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RESUMO

Pires APB. Avaliagdo do perfil mutacional, expressdo protéica e
regressdo tumoral e das caracteristicas clinicas de pacientes com
canceres géstricos localmente avancados submetidos a quimioterapia
perioperatoria. Sdo Paulo; 2017. [Tese de Doutorado-Programa de Pos-
Graduagao Interinstitucional (DINTER) em Oncologia da Fundagdo Antdnio

Prudente em Parceria com Escola Cearense de Oncologia]

O cancer gastrico(CG) apresenta alta prevaléncia e letalidade no Brasil. Na
abordagem da doenga localmente avangado, além da cirurgia, a
quimioterapia (QT) perioperatéria impacta em melhores sobrevidas.
Contudo, ha poucos estudos com marcadores bioldgicos de resposta a QT.
O objetivo principal desse estudo foi avaliar as taxas de regressao tumoral
(TRT) a QT correlacionando-o com o perfil mutacional por sequenciamento
de exoma completo (SEC) e avaliagédo por imunoistoquimica (IHQ) de HER-
2, c-MET, CD8, CD68 e FOXP3. Amostras tumorais (AT) pré-QT foram
colhidas e as pegas cirurgicas pos-QT foram classificadas quanto a TRT em
respondedoras ou ndo (R+ e R-, respectivamente).As AT pré-QT foram
submetidas a extracdo do DNA e 12 delas foram selecionadas para SEC, 3
do grupo R+ e 9 do R-. AT p6s-QT foram avaliadas quanto a expressao de
CD8, CD68, c-MET, HER-2 e FOXP3. A analise dos dados foi avaliada
através do software SPSS statistics 17.0. De agosto de 2013 a dezembro de
2016, 63 pacientes foram submetidos a um estudo prospectivo nao
randomizado. Aidade mediana foi de 62 anos (29-75 anos), com 60,3%
masculinos, 57,1% com ECOG 1, localizacao distal em 79% e subtipo difuso
em 44,4%. Os 3 ciclos iniciais de QT foram feitos por 85,7% dos casos, com
73% operados e 65,1% de cirurgias curativas. A TRT foi de 19,1%, sem
invasdo linfonodal em 43,9% e 92,7% de margens livres. Apds a cirurgia,
46,9% dos pacientes concluiram a QT. A Sobrevida Global (SG) foi de 29,4

meses. Fatores de mau prognostico foram disfagia, anemia e a presenga de



mucosite oral a QT. Quanto a IHQ, 3 pacientes foram HER-2 positivos e
51,3% expressavam FOXP3. Pacientes com baixa expressao de CDG68 e
auséncia de c-MET obtiveram melhores sobrevidas. O perfil mutacional
mostrou 10 genes mutados exclusivos do grupo R+, 7 em comum e 26 nos
pacientes R-. O gene mais frequente mutado foi TP53, além dos genes
MACF1, ARID1A, ERBB2 e ALPK, que se relacionam a integridade
gendmica, adeséo celular e remodelamento de cromatina. Nosso estudo
mostrou uma TRT e SG compativel com a literatura, sendo a expressido do
MET um bom marcador progndstico e preditivo e identificou-se genes
mutados que poderdo ser testados como marcadores com potencial de
predizer desfechos clinicos de pacientes com CG submetidos a QT

perioperatdria, pode aumentar as chances de cura desses pacientes.



SUMMARY

Pires APB. [Mutation, protein expression, tumor regression and clinical
profiles of patients with locally advanced gastric cancer submitted to
perioperative chemotherapy]. Sdo Paulo; 2017. [Tese de Doutorado-
Programa de Pds-Graduagao Interinstitucional (DINTER) em Oncologia da
Fundacdo Anténio Prudente em Parceria com Escola Cearense de

Oncologia]

Gastric cancer (GC) is highly prevalent and lethal in Brazil. In addition to
surgical resection, locally advanced GC may be treated perioperatively with
polychemotherapy (PP), increasing chances of cure and survival. However,
few studies have evaluated biological markers of response to PP. The main
purpose of this study was to correlate tumor regression rates (TRR) with
mutation profile by whole exome sequencing (WES), and evaluate protein
expression by immunohistochemical analysis (IA) of HER-2, c-MET, CDS8,
CD68 and FOXP3. At baseline, tumor samples were collected endoscopically
and surgical specimens were classified according to TRR, divided into
responders (R+) or G1 and non-responders (R-) or G3. The frozen samples
were submitted to DNA extraction. Twelve samples (R+/G1 n=3 vs. R-/G3
n=9) were selected for WES. After the first three cycles of chemotherapy,
surgical biopsy specimens were evaluated for the markers CD8, CD68, c-
MET, HER-2 and FOXP3. The statistical analyses were performed with
SPSS Statistics v.17.0. Between August 2013 and December 2016, clinical,
pathological and |IA were collected for 63 patients with locally advanced GC
and submitted to a non-random prospective study. The median age was 62
years (range: 29-75), 60. 3% were males, and 57. 1% were classified as
ECOG 1. Most tumors (79%) were distal, and 44.4% were of the diffuse
subtype. Most patients (85.7%) completed the first three cycles, 73% were
submitted to surgery, 65.1% of which was curative. The mean TRR was

19.1%, no lymph node involvement was observed in 43.9%, and 92.7% had



free margins. After surgery, 46.9% completed treatment. The median survival
time was 29.4 months. Factors of poor prognosis included dysphagia,
anemia and presence of oral mucositis during PP. On IA, 3 patients were
HER-2-positive and 51.3% expressed FOXP3. Survival was longest for
patients with low CD68 expression and absence of c-MET. Ten mutations
were exclusive to the R+ group, 26 were exclusive to the R- group and 7
observed in both groups. The most frequently mutated gene was TP53,
followed by MACF1, ARID1A, ERBB2 and ALPK2, included genome integrity,
cell adhesion and chromatin remodeling. Overall, TRR and survival was
compatible with the literature. MET expression was shown to be a good
prognostic marker, with clinical potential and it was mutated genes which
might serve as molecular markers of clinical outcome in patients submitted to

PP for locally advanced GC, increasing chances of cure.
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1  INTRODUCAO

1.1 O CANCER GASTRICO: ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS,

CLINICOS E PATOLOGICOS.

O cancer gastrico (CG) € a terceira neoplasia mais letal no mundo e,
em 2015, causou cerca de 754.000 mortes (World Health Organization -
WHO 2017). Representa o quinto tumor maligno mais comum em todo o
mundo, com quase 1 milhdo de casos novos (952.000 casos, com 6,8% do
total), estando atras apenas dos casos de cancer de pulmdo, mama,
colorretal e prostata (FERLAY et al. 2013). E a quarta causa de cancer em
homens e a quinta causa em mulheres. Em 2013 nos Estados Unidos da
América estimou-se a incidéncia de 21.600 novos casos e 10.990 mortes,
sendo a 14? neoplasia maligna mais comum (American Cancer Society -
ACS 2016).

Em paises desenvolvidos, houve uma tendéncia de queda na
incidéncias do CG, com destaque aos tumores de localizagao distal nos
Ultmos anos. Contudo no Brasil, a realidade denota ainda um curva
ascendente. Em todo pais, a estimativa de casos novos para 2016 foi de
12.920 casos em homens e 7.600 casos em mulheres, correspondendo a
13,04 casos novos por 100.000 homens e 7,37 por 100.000 mulheres. Nas
regides Norte e Nordeste esses numeros sdo mais alarmantes, sendo o

segundo mais frequente em homens (Ministério da Saude 2016). Em locais



onde existe ainda baixo desenvolvimento sécio-econémico, em especial no
Estado do Cear4, estima-se que a mortalidade seja de 2 a 3 vezes maior.

Os homens s&o mais propensos ao desenvolvimento destes tumores,
geralmente com dobro de incidéncia. E uma neoplasia prevalente de paises
em desenvolvimento e de origem asiatica. Os fatores de risco sao: idade
avancada, tabagismo, sedentarismo, baixa condigcdo sécio-econdmica,
alcoolismo, infecgdo por algumas cepas de Helicobacter pylori, infecgdes
pelo virus Epstein-Baar, metaplasia intestinal, gastrite atrofica, anemia
perniciosa, polipos adenomatosos gastricos, polipose adenomatosa familiar,
doenca de Ménétrier, es6fago de Barret, alimentagdo rica em sal e
conservantes (nitritos, nitratos e defumados), presenga de doenca hepatica
alcodlica e dieta pobre em frutas e vegetais. Para os CG localizados na
cardia, obesidade, presenga de esOfago de Barret e doenca do refluxo
gastro-esofagico sao fatores associados (O’DOHERTY et al. 2012; TURATI
et al. 2013; KARIMI et al. 2014; CHENG XY et al. 2016; DANTAS et al. 2016;
HA et al. 2016; OHBA et al. 2016).

Recentemente tem-se relatado a susceptibilidade genética individual
contribuindo para um maior risco de CG. Algumas variantes genéticas
podem estar diretamente relacionadas as respostas do individuo a
agressdes a mucosa gastrica pela Helicobacter pylori, bem como a
detoxicagao de carcindgenos, a deficiéncia no reparo de danos ao DNA e a
proliferagdo celular anémala. Variantes no gene CDH1 (caderina 1) que
afetam a funcao da proteina codificada, e-caderina, podem estar associadas

a um alto risco para CG. Variantes nos genes PSCA (do inglés - prostate



stem cell antigen) e MUC1 (mucina 1) denotaram risco elevado de

desenvolver CG e parecem ser prevalentes nas populagdes orientais (SAEKI

et al. 2013; KARIMI et al. 2014; LI T et al. 2014; NI et al. 2016).

Cerca de 10% dos casos de CG demonstram um padrao familial e o
risco dessa doenga em parentes de primeiro e segundo graus € aumentado
em 2 a 3 vezes em relagédo a populagao em geral. O cancer gastrico familial
difuso representa cerca de 1 a 3% dos casos de CG e trata-se de uma
sindrome relacionada a mutagcdo germinativa nos genes CDH1 e CTNNALl
(alfa-E-catenina) (FITZGERALD et al. 2010; HANSFORD et al. 2015; VAN
DER POST et al. 2015). A suspeita de CG hereditario contempla os critérios
abaixo relacionados:

1 Dois ou mais casos de CG difuso documentados em parentes de
primeiro ou segundo grau, com pelo menos um diagnosticado antes
dos 50 anos;

2 Trés ou mais casos documentados de CG difuso em parentes de
primeiro / segundo grau, independente da idade de inicio;

3 Diagndstico de CG difuso com menos de 40 anos de idade;

4 Historia pessoal e/ou familiar de CG difuso ou cancer lobular de
mama, sendo 1 deles com menos de 50 anos.

Outras sindromes hereditarias também presdispde ao CG, como a Polipose

Adenomatosa Familiar, Polipose Juvenil, sindrome de Lynch,

Adenocarcinoma Gastrico e polipose proximal de estdmago (GAPPS),

sindromde Li-Fraumeni e Peutz-Jeghers (VAN DER POST et al. 2015, TAN

e NGEOW 2016). Os individuos portadores dessas sindromes hereditarias



devem ter um acompanhamento clinico particularizado, com endoscopias
digestivas altas precocemente ao longo da vida, bem como avaliagdo para
cirurgia redutora de risco, como a gastrectomia profilatica.

Cerca de 95% dos casos de CG sdo classificados como
adenocarcinomas. A classificacdo macroscéopica comumente utilizada é
através do escore de Borrmann (Borrmann 1926, citado por BAN (2011, p.
73), que varia de | a V, sendo | o subtipo polipdide, Il lesdo ulcerada com
bordas elevadas, Il lesdo ulcerada infiltrando a parede gastrica, IV tumores
infiltrativos difusos e V sdo os nao classificaveis. Conforme a classificagao
histolégica de Lauren de 1965, citado por PARK et al. (2010, p.53), os
adenocarcinomas gastricos sdo divididos em dois diferentes tipos,
ponderando-se o progndstico, epidemiologia e a etiopatogenia: o intestinal e
o difuso, além de variagdes ditas mistas, que podem ser com predominio
intestinal e/ou difuso. Essa divisdo pondera fatores genéticos e ambientais
diferenciados em cada subtipo. O tipo intestinal apresenta a tendéncia a
formar glandulas e esta fortemente associado a inflamagdo da mucosa
gastrica (gastrite crénica, metaplasia e displasia intestinal) e a infec¢ao
cronica pelo Helicobacter pilori. O tipo difuso consiste em pequenas células
nao coesas e desorganizadas, presencga de células em anel de sinete, sendo
mais propicio a infiltracdo de submucosa e a formagcdao de metastase
precocemente (TANG et al. 2013; CHEN et al. 2016).

Outras classificacdes foram propostas, pois se reconhece que apenas

a avaliagao topografica e histolégica ndo afere com preciséo o progndstico e



o tratamento. Assim, tem-se priorizado as analises moleculares e gendmicas
nas estratificagdes de risco.

O projeto “The Cancer Genome Atlas” (TCGA) propdée uma
classificagdo molecular do CG, que tende a superar critérios clinicos e
patolégicos. Atina-se que a heterogeneidade e complexidade genémica do
CG determina distintas caracteristicas fenotipicas. Essa classificacao divide

o CG em 4 subtipos, segundoCancer Genome Atlas Research Network

(2014):
1 Tumores infectados pelo virus Epstein-Barr;
2 Tumores com instabilidade microssatélite (do inglés - microsatellite

instability - MSI);
3 Tumores genomicamente estaveis (do inglés -genomic stability - GS);
4 Tumores cromossomicamente instaveis (do inglés -chromosomal

instability - CIN).
O subtipo 1 ocorre em 10% dos casos e esta associado a hipermetilagdo do
DNA, a supressado imunolégica, mutagdo somatica do gene ARID1A e a
amplificagdo de JAK2 (Janus kinase 2). Dessa forma, estratégias
terapéuticas com agao preponderantemente imunolégicas, como a utilizagao
de inibidores de “checkpoints”imunes, tais como o anti-PDL1/L2 (anticorpos
contra ligantes de morte celular programada 1/2, como o atezolizumab) ou
inibidor de receptores de tirosina cinase (RTC) como o sorafenib ou os
bloqueadores da via mTOR (mechanistic target of rapamycin), como o
everolimus, podem ser aplicadas (DOI et al. 2010; MARTIN-RICHARD et al.

