (ZALI et al.

2009).
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3.45 Dados de Sobrevida

Os pacientes foram seguidos ambulatorialmente até o Obito. A sobrevida
global foi mensurada pelo tempo transcorrido entre o diagnostico de cancer até o
obito por qualquer causa e foi medida em meses. J4 a sobrevida livre de progressao
foi calculada a partir do tempo transcorrido do inicio do tratamento até a data de

registro de progressao de doenga ou dbito.

35 CALCULO DO TAMANHO DA AMOSTRA E ANALISE

ESTATISTICA

Foram incluidos nesse estudo pacientes admitidos no servigo
consecutivamente e, levando-se em conta que os dados de literatura apontam para
taxas de resposta objetiva em pacientes com cancer metastatico tratados com
combinagdes envolvendo cisplatina e fluoropirimidinas giram em torno de 45%, com
uma amplitude do intervalo de confianga de 10% - RO variando entre 10 a 40%, 1C
95% (erro médio: £ 10%), um erro do tipo I de 0,05 e objetivando um poder de 80%,
estimamos que fosse necessaria a inclusdao de um total de 30 pacientes com pelo
menos 6 respostas objetivas e na primeira fase 10 pacientes com pelo menos 2
respostas.

A comparagdo entre as variaveis demograficas, histopatoldgicas e de resposta
foi realizada através do teste do Qui-quadrado ou do teste exato de Fisher.

As curvas de sobrevida foram calculadas pelo método de sobrevida

acumulada de Kaplan Meier.
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Foram realizadas andlises univariada e multivariada no intuito de se avaliar a
influéncia das demais variaveis na taxa de RO, sobrevida global e sobrevida livre de
recidiva através do teste de log-rank e do modelo de regressdo de Cox. Foram
incluidas na analise multivariada todas as variaveis que apresentarem p>0,1 na
analise bivariada.

Foram considerados estatisticamente significativos os dados que

apresentaram nivel de significancia (valor de p) menor 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS DOS SUJEITOS

Foram incluidos 28 pacientes no periodo de janeiro de 2010 e outubro de
2011. Desse total, 02 pacientes ndo iniciaram a quimioterapia proposta devido a
complicacdes da doenga de base que levaram ao 6bito (um por hemorragia digestiva
alta e outro por insuficiéncia renal obstrutiva secundédria a doenga metastatica
retroperitoneal). Outros dois pacientes iniciaram a quimioterapia, mas ndo foram
submetidos a avaliagdo de resposta, em virtude de falecimento antes da realizagdo
dos exames de imagem, todos por deterioragdo do quadro clinico, obviamente
associado a doenca de base. No total, 24 estavam aptos para avaliagdo de resposta.
As caracteristicas gerais da populagdo do estudo encontram-se discriminadas nas
Tabelas 1 e 2.

Os pacientes incluidos tinham idade média de 56,3 (9,8 anos) (28 - 75 anos),
sendo que 75% eram do sexo masculino. Predominaram os tumores distais (antro e
corpo), correspondendo a 67,9% do total. Os tumores proximais (cardia e jungdo
gastroesofagica) corresponderam a 25% dos pacientes e os demais (7,1% dos
pacientes) apresentaram tumor primario caracteristico de linite plastica. A Figura 1
descreve com mais detalhes as localizagdes do primario. O tipo histologico
predominante foi o adenocarcinoma do tipo intestinal, correspondendo a 67,8% dos
casos. Nessa categoria agrupamos 2 casos classificados como adenocarcinoma com

tipo nao-especificado no grupo dos intestinais, como forma de facilitar as analises
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estatisticas subsequentes. Na Figura 2 € possivel verificar essa distribuicdo com mais

detalhes.

Tabela 1 - Caracteristicas basais dos sujeitos do estudo

Caracteristica Média Desvio-padréo Minimo Maximo
Idade (anos) 56,3 9,8 28 75
Soma Lesdes-Alvo (mm) 143 111 21 440
Perda de Peso (Kg) 14,1 6,4 6 30
Peso Inicial (Kg) 52,3 9,9 38 74
IMC 20,6 3,0 15,8 26,0

Tabela 2 — Frequéncias das caracteristicas clinicopatologicas basais dos sujeitos do
estudo

VARIAVEL CATEGORIAS N=28 |FREQUENCIA %
Sexo Masculino 21 75
Feminino 7 25
Proximal 7 25
Localizacgéo do primario Distal 19 67,9
Linite 2 7,1
Tipo intestinal 17 60,7
Tipo histolégico Tipo d.lfuso . ? 32,1
Adenocarcinoma nao
A 2 7,1
classificavel
Gastrectomia prévia Sim 3 10,7
P Nio 25 89,3
0 0 0
Status performance? 1 11 39,3
2 17 60,7
. Sim 18 64,3
Meta hepatica Nio 10 35.7
. Sim 15 53,6
Meta peritoneal Nio 13 46.4
Sim 4 14,3
Meta partes moles Nio 24 85.7
. Sim 24 85,7
Meta linfonodal Nio 4 14.3

!Conforme escala do ECOG
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Figura 1 - Distribui¢ao dos Pacientes conforme Localizagao do Tumor Primario.
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Figura 2 - Distribuigdo dos Pacientes Conforme Histologia do Tumor (classificagao de

Lauren).
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Os individuos do estudo apresentavam volume de doenca consideravel, com
média da soma das lesdes-alvo de 143 mm (variando de 21 a 440 mm), cujos sitios
mais frequentes de metéstases foram figado, peritoneo e linfonodos. A mediana para
o numero de sitios metastaticos foi 2. Os pacientes apresentavam importante
comprometimento do status performance, com a maioria dos casos sendo
classificados como ECOG 2 (60,7%). Nio houve individuos com ECOG 0. A
admissdo no estudo, a média de peso corporal foi de 52,3Kg (variando de 38 a
74Kg), com IMC 20,6 (variando de 15,8 a 26). Foi referida uma média de perda de
peso (em 6 meses) de aproximadamente 14kg (variando de 6 a 30kg).

Os pacientes padeciam de sintomas como: dor abdominal (80%), perda de
peso (85%), anorexia (100%), plenitude gastrica pds-prandial (70%), disfagia (40%),
vOmitos pos-prandiais (60%) e melena (25%). Apenas 15% dos pacientes foram
submetidos a procedimentos de desobstrucao de transito digestivo através de protese

e gastrojejuno-anastomose ou a sondagem externa (nasoenteral ou jejunostomia).

4.2 EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA

Por ocasido da elaboracdo dessa tese, estavam disponiveis para andlise as
marcagdes para HER2, Topoisomerase Il-alfa (TOPO2A), caderina-E ¢ ERCCI,
devido a problemas técnicos para realizagdo de TS (Figura 3).

No que se refere as imunomarcagdes, foram consideradas positivas para
TOPO2A quando mais de 10% das células apresentaram marcagdo nuclear forte.

Para HER2, a positividade foi estabelecida para marcagdo membranar 3+. J4 no caso
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do ERCCI a positividade foi estabelecida para marcacao nuclear forte do maior
numero de células tumorais, conforme descrito na se¢io METODOS.

De acordo com a Tabela 3, verifica-se que em 01 amostra ndo foi possivel se
estabelecer um resultado para HER2 e em outra também nao foi possivel para
ERCCI. A positividade no grupo de 28 pacientes foi de 100%, 82,1%, 17,9% e

57,1% para TOPO2A, HER2, ERCCI1 e caderina-E, respectivamente.

Figura 3 — Expressdo imunohistoquimica. Em A. HER2; B. Caderina-E; C. Topoisomerase IT
e D. ERCCI.
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Tabela 3 - Expressdo por imunoistoquimica de HER2, ERCC1 e TOPO2A nas
amostras de tumor géstrico avaliadas.

Marcador Expresséo N Percentual % Cumulativa
Avalidvel
Positivo 23 82,1 82,1
TOPO2A Negativo 5 17,9 100,0
Total 28 100,0
Positivo 5 17,9 18,5
Negativo 22 78,6 100,0
HER?2
Subtotal 27 96,4 -
NA*® 1 3,6 -
""""""""""""""""""""""" Total 28 100,0
Positivo 16 57,1 59,3
Negativo 11 39,3 100,0
ERCC1
Subtotal 27 96,4 -
NA? 1 3,6 -
""""""""""""""""""""""" Total 28 100,0

# ndo avalidvel. Devido ao pequeno numero de individuos, as marcagdes foram categorizadas

dicotomicamente (POSITIVO x NEGATIVO).

43 TRATAMENTO E TOXICIDADE

Estavam aptos para essa avaliagdo 26 pacientes. Mais de 60% dos pacientes
receberam esquema de poliquimioterapia contendo 3 drogas, contendo associacao de
epirrubicina (50mg/m? D1) e cisplatina (60mg/m* D1) com 5-fluorouracil (1g/m?*/dia
sob infusdo venosa continua - IVC de 4 dias) ou com capecitabina (1250mg/m*/dia
VO por 21 dias). Os demais pacientes receberam como esquema de quimioterapia a
associagio de cisplatina (80mg/m?) e 5-fluorouracil (1g/m*/dia por 4 dias em IVC).
As principais razdes que motivaram a escolha dos esquemas de tratamento foram:

idade, PS, disponibilidade de acesso venoso, condi¢des de ingesta oral, auséncia de
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obstrugdo intestinal e disponibilidade da capecitabina na instituicdo. A Figura 4
ilustra a distribui¢ao dos pacientes conforme a QT administrada. A mediana do
nimero de ciclos realizados foi de 5 (1-13). A principal razdo para suspensdo da
quimioterapia foi progressao de doenca, o que ocorreu em 25% dos casos, seguidos
por decisdo do paciente, toxicidade ou resposta maxima. Somente 04 pacientes
tiveram o tratamento suspenso por toxicidade e outros 04 pacientes optaram por
abandonar o tratamento por razdes pessoais. O tratamento foi, em geral, bem
tolerado, conforme ilustrado na Tabela 4. Dentre todos os esquemas, houve mais
nauseas, ototoxicidade e neurotoxicidade nos esquemas com trés drogas, conforme se
verifica nas tabelas 5 e 6. Houve necessidade de reducdo de dose em 40% dos
pacientes, principalmente em razio dos efeitos adversos hematoldgicos graus 3 ou 4.
Nao houve relato de sindrome mao-pé (eritrodisestesia palmo-plantar). A
ototoxicidade de graus 1 e 2 foi verificada em 19,2% dos pacientes (n = 3 e 2,
respectivamente); neurotoxicidade grau 1 ocorreu em 3 pacientes e mucosite oral foi

relatada por 5 pacientes (de graus 1 e 2).
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Figura 4 - Distribui¢ao dos pacientes pelo esquema de quimioterapia. Obs.: ECF com

5-Fluorouracil em infusdo venosa continua de 4 dias.
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Tabela 4 - Perfil de toxicidade a quimioterapia de todos os pacientes.

Toxicidade N Frequéncia (%) Percentual Cumulativo
grau 0 6 23,1 23,1
grau 1 7 26,9 50,0
Anemia® grau 2 9 34,6 84,6
grau 3 4 15,4
Total 26 100,0 100
grau 0 11 423 42,3
grau 1 1 3,8 46,2
grau 2 3 11,5 57,7
Neutropenia®
grau 3 9 34,6 92,3
grau 4 2 7,7 100,0
Total 26 100,0
grau 0 24 92,3 92,3
grau 1 1 3.8 96,2
Plaquetopenia®
grau 2 1 3.8 100,0
Total 26 100,0
grau 0 3 11,5 11,5
grau 1 8 30,8 423
Nauseas grau 2 14 53,8 96,2
grau 3 1 3.8 100,0
Total 26 100,0
grau 0 7 26,9 26,9
grau | 10 38,5 65,4
VOmitos grau 2 7 26,9 92,3
grau 3 2 7,7 100,0
Total 26 100,0
grau 0 15 57,7 57,7
grau 1 5 19,2 76,9
Diarréia grau 2 5 19,2 96,2
grau 3 1 3,8 100,0
Total 26 100,0

A toxicidade hematologica sé foi avaliada no D1 de cada ciclo de QT



Tabela 5 — Perfil de toxicidade de pacientes submetidos ao esquema CF.

ESQUEMA CF
Toxicidades N % % Cumulativo
grau 0 1 12,5 12,5
Anemia grau 1 3 37,5 50,0
grau 2 3 37,5 87,5
grau 3 1 12,5 100,0
grau 0 2 25,0 25,0
grau 1 1 12,5 37,5
Neutropenia grau 2 1 12,5 50,0
grau 3 3 37,5 87,5
grau 4 1 12,5 100,0
grau 0 7 87,5 87,5
Plaguetopenia
grau 2 1 12,5 100,0
Neurolégica grau 0 8 100,0 100,0
grau 0 7 87,5 87,5
Auditiva
grau 2 1 12,5 100,0
grau 0 7 87,5 87,5
Nauseas
grau 1 1 12,5 100,0
grau 0 2 25,0 25,0
grau 1 2 25,0 50,0
Vomitos
grau 2 3 37,5 87,5
grau 3 1 12,5 100,0
grau 0 5 62,5 62,5
Diarréia grau 1 1 12,5 75,0
grau 2 2 25,0 100,0
grau 0 7 87,5 87,5
Mucosite oral grau 1 1 12,5 100,0
Total 8 100,0

42
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Tabela 6 — Toxicidade dos pacientes submetidos aos esquemas contendo 3 drogas

ESQUEMAS ECF e ECX

Toxicidades N % % Cumulativo
grau 0 5 27,8 27,8
grau 1 4 22,2 50,0
Anemia
grau 2 6 333 83,3
grau 3 3 16,7 100,0
grau 0 9 50,0 50,0
grau 2 2 11,1 61,1
Neutropenia
grau 3 6 333 94,4
grau 4 1 5,6 100,0
grau 0 17 94,4 94 4
Plaquetopenia
grau 1 1 5,6 100,0
grau 0 15 83,3 83,3
Neurolégica
grau 1 3 16,7 100,0
grau 0 14 77,8 77,8
Auditiva grau 1 3 16,7 94.4
grau 2 1 5,6 100,0
grau 0 2 11,1 11,1
grau 1 6 333 444
Nauseas
grau 2 9 50,0 94.4
grau 3 1 5,6 100,0
grau 0 5 27,8 27,8
grau 1 8 44 .4 72,2
Vomitos
grau 2 4 22,2 94,4
grau 3 1 5,6 100,0
grau 0 10 55,6 55,6
grau 1 4 22,2 77,8
Diarréia
grau 2 3 16,7 94,4
grau 3 1 5,6 100,0
grau 0 14 77,8 77,8
Mucosite oral grau 1 3 16,7 94 .4
grau 2 1 5,6 100,0
Total 18 100,0
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4.4 DESFECHOS CLINICOS

4.4.1 Resposta Objetiva

Os dados de avaliacdo de resposta se referem a 24 pacientes, conforme
relatado previamente. Todos os casos de resposta parcial foram confirmados com
nova avaliagdo radioldgica 28 dias apds sua deteccdo. Cada caso era classificado pela
melhor resposta avaliada.