2013; JIN et al. 2016; COLLE et al. 2017).



O segundo tipo (MSI) esta relacionado a perda de fungao de genes do
reparo do DNA e sdo mais frequentemente do tipo intestinal, ocorrendo mais
pacientes idosos e mulheres. Ocorre em 8 a 37% dos pacientes e reflete um
bom progndstico com cirurgia exclusiva. Semelhante ao cancer de célon,
apresenta baixa responsividade a quimioterapia, porém com possivel
resposta ao anticorpo anti-CTLA 4 (cytotoxic T limphocytes tipo 4, como
ipiimumab) e anti-PD-1 (anticorpos contra programmed Death 1, como
nivolumab ou pembrolizumab) (BILGIN et al. 2017).

O subtipo GS ocorrem em pacientes jovens, com tipo difuso e pode
apresentar mutacéo dos genes CDH1, RHOA (da familia RhoGTPase A) e
do gene de fusdao CLN18-ARHGAP, que se relacionam as vias de adesao
celular. Incide em cerca de 30% dos casos (CHEN et al. 2016).

Os tumores com padrao CIN representam de 50 a 70% dos casos,
apresentam mutacdo do TP53 e amplificacdo de RTC. Nesse grupo
prevalece a histologia intestinal (CHOI et al. 2016; CRISTESCU et al. 2016).

O CG dissemina-se por invasao linfonodal, por via hematogénica,
principalmente para figado, e por contiguidade para estruturas adjacentes e
para o peritdnio. As disseminagdes locorregionais de importancia terapéutica
consistem na extensao por agressao das camadas do estdmago, que prediz
risco de propagacgao para estruturas circunjacentes ou peritdbneo, e extensao
de acometimento linfatico. Observa-se também que a presenca de células
em anel de sinete esta associado a tumores de alto grau histolégico, pouco

diferenciados e com tendéncia a margens microscopicas positivas. Através



dessas caracteristicas e do grau de diferenciacado, define-se o progndstico

(MARANQO et al. 2015; POSTLEWAIT et al. 2015).

1.2 A CIRURGIA NO CANCER GASTRICO.

A cirurgia é o tratamento padrdo com intuito curativo no CG. A
extensdo da gastrectomia ndo apresenta forte impacto com a sobrevida e
morbidade, sendo a gastrectomia subtotal o procedimento de escolha, desde
que garantidas as margens de ressec¢cdo (ANGELOV et al. 2016;
BRENKMAN et al. 2016; KONG et al. 2016). Para os tumores do tipo difuso
em pacientes com bom “performance status” recomenda-se ressec¢do com
amplas margens, de até 8 cm (SANTORO et al. 2014).

Uma das principais controvérsias do tratamento cirurgico reside na
extensdo da resseccao linfonodal. A cirurgia denominada D1 envolve a
retirada de toda a lesdo gastrica envolvida (gastrectomia distal ou total) junto
com O pequeno e o grande omento, além da dissecgédo de linfonodos das
estacdes relacionadas a essas localizagbes (pequena e grande curvatura,
artéria gastrica direita, area suprapildrica e ao longo da area infrapilérica). Ja
a ressecc¢ao denominada D2, além de contemplar os linfonodos descritos na
D1 (D1 plus), envolveria ainda a retirada do folheto anterior do mesocolon e
a linfadenectomia nos pediculos vasculares gastricos (artéria gastrica
esquerda, artéria hepatica comum, artéria celiaca, hilo e artéria esplénica)
(National Comprehensive Cancer Network - NCCN 2017 versdao 2). A

extensao da linfadenectomia correlaciona-se com reducido da recorréncia e



da Sobrevida Livre de Doenga (SLD), sendo a linfadenectomia D2 em
centros experientes considerada padrdo, sem incrementos de
morbimortalidade (DEGIULI et al. 2014; KODERA 2016).

Uma metanalise de cerca de 20 estudos realizados no Japao mostrou
uma tendéncia de melhora na Sobrevida Global (SG) em subgrupo de
pacientes submetidos a cirurgia D2, na auséncia de esplenectomia e/ou
pancreatectomia (JIANG et al. 2013). Em contrapartida, outra metanalise
com mais de 1800 pacientes detectou que a gastrectomia D1 esteve
associada a menos complicagdes pos-operatorias, com menos fistulas,
menos necessidade de reoperacdo, menor tempo de internagédo hospitalar e
inferiores taxa de mortalidade em 30 dias, com sobrevida de 5 anos
semelhantes para D1 e D2 (MEMON et al. 2011).

Em seguimento de 15 anos, o estudo “Dutch D1D2 trial” revelou que,
em centros de alto volume, a linfadenectomia D2 com preservacao esplénica
apresentam menores taxas de recorréncia local e de mortes,
comparativamente a D1 (SONGUN et al. 2010). Observa-se que essa
estratégia proporciona o estadiamento adequado, aumenta a sobrevida em
alguns subgrupos de pacientes (com preservagdao de bago e pancreas) e
nao aumenta as complicagbes e mortalidade quando realizada por cirurgides
experientes (WU et al. 2006; DEGIULI et al. 2016; RAUSEI et al. 2016).

Destaca-se que n&o ha ganhos de sobrevida em dissecgdes
linfonodais além da D2, como a D3 (ROGGIN e POSNER 2006;
MCCULLOCH et al. 2012; MOCELLIN et al. 2015, MOCELLIN e NITTI

2015).



Existem diferencas quando se compara os centros japoneses dos
demais, verificando-se melhores taxas de sobrevida e menores de
morbidade obtidas com resseccdes mais amplas. As razbes para as
discrepancias entre os resultados dos estudos japoneses e ocidentais
poderdo estar relacionadas ao perfil diferenciado dessa populacdo em
relacdo aos nao-orientais. Nao se observa uma completa padronizacdo das
definicbes das dissecgdes D1 e D2 nos estudos ocidentais e acredita-se que
a menor faixa etaria, menor incidéncia de comorbidades e de obesidade
entre os pacientes japoneses, além de outras diferengas étnicas e
bioldgicas, possam em conjunto assegurar melhores resultados (SANO et al.
2004; YAMAMOTO et al. 2015).

A raca também pode influenciar no progndstico de pacientes com CG.
Pacientes negros exibem com maior frequéncia piores prognésticos,
comparativamente a brancos e asiaticos, consecutivamente. Entretanto,
essas diferengas concatenam-se muito mais pela experiéncia cirurgica, pelo
risco de obesidade e por condi¢cdes socio-econdmicas desfavoraveis nesse
grupo (LUl et al. 2014; HOWARD et al. 2015).

A cirurgia curativa determina taxas de sobrevida em 5 anos que
variam de 58 a 78% para estadio | e de 34% para estadio Il. De forma geral,
a Sobrevida Global em 5 anos para pacientes com cancer gastrico
submetidos a cirurgia varia de 15 a 35%. Observa-se que 1 a cada 5
pessoas sobrevivem a doenca por 5 ou mais anos, porém esse numero tem
triplicado nos ultimos 40 anos em paises desenvolvidos (WASHINGTON

2010; FERLAY et al. 2013).
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1.3 FATORES PROGNOSTICOS E PREDITIVOS

Além dos fatores relacionados a extensao locorregional e aos 6rgaos
distantes, a resseccao completa do tumor € um dos mais importantes fatores
prognésticos (KIM et al. 1998; MARANO et al. 2015; ZHAO et al. 2015).
Pacientes que alcangcaram a citorredugdo completa (RO — auséncia de
doencga residual e margens cirurgicas livres) tém sobrevida superior aqueles
com doenga residual microscépica (R1) ou macroscopica (R2) (SABESAN et
al. 2015). A presenca de células em anel de sinete proporciona piores
sobrevidas (POSTLEWAIT et al. 2015).

Alguns fatores moleculares estdo diretamente implicados na
determinagao prognostica do CG. Destacam-se a expressédo de HER-2 (do
inglés, Human Epidemal Growth Factor Recpetor type 2), de p53, de c-MYC,
ciclo-oxigenase (COX), de c-MET (do inglés, mesenchymal epidermal
transition), de VEGFR (do inglés, vascular endothelial growth factor
receptor), de EGFR (do inglés, epidermal growth factor receptor), de
ERCC1/2 (genes relacionados ao reparo do DNA por excisdo de
nucleotideos), de e-caderina e do sistema imunoldgico, que podem atuar
como preditores de resultados clinicos-patolégicos.

A amplificacdo do gene ERBB2, que codifica a proteina HER-2 da
familia EGFR de receptores de membrana acoplados a tirosina cinase, é
identificado como um importante fator prognostico, sendo presente em 5 a
20% dos CG (BANG et al. 2010; GRABSCH et al. 2010; HWANG et al. 2016,

KELLY e JANJIGIAN 2016). Esse gene localiza-se no éxon 32 do
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cromossomo 17912 e faz parte da familia de RTC do fator de crescimento
epidermal (GRAVALOS e JIMENO 2008). Esses receptores sdao composto
de um dominio extracelular, um curto dominio transmembranar e um
dominio intracelular com atividade tirosina cinase. A amplificacdo de ERBB2
por CISH (chromogenic in situ hybridization) esteve patente em 16 (12,2%)
de 131 portadores de adenocarcinoma gastrico e, destes, 63%
apresentavam co-amplificacdo de topoisomerase lla (enzima capaz de clivar
e religar a dupla fita de DNA, importante durante o processo de replicagéao
no desenovelamento das fitas de DNA). Neste estudo também houve uma
associacao positiva entre amplificacdo de ERBB2 e subtipo intestinal, bem
como pior sobrevida (TANNER et al. 2005). Um estudo brasileiro analisou
221 casos de CG e constatou hiperexpressdo de HER-2 em 12% dos casos
por IHQ (9% com escore de 2+ e 3% com 3+) e 8% por FISH (do inglés,
fluorescence in situ hybridization) (BEGNAMI et al. 2011). E amplamente
recomendado realizar o teste por IHQ e, nos casos duvidosos (2+),
complementar com FISH ou in situ hybridization (ISH) para os tumores
gastroesofagicos avancados (BARTLEY et al. 2016). De forma geral, os
tumores que hiperexpressam HER-2 tem progndstico agravado, a maioria €
do tipo intestinal, podendo ser de moderadamente a pouco diferenciado e
devem ser tratados com terapia-alvo (trastuzumabe e outros) nos casos
avangados (BANG et al. 2010; HE et al. 2013; JORGENSEN et al. 2014).
Portanto, o uso do trastuzumab no cenario paliativo em pacientes HER-2 é
mandatorio, havendo estudos em andamento no contexto neoadjuvante,

bem como de outras drogas anti-HER-2.
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O gene TP53 é o mais comumente mutado em CG, estando presente
entre 19 a 29% dos casos, quando avaliados por IHQ e confere pior
prognéstico (BEGNAMI et al. 2005; OKI et al. 2009; AYED et al. 2014;
TAHARA et al. 2016). Exerce a fungao de corregdo em erros do ciclo celular,
regulagcdo da apoptose, diferenciacdo celular, metabolismo energético,
senescéncia, defesa anti-oxidante e resposta a danos ao DNA (LIU et al.
2014; LIN et al. 2015; FISCHER 2017). Esse gene localiza-se no
cromossomo 17p13 e tanto ocorre no CG intestinal quanto difuso, sendo o
gene mais frequentemente mutado nessa patologia. Codifica uma proteina
de 53kDA, central no controle do “checkpoint” entre as fases G1 e S do ciclo
celular, sendo determinante da integridade gendmica. Tanto a TCGA quanto
a “Asian Cancer Reseach Group” (ACRG), descreve-se a presenca de
mutagcdo somatica na proteina p53 como um evento de alta prevaléncia,
presente em 50% dos CG hipermutados e em 71% dos subclassificados
como CIN. Existem diversas anormalidades mutacionais descritas, tanto
como mutagdes do tipo missense, perda de fungdo e ganho de funcéo (LIU
et al. 2014). Embora n&o seja consensual, observa-se maior risco de
metastases e mais droga-resisténcia, contudo ainda ndo se determinou uma
melhor aplicabilidade clinica da avaliagéo por IHQ do p53 (GONZALEZ et al.
2016).

O c-MYC é um oncogene codificador de fatores de transcrigao
fundamentais na proliferacéo, crescimento e diferenciacao celular, ocorrendo
a amplificacédo génica em CG de até 40% dos tumores e relaciona-se a

doenga mais avancada (KHALEGHIAN et al. 2015). Estudos brasileiros
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apontam a desregulaggo do MYC como um evento importante na
carcinogénese e esteve associado a piores sobrevidas (CALCAGNO et al
2013, DE SOUSA et al 2013).

E conhecida a contribuicdo da COX-2 na angiogénese (com aumento
da expressao de VEGF - vascular endotelial grown fator), na producéo de
prostaglandina E2 (PG E2) e PGI2, conhecidas por estimularem a migragéao
de células endoteliais e a progressao do cancer (SAUKKONEN et al. 2003;
ECHIZEN et al. 2016). KAWABE et al. (2002) relatou positividade na
imunoistoquimica (IHQ) em amostras tumorais entre 43 até 100% (62% em
média). A expressdo aumentada de COX-2 e iNOS (do inglés, inducible nitric
oxide synthase ou sintase do 6xido nitrico induzivel) esta associada com
maior densidade vascular, maior angiogénese e linfangiogénese tumoral e
pior prognostico (TSENG et al. 2012; KARADAY!I et al. 2013; HIRAHASHI et
al. 2014). Em estudo feito por ALMEIDA (2007), foi demonstrado maior
positividade de expressao IHQ de COX-2 nas metastases linfonodais do que
em relagdo ao tumor primario, em amostras de 97 pacientes submetidos a
gastrectomia, com destaque para subtipo difuso, sugerindo um papel desse
marcador na progressao tumoral e na disseminagado linfonodal. N&o
obstante, a pesquisa da metilacdo do gene de COX-2 foi associado ao
subtipo intestinal em espécimes tumorais no Brasil (DE MELO et al. 2014).
Outros autores demonstraram a relacdo direta entre expressao de COX-2
com potencial metastatico, além de imunossupressao e evasao a apoptose,
destacando-se vias de sinalizacdo NOTCH 1 e NOTCH 2 favorecendo a

transformacdo em fendtipo de transigcdo epitélio-mesénquima (TEM) e
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inflamacao no microambiente tumoral (YEH et al. 2009; TSENG et al. 2012;
CHENG e FAN 2013). Nesse cenario, a infecgao crénica pelo Helicobacter
pilori, dentre outros fatores mantenedores de inflamagédo crbnica, induz
ativagdo dos receptores Toll-like (TLR) e TLR/MyD88e conserva células-
tronco tumorais, que s&o sabidamente mais resistentes as terapias
oncoldgicas (ECHIZEN et al. 2016).

Observa-se elevada prevaléncia de expressao aumentada da proteina
codificada pelo gene MET ou HGF (hepatocyte growth factor) (YU et al.
2013; NAGATSUMA et al. 2015; FUSE et al. 2016). Esses genes ativam
alvos da rapamicina (ras sarcomal/effector of ras/mitogen activated/AKT-
RAS/MAPcinase) e PI3k/AKT, que induzem transformagdes para o fendtipo
tipo TEM, viabilizando proliferagcao celular, motilidade celular, capacidade de
invasao e angiogénese (LEE et al. 2011; PYO et al. 2016; CATENACCI et al.
2017). Dessa forma, ocorre maior agressividade tumoral, podendo refletir em
menores sobrevidas aos pacientes. Atualmente, o c-MET é considerado uma
estratégia terapéutica relevante em pacientes com CG metastatico, porém a
avaliagao do status MET como fator prognéstico ainda ndo é consensual (YU
et al. 2013; PENG et al. 2014; JIA et al. 2016). Estudos iniciais demonstram
que expressao protéica positiva de MET, a despeito do pior prognéstico,
apresentaram uma tendéncia de resposta a combinagdao de quimioterapia
(QT) com anticorpo monoclonal inibidores dessa via, tais como rilotumumabe
(ZHU et al. 2015; PYO et al. 2016).

No tocante a neoangiogénese tumoral, a superexpressao do receptor

do fator de crescimento vascular (VEGFR) em CG certifica um pior
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prognoéstico, com mais metastases linfonodais, maiores profundidades de
invasdo na parede gastrica e maior acometimento vascular (PENG et al.
2012). Uma meta-analise de 20 estudos correlatando superexpressao de
fator de crescimento vascular endotelial A (VEGF-A) e sobrevida de
pacientes com CG, mostrou SG e SLD desfavoraveis (JI et al. 2014). O uso
de drogas que bloqueiam o VEGFR aduziu, tanto in vitro quanto in vivo,
potencial efeito antitumoral em pacientes com CG avangado (BARZI e
THARA2014; ABDEL-RAHMAN 2015; YUAN et al. 2016). Estudos de fase Il
sinalizaram beneficio em qualidade de vida e sobrevida do anticorpo
monoclonal anti-VEGFR-2 ramucirumabe em segunda linha, isoladamente
ou combinado a quimioterapia, em CG avangado (FUCHS et al. 2014;
WILKE et al. 2014; AL-BATRAN et al. 2016).

Estudos indicam que a expressdo anémala da proteina receptora do
fator de crescimento epidermal (EGFR), seja devido a delegdes ou
amplificacbes cromossdmicas, também manifestam relevante papel e séo
prevalentes em CG (KIM et al. 2008; BIRKMAN et al. 2016). Elevados niveis
da proteina sao encontrados em tumores gastricos de pior progndstico, com
maiores graus de invasao de parede gastrica, com metastases linfonodais,
comgrau histolégico 3 e do tipo difuso. Um estudo com 121 pacientes
submetidos a gastrectomia, a expressao positiva de EGFR esteve presente
em 33,1% dos pacientes, correspondendo negativamente com a sobrevida e
estabelecendo maior infiltracdo de parede, com estadiamentos mais

avancados (TANG et al. 2014). Em meta-analise de mais de 7000 pacientes,
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a avaliagao da expressao protéica do EGFR mostrou ser um biomarcador
negativo em sobrevida (ZHANG Z et al. 2017).

Mutagdes nos genes relacionados ao reparo do DNA por excisdo de
nucleotideos ERCC1 e ERCC2 estdo implicados na resisténcia aos
quimioterapicos baseados em platina. Pacientes tratados com platina e
fluouropirimidinas e que apresentavam baixa expressao tumoral de ERCC1
avaliada por IHQ apresentaram melhores sobrevidas do que os portadores
de alta expressdo em analise multivariada (WANGJ et al. 2014).
Polimorfismo desses genes podem acarretar mudangas prognosticas e
preditivas no tratamento do CG (LIY et al. 2013; MO et al. 2015). Duas meta-
analises que avaliaram niveis elevados de expressao protéica de ERCC1
bem como alguns polimorfimos no gene, determinaram piores resultados dos
pacientes tratados com esquemas baseados em platina (MA et al. 2015;
SONG et al. 2015)

A perda de expressao de e-caderina (principal proteina de membrana
responsavel pela formacao das jungdes aderentes em células epiteliais) em
conjunto com mudangas na transicao epitélio-mesénquima (TEM) esta
associada um maior risco de comprometimento micrometastatico linfonodal e
de metastases a distancia (BANIAK et al. 2016; PETROVA et al. 2016).
Outrossim, ocorre menor sensibilidade das células tumorais ao tratamento
(BANIAK et al. 2016). Na populagdo asiatica é considerado um forte
biomarcador prognéstico (LIN et al. 2015).

Falhas do sistema imune compde um dos pilares basicos da

carcinogénese e da evolugao clinica do CG. Observa-se que ocorre uma
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facilitagdo dentro do microambiente tumoral no processo de transformagao
celular, mediante um desequilibrio de forcas entre os linfécitos T CD8 e
células natural killer (anti-tumorais) contra os linfocitos pro-tumorais T
reguladores (TREGS). Por consequéncia, acredita-se que a infiltracéo
linfocitaria se revele um marcador prognéstico e preditor terapéutico. Além
disso, células dendriticas e fibroblastos associados ao céancer (cancer-
associated fibroblasts - CAF) (YAN et al. 2015) podem modular a resposta
imune tumoral. Observa-se que a distribuigao de linfécitos infiltrando o tumor
(tumor infiltranting lymphocytes — TILs) possa correlatar-se com melhores
respostas ao tratamento quimioterapico (LEE JY et al. 2015). Além disso, os
CAF também tendem a expressar alfa-actina do musculo liso e sua presenca
denota inibicdo da e-caderina e por consequéncia perda da adesdo
celular,com maior invasividade, além de indugdo de angiogénese e bloqueio
aos checkpoints imunes (YAN et al. 2015; HU et al. 2017). A presenca de
macrofagos associados ao tumor (do inglés, tumor-associated macrophages
-TAM) CD68 positivos parece ser um fatorde pior prognéstico em pacientes
com CG operados (PANTANO el al. 2013; FUJII et al. 2015; LI JQ et al.
2017).

O marcador Forkhead Box Protein 3 (FOXP3), que é considerado um
marcador molecular dos linfécitos TREGS (linfécitos T reguladores), pode
ser um alvo critico na homeostase imunoldgica, escape anti-tumoral e
tolerancia imune, e sua expressao tem sido estudada em modelos animais
de CG (GUO et al. 2016). Entretanto, a expressdo desse marcador

apresenta resultados controversos em diferentes estudos. SUH et al. (2015),
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avaliando pacientes com CG, encontraram que a expressado positiva
intratumoral de FOXP3 por IHQ denotou menores estadios patologicos, grau
tumoral, menos invasédo e recorréncia e melhor SG e SLD. Tais dados
concordam com estudos que demonstram alta infiltracdo de TREGS FOXP3
positivos e melhor prognéstico (MA et al. 2014; KIM et al. 2014). Em
contrapartida, outros autores observaram que pacientes com CG ressecavel
obtiveram maior responsividade a quimioterapia e melhor sobrevida quando
apresentaram baixa infiltracdo de FOXP3 e alta infiltragdo de células
dendriticas e linfécitos associados ao tumor CD3+/CD8+ (SHEN et al. 2010;
LI et al. 2016). Portanto, a relevancia desses marcadores ainda € uma
questao a ser esclarecida. Em andamento, estudos como o KEYNOTE 012,
dentre outros, com drogas que atuam em diferentes checkpoints imunes
parecem mostrar eficacia e seguranga em pacientes com CG metastatico
(MURO et al. 2016).

Portanto, observa-se uma ampla variedade de marcadores com papel
prognéstico e terapéutico, sendo necessario validagao dessas estratégias no
contexto de pacientes com cancer gastrico localmente avangado (CGLA) e

nao metastatico CGLA em tratamento perioperatério.

1.4 AVALIACAO DO PERFIL MUTACIONAL DO CG

Tecnologias de sequenciamento de ultima geracdo (next-generation
sequencing - NGS), podem prover informagdes precisas de mutacgdes

somaticas no genoma do CG (METZKER 2010). Essa metodologia superou
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o método de Sanger (automated Sanger sequencing) por eletroforese
capilar, por conseguir gerar enormes volumes de dados em tempo
substancialmente menor. Por meio dessa técnica é possivel determinar
diversas alteragdes na sequéncia do DNA tais como substituicoes
nucleotideas, pequenas dele¢des ou insercdes. Deteccao de alteragdes no
numero de cépias e rearranjos cromossémicos por dados de NGS, € um
tanto mais desafiador, porém algoritmos tem sido melhorados para em
condi¢cdes de sequenciamento de alta cobertura esses resultados possam
ser obtidos (MEYERSON et al. 2010; SUZUKI et al. 2011).

A primeira publicagao para identificar mutagao somatica em CG, isto é
mutacdes presentes no tumor e ausentes nas linhagens celulares
constitutivas do individuo,foi realizada por WANG K et al. (2011), que avaliou
22 amostras tumorais e nao-tumorais por sequenciamento capilar. Nesse
estudo, foi identificado 20 genes determinantes do CG, dentre eles TP53,
PTEN, CTNNB1 e ARID1A. Esse ultimo € um gene supressor tumoral
localizado no cromossomo 1p36.11 e membro da familia SWI/SNF
(SWitch/Sucrose Non-Fermentable), cuja atividade de helicase e ATPase
regula o processo transcricional e remodelamento da cromatina (WANG et
al. 2012; IBARROLA-VILLAVA et al. 2015). Observou-se também que
pacientes com mutacao do gene ARID1A geralmente apresentam status p53
negativo (KATONA e RUSTGI 2017).

Em estudo feito por XU Z et al. (2014) para detecgdo de mutacao
somatica em CG por NGS, usando plataforma ION Torrent, que utiliza a

tecnologia de sequenciamento por semicondutor de ions, avaliou-se 238
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amostras tumorais de CG com o painel lon Ampliseq para identificar 737
locus de 45 oncogenes e genes supressores tumorais. Foi obtida em 23 de
238 amostras, a mutacdo no TP53, com outros genes em menor frequéncia.
KANG et al. (2013), sequenciou o exoma de amostras tumorais de pacientes
com CG inicial versus avancado, usando a plataforma ION Proton. Nesse
estudo, um total de 268 genes eram comuns tanto em fases iniciais quanto
avancadas, porém havia uma quantidade maior de mutacbes em CG
avancado (3104 genes mutados contra 516 em fases precoces,
respectivamente). Ademais, os mutagdes nos genes DYRK3, GPR116,
MCM10, PCDH17, PCDHB1, RHD5 e UNCS5C estavam presentes nos
tumores precoces, podendo ser implicados as fases prematuras da
carcinogénese gastrica. Essa estratégia tem imenso potencial em terapias
alvo-especificas.

O estudos do repertério mutacional do CG por sequenciamento do
exoma pode permitir uma melhor compreensdo da carcinogénese de
adenomas gastrico, pode inferir perfis de droga-resisténcia e também
orientar nas investigagées de novos genes associados ao CG hereditario.
Tem-se demonstrado mutagdes em novos genes em CG difuso hereditério,
tais como os genes do receptor de insulina (INSR), o gene da proteina F-box
(FBX0O24) e o gene da metiltransferase DOT1-like (LIUY et al. 2015). O gene
INSR, por exemplo, tem papel importante na modulagdo da e-caderina por
glicosilagdo (DONNER et al. 2015; FERRER-TORRES et al. 2016).

Diferentes genes foram encontra-se mutados em CG, tais como TP53,

PIK3CA, ARID1A, FAT4, MLL3,MML, PKHD1, CTNNB1 e CNTN1 (WANG K
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et al. 2011; ZANG et al. 2012; WANG K et al. 2014; LIN et al. 2015; LIM et al.
2016). Tais vias relacionadas a adesao celular focal e de jungdes aderentes
e remodelamento da cromatina, mostram um importante papel na
invasividade tumoral, designando novas mutagbes drivers a serem
exploradas como potenciais marcadores de resposta as diversas
modalidades de tratamento.

O gene FAT4 (atipical cadherin 4) estd implicado no processo de
ades3o e polarizacéo celular. E um gene de relevancia em CG e encontra-se
localizado no éxon 18, cromossomo 4g28.1, fazendo parte da familia das
protocaderinas. Existem a descricdo de varios mecanismos mutacionais para
esse gene, que tem fungdo de supressor tumoral, e em CG a maioria
descrito para o subtipo intestinal moderadamente diferenciado
(MARCINKEVICIUS et al. 2013; YOSHIDA et al. 2017). Apresenta uma
prevaléncia de mutacbes em CG de 3,3 a 24,1% nos estudos e dentre as
mutacdes, tanto mecanismos de metilacdo quanto por alteracdes da via de
sinalizagao Hippo e da via Wnt sao relatadas (ZANG et al. 2012; CAl et al.
2015; LIN et al. 2015).