Nao houve nenhum caso com resposta completa. Ocorreu resposta parcial
(RP) em 62,5% dos casos, tendo os demais pacientes se apresentado com doenga
estavel (DE) 25% e progressdao de doenca (PD) 12,5%. A mediana de regressdo
tumoral foi -37%. As Figuras 5 e 6 ilustram os dados acima mencionados.

Mesmo em alguns individuos com DE houve beneficio clinico,
principalmente no quadro de dor (80% dos pacientes com dor & admissdo referiram
melhora ou suspenderam uso de analgésicos), anorexia e empachamento poOs-
prandial. Apenas 03 respondedores permaneceram com sintomas associados a
doenca: melena, astenia e perda de peso, apesar de melhora de apetite. Para 3
pacientes foi reavaliada a indicacdo de gastrectomia curativa o que foi possivel
tecnicamente em 2 desses. Em outro paciente, a cirurgia ndo foi indicada pela
presenca de doenga linfonodal para-aértica a admissd@o. No entanto, a paciente
apresentava-se com resposta completa nesse sitio apds duas avaliagdes radioldgicas,
tendo sido submetida & quimiorradioterapia apds 4 ciclos da QT do estudo. Ao
momento da andlise dos dados, as suas bidpsias endoscopicas de controle

encontravam-se negativas para neoplasia.



45

62,5%

40

Pacientes (%)

25%

12,5%

EResposta Parcial Doenga Estavel Progressdo de Doenga
Melhor resposta

Figura 5 — Distribuicdo dos pacientes conforme a melhor resposta apresentada a

quimioterapia.
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Figura 6 - Distribuigdo dos pacientes conforme percentual de regressao tumoral.
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A duragdo média de resposta (DR) do grupo foi de 4,6 meses, com mediana
de 3,3 meses. Foram considerados de BOM status de DR os individuos com mediana
de DR igual ou maior que 3,3m ¢ de MAU status de DR aqueles com DR inferior a
3,3m.

Para as andlises de possiveis correlagdes foram considerados como
“respondedores” pacientes que apresentassem resposta parcial e, “ndo-
respondedores” aqueles com doenca estdvel ou progressio de doenga. Foram
analisadas possiveis associagdes entre varias das caracteristicas clinico-patologicas
dos pacientes, da doenga, do tratamento ¢ de imunoistoquimica com o status de
resposta (conforme descrito anteriormente).

Somente a localiza¢do do primario demonstrou se associar com a resposta de
forma significativa (Teste Exato de Fisher, p = 0,039), tendendo os pacientes
respondedores a se concentraram mais dentre aqueles com tumores proximais
(Tabela 7) do que com tumores distais ou linite plastica. Nao houve diferencas no
perfil de resposta entre os esquemas de QT (3 drogas x 2 drogas). Outros parametros
clinicos como IMC, idade, nimero de sitios metastaticos, soma dos didmetros das
lesdes-alvo e numero de ciclos de QT, também ndo demonstraram correlacionar-se a
melhor ou pior perfil de resposta objetiva, pelo modelo de correlagdo de Spearman e
de Pearson.

Também nao houve qualquer associagcdo entre expressdo imunoistoquimica
de HER2, TOPO2A e ERCCI1 e o perfil de resposta; conforme teste exato de Fisher,
p = 1,0. A Figura 7 ilustra graficos referentes a expressdo desses marcadores entre
respondedores e nao-respondedores. Entre os individuos que receberam epirrubicina

nao houve influéncia da expressio da TOPO2A na resposta (DR em pacientes
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TOPO+ 3,0m e TOPO- 2,8m; p=0,548), nem de HER2 (DR para HER2+ 2,8m e
para HER2- 3,6m; p=0,645).

A média de sobrevida global entre respondedores e ndo-respondedores nao
teve diferenca estatisticamente significante (16,2 x 11,3 meses; p = 0,09; Teste Log
Rank de Mantel-Cox), provavelmente pelo tempo de seguimento e pelo tamanho da
amostra. A sobrevida livre de progressdo diferiu entre esses grupos de forma

significante (10,5 x 3,7 meses; p < 0,002, teste Log Rank de Mantel-Cox).
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Tabela 7 - Associa¢do entre a resposta com caracteristicas clinicas e toxicidade a

QT.
STATUS DE RESPOSTA Total p
Respondedor  Nao-Respondedor
Sexo Masculino 9 8 17 0,191
Feminino 6 1 7
Tipo Carcinoma 10 7 17 0.669
Histoldgico Carcinoma 5 2 7
Tumor Pro?;imal 6 0 6 0.039*
primario Distal 7 9 16
Linite 2 0 2
Metéastase Nio 6 3 9 1.0
Meta Nao 1 2 3 0,533
linfonodal Sim 14 7 21
Meta Nao 9 4 13 0,657
peritoneal Sim 6 5 11
Meta partes Nao 13 7 20 0,615
moles Sim 2 2 4
Performance 1 9 2 11 0.105
status® 2 6 7 13
Gastrectomia Sim 2 1 3 1.0
Prévia Néo 13 8 21 ’
. ECF 8 5 13
Tipo de QT 1,0
ECX 3 1 4
CF 4 3 7
Anemia® Graus 0-2 14 6 20 0,13
Graus 3-4 1 3 4
Neutropenia® Graus 0-2 9 4 13 0,469
Graus 3-4 6 5 11
Nauseas® Graus 0-2 15 8 23 0,375
Graus 3-4 0 1 1
Voémitos® Graus 0-2 13 9 22 0,511
Graus 3-4 2 0 2
Ototoxicidade® Graus 0-2 14 9 23 1,0
Graus 3-4 1 0 1
Total 15 9 24

Analises pelo Teste Exato de Fisher; b — antes do inicio da QT; ¢ — toxicidade a QT
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Figura 7 - Expressao imunoistoquimica de ERCC1, HER 2 ¢ Topoisomerase II entre

respondedores e ndo-respondedores. Associagdo entre o status de resposta (respondedores em
verde e nao-respondedores em azul) e o perfil de expressdo imunoistoquimica de A. topoisomerase II,
B. ERCCI e C. HER 2. Nio se estabeleceu uma associagio, pelo teste Exato de Fisher, p = 1,0 nas 3

analises.

Nao foi possivel estabelecer um modelo de andlise multivariada para as
correlagdes de status de resposta. Baseado nos achados de andlise bivariada foi
possivel estabelecer correlagdao nao significativa da DR com idade (coeficiente de
Pearson de 0,301; p<0,077) e significativa com o numero de ciclos de QT
(coeficiente de Pearson 0,714; p<0,0001) e com o percentual de resposta (coeficiente
de Pearson de -0,617; p<0,001). Também se verificou, pelo teste do Log-rank, uma
correlagao desse desfecho com ECOG (ECOG 1 com 9,0 m e ECOG 2 com 2,5 m; p

<0,013), com tipo histologico (intestinal com DR de 7,5 e difuso com 2,0; p<0,011)
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e com a ocorréncia de anemia (DR de 6,6 para os graus 0-2 e de 1,6m para os graus
3-4; p<0,033) (Figuras 8, 9 e 10). Tiveram correlagio marginal (p<0,2)
ototoxicidade, metastases hepaticas, metastases peritoneais ¢ numero de sitios de
metastases. Todas essas varidveis foram utilizadas no modelo de anélise
multivariada, utilizando o modelo de Regressdo de Cox.

No modelo de regressdo, quando foram inseridas apenas as variaveis relativas
as caracteristicas basais dos pacientes, apenas 0 ECOG se mostrou preditiva de DR,
de tal forma que individuos com ECOG 2 apresentaram uma HR de 5,2 para menor
duragdo de resposta (p<0,015) do que individuos ECOG 1. Ao se agrupar as
caracteristicas basais e relativas ao tratamento, verificaram-se como preditoras de
melhor DR: individuos com menor nimero de sitios de metéstases, que realizaram
mais ciclos de QT e obtiveram uma maior regressdo tumoral, conforme se pode

verificar na Tabela 8.

Tabela 8 — Analise multivariada das caracteristicas basais e de tratamento para DR

Variaveis p HRP IC 95,0%
Superior Inferior
No. sitios meta 0,046 2,410 1,017 5,710
No. ciclos QT 0,001 0,412 0,239 0,711
Tamanho da resposta® | 0,003 1,063 1,021 1,106

*Valor de resposta expresso em %, tendo valores negativos aqueles com regressao tumoral e positivos
os com crescimento tumoral. ® Hazard ratio (razio dos riscos).

* -~ ., . . .

Regressdo de Cox, sendo DR a variavel dependente; considerado significante um valor de p<0,05.
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Figura 8 — Curva de Duragao de Resposta conforme Tipo Histologico. Mediana de DR
para tumores difusos de 2,0m e para tumores intestinais 4,8m. Teste Log-rank de Mantel Cox,

significante um valor de p<0,05.
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Figura 9 - Curva de Kaplan Meier para Duragdo de Resposta conforme Ocorréncia

de Toxicidade - Anemia. Mediana de DR para pacientes com anemia graus 0-2 de 4,0m e para

graus 3-4 de 1,2m. Teste Log-rank de Mantel Cox, significante um valor de p<0,05.
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Figura 10 — Curva de Kaplan Meier para Duragdo de Resposta conforme PS. Mediana
de DR para pacientes com ECOG 1 de 10,0m ¢ com ECOG 2 2,6m. Teste Log-rank de Mantel Cox,

significante um valor de p<0,05.

4.4.2 Sobrevida livre de progressao (SLP)

Até Dezembro de 2011 havia 21 eventos relatados entre os 28 pacientes
incluidos. A sobrevida livre de progressdo do grupo foi de 25%, com mediana foi de
4,5 meses (95%CI 2,8 — 6,17m). No grafico da Figura 11 se encontra a curva de SLP
para os 28 pacientes.

Pode-se verificar na Figura 12, que dentre os 24 pacientes com avaliagdo de
resposta (SLP mediana nesse grupo era 5,2 m; CI 95% 3,8 — 6,5), a SLP mediana foi
de 10 m para os respondedores (95% CI 4,7 — 15,2) e de 4,4 meses para nao-
respondedores (95% CI 2,0 — 6,7). Houve diferenga significativa do ponto de vista

estatistico, com p<0,002 (LogRank - Mantel-Cox).
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Figura 11 - Curva de sobrevida livre de progressao. Curva de Sobrevida de Kaplan Meier
para 28 pacientes incluidos no estudo. Sobrevida livre de progressao de 25%, em seguimento mediano
de 7,2 meses (0,4 — 19 m).
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Figura 12 - Grafico de sobrevida livre de progressdo de respondedores e nao-
respondedores a QT. Curva de Kaplan Meier para “respondedores” e “ndo respondedores”;
referente a 24 pacientes aptos para avaliacdo de resposta por RECIST. SLP de respondedores foi de
40% e de ndo respondedores foi de 11%, p<0,002 (Log-Rank de Mantel-Cox).
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Na analise bivariada, utilizando-se as caracteristicas basais dos pacientes,
apenas o Status Performance (PS) pelo ECOG (SLP 36% para ECOG 1 contra 17%
para ECOG 2; p<0,01), nimero de sitios metastaticos (coeficiente de Pearson r= -
0,383, p < 0,044) e tipo histologico (SLP 36% para intestinal e 0% para o difuso,
p<0,023), afetaram de forma significante a SLP. Ja dentre as varidveis relacionadas
ao tratamento, a ocorréncia de toxicidade auditiva (SLP 23,8% e 40% para grau 0 e
1-2, respectivamente; p<0,041), melhor resposta (SLP 40%, 16% e 0% para RP, DE
e PD, respectivamente; p<0,0001), o numero de ciclos de quimioterapia (coeficiente
de Pearson r=0,762, p <0,0001) e o percentual de resposta (coeficiente de Spearman
r=-0,549, p < 0,006) se correlacionaram com a sobrevida livre de doeng¢a, conforme
se verifica na Tabela 9. Ao se agrupar a toxicidade auditiva quanto a sua ocorréncia
ou ndo, verificou-se que os pacientes com grau 0 apresentavam média de SLP de
5,6m, enquanto os individuos com graus 1 e 2 apresentaram média de 13,1m, sem
atingir mediana de SLP (p<0,041). Nas Figuras 13 a 15 pode-se avaliar a diferenca
nas curvas de sobrevida livre de doenca, conforme ECOG, tipo histoldgico e

toxicidade auditiva.
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Tabela 9 - Associagdo entre as caracteristicas clinicas e sobrevida livre de doenga

Sobrevida Livre de Progressao

Variavel Categorias Média 95% CI p
Sexo Masculino 6,5 4,1-8,8 0.6
Feminino 8,5 23-119 i
. s, Proximal 6,4 29-99
Localizag@o primario Distal 7.8 43 -10.7 0,63
. . L. Carcinoma intestinal 9,1 57 -12,4 %
Tipo histolégico Carcinoma difuso 38 23.53 0023
S Sim 6,8 43-94
Presenca do primario Nio 8.5 3.7-133 0,5
1 10,8 6,6 -15,0 "
Performance status ) 4.0 28-52 0,01
-, Sim 5,8 3,5-8,1
Meta hepatica Nio 92 5.4-13,0 0,147
. Slm 5,0 259 - 732
Meta peritoneal Nio 8.9 49-12.8 0,191
Sim 6,5 2,2-10,7
Meta partes moles Nio 7.0 44-96 0,921
. Sim 7,6 48-10,5
Meta linfonodal Nio 54 15-93 0,46
ECF 6,7 3,0-10,3
Tipo de QT ECX 11,6 7,5-15,6 0,2
CF 6,7 43-9,1
. 0-2 8,2 54-109
Anemia 3.4 3.6 2.8-45 0,081
. 0-2 6,4 4,1-8,7
Neutropenia 3.4 8.8 45-132 0,618
0 5,6 40-72
Toxicidade Auditiva 1 18,0 18,0 0,028*
2 5,8 1,4-10,1
N 0-2 7,4 48-10,1
Vomitos 3.4 8.0 8.0 0,476
Resposta parcial 10,5 7,0-13,9
Melhor Resposta Doenga estavel 4.5 3,7-52 0,0001*
Progressdo de doenca 2,3 1,0-3,5

Teste de Log-Rank de Mantel-Cox. ~ Considerado p<0,05 como significante

Quanto aos marcadores imunoistoquimicos, ndo se encontrou nenhuma

relacdo entre a expressdo de HER2 (8,8 m para positivos e 6,6m para negativos, p =

0,85), TOPO2A (6,5m para positivos ¢ 9,5 m para negativos, p = 0,475) ou ERCC1

(7,1 m para positivos e 7,4m para negativos, p = 0,5) com SLP, pelo teste log-rank de

Mantel-Cox. Quando se analisou a SLP somente dos pacientes expostos a

antraciclinas, ndo se verificou qualquer interferéncia da expressdo de TOPO2A
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(mediana para positivos 4,0m e para negativos 4,5m; p=0,382), nem da expressao de
HER?2 (4,0 x4,5m; p=0,738).