A mutacdo do gene RHOA, embora infrequente em outros tumores,
parece ter um papel crucial no CG subtipo difuso e pode representar uma
arma terapéutica futura nessa histologia de progndstico ainda téo

desfavoravel (KAKIUCHI et al. 2014; ZHOU et al. 2014; CHANG et al. 2016).
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1.5 A QUIMIOTERAPIA NO CG

Em 2006, WAGNER et al. publicaram resultados de revisdo
sistematica de 27 estudos de QT em céncer gastrico avangado e/ou
metastatico, onde se verificou que beneficio em termos de aumento de
sobrevida e de qualidade de vida quando comparada com cuidados de
suporte (best suportive care - BSC) (69% x 47% grupo controle,
respectivamente; p < 0,05). Concluiu-se também que o tratamento
combinado foi superior a monoterapia em termos de sobrevida, com HR de
0.83 (95% IC, 0.74 a 0.93; p=0,001), predominando os esquemas contendo
03 drogas (envolvendo cisplatina, 5-fluorouracil e antraciclina) em
comparagao aos com apenas 02 dessas (cisplatina e 5-fluorouracil). Nessa
mesma analise, a toxicidade de esquemas contendo trés drogas foi maior
naqueles em que o 5-fluorouracil foi administrado em bolus venoso versus
infusdo venosa continua protraida (mortalidade relacionada ao tratamento —
PELF 3,3 x ECF 0,6%, respectivamente esquema com 5-fluororacil (5-FU)
em bolus versus infusdo continua). O esquema PELF contempla cisplatina
(P), etoposide (E), acido folinico (L) e 5-FU (F) e o ECF é composto de
epirrubicina (E), cisplatina (C) e 5-FU (F). A analise de qualidade de vida
também foi favoravel ao esquema ECF, o que consagrou esse esquema
como de referéncia para o tratamento do CG metastatico. Os esquemas
analogos ao ECF, que utilizam capecitabina em vez do F ou de oxaliplatina
em vez de cisplatina, com ou sem a epirrubicina, adquiriram forca nos

ultimos anos, devido a nao inferioridade, melhor “compliance” e menores
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toxicidades (CUNNINGHAM et al. 2008; WAGNER et al. 2010; IZUISHI et al.
2016).

Outras drogas, tais como irinotecano e taxanos em associagao a
cisplatina e 5-fluorouracil ja foram avaliadas em estudos de fase Il, fase lll e
meta-analises com taxas de resposta em torno de 27 a 56% (PETRIOLI et
al. 2016; ZHANG Y et al. 2016). Dos taxanos, o docetaxel em associagao a
cisplatina e/ou 5-FU infusional, demonstrou taxas de resposta superiores a
50% para doenca metastatica (ROTH et al. 2004a e b; CHEN et al. 2013;
DIGKLIA e WAGNER 2016).

Um estudo randomizado de fase lll, com pacientes com CG avangado
ou metastatico, comparou DCF (docetaxel, cisplatina e 5-FU por 5 dias) com
PF (cisplatina e 5-FU 5 por dias) e demonstrou superioridade da adi¢cao de
docetaxel tanto em termos de taxas de resposta e reducdo do risco de
morte, a despeito de elevada toxicidade (VAN CUTSEM et al. 2006).

Como forma de evitar a inconveniéncia e riscos do cateter venoso, e
da infusdo venosa continua, além de minimizar a toxicidade da cisplatina,
CUNNINGHAM et al. (2008) avaliaram, no estudo REAL-2, esquemas
contendo oxaliplatina e/ou capecitabina em comparacdo com ECF em
pacientes com doenga avancada. Os autores demonstraram a nao
inferioridade de EOX (epirrubicina, oxaliplatina e capecitabina), ECX
(epirrubicina, cisplatina,e capecitabina) e EOF (epirrubicina, oxaliplatina e 5-
FU) em relagcdo ao ECF em termos de sobrevida, com um melhor perfil de

toxicidade. Uma tendéncia (n&o significativa estatisticamente) de maior
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sobrevida livre de progressao (SLP), de taxa de resposta global e de SG foi
observada para o esquema EOX.

Um questionamento importante foi entdo decidir a melhor abordagem
terapéutica de pacientes com CGLA submetidos a cirurgia oncoldgica
considerada 6tima na maioria dos centros especializados. Nesse cenario, a
terapia multimodal se estabelece como uma forte alternativa, dependendo do
pais ou continente (MERRETT et al. 2014). De forma geral para o CGLA, os
protocolos podem contemplar quimioterapia neoadjuvante (QTneo -
modalidade na qual toda a QT é feita antes da cirurgia), quimioterapia
adjuvante (QTad - quando se faz o tratamento apds a cirurgia) ou
poliquimioterapia perioperatéria (PP - quando ocorre em duas fases, tanto
pré quanto pos-operatoria) (VAN CUTSEM et al. 2016).

O principal objetivo do tratamento adjuvante consiste em eliminar
doenga micrometastatica residual apdés a cirurgia, aumentando, assim, a
SLD e SG. O beneficio real ainda & controverso e maioria desses estudos
em adjuvancia valia-se de drogas com baixas taxas de resposta e com
limitado numero de pacientes. Em um estudo retrospectivo com 263
pacientes, observou-se que o maior impacto para a Qtad ocorreu nos
tumores T3/T4 (CHEN et al. 2017). De forma geral, o tratamento adjuvante
aponta modesto beneficio, geralmente mais significativo em pacientes com
doenca avangada e jovens (MICELI et al. 2014; CHANG et al. 2017).

O estudo CLASSIC alocou 520 pacientes para tratamento adjuvante
com esquema XELOX (xeloda ou capecitabina com oxaliplatina) versus

observacgao apds resseccgao tipo D2 e demonstrou vantagem em SLD em 3
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anos (BANG et al. 2011). Persistiram os beneficios em seguimento de 5
anos, encontrando-se SG de 78% no grupo tratado contra 69% no grupo
controle (NOH et al. 2014). Outro estudo japonés com a droga oral S-1 por 1
ano, evidenciou ganho significativo em 3 anos (81%versus 71%, p=0,002,
grupo QT versus observagcédo) (SAKURAMOTO et al. 2007). Existe um
beneficio especialmente em SLD, porém ainda nido € consensual, bem como
nao se sabe qual o melhor esquema e indice terapéutico eficaz (MICELI et
al. 2014; YANG et al. 2016).

Diversos regimes ja foram proposto para o tratamento adjuvante, com
drogas mais toxicas, porém na atualidade opta-se por regimes com as
fluoropirimidas (orais ou em infusdo continua), platinas (oxaliplatina ou
cisplatina), com ou sem as antraciclinas e a droga S1. Essa estratégia tem
sido aplicada mais frequentemente em populag¢des orientais (FOO e LEONG
2014; IACOVELLI et al. 2016; TAKAGI et al. 2016).

Em 2001, MACDONALD et al. publicaram um estudo multicéntrico,
randomizado, o ‘“Intergroup Trial”, que envolvia 556 pacientes, numa
comparagao entre cirurgia seguida por radioquimioterapia a base de 5-FU
versus cirurgia seguida por observacdo. O estudo demonstrou beneficio
estatisticamente significativo em termos de sobrevida em favor do brago que
recebeu tratamento adjuvante sobre o grupo submetido somente a cirurgia
(sobrevida mediana de 36 meses para radioquimioterapia versus 27 meses
para cirurgia exclusiva, p=0,005). Esse beneficio se estendeu a todos os
grupos de pacientes, independente de estadio T ou N, dissecg¢do D1 ou D2,

exceto para histologia difusa, predominante em mulheres (analise de
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subgrupo) (MACDONALD et al. 2009). O maior beneficio aplicou-se ao
controle locorregional, haja vista a maior incidéncia de metastases a
distdncia no grupo submetido a radioquimioterapia. Desde entao,
implementou-se de rotina para tumores gastricos operados, estadios pT3-T4
e/ou linfonodos positivos, o protocolo “Macdonald”. Criticas a esse estudo
atribui-se ao esquema quimioterapico adotado (considerado inferior apenas
5-FU e acido fdlinico em bolus), a citorredugédo cirurgica subdtima, as
variagoes das técnicas de radioterapia utilizadas e a toxicidade apresentada
no trabalho. A atualizagdo de 10 anos de seguimento mediano reiterou
manutencao do beneficio da radioquimioterapia em termos de SG (HR=1,32;
p=0,004) e SLD (HR=1,51; p<0,001), porém sao poucos os estudos
prospectivos que embasem melhor essa estratégia (MACDONALD et al.

2009; SMALLEY et al. 2012; AGOLLI et al. 2016, ZHOU et al. 2016).

1.5.1 A quimioterapia perioperatdriano CG

A experiéncia em Qtad em CG remota os anos 70, e diversas
metanalises tem ratificado a importdncia do tratamento adjuvante
(quimioterapia e/ou radioterapia), embora exista uma tendéncia de
superioridade do tratamento neoadjuvante ou perioperatério (OHRI et al.
2013; IACOVELLI et al. 2016; YANG et al. 2016; ZHAO et al. 2016).

Considerando que a ressecgao cirurgica ainda é oprincipal fator que
influencia a sobrevida em CGLA, a busca pela resseccdo RO é considerado

0 maior objetivo do tratamento desses pacientes. Nesse ambito, a PP, que é



27

considerada padrao na Europa, impde-se como uma opgao com diversas

vantagens, abaixo descritas:

1 reduzir o volume tumoral possibilitando uma resseccao RO;

2 tratar doenga micrometastatica precocemente, impedindo a evolugao
das mesmas no intervalo de tempo necessario para a recuperacao da
cirurgia;

3 permitir avaliagdo prognéstica por meio da mensuragao da resposta
patolégica tumoral e eventual avaliagao do perfil molecular e genético
tumoral,

4 selecionar esquemas terapéuticos com maior chance de sucesso e
com menor toxicidade

5 identificar pacientes com tumores rapidamente progressivos durante a
QT, portanto, sem ganhos com procedimento cirurgico mutilante,
morbido e ineficaz.

6 tratar os pacientes ainda com “performance status” (P.S.) adequados
antes da cirurgia pela auséncia das disfungbes metabdlicas proprias
do pds-operatorio.

Os esquemas de poliquimioterapia normalmente utilizados com maiores

taxas de resposta também apresentam maior toxicidade, o que pode ser um

problema para pacientes debilitados pelo estresse cirurgico, quando
submetidos ao tratamento pds-cirurgico ou adjuvante. Outra importante
vantagem da utilizagao da quimioterapia antes da cirurgia seria uma possivel
substituicdo precoce do mesmo nos casos de auséncia de resposta (AR) ou

progressao de doenga (PD). Tais oportunidades ndo sao possiveis no
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contexto de um tratamento adjuvante (YCHOU et al. 2011; FUJITANI et al.
2012; LUTZ et al. 2012; FITZGERALD et al. 2017).

Alguns estudos destacados demonstraram impacto positivo em
termos de SG, taxas de ressecabilidade e SLD (CUNNINGHAM et al. 2006;
YCHOU et al. 2011). Em meta-analise comparando-se cirurgia apenas
versus PP versus QTad, observou-se que os pacientes tratados com PP
obtiveram maior SLP e menor risco de metastases (YANG et al. 2016).

Muitos estudos que avaliam fatores preditivos e progndstico com a PP
sdo retrospectivos e com numero limitado de pacientes (FUJITANI et al.
2012; LORENZEN et al. 2012; KOH et al. 2013). Concebe-se que fatores de
resposta a PP significantes sejam a localizagdo do tumor, o grau de
regressao histopatoldgica (taxa de regressao tumoral - TRT), presenca de
invasao angiolinfovascular, perineural e presenca de células em anel de
sinete (JHAWE et al. 2009; DAVIES et al. 2014; HEGER et al. 2014).

Um notavel estudo com 850 pacientes poderou os fatores progndéstico
de resposta a PP em pacientes com CG (SCHMIDT et al. 2014). O grau de
regressao histopatolégica foi considerado um importante fator progndstico,
com sobrevida mediana de 92,2 meses para pacientes com resposta grau 1
versus 27,9 meses para pacientes sem resposta (p<0,001), utilizando a
classificagdo de BECKER et al. (2003). Esse mesmo grau também foi
correlacionado com classificacdo de Lauren pré-cirurgia e constatou-se
também prognéstico mais favoravel em pacientes avaliados como

respondedores (p< 0,001), bem como um pior progndstico para os pacientes
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com a presenca versus auséncia de células em anel de sinete (27,6 meses
versus 46,4 meses , p<0,001).

Uma série de estudos fase Il de QTneo comprovou que tal abordagem
envolvendo esquemas com drogas como etoposideo, cisplatina e 5-
fluorouracil sdo bem tolerados. Uma analise dos pacientes desses estudos
verificou uma forte correlagdo entre o grau de resposta e a sobrevida.
Aproximadamente 73% dos pacientes foram submetidos a cirurgia curativa,
sendo que 26% desses obtiveram resposta patolégica, com sobrevida em 5
anos de 82% (sobrevida de 32% para pacientes com resposta menor ou
auséncia de resposta). Tal analise identificou a resposta a QTneo como
preditor de melhor sobrevida (AJANI et al. 1999; LOWY et al. 1999;
NEWTON et al. 2015; ZHAO et al. 2016).

Um estudo britdnico, prospectivo, de fase IlI (“MAGIC Trial”)
randomizou 503 pacientes com tumores de JEG, estdmago e esbfago distal
para quimioterapia com esquema ECF (03 ciclos antes e 03 ciclos apés a
cirurgia) ou cirurgia apenas (CUNNINGHAM et al. 2006). A PP proporcionou
um “downstaging” em relagdo a grupo controle, tanto no didametro mediano
da leséo primaria, como no comprometimento nodal. Aproximadamente 91%
dos pacientes submetidos a PP realizaram cirurgia (79% considerada
curativa pelo cirurgidao e 18% de cirurgia paliativa), mesmo os que néo
concluiram a QT; e no grupo controle 96% foram operados e desses, apenas
70% tiveram o procedimento considerado curativo (9% a menos que no
grupo experimental, p=0,03), com 28% de cirurgias paliativas. Nao

transcorreu diferengas entre os grupos no que tange a morbidade (45 x 45%)
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e mortalidade em 30 dias (5,6 x 5,9%) pds-operatérias, bem como no tempo
de internagao (13 dias). A PP também propiciou melhora vultosa na SG em 5
anos (36 % no grupo da QT x 23% no grupo da cirurgia isolada, p= 0,009) e
na SLP (14,4% de recidiva no grupo da QT e 20,6% no da cirurgia isolada).
Dos 237 pacientes randomizados para QT 22 nao completaram 3 ciclos (12
por toxicidade, 3 por recusa propria, 3 por problemas com cateter 2 por obito
relacionado ao cancer e 2 por causas nao especificadas). Apds a cirurgia a
principal causa de nao realizagcdo da QT foi PD (37 pacientes), sendo
somente 3 por toxicidade direta da QT.

As taxas de regressao tumoral em pacientes tratados com PP em
geral ainda sdao modestas. Um estudo alcangou 17% de respostas maiores e
definou beneficio em SLD para os pacientes que completaram os 6 ciclos de
QT. N&o houve ganhos para os pacientes com estadiamento yT3-4 ou com
mais de 4 linfonodos comprometidos apés a PP (MINGOLL et al. 2015).

Estudo clinico envolvendo 224 pacientes randomizados para PP
contendo cisplatinae 5-FU (esquema PF) ou cirurgia exclusiva, demonstrou
que houve melhores taxas de ressecabilidade (resseccédo RO 87 x 74%,
p=0,04) e SLD em seguimento de 5,7 anos (34% QT x 21% cirurgia, p=
0,0033) no grupo da QT (BOIGE et al. 2007).

Algumas metanalises afirmam aumento de SG de 19% e absoluto de
SG 5 a 9% em pacientes tratados com PP, comparada a cirurgia isolada,
além da melhora da SLD e das metastases a distancia (ULRICH et al. 2013;
XU et al. 2014; ZHAO et al. 2016). Alguns subgrupos exibem beneficio

majorado, especialmente os estagios mais avangados, sem incrementos em
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morbimortalidade cirurgica, quando se realiza preservagao esplénica. Existe
uma grande variabilidade em termos de taxas de resposta objetiva (resposta
completa e parcial), com uma mediana de 43%. Outro dado relevante é que
a PP parecer ser superior a estratégia neoadjuvante ou adjuvante utilizadas

isoladamente (XIONG et al. 2014; YANG et al. 2015).

1.5.2 Avaliacdo dataxa de regresséao tumoral

Diferentemente de outros tumores, tais como mama, reto e eséfago,
estudos sobre regressédo tumoral pos-QTneo como marcador prognostico
ainda sao incipientes em CG. Acredita-se que os pacientes que obtiveram
resposta patolégica completa (RPc) apdés QTneo apresentem melhores
sobrevidas, como relatado por BECKER et al. (2003, 2011), em conjunto
com outros parametro,tais com invasdo vascular e tamanho do tumor.
Outros autores, entretanto, obtiveram resultados controversos. SMYTH et al.
(2016) utilizando a classificagao de resposta de MANDARD et al. (1994) néo
demonstrou impacto em sobrevida nos pacientes com melhores respostas,
sendo apenas status nodal o unico marcador prognostico em pacientes
tratado com PP.

Observa-se discrepantes taxas de RPc entre os estudos, podendo ser
decorrentes da heterogeneidade dos grupos, das classificagdes utilizadas e
dos diferentes esquemas de tratamento (MANSOUR et al. 2007; SCHMIDT
et al. 2014; MARTIN-ROMANO et al. 2016; MINGOLL et al. 2015).

Ndo ha uma padronizacdo nas formas de avaliagcdo das TRT, em

geral com dados extrapolados de outras patologias de comportamentos
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biologicos distintos (THIES e LANGER 2003; NEVES FILHO et al. 2017).
Dessa maneira, os estudos sdo de dificii comparacdo, muitos deles
retrospectivos. Mesmo assim, essa informacdo pode inferir sobre
quimiosensibilidade in vivo, e também, orientar o tratamento pos-
operatorio,trazendo informagdes progndsticas, separando pacientes
respondedores (R+) e ndo-respondedores (R-), aliado ao uso de marcadores
genéticos, moleculares e imunoistoquimicos.

Pode-se afimar entdo que quimioterapia perioperatéria adicionada a
avaliagao da regressao tumoral € uma importante estratégia de tratamento.E
nesse complexo cenario de pacientes, com heterogeneidade molecular e
genbmica, estudar o perfil de mutagdes e de marcadores imunoistoquimicos

com potencial resposta a QT, impde-se como forte estratégia de tratamento.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO PRIMARIO

Avaliar o perfil mutacional e de expressao protéica e associar os
resultados a taxa de regresséo tumoral obtida apds tratamento de pacientes
com diagndstico de CG localmente avancado e ressecavel com
quimioterapia contendo epirrubicina, cisplatina e/ou oxaliplatina e

capecitabina.

2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

1 Determinar a taxa de Sobrevida Global, Sobrevida Livre de Doenca e
de cirurgia RO;

2 Correlacionar a taxa de resposta patolégica completa e parcial obtida
com a sobrevida;

3 Determinar a tolerancia e viabilidade dos esquemas CX, ECX e EOX,
em termos de toxicidade, morbidade, mortalidade cirurgica e
aderéncia nesse contexto;

4 Caracterizar o perfil mutacional dos tumores gastricos de pacientes
respondedores (R+) e ndo respondedores (R-).

5 Determinar a expressdao imunoistoquimica de HER-2 e c-Met nas

amostras de cancer gastrico, correlacionando com sobrevida.
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6 Avaliar a resposta imune tumoral por meio da expressao protéica de
CD68, CD8 e FOXP3, correlacionando-os aos graus de regressao

tumoral e sobrevida.



3 MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo do tipo fase Il, prospectivo, ndo randomizado,
envolvendo pacientes com cancer gastrico, admitidos para tratamento
cirargico curativo no HHJ (HHJ) e Hospital Geral de Fortaleza (HGF). De
agosto de 2013 a dezembro de 2016 foram alocados 63 pacientes
portadores de CGLA. Esses pacientes foram avaliados pelas equipes
cirargicas inicialmente e encaminhados para o Servigo de Oncologia Clinica,
conforme Figura 1. Desses pacientes 1 foi excluido apdés a revisao

anatomopatolodgica, por se tratar de um carcinoma de células escamosas.

r

ANAMNESE EXAME FISICO EXAMES COMPLEMENTARES

Idade sexo ECOG sintomas Anatomopat.,imagem e laboratério

Endoscopia Digestiva Alta para coleta e congelamento de amostras tumorais

3 ciclos de QT-PRE e cirurgia

Avaliagaode TRT Avaliagao IHQ

A 4

3 ciclos de QT-POS ou Tratamento paliativo

*ECOG Eastern Cooperative Oncology Group**Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido

Figura 1 - Fluxograma de inclusao dos pacientes, da coleta de dados e do
seguimento.
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Coletou-se por endoscopia digestiva alta (EDA) 52 amostras tumorais

e nao tumorais pré-tratamento, realizando-se a coleta de 6 a 8 amostras do

tumor e 1 a 3 de mucosa normal, distando cerca de 3 cm da les&o principal.

A EDA foi realizada pelos endoscopista alocados para o estudo (Dr.

Reginaldo Costa, Dra Ana Elizabeth de Paiva e Dra Marilia Alencar). Essas

amostras foram transportadas em gelo seco para o biobanco do ICC.

3.1

3.1.1

0

3.1.2

ELEGIBILIDADE

Critérios de incluséo

Pacientes com diagnostico histopatolégico de carcinoma ou
adenocarcinoma de estdmago localmente avangado, ressecavel, sem
tratamento oncoldgico prévio.

Performance status por ECOG entre 0 e 2 (ANEXO 2)

Interesse voluntario em participar confirmado pela assinatura do

Consentimento Esclarecido

Critérios de Excluséao

Pacientes menores de 18 anos e maiores de 75 anos.

Diagnostico de outra neoplasia maligna em atividade (exceto
Carcinoma Basocelular de pele)

Doenga sistémica grave que na opinido do investigador possa

interferir no andamento do tratamento e/ou dos seus efeitos colaterais
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Incapacidade de receber alimentos e/ou medicamentos por via oral ou
enteral;

Diagnoéstico de metastases a distdncia pelos exames
complementares.

Hipersensibilidade aos componentes do tratamento

Radioterapia intestinal prévia ou previsdo de tratamento com
irradiagado durante a quimioterapia

Quimioterapia prévia para cancer gastrico

Gravidez

Participacdo em outro estudo de intervencao.

Estado ou patologia mental que inviabilize a capacidade do paciente

de compreender e decidir os procedimentos proprios do estudo.

AVALIACAO PRE-TRATAMENTO

Os pacientes elegiveis assinaram termo de consentimento pos-

informado (Anexo 4) apos a leitura e esclarecimento do mesmo. Foi

realizada anamnese e exame fisico colhidos pelo investigador no prazo de

duas semanas que antecederam o inicio do tratamento, além da avaliagcéo

da doenga pré—tratamento (por meio de estadiamento clinico e radiolégico).

Foram colhidos exames laboratoriais até 7 dias antes do inicio do

primeiro ciclo de quimioterapia, objetivando determindar a viabilidade de

reserva hematoldgica, renal e hepatica necessaria para o tratamento,

conforme Quadro 1. Além disso, colheu-se o marcador tumoral antigeno
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carcinoembrionario (CEA), para posteriores avaliacbes de tratamento e

seguimento, em caso de valores acima da normalidade.

Quadro 1 - Listagem de exames laboratoriais realizados pré-tratamento

Hemograma Completo Bilirrubina Total e Fragbes
Uréia/ Creatinina Fosfatase alcalina

Saodio/ Potassio TGO/ TGP

Célcio ibnico Tempo de Protrombina (TAP)
Albumina beta-HCG (se aplicavel)

CEA sérico (marcador tumoral) Glicemia

Os exames abaixo foram feitos no prazo de até 1 més antes do inicio

do primeiro ciclo de quimioterapia:

Quadro 2 - Listagem de exames complementares de estadiamento e de
avaliagao clinica pré-tratamento.

Radiografia de térax — estadiamento (caso anormalidades relevantes, tomografia

computadorizada de térax ou em tumores de JEG)

Tomografias computadorizadas de abdome e pelve (estadiamento — ver NCCN);

ECG ou ecocardiograma transtoracico (avaliagdo de fungdo miocardica padrédo antes da

quimioterapia com epirrubicina)

Endoscopia digestiva alta (EDA) com coleta de amostra tumoral para analise molecular

subsequente (ver objetivos)

Cintilografia 6ssea (se suspeita de metastase 6ssea)

Tomografia Computadorizada de cranio ou Ressonancia Magnética de cranio (se suspeita

de metastase cerebral)

Todos esses exames (com excegao da repeticdo da EDA supracitada,
que foi imprescindivel para coleta de amostras de mucosa gastrica tumoral e
normal), ja sdo rotineiramente efetuados para os pacientes potencialmente

candidatos ao tratamento perioperatério. Ademais, para alguns pacientes
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com tumores proximais ou com obstrucdo alta, a segunda endoscopia foi
necessaria para a passagem de sonda nasoenteral, que foi utilizada tanto
como via alimentar quanto para administrar as medicacdes de suporte e a

quimioterapia oral que faz parte do esquema terapéutico.

3.3 PLANO DE TRATAMENTO

Segue no Quadro 3 os esquemas de tratamento realizados pelos

pacientes.

Quadro 3 - Esquemas de Quimioterapia — ECX, EOX e CX (3 ciclos pré-
operatorios), com os respectivos numero de pacientes alocados.

ECX Epirrubicina 50 mg/m? EV em bolus no D1

n =51 Cisplatina 60 mg/m? EV em 1 a 2h no D1
Capecitabina 1250mg/m? em 2 tomadas por 21dias.

EOX Epirrubicina 50 mg/m? EV em bolus no D1

n=4 Oxaliplatina 130mg/m2 em 2 horas no D1

Capecitabina 1250mg/m? em 2 tomadas por 21dias.

CX Cisplatina 60 mg/m? EV em 1 a 2h no D1

n=8 Capecitabina 1250mg/m? em 2 tomadas por 21dias.

v Tratamento de Suporte

Foi fornecido ao paciente do estudo o tratamento profilatico para
prevencao de nauseas e vomitos, e também de nefrotoxicidade por meio de
hidratagdo venosa vigorosa pré e pés-QT no primeiro dia de cada ciclo de
quimioterapia. O uso de fatores de crescimento hematopoiético (filgrastrim
ou eritropetina recombinante humama) foi indicado conforme diretrizes da

Sociedade Americana de Oncologia Clinica (do inglés, Americam Society of




40

Clinical Oncology - ASCO), adotadas de rotina em ambos os Servigos
(profilaxia secundaria nos casos de neutropenia graus 3 ou 4 e/ou
neutropenia febril e tratamento de anemias secundarias a QT).

Cirurgia (ap0s 3 ciclos de quimioterapia):

Gastrectomia total ou subtotal

Linfadenectomia D2

Quimioterapia adjuvante

Trés ciclos ECX ou EOX ou CX apés a cirurgia, conforme ja descritos

anteriormente.

3.4 ANALISE HISTOPATOLOGICA DAS AMOSTRAS DAS

RESSECCOES GASTRICAS E LINFONODAIS

A avaliacao de resposta foi realizada por meio de achados cirurgicos
a laparotomiaexploradora epela ressecabilidade do tumor. A resposta aos 3
ciclos pré-operatorios foi analisada por meio da histopatologia, onde se
avaliou a extensdo da lesdo primaria, do comprometimento linfonodal
locorregional e das margens de resseccgdo, realizando-se também a

classificagao de Becker et al (2003) para regressao tumoral.

3.4.1 Anadlise dataxa de regressao tumoral
Foi realizada classificagdo das pegas cirdrgicas quanto a taxa de
regressdo tumoral em grau 1 (auséncia de tumor ou menos de 10% de

células tumorais, resposta patolégica completa - RPc), grau 2 (entre 10 a
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50% de células tumorais, remissao parcial — RP) e grau 3 (mais de 50% de
células tumorais ou auséncia de resposta — AR) (BECKER et al. 2003,
2011). Pacientes Grau 1 e grau 2 (este ultimo apenas nos casos T1/T2, com
auséncia de comprometimento linfonodal) foram classificados como
respondendores (R+). Os pacientes classificados como grau 2, que o
estadiamento denotasse um T3 ou com linfonodos positivos, e todos os grau
3 foram classificados como n&o respondendores (R-). .O quadro 4

demonstra a avaliagao da taxa de regressao tumoral.

Quadro 4 — Avaliagao da taxa de regressao tumoral.