Ao se analisar somente as variaveis com valor de p< 0,1 na analise bivariada,
pela regressao de Cox, dentre as caracteristicas basais, apenas o ECOG foi preditor
independente de SLP, tendo pacientes com maior escore de ECOG uma pior SLP
(HR 3,9 para ECOG 2; p<0,017). Ao se agrupar as demais variaveis relativas ao
tratamento (numero de ciclos de QT, percentual de resposta, status de resposta,
anemia pos-QT e ototoxicidade), obteve-se, pela regressdo de Cox, que a presenca de
meta hepatica, um menor numero de ciclos de QT e alteracdo percentual na soma das
lesdes-alvo tendendo para DE ou PD configuram um pior prognodstico em termos de

SLP, conforme se pode verificar na Tabela 10.



57

Escores de PS
1.09
- H
2
P-:;o‘o]_* =+ 1.censored
! 2-censored

0,89
£
=
E 06-
O 11,2m
=
5
S 04
-
-
(-]
@

0,2+

0,0

T ) ll ] T
0 50 10,0 150 200

Meses

Figura 13 - Curvas de Kaplan Meier para Sobrevida Livre de Progressdao Conforme

Performance Status por ECOG 1 e 2. Curva de Kaplan Meier para SLP conforme ECOG. Estdo
destacadas as medianas de SLP. Teste log-rank de Mantel-Cox. Foi considerado como significante um

valor de p <0,05*.
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Figura 14 - Curva de Sobrevida Livre de Doenga conforme o Tipo Histologico do

Tumor. Curva de Kaplan Meier para SLP entre pacientes com tumores do tipo Intestinal (mediana

10,0meses) e do Tipo Difuso (mediana 4,0 meses). Teste Log-rank de Mantel-Cox. Considerado

significante um valor de p<0,05.
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Toxicidade Auditiva
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Figura 15 - Curva de Sobrevida Livre de Doenca de acordo com o Padrio de

Toxicidade Auditiva. Curvas de Kaplan Meier para SLP em pacientes sem ototoxicidade e

pacientes com ototoxicidade. Teste Log-rank de Mantel-Cox; considerado significante um valor de

p<0,05.

Tabela 10 — Analise multivariada para SLP.

Variaveis p HR IC 95,0% HR
Inferior Superior
Presenga de meta hepatica 0,008 6,801 1,643 28,153
No. ciclos de QT 0,001 0,407 0,241 0,686
Valor de resposta 0,001 1,043 1,017 1,070
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4.4.3 Sobrevida Global

Até Dezembro de 2011 (seguimento mediano de 7,6 meses), ocorreram 17
mortes (SG), determinando uma mediana de sobrevida para o grupo de 28 pacientes
de 12,5 meses (CI 95% 6,3 — 18,6). A Figura 16 ilustra o descrito acima.

Nao houve interferéncia do status de resposta sobre a SG, sendo a mesma, nos
24 pacientes que tiveram essa avaliag¢do realizada, de 37,5% (total de 15 eventos). A
sobrevida em respondedores foi 46,7% e a de ndo-respondedores foi de 22,2%.
Como se pode observar através da Figura 17, ha diferenga entre as curvas em favor
dos respondedores, no entanto, essa nao foi significante do ponto de vista estatistico.

Na analise bivariada, avaliada pelo teste de log-rank, as caracteristicas
clinico-patologicas basais que se relacionaram com a SG foram tipo histoldgico (ver
Figura 19), de tal forma que o tipo intestinal determina uma melhor sobrevida (média
de 14,7m x 8,8m; p=0,042), PS (média de 18,2 meses para ECOG 1 ¢ 8,6 meses para
ECOG 2; p<0,005) conforme se pode verificar nas tabelas 11 ¢ 12 e na Figura 18.
Apesar do status de resposta ndo ter se correlacionado de forma significante com a
SG, a DR (coeficiente de Pearson 0,689; p<0,0001) e, portanto, o status de duracao
resposta (mediana de DR> ou <3,3m) demonstraram correlagdo (Figura 20).
Conforme se verifica na Figura 21, outro fator que se apresentou como fator
prognostico foi a toxicidade auditiva, sendo a mesma favoravel quando em grau 1 e 2
(mediana para grau 0 de 10m e para graus 1 e 2 de 23m; p=0,033). Dentre as
variaveis idade (p=0,92), perda de peso ao diagnostico (p=0,72), peso inicial
(p=0,48), ntimero de sitios metastaticos (p=0,118), numero de ciclos de QT,
percentual de resposta objetiva (p=0,16), duracao de resposta (DR) e IMC (p=0,31),

apenas o numero de ciclos de QT (coeficiente de Pearson r=0,758; p<0,0001) e a DR
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(coeficiente de Pearson r=0,673; p<0,0001) se correlacionaram com uma melhor

sobrevida.

= 1Survival Function
1.0 —— Censored

Sobrevida cumulativa

Meses

Figura 16 - Curva de sobrevida global. Curva de Kaplan Meier de Sobrevida Global para o
grupo de 28 pacientes incluidos no estudo. A sobrevida foi estimada em 39,1%, com mediana de 12,5

meses.



Tabela 11 - Fatores clinico-patoldgicos de progndstico.
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Sobrevida Global (meses)

Variavel Categorias Meédia 95% Cl b
Masculino 12,2 8,9-15,6
Sexo Feminino 13,7 7,120 0,809
Proximal 12,7 6,7 - 18,7
Localizacdo primario Linite 12,8 9,3-16,3 0,98
Distal 10,5 2,8 - 18,1
. . Carcinoma intestinal 14,7 11,0-18,4 "
Tipo histolégico Carcinoma difuso 8.8 5124  O0%2
. Sim 12,2 9,0-15,4
Presenca do primario Nio 17.7 12.3-23.0 0,25
1 18,3 14,3 -22,1 %
Status Performance ) 9.6 64-12.8 0,005
. Sim 11,9 82-155
Meta hepatica Nio 145 92-198 0,28
Sim 9,8 6,6 -13,0
Meta peritoneal Nio 16,8 12,5-21,0 0,092
Sim 14,9 9,6 - 20,1
Meta partes moles Nio 12.6 92-159 0,47
. Sim 13,0 9,7-16,3
Meta linfonodal Nio 12,5 45205 0,68
ECF 12,6 8,1-17,1
Tipo de QT ECX 18,6 11,1-26,0 0,27
CF 12,9 7,8-18,1
. 0-2 14,4 11,1-17,6
Anemia 3.4 9.2 5.1-133 0,14
. 0-2 12,1 8,7-15,7
Neutropenia 3.4 153 102 -20.3 0,58
. 0 11,7 8,6-149 "
Auditiva 122 19.9 15.8-23.9 0,033
. Sim 18,0 14,6 - 21,3
QT de segunda linha Nio 125 89162 0,41
Melhor Resposta Resposta parcial 16,2 12,5-19,9 0,2
Doenga estavel 12,2 6,0-18,2
Progressdo de doenca 10,0 45-155
Status de DR Mau (DR<3,3m) 11,7 7,9-15,5 0,025*
Bom (DR>3,3m) 18,3 14,5-22,1

*Teste do Log-rank de Mantel-Cox. Nivel de significancia p <0,05.
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Tabela 12 - Distribui¢do da sobrevida global conforme expressao imunoistoquimica.

Média
Marcador Expressdo (meses) 95% IC p
R S R
TOPO2A Negative Be seas 0
feme BT R

Teste Log-rank de Mantel-Cox. Considerado significante um valor de p<0,05.

Status de Resposta
="Tnao respondedor

p< 0,096 respondedor

nao respondedor-
censored
respondedor-censored
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Figura 17 - Curvas de sobrevida global de respondedores e ndo-respondedores.

Curvas de Kaplan Meier para SG. Mediana para respondedores de 16,6 m e para ndo respondedores de

12,5m. Teste Log-rank de Mantel-Cox; significante se valor de p <0,05.
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Figura 18 - Curva de Kaplan Meier para Sobrevida Global conforme Performance

Status. Mediana de SG para ECOG 1 de 19,0 meses e para ECOG 2 de 7,5meses. Teste Log-rank de

Mantel-Cox, considerado significante valor de p<0,05.
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Figura 19 - Curva de Kaplan Meier para Sobrevida Global conforme a Histologia

Tumoral. Mediana de SG para o tipo Intestinal 13,7m e para o Difuso 7,0m. Teste log-rank de

Mantel-Cox, considerado significante valor de p<0,05.
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Figura 20 - Curva de Kaplan Meier para Sobrevida Global conforme status de DR.

Mediana de SG para individuos com DR <3,3m foi de 10m e para aqueles com DR>3,3m foi de

19,0m. Teste Log-rank de Mantel-Cox, considerado significante valor de p<0,05.



67

4.0~ - Ototoxicidade
Migrau 0
p=0.033 graus 1a2
! - grau 0-censored
T graus 1 a2-censored

08
= A
=
S 06 +
O
-1
= |
1~
&
2 044
=
v

0,24

0,0~

| I I I I
0 5.0 100 150 200 250
Meses

Figura 21 - Curva de Kaplan Meier para Sobrevida Global conforme Ototoxicidade

a QT. Mediana de SG para individuos sem toxicidade de 10m e para aqueles com toxicidade grau 1 e

2 de 23m. Teste log-rank de Mantel-Cox, considerado significante valor de p<0,05.

Conforme programado, as varidveis com valor de p<0,l na andlise bivariada
foram analisadas agrupadas, pela regressdo de Cox. Ao se selecionar apenas as basais
(tipo histologico, ECOG, metastases hepaticas, meta peritoneal e nimero de sitios
metastaticos) apenas o0 ECOG (HR 6,08; 1C95% 1,4 — 24,7); p<0,012) e o nlimero de
sitios metastaticos (HR 2,3; 1C95% 0,9 — 5.4; p<0,054) se correlacionaram com a
SG. Dessa forma, individuos com ECOG 2 e mais de 1 sitio de doenga metastatica
tiveram pior sobrevida). Associando-se as demais variaveis relativas ao tratamento
(toxicidades — anemia e ototoxicidade, numero de ciclos de QT, percentual de

resposta, status de DR e status de resposta) demonstraram correlagdo com a SG o
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numero de ciclos de QT (HR 0,51; 1C95% 0,33 — 0,83; p<0,004) e presenga de
metastase hepatica (HR 4,4; 1C95% 1,0 — 19,1; p<0,043). Realizando-se analise
multivariada, utilizando-se todas as caracteristicas (independente da analise
bivariada), realizada através do modelo de regressdo de Cox, quatro caracteristicas
foram identificadas como preditoras de SG: expressdo de HER2, tipo histologico,

anemia pds-tratamento e ototoxiciade, conforme a Tabela 13.

Tabela 13 - Analise multivariada para SG.

95,0% CI
Variaveis HR Inferior Superior p
Tipo Histoldgico 13,0 2,020 84,008 0,007
Difuso
Toxicidade — Anemia 19,1 1,687 217,422 0,017
Graus 3/4
Ototoxicidade 0,029 0,002 0,385 0,007
Graus 1/2
Expressédo de HER?2 0,094 0,012 0,716 0,022
Negativo

45 EXPRESSAO GENICA

Das 28 amostras tumorais coletadas, somente 21 continham adequado
percentual tumoral (mais de 70% de células tumorais), e tinham RNA extraido com
boa qualidade para as hibridizacdes. Apenas 18 dos pacientes doadores dessas
amostras estavam aptos para avaliagdo de resposta. Assim todas as correlacdes

clinico-moleculares foram realizadas com essas 18 amostras.
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45.1 Correlacdo Resposta e Expressdo Génica

Dentre os pacientes doadores das amostras hibridizadas, 7 (38,9%) eram nao-
respondedores e 11 (61,1%) eram respondedores. A partir das 60.000 sequéncias
génicas contidas no microarray, foram identificados 59 genes diferencialmente
expressos entre respondedores (R+) e ndo respondedores (R-), conforme evidenciado
na Figura 22. Apoés selegdo apenas dos genes com fold>|2|, foram discriminados 23
genes mais significativamente expressos no grupo analisado. No Quadro 5
encontram-se discriminados os 23 genes com fold>|2|.

Utilizando o software FUNNET, a lista de genes foi comparada ao GO
Biological Process. Assim foi possivel identificar a que processos bioldgicos os
genes diferencialmente expressos estdo relacionados. Dessa forma, encontramos que
os genes identificados estdo potencialmente envolvidos em: resposta a drogas,
expressdo génica (processamento e inibicdo de RNA, expressdo de fatores de
transcri¢do), metabolismo de serina, condugdo neuromuscular, desenvolvimento
epitelial, morfogénese tecidual, adesdo celular e metabolizacdo de serina (GO
Biological Process, ver Figura 23).

Destacam-se entdo na lista genes cuja expressdo se correlaciona com fungdes
biologicas relevantes genes como: LIN29B (inibidor de miRNA), HOXB3 (familia de
reguladores transcripcionais da familia homeobox), SRR (metabolismo de serina),
ANTRAXRL/TEMS (receptor integrina-like de endotélio), TRIP13 (co-regulador de
receptores nucleares), JPH3 (transdugdo de sinais), RNF186/RACO1 (regulador
transcripcional), ABCCL/CFTR (transporte transmembrana) e¢ ARHGEF6 ou

Rac/Cdc42 GEF6 (transdugdo de sinais via integrinas).
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Figura 22 - Cluster hierarquico supervisionado de genes expressos diferencialmente

entre respondedores e nao-respondedores. Agrupamento baseado nos  transcritos
diferencialmente expressos entre o grupo de R- (em vermelho) e R+ (em verde). O agrupamento foi
realizado usando-se a correlagdo de Pearson em linkage completo. A cor verde genes com expressdo
diminuida em relagdo ao RNA de referéncia e o vermelho expressdo aumentada. Preto denota
auséncia de expressdo diferencial. Os quadrados cinza representam casos onde ndo foi possivel avaliar

a expressdo para o gene em questao.
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Quadro 5 - Lista de genes expressos diferencialmente de forma mais significante*.