Graul auséncia de tumor ou menos de 10% de células

tumorais - resposta patologica completa- RPc

Grau 2 entre 10 a 50% de células tumorais - remissao

parcial —RP

Grau3 > de 50% de células tumorais ou auséncia de

R- resposta— AR

3.4.2 Anélise imunoistoquimica

Amostras de bidpsia cirurgica (em casos inoperaveis ou com
metastases vistas no ato cirurgico) e de gastrectomia curativa foram
testadas quanto a expressdo dos marcadores imunoistoquimicos CDS,

CD68, c-MET, HER-2 e FOXP3. Secgdes histoldégicas de adenocarcinoma
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gastrico, previamente fixado em formol tamponado e incluido em parafina,
foram montadas em laminas silanizadas. As reacdes imunoistoquimicas para
deteccao de CD8, CD68, HER-2 e FOXP3 foram automatizadas no Auto
Stainer (DAKO™). A etapa de reativagcdo antigénica foi processada no
sistema PT-Link (DAKO™) com o sistema de amplificacdo FLEX Plus
(DAKO™), Foram utilizados controles positivos e negativos internos e
externos das reacdes. A imunoistoquimica para detecgcao de c-MET foi
realizada de forma manual, conforme descricdo adiante. No Quadro 5
demonstram-se os anticorpos utilizados com seus fabricantes, clones e

concentracao.

Quadro 5 - Listagem de anticorpos e seus respectivos fabricantes, clones e
concentracao.

Anticorpo Fabricante Clone Concentragao

FOXP3 ABCAM 236A/E7 (ABCAM™) 1:300

erbB2 DAKO Polyclonal Rabbit Anti-Human | Kit DAKO ready for use

cerbB-2 Oncoprotein
c-MET Cell Signaling | (D1C2) XP®Rabbit mAb 1:350
Technology

CcD8 DAKO C8/144B Kit DAKO ready for use
CcD68 DAKO KP1 Kit DAKO ready for use

A expressao de HER-2 foi verificada através de IHQ e hibridizag&o in
situ cromogénica (CISH) (quando aplicavel), sendo aplicados os critérios
definidos pela Agéncia Européia de Medicamentos (EMA) para avaliagao da
positividade. Todas as reagdes imunoistoquimicas foram automatizadas no
Auto Stainer (DAKO™). Foi utilizado o anticorpo Polyclonal Rabbit Anti-

Human cerbB-2 Oncoprotein (DAKO™). A etapa de reativagdo antigénica foi
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processada no sistema PT-Link (DAKO™) com o sistema de amplificacao

FLEX Plus (DAKO™). Os tempos de incubagao seguiram indicagdes do

fabricante. A analise das laminas foi realizada de forma visual utilizando os

sistemas de escore padronizado para interpretacido, considerando os

seguintes escores aplicaveis para carcinoma gastrico, seguindo os escores

preconizados por BANG et al. (2010) e reproduzidos no guideline NCCN

versao 2017. 2, demonstrado no quadro 6:

Quadro 6 - Padrdo de expressdo por imunoistoquimica para HER-2
considerando tanto para espécimes cirurgicas quanto para bidpsias.

Padréo de expressdo em Padréo de expressdo em Resultados
espécimes cirurgicas espécimes de biéspias
0 Auséncia de coloragéo ou Nenhuma reatividade ou Negativo
reatividade membranosa em < | reatividade ndo membranosa
10% das células em qualquer percentagem
celular
1+ Coloracgao fraca ou incompleta | Agrupamentos de células com Negativo
da membrana em > de 10 % fraca ou incompleta coloragéo
das células membranosa perceptivel
2+ Coloracgao fraca a moderada Agrupamentos de células com Duvidoso*
em toda a circunferéncia da fraca a moderada coloragao
membrana celular ou em pelo membranosa lateral, basolateral
menos 10% das células ou completa
neoplasicas coloragéo
basolateral ou lateral da
membrana
3+ Coloragao intensa e uniforme Agrupamente de cinco ou mais Positivo

de toda a circunferéncia da
membrana em maisde 10%
das células neoplasicas.

células com forte coloragao
membranosa lateral, basolateral
ou completa

* Os casos duvidosos foram, em sequéncia, avaliados por FISH ou ISH

A expressao da proteina MET foi avaliada, centralmente, por IHQ e

classificada de acordo com a intensidade da coloracao (fraca, moderada e

forte) e a porcentagem de células coradas. Foram consideradas amostras
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positivas se a maioria (= 50%) das células tumorais apresentassem
coloracdo de membrana e/ou citoplasma fraca (1+), moderada (2+) ou forte
(3+), e consideradas negativas as amostras com <50% das células tumorais
coradas. As laminas foram desparafinizadas e hidratadas e foi realizada a
recuperacgao antigénica em tampao citrato 10mM, pH 6,0, por 3minutos e 40
segundos na Pascal. A peroxidase endoégena foi bloqueada com peréxido de
hidrogénio (H202) 10V, por 10 minutos. Sucedeu-se entdo o processo de
incubacdo em camara umida overnight a 4°C com o anticorpo primario Met
(D1C2) XP®Rabbit mAb (diluicdo 1:300; Cell Signaling Technology). A
reacdo foi detectada com o kit comercial MACH4 Universal-sistema de
deteccdo HRP-polimero (Biocare Medical), de acordo com as
recomendagdes do fabricante. Por meio de microscopia de luz direta, fez-se
a analise imunoistoquimica, (ANDERSON et al. 2006; XU Y et al. 2015).

A identificacdo de TAMs, linfécitosT e de células TREGS no estroma
tumoral foi realizada por meio de expressao de CD68, CD8 e de FOXP3,
respectivamente. A quantificacido das células foi feita em dez campos de
grande aumento (10 CGA, com magnificacdo de 400x), considerando-se a
estratificacdo dos casos em grupos percentuais para analise estatistica, com
um cut off acima de 100 células para alta expressdo dos marcadores CD8 e
CD68 . A caracterizacao do infiltrado inflamatério foifeita pela avaliacido da
expressdo de marcadores de células T (CD8) e macrofago (CD68),
quantificando infiltrado peri e intratumoral (CD8p, CD8i, CD68p, CDG8i,
respectivamente), esses quando do material de gastrectomia. Na avaliacao,

cinco campos de grande aumento ndo contiguos foram fotografados e a
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contagem das células inflamatdérias positivas foi realizada nas
fotomicrografias manualmente usando o software IMAGE J1.46r e a média
aritmética desses campos foi utilizada para fins de analise. Quanto ao
anticorpo FOXP3, a analise das laminas foi realizada de forma visual, sendo
consideradas positivas para FOXP3 as amostras cujas células tumorais
apresentaram imunorreatividade em pelo menos 20% dos nucleos (JUNG-

HO et al. 2015).

3.4.3 Analise molecular para identificacdo de biomarcador de resposta
ao tratamento

Foram coletados e congelados a — 70°, os tecidos de 52 pacientes
(tumor e mucosa normal) no Instituto do Cancer do Ceara e enviadas para o
Banco de Macromoléculas do Biobanco do A.C.Camargo Cancer Center.

De cada paciente foram coletadas antes do inicio do tratamento por
endoscopia digestiva alta 6 a 8 amostras da lesdo tumoral principal e 1 a 3
amostras de mucosa normal a distdncia de aproximadamente 3 cm do
tumor. Das amostras de tecido neoplasico, uma parte foi mantida em formol
tamponado e as demais foram armazenadas em nitrogénio liquido.
Imediatamente antes de armazenar o material, todas as amostras foram
revistas por patologistas qualificados do ICC-HHJ e submetidas a semi-
microdissecgao para garantia da homogeneidade do material. Tais amostras
tumorais foram avaliadas para representar tecido doente, livre de processo
inflamatdrio, tecido n&o-neoplasico, fibrose, tecido adiposo ou outros

contaminantes. Esses critérios também foram discutidos e uniformizados
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entre os patologistas envolvidos (Dra Patty Saldanha, Dra Maria do

Patrocinio e Dra Fernanda Judith, do ICC).

v Processamento do tecido congelado, extracédo e avaliagcéo de qualidade
das moléculas

Todos os tecidos congelados seguiram o padrao utilizado Banco de
Macromoléculas do A.C.Camargo Cancer Center. As amostras seguiram os
Protocolos Operacionais Padroes sendo primeiramente submetidos a uma
segunda avaliagao histolégica detalhada pela patologista Dra. Maria Dirlei F.
S. Begnami- A.C.Camargo Cancer Center. Secgdes de cortes histologicos
dos tumores foram coradas com hematoxilina-eosina (H&E) para
confirmacédo de diagnostico e selegcdo do tecido de interesse. Os tecidos
foram submetidos a dissec¢do manual, quando necessaria, para garantia da
homogeneidade do material e exclusdo de infiltrado inflamatério, necrose
A.C.Camargo Cancer Center.

A extracdo do DNA foi realizada com método fenol/cloroférmio de
acordo com o protocolo operacional padrao do Banco de Macromoléculas. A
pureza do DNA foi avaliada pelo equipamento Nanodrop ™ ND-1000
(Thermo Scientific) e a concentragdo pelo equipamento Qubit 2. 0
Fluorometer (Invitrogen) que mede a quantidade de DNA dupla fita na
amostra através do sistema fluorimétrico. A integridade foi avaliada por
eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com SYBR-Safe DNA gel stain
(Life Technologies). O DNA gendmico foi classificado como: excelente
(presenca de banda de alto peso molecular de aproximadamente 23kb),

otima (presenca da banda de alto peso molecular > 15kb com leve rastro
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abaixo dela), bom (sem banda e com rastro de DNA genbémico > 5kb) e
degradado (sem banda e com rastro de DNA gendbmico < 5kb). Os
resultados de qualidade do DNA estdo apresentados na Tabela 1.

Os resultados referentes a qualidade e quantidade das moléculas

estdo apresentados em seguida (Tabela 1).



Tabela 1 - Caracteristicas histolégicas dos tecidos congelados (tumor primario e normal) da casuistica e a respectiva

qualidade do RNA e do DNA.

TECIDO TUMORAL

TECIDO NORMAL

ID
paciente
DG1
DG2
DG3
DG4
DG5
DG6
DG7
DG8
DG9
DG10
DG11
DG12
DG13
DG14
DG15
DG16
DG17
DG18
DG19
DG20
DG21
DG22
DG23
DG24
DG25
DG26

Tipo histologico

Carcinoma

Carcinoma

Carcinoma

Necrose
Adenocarcinoma
o

Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Mucosa normal
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Mucosa normal
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma

Classificagéo tumor

Difuso
Difuso
Difuso
/-
Intestinal
/-
Difuso
Difuso
/-
Difuso
Intestinal
Intestinal
/-
Pouco diferenciado
Intestinal
Difuso
Difuso
Intestinal
Difuso
Difuso
Intestinal
Difuso
Difuso
Intestinal
Difuso
Difuso

%
células
90%
95%
100%
/-
50%
/-
100%
80%
/-
90%
90%
90%
/-
100%
40%
50%
10%
90%
90%
90%
90%
90%
100%
20%
100%
100%

Qualidade

DNA
Otima
Otima
Otima

/-

/-

/-

Boa

/-

/-
Otima
Excelente
Excelente
/-
Excelente
/-

/-

/-
Excelente
Excelente
Excelente
Excelente
Otima
/-

/-
Boa
Excelente

Rend.

DNA
35,4
33,4
43,6
-
/-1
-
274
I-/
-
28,3
56,2
9,9
I-/
81,3
/-1
-
/-1
59,5
13,1
61,2
22,8
63,8
I-/
/-
46,1
31,2

% células

100%
100%
100%
I-/
/-1
I-/
90%
I-/
90%
100%
80%
I-/
90%
/-1
I-/

100%
70%
90%
80%
80%

I~/

100%

90%

Qualidade

DNA
Excelente
Excelente

Otima
/-
/-

/-
Excelente
/-

/-
Excelente
Boa
Excelente
/-
Excelente
/-

/-

/-
Otima
Excelente
Excelente
Excelente
Excelente
/-

/-
Excelente
Otima

Rend. DNA

40,0
32,2
49,2
I~/
/-1
I~/
51,2
I-/
I~/
35,6
45,7
32,1
I-/
24,0
/-1
I~/
/-1
63,8
38,4
30,7
21,6
47,0
I-/
I~/
24,7
34,3
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Cont/ Tabela 1

ID
paciente

DG27
DG28
DG29
DG30
DG31
DG32
DG33
DG34
DG35
DG36
DG37
DG38
DG39
DG40
DG41
DG42
DG43
DG44
DG45
DG46
DG47
DG48
DG49
DG50
DG51
DG52

Tipo histologic

Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
*%
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma

TECIDO TUMORAL

Classificagao

Tumor

Difuso
Intestinal
Difuso
Intestinal
Mucinoso
Intestinal
Difuso
Intestinal
Difuso
Intestinal
Intestinal
Difuso
Mucinoso
Intestinal
Intestinal
Intestinal
Difuso
Intestinal
/-
Intestinal
Difuso
Difuso
Difuso
Difuso
Intestinal
Difuso

%
Células

100%
90%
100%
80%
80%
100%
90%
70%
80%
80%
80%
90%
20%
90%
90%
80%
100%
70%
I-/
80%
90%
100%
100%
90%
90%
100%

Qualidade
DNA

Excelente
Boa
Otima
Otima
Boa
Otima
Otima
Excelente
Otima
Otima
Boa
Otima
/-
Boa
Otima
Excelente
Otima
Otima
/-
Otima
Excelente
Excelente
Excelente
Boa
Excelente
Otima

TECIDO NORMAL

Rend
DNA

30,4
33,1
94,2
39,2
25,7
70,1
15,4
20,2
71,7
51,8
249
6,9
I
274
42,6
32,2
17,3
13,8
I~/
22,7
39,5
4,7
23,9
29,3
12,9
9,1

% células

50% (com
muco)
90%
100%
100%
90%
100%
90%
100%
100%
90%
100%
90%
/-
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

Qualidade
DNA

Otima
Excelente
Excelente

Otima

Otima

Otima
Excelente
Excelente

Otima

Boa
Excelente
Excelente

/-

Boa
Excelente

Boa

Boa
Excelente

-

Boa
Excelente

Otima

Boa
Excelente
Excelente
Excelente

Rend.

DNA

39,1
32,7
44,9
52,6
26,5
18,1
14,4
24,1
37,4
21,8
13,4
28,1
/-l
26,6
18,8
21,2
36,5
27,0
/-l
13,5
6,7
57,7
10,0
23,4
17,7
8,4

ID: identificacao; RIN: da sigla RNA integrity number;; ICC: Instituto do Cancer do Ceara; **material ndo enviado ao A.C.Camargo Cancer Center;

Rend. DNA: rendimento do DNA em microgramas (ug).
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v Seqguenciamento de Exoma

Para avaliar mutagées somaticas dos tumores gastricos, foi realizado
0 sequenciamento do exoma completo do tumor de 12 pacientes. Os casos
foram cuidadosamente pareados nos critérios de tipo histologico,
localizag&o, sexo, idade, onde cada grupo compreende um caso de RPc ou
Becker grau 1, e trés de auséncia de resposta ou Becker grau 3. Reforga-se
que de todas as amostras coletadas, foram extraidos do DNA e guardados
para futuras avaliagdes (Tabela 2).