N. Probe Simbolo do gene Fold Nome do Gene
A 33 P3220615 LIN28B H. sapiens lin-28 homolog B
A 23 P71053 MPP6 H. membrane protein, palmitoylated 6
A 24 P365015 HOXB13 H. sapiens homeobox B13
A 32 P232035 | LOC100270746 H. sapiens hypothetical LOC100270746
A 23 P126248 RNF186 H. sapiens ring finger protein 186
A 24 P150791 JPH3 H. sapiens junctophilin 3
A 33 P3244808 BEST4 H.sapiens bestrophin
H. sapiens sterile alpha motif domain containing
A 24 P602871 SAMDS 5
H. sapiens thyroid hormone receptor interactor
A 33 P3339212 TRIP13 13
A 23 P259586 TTK H. sapiens TTK protein kinase
H. sapiens ornithine aminotransferase (gyrate
A 23 P98092 OAT atrophy)
H. sapiens chromosome 13 open reading frame
A 32 P9382 C13o0rf37 37
A 23 P254756 CD164 H. sapiens CD164 molecule, sialomucin
A 23 P84576 ANTXR1 -2,0226167 | H. sapiens anthrax toxin receptor 1
A 23 P141248 SRR -2,0676007 | H. sapiens serine racemase
H. sapiens ATP-binding cassette, sub-family C
A 24 P227831 ABCC1 -2,077791 | (CFTR/MRP)
H. sapiens non-metastatic cells 3, protein
A 23 P152115 NME3 -2,0821122 | expressed in
H.sapiens nuclear prelamin A recognition factor-
A 23 P37877 NARFL -2,1712395 | like
H. sapiens Ras association (RalGDS/AF-6)
A 23 P2397 RASSF3 -2,1956307 | domain family member 3
H. sapiens Rac/Cdc42 guanine nucleotide
A 24 P228875 ARHGEF6 -2,2474553 | exchange factor 6
H. sapiens chromosome 16 open reading frame
A 24 P842006 C160rf93 -2,3378056 |93
A 33 P3351566 ETNK1 -3,4586095 | H. sapiens ethanolamine kinase 1
A 23 P218047 KRT5 -4,7853084 | H. sapiens keratin 5

*QGenes com fold>|2|, conforme status de resposta objetiva. Em verde, os genes hipoexpressos e em
vermelho os superexpressos, nos individuos néo respondedores em relagdo aos respondedores.
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Figura 23 - Distribui¢do dos Genes Expressos Diferencialmente Conforme Resposta

de Acordo com o Processo Biologico. Observa-se uma concentragdo maior de genes

envolvidos com resposta a drogas, organizagdo de jungdes celulares e desenvolvimento da epiderme,
todos os trés processos representados por 13,3% dos genes diferencialmente expressos na amostra

quando analisadas em relag@o ao tipo de resposta.

4.5.2 Correlacdo entre Sobrevida Livre de Progressédo e Expressdo Génica

Por ocasido da analise dos dados do microarray, a sobrevida livre de
progressdo teve mediana estimada em 6 meses. Baseado nessa estimativa, foram
estabelecidos dois grupos prognosticos de pacientes: o de BOM PROGNOSTICO,

com SLP mediana igual ou maior que 6 meses e outro d¢ MAU PROGNOSTICO,
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com SLP inferior a 6 meses. Para esses dois grupos de pacientes foi construido um
novo agrupamento hierarquico supervisionado com base na SLP.

Na avaliagdo do microarray quanto a expressdo génica diferencial em
tumores de grupos de pacientes quanto ao desfecho clinico de sobrevida livre de
doenca foram identificados 14 sequéncias génicas (Figura 24). Apods se aplicar o
critério de fold>|2| restaram 9 sequéncias (8 genes) de expressdo diferencial mais

significante, conforme discriminado no Quadro 6.

Quadro 6 - Lista de Genes diferencialmente expressos conforme pacientes de BOM
e MAU prognostico.

Simbolo do
Nome do Probe Gene Fold Nome do Gene
A 23 P110531 FST H. sapiens follistatin
A 23 P112482 AQP3 H. sapiens aquaporin 3
H. sapiens malic enzyme 3, NADP(+)-
A 23 P116614 ME3 dependent

H. sapiens high-mobility group nucleosome
binding domain 5
H. sapiens ankyrin 10
H. sapiens sorting nexin family member 30
H. sapiens cytochrome b5 type B
A 24 P257416 CXCL2 H. sapiens chemokine (C-X-C motif) ligand 2
A 23 P315364 CXCL2 H. sapiens chemokine (C-X-C motif) ligand 2
Lista dos genes expressos diferencialmente entre grupos de pacientes conforme SLP, em destaque os
genes com fold>2|: sinal - denota os genes hipoexpressos (verde) e +, os genes hiperexpressos
(vermelho).

A 23 P136909 HMGNS5
A 23 P205046 | ANKRDI0
A_33 P3383948 SNX30
A 33 P3357535 CYB5B
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Figura 24 - Agrupamento (cluster) hierarquico supervisionado dos genes
diferencialmente expressos entre os tumores de pacientes de BOM e MAU

prognostico. Agrupamento baseado na expressdo diferencial de genes entre pacientes com BOM
progndstico (mais de 6 meses de SLP) e de MAU progndstico (menos de 6 meses). A cor verde
representa genes com expressdo diminuida em relagdo ao RNA de referéncia e o vermelho significa
expressdo aumentada. Preto denota auséncia de expressdo diferencial. Os quadrados cinza
representam casos onde ndo foi possivel avaliar a expressdo para o gene em questdo.
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5 DISCUSSAO

O cancer gastrico ¢ uma das neoplasias mais letais do mundo. O cancer
gastrico tem evolucao insidiosa, permanecendo em estadio inicial (assintomatico) por
muitos anos (tempo de duplicacao de cerca de 3 anos). Uma vez que alcanga estadios
mais avancgados (sintomadticos), essa progressdo se torna mais rapida (tempo de
duplicagdo de 1 ano) (TSUKUMA et al. 2000). A sobrevida em 5 anos tem clara
relacdo com o estadio, sendo reduzida a cerca de 20% nos estadios III e IV (EDGE et
al. 2010). O diagnostico, na maioria dos casos se faz em estadios avangados da
doenca, nos quais a resseccdo cirurgica, a modalidade terapéutica considerada
curativa, ndo ¢ indicada. No Ocidente, diagnosticos em estadio I ndo chegam a 20% e
mesmo nesses pacientes, a sobrevida apds a cirurgia ndo ultrapassa os 50% (BUNT
et al. 1995). O diagnéstico do cancer gastrico ¢ realizado em estadio fora de
possibilidade cirurgica em 70 a 80% dos casos. Nesses casos, resta apenas a
possibilidade de tratamento paliativo.

Tratamento paliativo ¢ aquele utilizado com objetivo primordial de aliviar
sintomas, possibilitando assim uma melhor qualidade de vida para o individuo
afetado (LE GALES-CAMUS et al. 2007). Geralmente, esse objetivo é alcangado
através da regressdo tumoral. Dessa forma, os melhores tratamentos paliativos sdo
aqueles que determinam uma resposta objetiva, ou seja, a obtencdo de resposta
parcial ou até mesmo resposta completa tumoral, mesmo que ndo ocorra aumento na
sobrevida global. A quimioterapia antibldstica tem por mecanismo de agdo a

eliminagdo de células tumorais através de medicamentos que inibem os mecanismos
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de replicagdo, transcricdo ou de sintese protéica dessas células, levando-as, em
ultima instancia a morte. Como tem atividade sistémica, € o tratamento de escolha
para tumores avancados regionalmente ou metastaticos (DEVITA e CHU et al.
2001).

O beneficio da QT paliativa frente a medidas paliativas ndo citorredutoras no
cancer gastrico foi inicialmente determinado em estudos randomizados, nos quais os
pacientes sob QT tiveram vantagem de sobrevida mediana de 6 meses em relagdo ao
melhor cuidado de suporte clinico (do inglés, BSC) (MURAD et al. 1993;
SCHEITHAUER et al. 1994; PYRHONEN et al. 1995). Nesses estudos, a
poliquimioterapia se baseava em 5-fluorouracil em bolus, cuja eficicia e o perfil de
toxicidade sdo conhecidamente desfavoraveis em relacdo ao 5-fluorouracil em
infusdo venosa continua (LOKICH et al. 1989).

WEBB et al. (1997) compararam ECF (epirrubicina 50mg/m® + Cisplatina
60mg/m” + 5-Fluorouracil 200mg/m* em infusdo venosa continua de 21dias a cada
21 dias) e este foi superior a FAMTX (metotrexato 1500mg/m” + 5-fluorouracil
1500mg/m* em bolus no dia 1 + doxorrubicina 30mg/m” no dia 15 a cada 28 dias)
em um estudo randomizado de fase III. Esse estudo demonstrou vantagem do ECF
em relagdo ao FAMTX em termos de resposta objetiva (45% x 21%; p = 0,0002),
sobrevida mediana (8,9m x 5,7m; p = 0,0009) e sobrevida livre de falha (7,4m x
3,4m; p = 0,00006). A partir desses dados e reforgados pelos de uma metanalise
(WAGNER et al. 2006), poliquimioterapia baseada em cisplatina, 5-fluorouracil e
antraciclinas passou a ser considerada a terapia padrio para cancer gastrico

metastatico.
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A despeito da maior eficacia, a combinagado de trés drogas ¢ mais toxica e sua
indicacdo em pacientes idosos, com status performance comprometido e
comorbidades relevantes ¢ discutivel, restando nessa situagdo a possibilidade de
esquemas com duas drogas. Outro inconveniente € a infusdo venosa continua do 5-
fluorouracil durante 21 dias que estd associado a um maior custo ¢ maiores
complicacdes referentes a necessidade de cateteres venosos, ou a necessidade de
hospitalizagdo.

Uma vez que a populagdo assistida em nosso servi¢o ¢ conveniada ao Sistema
Unico de Satde (SUS) foi proposta nesse estudo terapia antineoplasica com base em
cisplatina e fluoropirimidina, sendo o 5-fluorouracil sob infusdo venosa continua a
opcdo de acesso maior por esses pacientes. A associacdo dessas com epirrubicina no
presente estudo, impactou em aumento de toxicidade gastrointestinal (nduseas), oto e
neurotoxicidade em relacdo ao esquema CF, que cursou com mais anemia. Nao
houve episodios de neutropenia febril e observou-se baixa incidéncia de toxicidade
gastrointestinal grau 3, além de baixa frequéncia de suspensdes do tratamento por
toxicidade.

Apesar da boa tolerancia, em nosso estudo, ao contrario da literatura em
geral, ndo houve diferengas significativas do ponto de vista estatistico, em termos de
resposta e sobrevida, entre os esquemas triplet ¢ doublet de QT. Houve uma
tendéncia (destaque-se que ndo significativa estatisticamente) do esquema contendo
capecitabina ser melhor em resposta, SLP ¢ SG que o CF e o ECF nas condigdes em
que esse ultimo foi utilizado (4 dias de infusdo), o que se assemelha aos achados de
uma metanalise dos estudos REAL-2 e ML17032, onde se verificou uma melhor SG,

mas ndo SLP, com a utilizacdo das combinagdes de capecitabina ao invés de 5-
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fluorouracil (OKINES et al. 2009). Destaque-se a limitagao desse estudo para avaliar
tais diferencas, tendo em vista seu delineamento primordial ser correlagdo de
resposta e expressao génica e nao eficacia terapéutica.

A expressdo imunoistoquimica de TOPO2A, HER2 e ERCC1 foi compativel
com a literatura. A positividade na expressdo de TOPO2A, determinada por index
nuclear de no minimo 10%, observada em 82% dos pacientes é compativel com
outros autores que a relataram entre 68 ¢ 100% (SHI et al. 2008; LIANG et al. 2008;
TAN et al. 2010). Da mesma forma a baixa positividade para HER2 (17,9%) esta
dentro da faixa relatada por artigos de revisdo (ROSS e MCKENNA 2001) de 6 a
43%. De acordo com esses autores, as séries de casos com tumores gastricos de
estadios mais avancados apresentam maior expressdo imunoistoquimica de HER2.
Para ERCCI1 a positividade aqui encontrada de 57,1% se aproxima da de KIM et al.
(2011) que verificaram 63% de expressdo em espécimes de tumores gastricos
operados e submetidos a QT com cisplatina e 5-fluorouracil. Nesse estudo se
verificou uma correlagdo entre a expressdo de ERCC1 com tumores menores que
Sem.

Nesse estudo a expressdo imunoistoquimica de caderina-E foi encontrada em
100% das amostras tumorais. Essa proteina estd normalmente envolvida a adesdo
celular e controle de proliferagao celular. GAMBOA-DOMINGUEZ et al. (2005)
avaliaram sua expressio em 177 espécimes de gastrectomia e 101 bidpsias
endoscopicas e verificaram que a expressdo normal, anormal ou ausente em tumores
gastricos ndo se correlacionou com sobrevida, no entanto a detec¢do de delecdes de
exon 8 ¢ 9 (o que ocorreu em 5,3% dos casos) impactou negativamente na sobrevida

desses pacientes. Em tumores ressecaveis de estomago a expressao anormal de



79

caderina-E se correlacionou com presenca de metastases linfonodais e presenca de
micrometastdses em sangue periférico. A presenca desses dois marcadores se
associou a uma pior sobrevida livre de doenga, sendo a doenga micrometastatica
sanguinea preditor independente de pior prognoéstico (SAAD et al. 2010). O fato de a
populacdo de nosso estudo ser de pacientes com doenca metastatica estabelecida
pode ser a explicagdo pela qual encontramos tal frequéncia de expressao.
Entendendo-se que a perda da expressdo normal ou uma expressdo anormal da
expressdo da caderina-E deve ocorrer predominantemente durante o processo de
invasdo e que sua expressao pode ser dinamica durante a metastatizagdo, pode-se
inferir que em populagdo como a nossa seria esperada uma alta expressdo da mesma.
Uma nuance importante na populacao do presente estudo foi a observacao de
que apesar de serem pacientes jovens para esse diagndstico, apresentavam,
predominantemente doenca metastatica volumosa, com mediana de 2 sitios de
implantes, sendo inclusive o figado como um dos mais comumente observados e,
além disso, tinham performance status comprometido, predominando ECOG 2.
Apesar disso, a taxa de resposta objetiva de 62,5% obtida pelos pacientes foi acima
do relatado para literatura, no que se refere a estudos de fase 3 (cuja taxa foi a base
do calculo da amostra em questdo), no entanto, compativel com achados de estudos
de fase 2 que avaliaram esse triplet (FINDLAY et al. 1994; BAMIAS et al. 1996).
Nao foi possivel estabelecer um fator preditivo de resposta baseado em
caracteristicas clinicas ou patoldgicas, com exce¢do da localizacdo do tumor no
estomago, sugerindo maior responsividade de tumores proximais a QT, achado o que
parece conflitante com a literatura, onde se verifica um pior progndstico para esse

tipo de tumor (HUNDAHL et al. 2000; DEMEESTER 2006).
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Considerando os mecanismos de acdo da cisplatina, fluoropirimidinas e
antraciclicos, drogas frequentemente utilizadas para o tratamento desse tipo tumoral,
varios autores estudaram biomarcadores de resposta para esse tipo de terapia. No
presente estudo, nem ERCC1, TOPO2A, nem HER2 se mostraram fatores preditivos
ou prognosticos. A literatura traz dados conflitantes para esses marcadores, com
exce¢do de HER2 que se mostrou ndo sé um fator prognéstico, mas também
preditivo de resposta a trastuzumabe em cancer de estobmago metastatico. Um dos
fatores com papel indeterminado ¢ a Topoisomerase II-alfa, alvo farmacologico de
antraciclinas, epidofilotoxinas e da actinomicina. A atividade dessas drogas depende
da expressdo dessa enzima que, por sua vez, depende de sua amplificagdo, no
entanto, ndo foi possivel estabelecer uma clara correlagdo entre sua expressao e sua
amplificacdo génica. LIANG et al. (2008) ndo conseguiram, ao contrario de VARIS
et al. (2004) determinar essa relacdo. Provavelmente devido a uma maior expressao
dessa enzima em fases especificas do ciclo (pico em G2/M e queda no final da
mitose). Sendo assim, a imunoistoquimica talvez ndo seja um bom indicador da
terapia anti-TOPO II. Além disso, a andlise de alguns dados da literatura nos sugere
que a avaliacdo da atividade de TOPO IIA, seja por THQ, seja pela amplificagdo
génica, parece ter maior importincia na determinagdo da quimiosensibilidade
tumoral, quando analisada em conjunto com outros biomarcadores, como glutationa-
S-transferase, cicloxigenase 2, glicoproteina P e at¢ mesmo HER2 (KANTA et al.
2006; SHI et al. 2008; TAN et al. 2010).

Também para ERCC1 ndo foi possivel estabelecer um papel preditivo nesse
estudo. Um estudo semelhante, envolvendo 41 pacientes com cancer gastrico

metastatico submetidos a esquemas de quimioterapia baseados em platina (ECU —
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epirrubicina, cisplatina e EFT, mDCF — docetaxel, cisplatina, leucovorin e 5-
fluorouracil e a associagdo de cisplatina e irinotecano), avaliou a correlagdo da
expressdo imunoistoquimica de ERCC1 e a resposta apresentada. Nao houve
correlacdo entre a taxa de resposta apresentada (68% para ERCC+ e 69% para
ERCCI1-) e a expressao de ERCCI1, que nesse estudo ocorreu em 31% dos pacientes.
No entanto, pacientes com tumores ERCCI- e que utilizaram esquema de QT
contendo irinotecano tiveram vantagem em termos de sobrevida global (OZKAN et
al. 2010). YUN et al. (2010) também ndo conseguiram demonstrar qualquer papel
preditivo ou prognoéstico da expressdao por IHQ de ERCC1 em um estudo de fase II
no qual pacientes com doenca metastatica foram tratados com esquema CX e ECX.
Buscando uma relagdo que sugerisse um maior beneficio aos pacientes além
da obtengdo de regressdo tumoral, determinou-se a duragdo de resposta, cuja mediana
foi de 3,3 meses e se correlacionou, na andlise univariada, negativamente com a
escala de ECOG e com a classificagdo tumoral de Lauren (tendo melhor DR
pacientes com tipo intestinal). Além desse fator, foram determinantes de DR, o
percentual de regressdo tumoral (quanto maior a regressao tumoral maior a DR), o
nimero de ciclos de QT e a ocorréncia de anemia. Na analise multivariada, das
caracteristicas basais dos pacientes, o ECOG foi preditor independente de DR, tendo
os pacientes com PS-ECOG 2 uma DR mais curta. Ainda na andlise multivariada,
evidenciou-se que quanto menos sitios de doenca, mais tempo de QT e maior a
regressao tumoral apresentada a QT, maior a duraciao de resposta e, por conseguinte
maior o beneficio em termos de qualidade de vida. Merece destaque como preditor
de resposta/DR o PS pelo ECOG, que ja consta como um dos principais critérios de

selecdo de pacientes para tratamento paliativo em cancer gastrico, conforme
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diretrizes do NCCN (2011), segundo o qual para pacientes com ECOG maior que 2
ndo deve ser oferecida QT paliativa e sim suporte clinico paliativo exclusivo.

Semelhante ao encontrado para DR, a sobrevida livre de doenga se
correlacionou positivamente com performance status ECOG 1, com a ocorréncia de
resposta objetiva, um menor nimero de sitios metastaticos e com tipo tumoral
intestinal. Ainda na andlise bivariada, verificou-se que individuos que ndo
apresentavam toxicidade auditiva tiveram pior SLP. Na andlise multivariada,
identificou-se como fatores de bom progndstico a auséncia de metastases hepaticas,
maior niumero de ciclos de QT e uma maior regressdo tumoral. Alguns dos fatores
que foram identificados para sobrevida e para os parametros de resposta, sdo bem
coerentes com os achados de literatura (como o ECOG, metastases hepaticas e tipo
histologico). Por exemplo, a associagdo japonesa de cancer gastrico ja incorpora em
seu sistema de estadiamento uma andalise discriminada das metastases hepaticas,
sendo a auséncia dessas melhor que uma metastase, que ¢ melhor que varios ndédulos
(Japanese Gastric Cancer Association 2010). Outros parametros podem ser
justificados com o conhecimento da biologia tumoral e com os principios da terapia
antiblastica. Nesse ultimo caso, sabe-se que quanto maior o volume tumoral, menor a
probabilidade de sensibilidade tumoral a QT, além disso, a intensidade de dose
também influencia o desfecho terapéutico (DEVITA e CHU 2001).

Ainda assim, alguns dos fatores preditivos identificados nesse estudo sao
sujeitos a viés de interpretacdo. Por exemplo, o numero de ciclos de QT. O paciente
vive mais em funcdo do aumento dos ciclos, e, portanto, da dose final maior, ou faz
mais QT porque tem tumores que naturalmente permitem uma maior sobrevida? Da

mesma forma para a toxicidade auditiva. Baseado em evidéncias que sugerem que: 1)
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a dose da QT ¢ essencial para maior resposta e sobrevida, 2) a dose ideal ¢ melhor
determinada pela farmacocinética e farmacodindmica individual e nao pela area de
superficie corporal ¢ 3) a toxicidade hematologica pode ser preditora de resposta,
alguns autores avaliaram esquemas de escalonamento de dose de QT baseados no
nadir das contagens hematologicas (MAYERS et al. 2001; CAMERON et al. 2003;
SCHUELL et al. 2005). Tratava-se de estudos em cancer de mama metastatico, nos
quais parametros de eficacia (RO e sobrevida), de seguranca e de qualidade de vida
foram avaliados. As taxas de resposta foram de cerca de 80%, com sobrevida
mediana de 36 meses, nos quais 0s pacientes apresentaram boa tolerancia, com
poucas complicagdes ¢ nao tiveram detrimento de qualidade de vida quando sua QT
tinha suas doses aumentadas (LINDMAN et al. 2007; IIRISTO et al. 2011).

Hé4 vasta evidéncia de literatura para correlacdo entre toxicidade ao
tratamento e resposta objetiva e sobrevida. Destaque-se a relacdo entre a ocorréncia e
intensidade do rash acneiforme com uma maior resposta e sobrevida de pacientes
tratados com inibidores de tirosina-quinase do EGFR e anticorpos monoclonais anti-
EGFR em cancer de célon, pulmio e de cabega e pescoco (BASELGA et al. 2005;
WACKER et al. 2007; DOUILLARD et al. 2010).

A sobrevida global nessa amostra foi alta (mediana de 12,5 meses) para uma
populacdo com tantas caracteristicas de mau prognoéstico, ainda mais se considerando
que na sua estimativa foram computados os dados de 02 pacientes que sequer
chegaram a fazer QT e que faleceram rapidamente apoés seus diagnosticos. Ja a
sobrevida livre de progressdo foi compativel com a descrita para essa patologia. O
fato relevante nesses dados é que a RO representou mais que um beneficio s para a

paliagdo, mas realmente se comportou como preditora de sobrevida livre de doenga e
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sobrevida global; tendo os pacientes respondedores, maior sobrevida que aqueles que
ndo-respondendores, embora sem significancia estatistica (provavelmente em
decorréncia do tamanho da amostra). Sendo assim, o objetivo primordial desse
estudo, que foi correlacionar resposta objetiva com expressdo génica ganha maior
importancia, uma vez que a predicdo desse desfecho, hipoteticamente, seria predi¢do
do beneficio de paliacdo e maior tempo de vida.

Apesar de haver diversos estudos avaliando marcadores progndsticos e
preditivos, ndo hd nenhum marcador de diagndstico, de prognostico, muito menos
preditivo de resposta & quimioterapia em cancer gastrico, devidamente consolidados.
Apenas a expressio de HER2 se comprovou como fator preditivo de resposta ao
trastuzumabe (anticorpo monoclonal anti-HER2), droga que associada a QT,
determinou ganho de sobrevida a pacientes com superexpressio de HER2. No
entanto, a deteccdo desse marcador favorece menos de 20% dos pacientes com
cancer gastrico. Na realidade, os diversos fatores avaliados apresentaram resultados,
as vezes, conflitantes, ou sob metodologias ndo padronizadas de deteccdo e sem
validagdo clinica prospectiva. Mais provavelmente essa caréncia de biomarcadores se
deva a complexidade da doenga e do processo de resisténcia aos quimioterapicos,
além da possibilidade de surgimento de novas muta¢des ao longo da terapia e da
existéncia de vias de promocao de crescimento celular redundantes. Sendo assim,
seria pouco provavel identificar-se apenas 1 ou 2 marcadores isolados e
independentes de resposta. Dentro dessa perspectiva a avaliagdo de expressao génica
global pode trazer mais respostas para essa lacuna. Tenha-se como exemplo os
estudos de expressdo génica em cancer de mama que permitiram, além do

conhecimento mais detalhado sobre as caracteristicas moleculares da doenca



85

(PEROU et al. 2000; SORLIE et al. 2001), chegar mais proximo da individualizagao
do diagnoéstico e progndstico, e do tratamento. A partir desses estudos foram geradas
ferramentas de estratificacdo de risco de recaida que permitem a selecdo mais
sofisticada da terapia (quimioterapia e hormonioterapia x hormonioterapia isolada),
poupando as pacientes do risco de terapias desnecessarias (VAN DE VIJVER et al.
2002; VAN'T DE VEER et al. 2002).

Baseado nessa perspectiva, nesse estudo se buscou um perfil génico que
pudesse predizer a resposta objetiva de pacientes com cancer gastrico. Essa analise
permitiu estabelecer dois grupos, de respondedores e de ndo-respondedores distintos
pela expressao diferencial de 59 genes. A aplicagdo de um ponto de corte baseado na
razdo entre as intensidades de expressao (fold>|2|) nesse grupo de genes determinou
a identificacdo de 23 genes mais diferencialmente expressos. Esses, comparados ao
banco do Biological Process GO se associam a fungdes biologicas, sendo as mais
predominantes: resposta a drogas, adesao celular e desenvolvimento epidérmico. Isso
reforca a evidéncia de que esse agrupamento de genes ¢ coerente com predicao de
resposta, além disso, alguns desses genes isoladamente ja tiveram relagdo com
terapia estabelecida em relatos de literatura, outros ainda parecem participar de
fenomenos celulares que merecem destaque, como se segue.

Rac/Cdc 42 GDP Exchange Factor 6 (ARHGEF6) codifica uma proteina que
¢ um membro da familia das proteinas G acopladas a receptores e modula a ativagdo
das RhoGTPases, através da troca da ligacdo dessas ao GDP pelo GTP. Essas
RhoGTPases estao envolvidas com transdugdo celular de sinais externos. Um dos
principais desses sinais estd associado a intera¢des célula-matriz extracelular, através

de receptores integrina-simile, associados a PI3K (ZHAO et al. 2011). MAITI (2010)
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estudou culturas de linhagens celulares de cancer de ovario resistentes a clorambucil,
uma droga alquilante, que induz dano celular através da formacdo de ligacdes
covalentes ao DNA, gerando verdadeiras pontes intramoleculares na fita dupla. Para
corregdo desse tipo de dano, a célula se utiliza de um mecanismo de reparo
conhecido como reparo por non-homologous end joining repair (NHEJ). O estudo
verificou que era possivel reverter a resisténcia dessas células induzindo estresse
oxidativo e a analise por microarray da expressdo génica dessas células demonstrou
que o fendmeno observado guardava forte relagdo com a expressao de ARHGEF®6,
TP53 e DNA-PK (Proteina-quinase DNA dependente). Niveis persistentemente altos
dessa ultima foram associados a resisténcia a QT, provavelmente por aumento do
reparo de DNA mediado por NEHJ (BOLDOGH et al. 2003).