A lista de amostras que entraram nesta analise seguiram os critérios
sugeridos pelos Drs. Helano Freitas ( A.C.Camargo Cancer Center) e Dra.
Rosane Sant'ana (ICC). Primeiramente foi selecionada as amostras que
apresentaram RPc ou Becker Grau 1 ao tratamento. Como obteve-se duas
amostras com o tipo intestinal e 1 amostra com o tipo difuso, buscou-se trés
amostras nao respondedoras que apresentassem as mesmas caracteristicas
histologicas da amostra respondedora, para realizarmos o pareamento da
melhor forma possivel. Para um dos casos respondedores (tipo histolégico
intestinal, localizagdo proximal), ndo se conseguiu trés amostras né&o
respondedoras com a mesma classificagdo, dessa forma, buscamos um
caso que melhor se aproximasse da amostra respondedora (tipo histologico
intestinal e distal). Segue-se uma descrigao breve das amostras (Tabelas 2 e

3).



Tabela 2 - Caracteristicas das amostras selecionadas para o estudo, de

acordo com a idade, sexo, tipo histologico e resposta tumoral alcangada.

Amostra Idade Sexo Tipo Histolégico Resposta
DG25 66a masculino difuso, distal Respondedor
Nao
DG1 59a masculino difuso, distal Respondedor
Nao
DG20 57a masculino difuso, distal Respondedor
Nao
DG48 67a feminino difuso, distal Respondedor
DG37 44a masculino intestinal, distal Respondedor
Nao
DG21 52a masculino intestinal, distal Respondedor
Nao
DG32 63a masculino intestinal, distal Respondedor
Nao
DG36 65a masculino intestinal, distal Respondedor
DG51 63a masculino intestinal, proximal Respondedor
Nao
DG18 62a masculino intestinal, proximal Respondedor
Nao
DG42 65a masculino intestinal, proximal Respondedor
Nao
DG40 40a feminino intestinal, distal Respondedor

Tabela 3 - Pareamento das amostras selecionadas para o estudo, de acordo
com o tipo histoldgico, localizagdo do tumor, idade e sexo, além da resposta

tumoral alcangada.

Respondedores —R- (grau 1)

N&o respondendores — R- (grau 3)

25 difuso, distal, 66a, masc.
37 intestinal, distal, 44a, masc.
51 intestinal, proximal, 63a, masc.

1
20
48

21
32
36

18
42
40

difuso, distal, 59a, masc.
difuso, distal, 57a, masc.
difuso, distal, 67a, feminino

intestinal, distal, 52a, masc.
intestinal, distal, 63a, masc.
intestinal, distal, 65a, masc.

Intestinal, proximal, 62a, masc
intestinal, proximal, 65a, masc
intestinal, distal, 40a, feminino

Masc: masculino
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O DNA das amostras processados pelo Laboratério de
Macromoléculas do A.C.Camargo Cancer Center foram utilizados para o
preparo das bibliotecas.

O DNA de cada amostra tumoral foram utilizados individualmente para
a realizacao das bibliotecas de DNA para sequenciamento do exoma. No
caso das amostras dos leucocitos correspondentes a cada amostra tumoral,
procedeu-se uma mistura do DNA (pool de DNA) com quantidade
equivalentes aferidas em nanograma. As bibliotecas foram confeccionadas
no Laboratério de Gendémica e Biologia Molecular do A.C.Camargo Cancer
Center, utilizando o kit lon TargetSeq Exome Enrichment for the lon Proton
System (Thermo Fisher Scientific), de acordo com as instrugbes do
fabricante. As sondas utilizadas incluem exons, sitios doadores e aceptores
de splicing, incluindo >99,4% dos CCDs (consensus coding DNA) e > 97%
das variantes do COSMIC V56 (<100 pares de base [bp]), compreendendo
uma regiao de 37 Mb. Além disso, o kit também captura a regido 3’ UTR dos
genes, que inclui 44. 100 sitios preditos de ligacdo a miRNA e 1. 472 RNAs
n&o-codificadores como: miRNA, tRNA, snoRNA, IncRNA.

Resumidamente 1ug de DNA de cada amostra é fragmentado através
de reagdo enzimatica pela lon ShearTM Enzyme Mix Il (Thermo Fisher
Scientific) por 30 minutos a 37°C seguido pela purificagdo do DNA
fragmentado utilizando as beads magnéticas Agencourt AMPure XP Reagent
(Beckman Coulter). O perfil da digestdao foi verificado utilizando uma
eletroforese capilar, com o equipamento BioAnalyzer (Agilent Technologies).

Para as amostras tumorais, o preparo ocorreu de forma individual.
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Na etapa seguinte foi realizado o reparo das extremidades dos
fragmentos de DNA e a ligacdo dos adaptadores A e P1 (cada um deve se
ligar a cada uma das extremidades do fragmento), e barcodes (sequéncia
unica que permite a identificacdo posterior de cada amostra, e esta inserida
no adaptador P1) para cada uma das amostras. Em seguida os fragmentos
foram purificados utilizando as beads magnéticas Agencourt AMPure XP
Reagent (Beckman Coulter). No passo seguinte, foi realizada a sele¢ao dos
fragmentos de interesse por tamanho, através do E-Gel Size-Select Agarose
Gel 2% (Invitrogen). Por esse procedimento de eletroforese é possivel
coletar os fragmentos desejados (250-350 pb) seguindo um marcador como
referéncia que indica 0 momento em que se deve fazer a captura do DNA de
interesse no proprio gel. Apds a captura € realizada uma nova purificagao da
amostra utilizando beads magnéticas Agencourt AMPure XP Reagent
(Beckman Coulter) para retirada de possiveis contaminantes.

Uma vez que os fragmentos de tamanho ideal foram purificados, o
passo seguinte foi a amplificagdo dos mesmos. Para isso, foi feita uma
reagao em cadeira polimerase (PCR) com primers que sao complementares
aos adaptadores A e P1 previamente inseridos. Portanto, apenas fragmentos
que possuem os dois adaptadores diferentes ligados a eles serao
amplificados. Para essa reagdo usamos a enzima Platinum PCR SuperMix
High Fidelity (Thermo Fisher Scientific) e o conjunto de primers Library
Amplification Primer Mix (Thermo Fisher Scientific).

Apos a amplificagao,foi feita nova etapa de purificagcdo utilizando

beads magnéticas Agencourt AMPure XP Reagent (Beckman Coulter).
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Posteriormente as bibliotecas foram quantificados utilizando o Qubit dsDNA
HS Assay (Thermo Fisher Scientific), uma vez que a préxima etapa inclui a
hibridizagdo de 500ng de biblioteca com as sondas de captura das regides
do exoma.

Nesta etapa, as bibliotecas foram hibridizadas individualmente com as
sondas biotilinadas complementares a todas as regides exbnicas. A reagao
de hibridizacéo é feita a 47°C por 72 horas. Bloqueadores dos adaptadores
A e P1 sao colocados junto na reagdo, com o objetivo de evitar que sondas
se liguem inespecificamente aos fragmentos devido a sequéncia dos
adaptadores. Apds o periodo de hibridizagdo os fragmentos foram
capturados através de beads magnéticas Dynabeads M-270 Streptavidin
(Thermo Fisher Scientific), seguido de lavagens para descarte de impurezas
da reagao anterior. Novamente, foi realizada a amplificagdo dos fragmentos,
purificacdo e verificagdo do perfil das bibliotecas através do BioAnalyzer
(Agilent Technologies). Uma vez que essa etapa foi concluida, iniciou-se o
processo de PCR em emulséo (ePCR).

Para uma quantificacdo precisa das bibliotecas, efetuou-se uma
quantificacdo por qPCR, onde sondas se ligam especificamente as
sequéncias P1 e A. O kit utilizado foi o lon Library Quantitation Kit (Thermo
Fisher Scientifc).

Para a ePCR, utilizou-se o lon Pl Template OT2 200 Kit v3 (Thermo
Fisher Scientific) de acordo com as especificagbes do fabricante. A
quantidade de molde (biblioteca final) necessaria para essa reagao foi de

100 pM em 100 uL de volume final. Nessa etapa cada fragmento foi
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amplificado individualmente dentro de micelas formadas por uma mistura
entre agua e oleo. Dentro de cada micela existiu uma lon sphere particle
(ISP — nano particula com sequéncias em sua superficie complementares a
sequéncia do adaptador P1), uma molécula da biblioteca e reagentes
necessarios para a amplificacdo. O passo seguinte foi o enriquecimento
dessas ISPS através da Dynabeads MyOne Streptavidin C1 Beads
(Invitrogen), onde apenas as ISPS com fragmentos amplificados foram
recuperados. Ao término dessa etapa, as amostras ficaram prontas para o
sequenciamento.

O sequenciamento foi realizado na plataforma lon Proton (lon
Torrent). Este equipamento gera aproximadamente 12 Gb de dados, e
permite a avaliagdo completa de um exoma por corrida. O sequenciamento
foi realizado com o kit lon PI™ Sequencing 200 Kit v3 de acordo com as
recomendagdes do fabricante com o lon PI Chip V3.

Para a analise dos dados gerados, foi realizado o alinhamento das
sequéncias contra do genoma humano (Hg19) utilizando o software TMAP
(Torrent mapper 5.0.13). A chamada de variantes foi realizada no software
TVC v5. 0.3.5 - Torrent Variant Caller, com o pipeline do iontorrent

(http://mendel. iontorrent. com/ion-docs/).

v Selecédo de Variantes genéticas
A selecdo das variantes foi realizado pela equipe do Laboratério de
Gendmica e Biologia Molecular do A.C.Camargo Cancer Center. Para isso,

os arquivos VCFs (do inglés, variante caller file) foram importados para o
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software VarSeq (Golden Helix) para anotagdes adicionais e filtragem de
variantes. As variantes identificadas foram filtradas seguindo os seguintes
critérios de qualidade e frequéncia: quality by depth>2; strand bias<0,8;
HRUN (numero de bases iguais seguidas — regiao de homopolimero) <3 ou
ausente; ausente em regides de repeticdo do genoma (base de dados
SuperDup); base variante presente em menos de 1% ou ausente no
leucécito; auséncia da variante em bancos de dados populacionais (do
inglés, EXAC - Exome Aggregation Consortium) ou MAF (do inglés, minimum
allele frequency) < 0,01; base variante presente em pelo menos 10% das
leituras; base variante presente em pelo menos 4 reads. Posteriormente, as
variantes foram selecionadas de acordo com seu efeito na proteina, sendo
consideradas apenas: variantes classificadas como perda de fung¢do (do
inglés, LOF — Loss of Function) (variantes do tipo Frameshift, Indel ou
Nonsense), ou variantes Missense(delecdo ou insergao in frame, troca de
aminoacido) preditas como possivelmente patogénicas em menos trés dos
seis programas de predicdo utilizados (SIFT - Sorting Intolerant
fromTolerant, PolyPhen — Polymorphism Phenotyping 2, MutationTaster,
Mutation Assessor, FATHMM - Functional Analysis through Hidden Markov
Models, FATHMM MKL- para SNPS variantes codificantes e nao
codificantes). Ainda, com o objetivo de excluir possiveis erros de
sequenciamento e mapeamento, foram excluidas as variantes presentes em
mais de 3 pacientes avaliados, e genes alterados em mais de 4 pacientes, o
que ainda nos permite identificar mutagdes recorrentes em 30% de tumores

gastricos.
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As variantes selecionadas foram anotadas quanto a sua ocorréncia
em genes de interesse. Como critério de priorizagdo para esta etapa foi
utilizada uma lista de 49 genes, gentilmente fornecida pelo Dr. Emmanuel
Dias Neto, cujos genes foram selecionados para um trabalho do grupo
(aluna Melissa Pool Pizzi), e descritos como frequentemente mutados em
tumores gastricos.

A Figura 2 sistematiza as etapas do processo de sequenciamento do

exoma completo.

CONSTRUCAO DAS BIBLIOTECAS SEQUENCIAMENTO PARALELO ANALISE DOS DADOS
Target Seq exome kit NGS platforms

( l PCR poremulsio | Alinhamento com
genomadereferéncia
Fragmentagiodo TN R

DNAdo genomae ) l

ligagdoaos . ,
barcodees L — L

RNA Enrigquecimento Indelse SNVs

biotinilado{éxons) E !‘ E l
X Critério de Bioinformdica (VarSeq)
/.? j / ‘%’ sregides codificadoras ou sitio de splice
sSelecio  das  variantes somaéticas

l (2 nopooldel oeitos).
Capturados éxons +> 10% do total de reads

pelastrapitavidina Sequenciamento * Pelo menos 4 reads do alelo variante
................ paralelo *LOF (loss of function): Indel Frameshift,

/ Sitio de Splice, Nonsense
" m *Missense: delecdo ou insercéo in
T frame, troca de aminoacido

(4 .‘ = / \\“___,_..—

l Hibridizagdo do = Variant Callers Programa TMAP:

Figura 2 - Etapas do sequenciamento do exoma completo.
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3.5 TOXICIDADES, SEGUIMENTO E ANALISES DE SOBREVIDA

Todos os pacientes foram conduzidos na profilaxia e terapéutica dos
efeitos adversos, de acordo com diretrizes clinicas internacionais para a
prevencao e tratamento de mucosite induzida pela terapia do cancer. Os que
apresentaram toxicidade gastrointestinal (diarréia) foram tratados segundo
as diretrizes publicadas pela ASCO.