HOXB13 pertence a familia de genes Homeobox, conhecidos reguladores
transcripcionais, envolvidos em diferenciagdo celular e morfogénese. A
hiperexpressdao do produto desse gene se correlaciona com aumento da taxa de
proliferacdo, perda da inibi¢ao por contato, perda da adesdo por contato e inibi¢do de
apoptose; por outro lado, experimentos com linhagens celulares nocaute para
HOXB13 apresentam menor formacdo de colonias e menor taxa de crescimento. A
hiperexpressao de HOXB13 ja foi evidenciada em tumores de mama, colon, ovario,
prostata e pulmdo. Apesar de ndo se saber como ele determina exatamente a
progressdo nesses tumores, ha evidéncias de que aparentemente tem papel
colaborativo com RAS na indugdo do crescimento tumoral. Além disso, evidéncias de
estudos com linhagens de fibroblastos transfectados com HOXB13 sugerem que a
tranformagdo s6 ocorre quando ha genotipo p53 -/- concomitante. Em tumores

endocrino-responsivos, ha uma correlagdo negativa entre a expressao desse gene com
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resisténcia a terapia hormonal. Em tumores de mama hormdnio-responsivos tratados
com tamoxifeno, a expressao de HOXB13 esta associada a um pior prognostico (MA
et al. 2004). O efeito anti-proliferativo e pro-apoptdtico do tratamento com
tamoxifeno ¢ revertido em modelos experimentais de cancer de ovario com
expressdo aumentada de HOXB13 (MIAO et al. 2007).

Outro gene hiperexpresso no grupo de ndo-respondedores ¢ RNF186, também
conhecido por RACOL1, que codifica um co-ativador de JUN, membro da conhecida
familia AP-1 de fatores de transcricdo (FT) envolvidos com proliferagdo celular. A
deplecdo de RNF186 determina inibicao de proliferagdo induzida pelos conhecidos
alvos de JUN: cdc2, ciclina D1 e hb-egf (DAVIES et al. 2010). Pouco se sabe sobre
quais sdo os fatores de crescimento que estimulam esses FT. LEE e KIM (2012)
estudaram, através de cDNA microarray, o papel de JUN na proliferagdo ¢ invasao
tecidual induzida por HGF (do inglés, fator de crescimento do hepatdcito) em
linhagens de células neoplasicas de estdmago. Verificou-se que HGF induziu a
expressdao de JUN. Nesse estudo, a inibi¢do de JUN por riRNA promoveu inibi¢do da
expressio de MMP9 (metaloproteinase 9) induzida por HGF, além de inibir o
processo de proliferacdo induzida por esse tltimo.

Thyroid Hormone Receptor Interactor 13 (TRIP13) é um co-regulador
transcripcional de receptores nucleares. Estd associado ao desenvolvimento dos
carcinomas de células ndo pequenas de pulmlo e esta expresso em 68% dos
pacientes com estadio I da doenga (KANG et al. 2008). BERGAMASCHI et al.
(2011) identificaram, em um grupo de pacientes com cancer de mama com receptor
de estrégeno positivo, sob tratamento com tamoxifeno, uma subpopulacdo que

apresentava progndstico ruim em relagdo as demais. Foi evidenciada, nessa
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subpopulagdo uma assinatura génica diferencial de 29 genes, onde 46% desses
estavam envolvidos com ciclo celular. Dentre esses genes, encontrava-se TRIP13.

Receptor 1 da Toxina de Anthrax (ANTXR1) é um dos genes down-regulated
em pacientes nao-respondedores. Consiste em uma proteina transmembrana tipo [
(tipo “integrina-simile”), sendo reconhecido como um marcador endotelial
especifico, envolvido na carcinogénesse colorretal. E conhecido como Tumor
Endothelial Marker 8 (TEMS). Induz aumento de vascularizagdo e estabilizacdo de
vasos formados em um aspecto fenotipicamente semelhante ao induzido por genes da
familia Wnt (VERMA et al. 2011). Realmente, ja foi demonstrada a sua interagdo
com LPR6, um co-receptor de ligantes Wnt. Em cancer de mama, foi evidenciada
que a expressdo dessa proteina nas células do estroma adjacente, associada a sua
hipoexpressdo tumoral estd associada ao fendtipo basaldide desses tumores
(GUTWEIN et al. 2011).

Outro gene diferencialmente expresso é Cystic Fibrosis Transmembrane
Condutance Regulator (CFTR). Distarbios dessa proteina estdo mais bem
relacionados a fibrose cistica. Consiste em uma proteina transmembrana da familia
ABCCI que realiza transporte transmembrana de anions e drogas. Esta implicada no
fendmeno de resisténcia tumoral a diversos quimioterapicos multidrug resistance
(MDR) como doxorrubicina, taxanos e vincristina (COLE et al. 1992; DOYLE et al.
1998; BAKOS ¢ HOMOLY A 2007).

De forma n3o menos interessante, a assinatura génica estabelecida aqui
também contém hiperexpressao de LIN28B, que codifica uma proteina de ligacao ao
RNA que inibe a biogénese de uma familia de miRNA (microRNA), a familia Let-7.

As LIN28 sdo repressores pos-trancripcionais de Let-7 através da uridilagdo terminal
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de seus precursores levando-os a degradacdo. LIN28B estd expresso em varios
tumores. VISWANATHAN et al. (2009) analisou varias linhagens celulares tumorais
e amostras de tumores humanos, como LMC, hepatocarcinoma, cancer de ovario,
cancer de colon e verificou que LIN28/LIN28B estdo expressos em cerca de 15%
dessas. Em alguns desses tumores, essa expressdo se correlacionou com pior
prognoéstico. Em cancer de colon, a sua expressdo tumoral estd associada a um
fenotipo mais invasivo e com expressdo de marcadores de células-tronco intestinais
(marcadores L6RS5 ¢ PROM-1) (KING et al. 2011). Os Let-7 constituem-se de 12
sequéncias de miRNA distribuidos em 8 clusters gendmicos e que estdo
frequentemente reprimidos em cancer. Essa repressdo determina a desrepressdo
celular de oncoproteinas fetais e, portanto seus efeitos estdo normalmente envolvidos
com diferenciagdo e auto-renovagdo celulares. Realmente, tumores que ndo
expressam Let-7 apresentam células com fendtipo epitelial, indiferenciado e sdo mais
avancgados (células tipo I). Ha relatos de que cdc25A, CDK6, RAS, HMGA, MLIN41 e
IMP1 seriam alvos naturais dos Let-7 durante o desenvolvimento embrionario
(PETER 2009; HELLAND et al. 2011). Ja foi possivel identificar altas concentragdes
de miRNA da familia Let-7 em exossomas de uma linhagem celular de cancer
gastrico metastatico sugerindo que, como forma a manter seu potencial maligno e
metastatico, essas células secretam esses miRNA (OHSHIMA et al. 2010).

A expressdo de microRNA vem sendo estudada como preditor de recorréncia.
BRENNER et al. (2011) conseguiram estabelecer uma correlacio entre a expressao
de 3 deles (miR-451, miR-199a-3p ¢ miR-195) e a sobrevida livre de recorréncia em
uma populacdo de 45 pacientes com cancer gastrico ressecado, utilizando miR

microarrays e conferindo posteriormente com RT-PCR.



90

Todos os genes acima descritos apresentam evidéncia de relacdo com
processos celulares envolvidos com fenotipos tumorais mais agressivos € com
refratariedade ao tratamento. Dessa forma o perfil genomico identificado, em geral,
possui um racional bioldgico para ser um possivel preditor de resposta a QT.

Apesar de nao ter sido delineado para avaliagdo prognoéstica e sim preditiva
do perfil gendmico nesses tumores gastricos, a resposta apresentada pelos portadores
a quimioterapia se correlacionou de forma significativa com SLP. Sendo assim foi
realizada uma analise exploratoria nesse sentido. Ao se separar a amostra em dois
grupos conforme sua mediana de SLP, pode-se determinar que esses pacientes
também apresentam diferencas na expressdo gé€nica entre si. Isso se refletiu na
identificagdo de um perfil de expressdo génica com 14 sequéncias, que apds selecio
usando um fold>|2| manteve 09 sequéncias génicas diferencialmente expressas entre
pacientes com BOM e MAU prognoéstico (SLP>6 meses x <6 meses). Alguns desses
genes parecem se relacionar a processos de controle da replicacao celular, invasdo e
metastatizacdo e inibi¢do de apoptose. Destacam-se 3 dentre eles, FST ¢ AQP3,
hipoexpressos nos tumores com progressdao curta, ¢ CXCL2, hiperexpresso nesses
mesmos tumores.

A folistatina (FST) esta envolvida com mecanismos de sobrevivéncia em
meios com baixa oferta de glicose (GAO et al. 2010). Essa atividade foi verificada
em estudos com linhagens de células transformadas. Essa proteina parece exercer tal
efeito através da inibicdo das activinas (membros da familia de TGF-beta) que
participam do controle da proliferagdo celular, da diferenciacdo e inducdo de

apoptose (RISBRIDGER et al. 2001; HARRISON et al. 2005).
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Outro gene identificado foi aquaporina 3 (AQP3). Ele codifica uma proteina
da familia de moléculas hidrofébicas de membrana (familia MIP). Sua expressdo ¢é
diferente entre tecido normal e de carcinomas gastricos, sendo que nesses ultimos, a
expressdo se correlaciona com metastases linfonodais e invasdo angiolinfatica
(SHEN et al. 2010). Ha evidéncias de que AQP3 modula esses fendmenos através da
inducdo de metaloproteinases (MMP), via sinalizagdo por PI3K/Akt (XU et al.
2011). Sua expressao parece ser induzida através da agdo de hEGF, via das MAPK
(HUANG et al. 2010).

Do nosso array também se identificou a expressio de CXCL2/GROS que
codifica uma quimiocina, envolvida com processos de inflamacdo e injuria,
carcinogénese e metastases (KEELEY et al. 2010). A hipoexpressdao de CXCL2 em
tumores de es6fago se correlacionou com diminui¢ao da proliferacdo e colonizagao
celular tumoral, ou seja, menor progressiao do estadiamento TNM (DONG et al.
2011). Aparentemente, hd mediacdo de sua atividade através da via de
RAS/RAF/ERK, que uma vez ativados geram aumento de fatores reguladores da
expressdo de reguladores do ciclo celular, como p67 e p27. Considerando a relagdo
entre cancer gastrico ¢ a infec¢do por H. pylori, KUZUHARA et al. (2007)
determinaram através de experimentos com Mmicroarray, que esse microorganismo
promovia a expressdo de quimiocinas. Tal expressdo, que incluia CXCL2, era
induzida pela proteina Tipalpha (Tumour Necrosis Factor-alpha Inducing Protein),
secretada pelo H. pylori em um modelo de cancer gastrico em camundongos. Em
cancer gastrico também ha correlagdo entre a expressdo de CXCL2 e estadios
avangados da doenca (PARK et al. 2007). Em cancer colorretal, esta relacionado com

pior sobrevida (AKISHIMA-FUKASAWA et al. 2009).
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RAO et al. (2007) selecionaram 35 pacientes com cancer gastrico, submetidos
a quimioterapia neoadjuvante e também os dividiu em grupos conforme sua
sobrevida mediana. O autor também conseguiu estabelecer, a partir de um
microarray de 22.000 genes uma assinatura génica de prognoéstico. No pool de genes
expressos diferencialmente entre pacientes de bom ou mau prognostico
predominavam aqueles envolvidos com sinalizag@o celular de receptores de tirosina-
quinase e proliferacao celular. A diferenga desse estudo com o presente projeto foi a
populacdo, tanto no que se refere a idade, quanto ao estadio.

Dentro do contexto de uma populagao de 33 pacientes submetidos a ressec¢ao
cirargica, ZHANG et al. (2011) realizaram uma andalise da expressdo de 47.296
transcritos e a correlacionaram com sobrevida, também separando os pacientes em
baixo e alto risco baseado em sua sobrevida mediana. Os autores identificaram uma
assinatura génica constituida de 10 genes (6 deles relacionados a proteinas
ribossdmicas) que se mostrou fator prognostico independente nessa populacio,
comparavel ao TNM.

Nesse estudo, apesar da variedade de esquemas de QT, ndo houve diferencas
no desfecho clinico principal — resposta objetiva. A heterogeneidade de esquemas
utilizados nesse estudo pode constituir alguma restricdo na analise de expressio
génica em si, no entanto, clinicamente, a aplicabilidade de um tnico perfil genémico
de resposta a varios esquemas contendo cisplatina e fluoropirimidinas seria mais
realista, util e pratico. De qualquer forma, considerando que niao houve diferengas
significativas entre os esquemas aqui utilizados e ao fato de que a amostra

inicialmente dimensionada nao foi alcangada, o recrutamento de novos pacientes
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tratados com um esquema contendo apenas as duas drogas de interesse pode
minimizar eventuais distorgoes.

Nossos resultados demonstraram que ¢é possivel identificar assinaturas
génicas associadas com responsividade a QT paliativa e, também sobrevida livre de
doenga, dois desfechos de grande importancia em pacientes com doenca metastatica,
na qual a seleg@o terapéutica impacta bastante em qualidade de vida. Para reforgar
esse dado sera realizada validacdo dos genes com RT-PCR e de seus produtos por
imunoistoquimica. Uma grande limitacdo nas andlises de correlagdes clinico-
patolégicas ¢ o numero reduzido de individuos incluidos. Esse fato pode ser
corrigido através da ampliacdo da observacdo mais continua de outros pacientes
admitidos para esse tipo de tratamento na instituicdo. Outra limitagdo consiste na
auséncia dos dados de outros marcadores imunoistoquimicos inicialmente
selecionados. Acreditamos que a correlagdo conjunta desses com os desfechos
clinicos, uma vez identificada, teria maior fundamento bioldgico que sua analise

isolada.
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6 CONCLUSOES

Nosso estudo permitiu identificar um perfil de 23 genes associados a resposta
objetiva a cisplatina e fluoropirimidina em pacientes com cancer gastrico
metastatico.

Os esquemas de tratamento envolvendo associagdes de cisplatina e
fluoropirimidina, apesar de ndo terem determinado diferencas significativas nos
desfechos de eficacia, foram bem tolerados, sem nenhum caso de internagdes por
complicagdes ou Obito associados aos mesmos. Na realidade, algumas toxicidades
parecem se mostrar preditoras de melhor resposta e sobrevida.

Os pacientes tratados nesta amostra apresentaram altas taxas de resposta e
com sobrevida comparaveis a esquemas de tratamento envolvendo terapia biologica
nessa indicagao.

A resposta objetiva, a duracao de resposta, assim como a sobrevida global e
livre de progressao se correlacionam com varios parametros clinicos, patologicos e
terapéuticos que podem ser utilizados como preditores desses desfechos.

Assim como para resposta, foi possivel identificar um perfil gendmico

associado com sobrevida livre de doenga.
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Anexo 2 - ECOG PERFORMANCE STATUS*

Escore Caracteristicas

0 Totalmente ativo e capaz de desempenhar todas as atividades de antes da
doenga sem restrigcoes.

1 Apresenta restricdes sob atividade fisica forcada, mas ¢ ambulatorial e
capaz de trabalhos leves ou de natureza sedentéria, como de escritorio.

2 Ambulatorial e capaz de se cuidar, mas incapaz de realizar atividades
profissionais. Mais de 50% de tempo sob repouso durante 24h.

3 Capaz de se cuidar com limita¢des, confinado a cama ou cadeira por
mais de 50% do dia.

4 Completamente incapacitado. Nao se cuida sozinho. Totalmente
confinado a cama ou cadeira.

5 Morte

Fonte: Modificado de OKEN et al. (1982).




Anexo 3 - Critérios de Toxicidade Comum do NCI

Grau
TOXICIDADE 0 1 2 3
Leucocitos >4,0 3,0-3,9 2,0-29 1,0 -1,9 <10
Plaquetas D.LN 75,0 - Normal 50,0 - 74,9 25,0-49,9 <250
Hemoglobina D.L.N 10,0 - Normal 8,0-9,9 6,5-79 <6,5
Granuldcitos >2.0 1,5-1,9 1,0-1,4 0,5-0,9 <0,5
Linfocitos >2,0 1,5-1,9 1,0,- 1,4 0,5-0,9 <0,5
Hemorragia ausente leve, sem grande, 1 -2 uni | grande, 3 -4 unid massiva, > 4
. transfusao de transfusdo por | de transfusdo por unid de
(Clinica) episodio episodio transfusdo por
episodio
Infecgdo ausente Leve moderada grave com risco de
vida
Néuseas ausente ingesta ingesta sem ingesta -
razoavel diminuida, mas
pode comer
Vomitos ausente 1 x dia 2-5 xdia 6 — 10 xdia > 10 x dia ou
com
necessidade de
suporte
parenteral
Diarréia ausente 2 -3 x dia 4- 6 x dia ou 7 -9 x dia ou >10
noturnas, ou incontinéncia, ou | evacuagdes/dia,
colicas colicas graves ou com sangue
moderadas ou necessidade
de suporte
parenteral
Estomatite ausente ulceras eritema, edema, | eritema, edema exige suporte
indolores, ou ou ulcera ou ulcera parenteral ou
eritema leve dolorosos, mas | dolorosos, € ndo enteral
pode comer pode comer
Bilirrubina D.L.N. - <1,5xN 1,5-3,0xN >30xN
Transaminases | D.L.N. <2,5xN 2,6-50xN 5,1-20,0x N >20,0x N
FA D.L.N. <2,5xN 2,6 -50xN 5,1-20,0x N >20,0x N
Figado/Clinico | inalterado -—- - pré-coma coma hepatico

D.L.N.: DENTRO DOS LIMITES DO NORMAL




Grau

TOXICIDADE 0 1 2 3 4
Creatinina D.L.N. <1,5xN 1,5-3,0xN 3,1-6,0xN >6,0x N
Proteintria s/ 1+ou< 2-34+0u0,3- [4+o0u>1,0g% | sindrome nefrotica

alteragdo | 0,3g% ou < | 1,0 g% ou 3-10 ou>10 g/l
Hematuria 3g/l requer transfusao
negativo grande, sem grande, com
somente coagulos coagulos
micro
Alopecia sem queda | Perda leve queda intensa o L
ou total
Pulmonar ausente ou | assintomatico | dispnéia sob dispnéia dispnéia em
sem alt. c/TFP gde esforgo minimos repouso
anormal esforgos
Arritmias ausente | assintomatico, [ recorrente ou requer requer
Cardiacas transitorio persistente, tratamento monitoragdo/instab
sem terapia ilidade
Fungdo ausente | assintomatico, | assintomatico, L.C.C. leve, I.C.C. grave ou
Cardiaca F.E.V.E. com | queda F.E.V.E. | responsiva a refrataria
queda< 20% > 20% basal terapia
basal
Cardiaca - ausente achatamento | assintomatico, angina, sem infarto agudo do
Isquemia daonda T alteracdes evidéncia de miocardio
néo- sugerindo infarto
especifico isquemia
Cardiaca - ausente | Assintomatico | pericardite,(atri | Sintomatico tamponamento;
Pericardico , efusdo, sem to,dor e efusdo, requer | requer drenagem
intervencao altera¢des no drenagem
ECG)
Hipertensao ausente ou | assintomatico, | recorrente ou requer crise hipertensiva
sem transitorio > | aumento > 20 tratamento
alteracdo |20 mmHg (D) | mmHg (D) ou
oup/ > p/ > 150/100 se
150/100 se DLN antes.
basal nl. Sem Sem
tratamento. tratamento.




Hipotensao ausente ou | alteragdes requer requer terapia | requer terapiae
sem sem reposicao hospitaliza¢do | hospitalizacao por
alteragdo | necessidade | hidrica ououtra| senlaté48h > 48 horas ap0s
de terapia terapia, mas apos interrupgdo do
(ortostatica sem interrupgdo do agente
transitoria) | hospitalizago agente
Grau
TOXICIDADE 0 1 2 3 4
Neuro- ausente ou | parestesias | perda sensorial | perda sensorial -
s/ alteragdo | leves, perda | objetivaleve a | objetiva grave
sensorial de reflexos moderada, ou parestesias
do tenddo parestesias que interferem
profundo moderadas com a fungdo
Neuro- ausente ou fraqueza fraqueza fraqueza Paralisia
sem subjetiva; s/ objetiva leve objetiva com
motor alteracdo | observagoes sem comprometimen
objetivas comprometimen | to de fungdo
to significativo
da funcdo
Neuro-cortical ausente leve sonoléncia ou | Alt. sensorio ou coma,
sonoléncia ou | agitagdo mod alucinagdes convulsoes,
agitagdo graves psicose toxica
Neuro-cerebelar ausente descoordenag tremor, ataxia necrose
a0 leve, dismetria, fala locomotora cerebelar
disdiadocines dificultada,
e nistagmo
Neuro-humor sem ansiedade ansiedade ansiedade grave | idéias suicidas
alteragdo leve ou moderada ou ou depressao
depressao depressao
ausente
Neuro-cefaléia leve moderada ou
grave, mas refrataria e
transitoria grave -
Neuro- ausente ou Leve moderada grave ileo > 96 hs
constipago usual
Neuro-audigdo ausente ou perda tinido Interfe com a surdez
nl somente na fungdo, mas incorrigivel
audiometria corrigivel
Neuro-visdo ausente ou - - sintomatico, Cegueira
nl perda sub-total




Pele ausente ou | Macula macula dispersa maculas, dermatite
nl dispersa ou ou papular ou papulas ou esfoliativa ou
papula ou eritema vesiculas ulcerativa
eritema sintomatica sintomaticas
assintomatico generalizadas
D.L.N.: DENTRO DOS LIMITES DO NORMAL
Grau
TOXICIDADE 0 1 2 3 4
Local de infusdo ausente Dor inflamag@o ou ulceragdo cirurgia plastica
flebite
Alt. de Peso <5,0% 5,0-9,9% 10,0 - 19,9% >20,0%
Hiperglicemia <116 116 — 160 161 - 250 251 -500 > 500 ou
cetoacidose
Hipoglicemia > 64 55— 64 40 - 54 30-39 <30
Amilase D.L.N. <1L5xN 1,5-2,0x N 2,1-50xN >5,1xN
Hipercalcemia <10,6 10,6 - 11,5 11,6 - 12,5 12,6 - 13,5 >13,5
Hipocalcemia > 8.4 84-78 7,7-7,0 6,9-6,1 <6,0
Hipomagnesemia >1,4 1,4-12 1,1-09 0,8-0,6 <0,5
Fibrinogénio D.LN. |0,99-0,75xN | 0,74-0,50xN | 0,49-0,25x N <0,24 xN
Tempo de D.L.N. 1,01-1,25xN | 1,26-1,50xN | 1,51-2,00 x N >2,00xN
Protrombina
TPTA D.L.N. 1,01 -1,66xN | 1,67-2,33xN | 2,34-3,00x N >3,00x N
Alergia ausente erupcoes urticaria, febre | doenga do soro, Anafilaxia
transitdrias; medicamentosa | broncoespasmo,
febre 380 requerendo
medicamentosa | Cbroncoespasm medidas
<380 C o leve
Febre sem infeccdo | ausente 37,1-380C, 38,1-400C, > 400 C por > 400 + 24 horas
menos de 24 ou febre
horas acompanhada de

hipotensao




Anexo 4 - Avaliagao de Resposta

o Resposta Completa (RC): Desaparecimento de todas as lesdes-alvo. No caso
de linfonodos, se houve reducdo de seu menor didmetro para menos de
10mm.

. Resposta Parcial (PR): Diminui¢do de, no minimo, 30% na soma dos
didametros das lesdes-alvo, tendo como referéncia a soma de seus didmetros
no momento anterior ao tratamento.

. Doenga Progressiva (PD): aumento de pelo menos 20% na soma dos
diametros das lesoes-alvo, tendo como referéncia a menor soma durante todo
o estudo (pode ser ou ndo o de baseline, se esse for o menor do estudo).
Além disso, configura PD aumento absoluto maior que Smm de uma ou mais
lesdes-alvo ou aparecimento de novas lesdes.

o Doenga estavel (DE): Qualquer diminui¢do que ndo configure RP ou aumento
que ndo configure PD, tomando como referéncia o menor didmetro enquanto

no estudo.



Apéndice 1 — Ficha Clinica

CORRELACAO ENTRE RESPOSTA OBJETIVA E A EXPRESSAO GENICA
E IMUNOISTOQUIMICA EM PACIENTES COM CANCERES GASTRICOS
METASTATICOS SUBMETIDOS A QUIMIOTERAPIA PALIATIVA A
BASE DE PLATINA E FLUOROPIRIMIDINAS

Paciente
Iniciais
TCLE |/ /_

Prontuario



Iniciais:

Prontuério No.:

Idade:

Sexo: (0) masculino (1) feminino

Data do diagnostico de cancer gastrico:_ / /

o ok~ w b

Tipo histologico: (0) carcinoma difuso

(1) Carcinoma intestinal
(2) misto

(3) adenocarcinoma SOE
(4) carcinoma SOE

7. Cirurgia prévia: (0) nao
(1) Sim, data da recidiva:
8. Intervalo livre de doenca metastatica () meses

9. Sitio de doenca

9.1. Local (0) ndo (1) sim
9.2. Figado (0) ndo (1) sim
9.3. Linfonodo (0) ndo (1) sim
9.4. Pulmao (0) ndo (1) sim

9.5. Peritoneo (0) nao (1) sim
9.6. SNC (0) ndo (1) sim
9.7. Ossos (0) ndo (1) sim

10. Avaliagéo pré- tratamento:
10.1. Anamnese:

Perda de Peso: (0 ) ndo (1) sim, ndo especificado
() Kgem 6 meses
Sangramento digestivo: (0) ndo (1) sim

Disfagia: (0O)nao (1)sim

Dor: (0O)nao (1)sim— VAS



Vomitos (grau): 0) (1) 2)(3)
7.2.6. Procedimento para dieta:

(0) ndo (1) sim, qual

data

/

7.2.7. Dieta enteral (0)ndo (1)sim

7.2.8. Outros:

7.3. Exame fisico:

Geral: Peso Kg

Altura m

ECOG

FR  rpm

FC__ bpm

PA _ /  mmHg
BSA m?2

Pele:

Cabega e pescoco:
Endoécrino:
Hematologico:
Gastrointestinal:
Cardiovascular:
Respiratorio:
Musculoesquelético:
Neurologico:
Psiquiéatrico:

7. 4. Exames Complementares:



Laboratério( / / ):

Eritograma: Hb Ht He

Leucograma /mm3

Diferencial: Eos %

Bt %

Seg %

Linf %

Mono %
Contagem de plaquetas: /mm3
Uréia  Creatinina TGO TGP

Bilirrubinas: T D 1 FA

Albumina TAP CEA THCG
Sédio Potassio Magnésio Célcio
Glicemia

Sumario de urina

EDA

Amostra paracDNA: ( 0 ) nao ( 1)sim

Coleta sanguinea: ( 0 )ndo ( 1 )sim



8. Avaliacgdo Inicial de doengca:

LesOes-Alvo:

Lesao Localizagao Dimensdes

Método

Data

Soma das lesbes:_mm (Baseline)

Lesdes ndo mensuraveis/nao alvo:

1.Local:
2.Local:

3. Local

Quimioterapia paliativa:
Drogas/doses:

(1) CF
(2) ECF
3) CX

(4) EOX
(5) DCF
(6) ECX

9. TRATAMENTOS:




CICLO1
DATA:

Exame fisico:

Peso Kg Altura mBSA m2
ECOG FC bpm PA_/  mmHg
Temperatura

Pele:

Cabega e pescogo:
Endoécrino:

Hematologico:
Gastrointestinal:
Cardiovascular:
Respiratorio:
Musculoesquelético:
Neurologico:

Psiquiéatrico:

Medicacdes concomitantes:

Droga Posologia Duracéo Razéo




Exames laboratoriais (72hs antes do D1)

Hematimetria: Hb Ht He

Leucograma  /mm3
Diferencial: Eos %
Bt %
Seg %
Linf %
Mono %

Contagem de plaquetas: /mm3

Uréia  Creatinina TGO TGP

Bilirrubinas: T D 1 FA

Realizado: ( 0 )nao( 1 )sim ,razdo:
Atrasado: ( 0 )ndo ( 1 )sim,razao:

Reducdo de dose ( 0 )nao (1) sim, razdo:

Toxicidade:

Evento SAE Grau | datainicio | datafim | relagdo com a droga
N(0) S(1) N(0),sim( 1)
N(0) S(1) N(0),sim( 1)
N(0) S(1) N(0),sim( 1)
N(0) S(1) N(0), sim( 1)
N(0) S(1) N(0),sim( 1)
N(0) S(1) N(0),sim( 1)




CICLO 2
DATA:

Exame fisico:

Peso Kg Altura mBSA m2
ECOG FC bpm PA / mmHg
Temperatura

Pele:

Cabeca e pescogo:

Endocrino:

Hematologico:

Gastrointestinal:

Cardiovascular:

Respiratorio:

Musculoesquelético:

Neurologico:

Psiquiatrico

Toxicidade

Evento SAE Grau | datainicio| datafim relagdo com a droga

N(0) S(1) N(0), sim(1 )
N(0) S(1) N(0),sim(1 )
N(0) S(1) N(0),sim(1 )
N(0) S(1) N(0),sim(1 )
N(0) S(1) N(0),sim(1 )
N(0) S(1) N(0), sim( 1 )




Medicagdes concomitantes:

Droga Posologia Duracéo

Razao

Exames laboratoriais (72hs antes do D1)

Hematimetria: Hb Ht He

Leucograma  /mm3
Diferencial: Eos %
Bt %
Seg %
Linf %
Mono %

Contagem de plaquetas: /mm3

Uréia_ Creatinina TGO TGP

Bilirrubinas: T D 1 FA

Realizado: ( 0 )ndo( 1 )sim ,razdo:
Atrasado: ( 0 )ndo ( 1 )sim,razdo:
Reducdo de dose ( 0 )ndao (1) sim, razdo:

11. Avaliagédo de Resposta

Lesdes-Alvo



12.

Lesao Localizacao Dimensoes M¢étodo Data
1
2
3
4
5
Soma das lesGes:__mm
Lesdes ndo mensuraveis/ndo alvo:
1.Local:
2.Local:
3. Local
Diferenca em relagéo ao Baseline: mm/ %
Resposta: (0) PD (1) DE(2) RP (3) RC Data:__ /[

Suspensao do tratamento

Razao: (0) Completou esquema

(1) Atingiu resposta méxima

2) Toxicidade grau %, qual:
( g q

(3) Progressao de doenca

(4) Obito, data:

(5) Decisao do paciente




13. SEGUIMENTO
Visita de seguimento

Data:

Queixas:

Achados fisicos:

Exames complementares:

Progressdo ( 0 )nao ( 1 )sim,data:
Status: ( 0) vivo (a) sem doenca

(1) vivo (a) com doenga

(2) morto (a) sem doenga, data:

( 3) morto (a) com doenga, data:



Apéndice 2 - Termo de consentimento livre e esclarecido

Hospital do Cancer do Ceara-ICC
Rua Papi Junior, 1222 |
Fortaleza-CE CEP 60430-230

Este formuldrio de consentimento contém informagdes a respeito do projeto de pesquisa
que estd sendo proposto para vocé pelo seu médico. Uma vez compreendido o plano de estudo e
havendo o seu interesse em participar do mesmo, seri solicitada a sua assinatura no
Consentimento pos-informado. Vocé receberd uma copia para seu arquivo. Se vocé achar
adequado, consulte outros profissionais (médicos ou ndio) antes de assinar este documento.

Proposta de estudo

Vocé estd sendo consultado para colaborar com esse projeto de pesquisa por ter cancer de
estdmago com metéstases e ter indicagdio pela equipe médica que lhe encaminhou e/ou que lhe
acompanha de realizar quimioterapia antineoplasica (terapia anticincer com medicamentos). Ja
se sabe que pacientes na sua situagio se beneficiam do uso desse tipo de tratamento, pois apds
serem submetidos a ela apresentam redugdo do tamanho de seu tumor, com conseqiiente melhora
de seus sintomas, além de terem melhora no tempo de vida em comparagiio com pacientes que
ndo a realizam. Apesar desses beneficios ja terem sido comprovados em vérios estudos ao longo
do mundo e ja ser considerado de rotina, nem todos os pacientes que se o fazem obtém esses
resultados benéficos. Uma das razdes para isso consiste no fato de que os tumores malignos
podem apresentar uma maior resisténcia as medicagdes disponiveis. Essa resisténcia é causada
por caracteristicas genéticas do tumor. Usualmente niio ha como selecionar ou definir quais
pacientes com cincer gastrico irdo ter bons resultados com a quimioterapia. Atualmente todos os
pacientes devem receber sempre que possivel o tratamento e serem, de tempos em tempos,
avaliados com exame clinico e com exames para saberem se o tratamento esté sendo eficaz. Caso
o tumor diminua, o tratamento ¢ mantido e caso esteja crescendo ele é suspenso ou trocado por
outro. Obviamente as medicagdes utilizadas tém efeitos colaterais, ou seja, causam sintomas
outros ndo desejados, que podem ser leves ou graves. O presente projeto ndo consiste em
experimentar em vocé nem um novo tratamento. O objetivo desse projeto é conhecer as
caracteristicas genéticas de tumores de estdmago de pacientes como vocé que irdo realizar
quimioterapia, A partir desse conhecimento tentaremos selecionar algumas dessas caracteristicas
com a resposta que seu tratamento causou em vocé. Dessa forma podemos descobrir num futuro
proximo uma forma de saber, antes de iniciar a quimioterapia se o paciente terd beneficio com
ela, evitando realizar um tratamento potencialmente toxico e potencialmente ineficaz.

Plano de estudo .

Para a realizagdo desse estudo vocé devera ter diagnéstico de céncer de
estomago com metastases e ter recebido a indicagfio médica de realizar quimioterapia com pelo
menos duas drogas — platina e fluoropirimidinas — essas drogas sdo as que juntas determinam as
melhores respostas em doengas como a sua. Antes do inicio desse tratamento o que necessitamos
para esse estudo consiste primordialmente na coleta de pequenas amostras de seu tumor.
Normalmente essa coleta se faz através de uma endoscopia digestiva alta, um exame médico.

Mesmo que vocé ja tenha sido submetido antes a uma bidpsia, uma vez no estudo tera que
realizd-la novamente. A razdio para isso consiste no fato de que a quantidade de tumor e a forma
de armazenamento e processamento das amostras obtidas para o diagnéstico nfio sdo as mesmas




para analise da expressdo genética. Serd também retirado volume de 10m de sangue antes do
tratamento para avaliarmos se ha presenca de substincias que indicam uma resposta do
organismo & presen¢a da neoplasia. Esse tipo de estudo busca identificarmos marcadores da
agressividade, de chance de recidiva e de resposta 4s drogas atualmente disponiveis para esse
tipo de neoplasia, somente com exames de sangue.

Basicamente as coletas de sangue e de amostras tumorais séo as Gnicas intervengdes fora
da rotina de tratamento de pacientes como vocé, dai a necessidade de seu consentimento para
prosseguirmos o estudo. Além desses exames todos os outros que vocé realizara, bem como seu
tratamento, ndo mudardio independentemente de estar participando ou ndo do estudo. Os dados
relativos aos resultados desses exames que buscam basicamente saber quais as suas
caracteristicas clinicas e de seu tumor, como vocé tolera e 0 quanto estd se beneficiando de seu
tratamento sdo do interesse do estudo e serdo registrados em fichas individuais confidenciais que
serdo mantidas em arquivo préprio nessa instituigdo (Instituto do Céncer do Ceara).

Normalmente pacientes que irfio realizar quimioterapia so submetidos inicialmente a
uma avaliagdo que consiste na realizagio de exames de sangue, radiologicos (Raios X,
Tomografias de abdome e se necessario de torax) que viio indicar suas condigbes clinicas e a
extensdo do seu tumor.

Apos essas avaliagbes iniciais, o paciente inicia o tratamento. Este consistird de
aplicagdes na veia e/ou oral de pelo menos duas medicagdes das opgdes abaixo:

I. Cisplatina, carboplatina ou oxaliplatina (uma vez a cada trés semanas por via venosa)

associado a

2. 5-Fluorouracil (por infusdo venosa de 5 dias a cada 21 dias) ou capecitabina (por via
oral durante 14 dias, a cada 21 dias).
A escolha das drogas acima ou a adig¢do a elas de outras fica a cargo da equipe médica
responsdvel por vocé e geralmente se baseia em suas condigdes clinicas de receber ¢ tolerar.

Os possiveis efeitos toxicos do tratamento incluem: aftas orais (com dificuldade varidvel
para degluti¢dio), diarré¢ia, nduseas ¢ vomitos, queda de cabelo, queda nos glébulos sangiiineos
(responséveis pelas suas defesas, coagulagiio e oxigenagio dos tecidos), sendo mais comuns e
potencialmente graves as infecgdes que ocorrem durante esse periodo de queda. Por fim, existe a
possibilidade de ocorrerem sintomas decorrentes de “neuropatia periférica”, que incluem
formigamento, dor em queimagio, dores musculares e raramente, fraqueza muscular. Muitos dos
exames de avaliagdo realizados antes ¢ durante o estudo tém como objetivo o controle e
prevengéio de muitas dessas complicagdes e a equipe médica e de enfermagem do hospital estdo
habilitados a diagnosticar e tratar essas complicacies.

Apés o inicio do tratamento, vocé serd periodicamente avaliado com novos exames
(laboratoriais e radiol6gicos) com objetivo de saber se estd o tumor estd diminuindo ou ndo e de
avaliar suas condigdes de continuar com o tratamento sem riscos. Tanto o tralamento como os
exames sio disponiveis e sdo realizados a nivel ambulatorial do Hospital do Céncer-1CC.

Beneficios

Apesar desse tipo de estudo ser realizado em varias partes do mundo em pacientes com
outros tipos de céncer, e de alguns ja terem causado grandes beneficios na escolha do melhor
tratamento de outros tumores, os resultados desse presente estudo niio beneficiario diretamente
vocé., Apos a identificagio desses marcadores genéticos a que o estudo se propde, esses




precisardo se validados em novos estudos em outros pacientes antes de realmente poderem ser
utilizados de rotina na populagio geral com cancer géstrico. Vocé ndo terd nenhum tipo de
remuneragio financeira ao aceitar este tratamento. Nao existe nenhum tipo de indenizagio para
complicagdes ou seqiielas causadas pelo tratamento.

Custo Financeiro

Uma vez que a realizagio desse tipo de tratamento ser considerada de rotina
(independente de fazer parte do estudo a quimioterapia ja € a principal indicagdo para o seu caso)
em nosso servigo e em outros centros oncoldgicos, o custo do tratamento sera de
responsabilidade primdria do paciente ou de seu seguro de satde (plano de saGde ou Sistema
Unico de Satde). As analises préprias do estudo, que consistem da coleta tumoral e sanguinea,
bem como a analise das mesmas ficardo por conta do estudo através de incentivo financeiro de
agéncias de incentivo a pesquisa.

Direito de recusar e de se retirar do tratamento.

A escolha de entrar ou ndo neste estudo € inteiramente sua, Caso vocé se recuse a
participar deste estudo serd tratado com a mesma abordagem sem nenhum tipo de preconceito
pelo seu médico. Vocé tem o direito de se retirar deste estudo a qualquer momento. Se vocé
decidir se retirar do estudo, vocé sera tratada de maneira convencional pelos mesmos médicos,
sem nenhum tipo de preconceito.

Amostras de tecido para andlises genéfticas

Como j4 citado esse estudo busca o conhecimento das alteragdes do material genético que
compde as células do seu tumor de forma a tentar identificar um perfil de comportamento de
ncoplasias como a sua. Esse conhecimento tera impacto na melhor definigdo do melhor
tratamento a ser administrado para pessoas com o seu mesmo problema, O material coletado do
seu tumor através de endoscopia e de seu sangue serd armazenado e, em seguida, processado
nessa Instituicdo sob identificagdo que s serd acessada pelos pesquisadores autorizados para
esse projeto. Ndo sera permitida a consulta ou divulgagdo de seus dados pessoais individuais,
nem de prontuarios ou dos resultados das andlises aqui previstas para terceiros, inciuindo
empregadores e empresas seguradoras em qualquer hipotese. Caso apds o processamento ¢
estudo desse material, ainda restar qualquer amostra sua, essa serd armazenada em condigdes
adequadas, sob sigilo e ndo podera ser utilizada em outros projetos de pesquisa a nfio ser que
vocé autorize e que o Comité de Etica em Pesquisa também o faga. Os resultados dos estudos
que pretendemos realizar com as amostras de tecido, ou qualquer informagfo sua jamais serfio
utilizados de forma a tratd-lo diferentemente ou discrimina-lo. Os resultados das andlises néo
causardo em mudanga no seu tratamento, nem tampouco sobre a vida de seus familiares, porque
nio buscam nenhum tipo de padrio de hereditariedade dessa doenga.

Esse projeto de pesquisa estd sendo desenvolvido no contexto de um programa de pos-
graduacdo (Doutorado) dessa Instituigiio em convénio com o Hospital AC Camargo da Fundagéo




Anténio Prudente em Sdo Paulo-SP-Brasil, portanto, algumas das técnicas de andlise das
amostras teciduais terdo que ser realizadas em laboratorio de Gendmica Funcional na referida
Instituigio que conta com grande respaldo cientifico e tecnoldgico para tal, no entanto, esse
processo serd realizado e controlado somente pelo pesquisador responsavel e logo que concluidas
deverdo ser mantidas no Instituto do Cancer do Ceara. Deve-se ressaltar que esse material
pertence ¢ sempre perlencera a vocé e em hipotese alguma lhe serd negado o direito de
eventualmente resgata-lo.

0 Comité de Etica Médica do Hospital do Cancer do Ceard - ICC € o responsével legal
para a certificagdo de que os dircitos dos pacientes estejam protegidos. Este comité analisou e
aprovou este estudo.

Os investigadores responsdveis sfo: Dra. Rosane Oliveira de Sant’Ana (3288-4576/9984-
5721) e Dr. Ronaldo Ribeiro (3288-4576/99887282) que vocé deverd contactar a qualquer
momento em que enfrente qualquer problema relacionado ao estudo. Se vocé necessita de
maiores informagdes a respeito do estudo antes de assinar o termo de consentimento, contacte os
médicos acima.

DECLARACAO DO MEDICO OBTENDO CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Eu declaro que expliquei este protocolo de estudo, com todos os detalhes necessérios para o
{a) paciente (ou seu responsavel legal) .
No meu julgamente, houve acesso a todas as informagbes disponiveis, incluindo os riscos

¢ beneficios, para que se possa fazer uma decisiio informada.

Assinatura do médico Data [ |/

Nome do médico CRM

DECLARACAQ DO PACIENTE OU RESPONSAVEL LEGAL

Eu declaro que li e compreendi a proposta de tratamento. Declaro também que discuti
esta proposta pessoalmente com meu médico. Eu entendo os riscos da minha doenga, o
proposito do estudo, os métados que serdo utilizados e os riscos e beneficios do tratamento.
Entendo também que a minha entrada neste estudo ¢ voluntéria.

Assinatura do (a) paciente Data I

Nome do (a) paciente__ ) R.G.