Realizou-se exames de hemograma completo, creatinina, enzimas
hepaticas parenquimatosas, soédio e potassio até dois dias antes de cada
aplicacdo de quimioterapia. As modificagbes de dose seguiram critérios
estabelecidos pelos estudos clinicos que padronizaram o regime levando em
cosideracao os Critérios de Toxicidade Comum (CTC) do Instituto Nacional
do Céancer dos Estados Unidos (NCI) versao 4.0 (Anexo 3). Foi administrada
nova dose de quimioterapia para os pacientes com plaquetas acima de
100.000/mm?3, hemoglobina acima de 10g/dl e neutréfilos segmentados

acima de 1500/ mm3.

v Toxicidade Clinica

Os pacientes estudados foram avaliados regularmente a cada ciclo
quanto a toxicidade hematoldgica, gastrointestinal, neuroldgica, renal e
aderéncia ao tratamento. Os pacientes foram pesados e foi feita anamnese e
exame fisico dirigidos para a pesquisa do estado nutricional e aferigdo

rigorosa da toxicidade clinica. As redugbes e atrasos de dose, relativos ao
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plano terapéutico inicial foram considerados na analise da toxicidade clinica

e foram realizados conforme diretrizes pré-estabelecidas.

v Seguimento clinico

Os pacientes foram reavaliados ambulatorialmente a cada 3 meses
no primeiro e segundo ano pos-tratamento, e a cada 4 a 6 meses nos anos
posteriores, considerando o inicio do estudo até dezembro de 2016, para
fins de andlises estatisticas. O seguimento foi realizado por meio de
anamnese, exame fisico completo e exames complementares (quando

necessarios) com vistas a detecgao de recidiva ou ébito.

v Sobrevida Livre de Doenca

Apos a conclusdo do tratamento proposto, os pacientes foram
seguidos ambulatorialmente a intervalos regulares com vistas a detecg¢ao de
recidiva tumoral, levando-se em conta o padrao dessa recidiva (local ou a
distancia), segunda malignidade ou morte de qualquer causa. Tal
abordagem foi realizada conforme diretrizes do NCCN para seguimento de
pacientes com diagnéstico de CG (anamnese, exame fisico e exames
complementares). A SLD foi determinada pelo tempo transcorrido desde a
cirurgia até a primeira evidéncia de qualquer um dos eventos ja descritos

(em meses).
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v Sobrevida Global
Os pacientes foram seguidos ambulatorialmente até o 6bito. A SG foi
mensurada pelo tempo transcorrido entre o diagnédstico de cancer até o 6bito

por qualquer causa e sera medida em meses.

3.6 AREA DE INTERVENCAO GEOGRAFICA E POPULACAO

ALVO

O estudo foi realizado com pacientes no Hospital Haroldo Juagaba
(HHJ), situado no bairro Rodolfo Tedfilo na cidade de Fortaleza-Ceara. Foi
também acessado 1 paciente proveniente do Hospital Geral de Fortaleza,
localizado & Rua Avila Goulart, 900, Papicu, Fortaleza-Ceara.

Os pacientes incluidos no projeto foram atendidos em ambulatério
exclusivo para a realizagao da pesquisa, com preenchimento das fichas
clinicas de atendimento e supervisionados pela unidade de pesquisa

clinica.

3.7 CALCULO DO TAMANHO DA AMOSTRA E ANALISE

ESTATISTICA

Levando-se em conta as taxas de regressao tumoral, os dados de
literatura sdo pouco esclarecedores. A resposta tumoral a terapéutica
neoadjuvante foi avaliada com estudos histopatolégicos da peca cirurgica,

definindo-se em grau 1, 2 e 3, conforme ja descrito previamente. Os
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critérios de resposta patologica ndao sao uniformes e optou-se por tentar
detectar na populagao de estudo uma taxa de RPc a QTneo de 10%, sendo
a RPc o desfecho primario do estudo. Desta forma, admitindo-se uma
amplitude do intervalo de confianga para taxa de resposta de 10% (erro
médio: £10%), um erro do tipo | de 0,05 e objetivando um poder de 80%,
estimava-se que inicialmente seria necessaria a inclusao de 43 pacientes,
apo6s uma analise em duas fases. Na primeira deveria-se ter 3 respostas
em 18 pacientes e na segunda fase com 8 pacientes apresentando RPc.
Porém, em razdo de né&o ter sido atingido RPc na primeira fase, o
recrutamento dos pacientes seguiu até o total de 63 pacientes.

Os dados foram tabulados no Microsoft Excel e exportados para o
software Statistical Packcage for the Social Sciences (SPSS) versdo 17.0
para Windows no qual as analises foram realizadas adotando uma confianca
de 95%.

Para os dados quantitativos (médiatDP) foi tragado um ponto de corte
por meio da construgdo de curvas ROC (sensibilidade e especificidade)
tendo como desfecho a presenca ou auséncia de recidiva da lesdo para
categorizagdo em lesdes apresentando baixa e alta imunoexpressao de
cada um dos marcadores avaliados.

Apds isso, os dados categoricos foram expressos em forma de
frequéncia absoluta e percentual e por meio dos testes Exato de Fisher/Qui-
quadrado de Pearson realizou-se a comparagao dos numeros de pacientes
com e sem recidiva e as variaveis de analise desse estudo. Para os

marcadores com associagao significante com as taxas de obito ou de
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recidiva ou de regressao tumoral, foram construidas curvas de sobrevida de

Kaplan-Meier para Sobrevida Global e para Sobrevida Livre de Doencga,

respectivamente, comparadas por meio do teste de Log Rank Mantel Cox.
Foram considerados estatisticamente significativos os dados que

apresentarem p<0,05.

3.8 ASPECTOS ETICOS

Este projeto foi submetido a apreciacdo pelos Comités de Etica em
pesquisa (CEP) do HHJ e do HGF em 06/03/2013, sob o titulo “Avaliagao
do perfil de expressédo génica e da regressao tumoral em pacientes com
canceres gastricos localmente avangados submetidos a quimioterapia
perioperatoria” (Versdo: 1CAAE: 17648513.3.0000.5528). Foi aprovado
pelo CEP em 27/06/2013 — numero do processo 316717. Dada a
necessidade de modificagdo na abordagem utilizada, o titulo do projeto foi
modificado para “Avaliacdo do perfil mutacional, expressdo protéica e
regressao tumoral e das caracteristicas clinicas de pacientes com céanceres
gastricos localmente avangados submetidos a quimioterapia perioperatéria”
com a devida aprovagdo do CEP do A.C.Camargo Cancer Center. Os
procedimentos utilizados neste estudo foram considerados de rotina na
area médica, nao havendo qualquer procedimento previsto que esteja fora
das praticas habituais ao tratamento dos pacientes. Este estudo segue os
padrdes de aconselhamento de pesquisas em seres humanos, seguindo as

recomendagdes da Declaragdo de Helsinque (Anexo 1), ndo tendo
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dificuldades para a aprovacao do comité de ética local. Todos os pacientes
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para

participacao deste estudo (Anexo 4).



64

4 RESULTADOS

Os resultados dessa casuista mostram uma idade mediana dos
pacientes de 62 anos (variando de 29 a 75 anos), com média de 57,6 +
10,6 anos. Houve um predominio do sexo masculino (60,3%) versus
feminino (39,7%). Quanto ao performance status, 53,8% foram
classificados com ECOG 1, sendo perda de peso, vOmitos e dor os
principais sintomas iniciais. A perda de peso foi de 5,1+ 5,4 quilogramas,
com mediana de 7,44 kg. A presenca de vémitos ocorreu em 48,1% dos
pacientes e dor em qualquer grau em 76,9% dos pacientes. O indice de
massa corpérea (IMC) médio dos pacientes foi de 25,3 + 4,3, com
hemoglobina de 11,2g/dl + 3 e albumina de 4,2g/dl + 0,4. Quanto a
localizagado, 79% eram distais. Na classificagdo anatomopatolégica, 44,4%
eram do subtipo difuso, 33,3% intestinal 15,9% adenocarcinoma sem
especificacao, 6,3% misto (sem predominio de um subtipo sobre outro) e 1
paciente classificado como misto de predominio difuso. No grau de
diferenciagao, 71,4% eram pouco diferenciados. Destaca-se que pacientes
do tipo difuso tinha idade média de 55,82 anos (variando de 29 a 75 anos,
com mediana de 57 anos) e do tipo intestinal apresentavam média de 62
anos (40 a 74 anos, com mediana de 65 anos). A demonstragcado desses
dados e de valores antropométricos e laboratoriais estdo relacionados nas

Tabelas 4 a 7. Dos sintomas iniciais, apenas a disfagia determinou pior
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SLD (Figura 3) e pacientes com tumores pouco diferenciados obtiveram

pior SG (Figura 4).

Tabela 4 - Perfil clinico e histopatolégico de pacientes com cancer gastrico

localmente avancgado (CGLA).

N %

Idade

Até 65 anos 43 68,3

Mais de 65 anos 20 31,7
Sexo

Masculino 38 60,3

Feminino 25 39,7
Localizag&o primario

Proximal 13 20,6

Distal 50 79,4
Subtipos histolégicos

Difuso 28 44 4

Intestinal 21 33,3

Misto 4 6,3

Adenocarcinoma SOE 10 15,9
Grau de diferenciacéo

Bem diferenciado 2 3,2

Moderadamente diferenciado 14 22,2

Pouco diferenciado 45 71,4

Indiferenciado 2 3,2

Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual.



Tabela 5 - Perfil sintomatoldgico de pacientes com CGLA.

n %

Peso perdido

Até 8kg 33 60,0

Mais de 8kg 22 40,0
Houve perda de+10% 6 meses

Néo 22 34,9

Sim 41 65,1
Sangramento digestivo

Néo 44 69,8

Sim 19 30,2
Disfagia

Nzo 45 71,4

Sim 18 28,6
Dor

Auséncia de dor 13 20,6

Presenga de dor 50 79,4
Graus de dor

Ausente 31 49,2

Graus 1e 2 29 46,0

Graus3e4 3 4,8
Presenca de procedimentos para dieta

Nao 62 98,4

Sim 1 1,6

Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual.
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Tabela 6 - Perfil nutricional inicial e performance status por ECOG de
pacientes com CGLA.

n %

Peso inicial

Até 70kg 47 75,8

Mais de 70kg 15 24,2
Altura

Até 1,55m 26 41,9

Mais de 1,55m 36 58,1
IMC

Até 25 40 64,5

Mais de 25 22 35,5
ECOG inicial

0 18 28,6

1 36 57,1

2 9 14,3

Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual.

Tabela 7 - Perfil laboratorial inicial de pacientes com CGLA.

n %

Hb pré-QT

Até 11 26 42,6

Mais de 11 35 57,4
Albumina pré-QT

Até 4,1 18 48,6

Mais de 4,1 19 51,4

CEA pré-QT
Até 4 25 69,4
Mais de 4 11 30,6

Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual.
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A maioria dos pacientes (74,6%) foi tratada com dose plena de
quimioterapia, sem necessidade de reducéo de dose. Além disso, 85,7% dos
pacientes completaram os 3 ciclos de quimioterapia pré-operatéria (Tabela
8). Ocorreram 6 Obitos na primeira fase, relacionados ou nédo a
quimioterapia, sendo as causas: 1 por neutropenia febril,1 por insuficiéncia
renal aguda, 2 por infecgdes respiratorias, 1 por leucemia aguda e 1 por
acidente vascular isquémico extenso com transformagdo hemorragica.
Esses pacientes ndo puderam ser avaliados quanto a resposta patolégica e
so foram incluidos nas avaliagdes de sobrevida.

Houve uma boa tolerdncia ao tratamento quimioterapico. As
principais toxicidades foram: anemia (34,9% grau 1), neutropenia (15,9%
grau 1 e 6,3% grau 2), sindrome mao-pé (SMP - 3 pacientes grau 1,3
pacientes grau 2 e 2 pacientes grau 3). Nauseas e vOmitos ocorreram em
58,6% dos pacientes nos graus 1 e 2. Mucosite oral (MO) grau 1 foi
relatada em 35,5% dos pacientes. Esses dados sdo mostrados na Tabela
8. A Figura 5 mostra imagem de paciente com severa toxicidade pela
capecitabina (SMP grau 3, com eritema, edema e bolhas). Das toxicidades
a QT, observou-se que os pacientes que nao desenvolveram MO
alcancaram melhores sobrevidas e a auséncia de anemia relacionou-se a

melhores TRT (Tabela 9).



Tabela 8 - Perfil quimioterapico e de toxicidades de pacientes com CGLA.

n %

Houve reducéo de dose

Nao 47 74,6

Sim 16 254
Razao do fim da qt

Completou tto 54 85,7

Toxicidade 3 4,8

Obito 6 9,5
Graus de anemia durante toda a qt

Grau 0 40 63,5

Grau 1 22 34,9

Grau 2 1 1,6
Grau méaximo de neutropenia durante toda a qt

Grau 0 47 74,6

Grau1e?2 14 22,2

Grau 3 2 3,2
Grau maximo de plaquetopenia durante a gt

Grau 0 62 98,4

Grau 1 1 1,6
Nauseas e vOmitos grau maximo durante toda gt

Ausente 14 24 1

Graus1e?2 34 58,6

Graus 3 e 4 10 17,2
Grau maximo de MO durante toda a qt

Grau 0 38 61,3

Grau 1 22 35,5

Grau 2 2 3,2
Sd. Mao-pé, graus durante a gt

Grau 0 55 87,3

Grau1e?2 6 9,6

Grau 3 3 4,8

Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual.
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Figura 5 - Fotografia dos pés da paciente 36 com sindrome mao-pé grau 3
apos 6° ciclo de quimioterapia (com a permisséo do paciente).

Tabela 9 - Influéncia do perfil de toxicidade a QT na SG e TRT.

SOBREVIDA GLOBAL TRT
. s = Grau 1 Grau
GRAUS! Vivo Obito V.:Ior 2 3 p-Valor
ANEMIA
Grau 0 20 20 0,205 11* 18 0,017
(57,1%) (71,4%) (91,7%) (51,4%)
Grau l 15 7 1 17%*
(42,9%) (25,0%) (8,3%) (48,6%)
Grau 3 0 1 0 0
(,0%) (3,6%) (,0%) (,0%)
MUCOSITE |ORAL
Grau 0 16 22%* 0,011 7 19 0,830
(45,7%) (81,5%) (58,3%) (54,3%)
Grau l 18* 4 5 15
(51,4%) (14,8%) (41,7%) (42,9%)
Grau 2 1 1 0 1
(2,9%) (3,7%) (,0%) (2,9%)

*p<0,05, Teste exato de Fisher ou Qui-quadrado.

Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual.

Trés pacientes suspenderam a QT pré-cirurgia por oclusao arterial

periférica aguda em membro inferior. A Figura 6 mostra a fotografia do pé

com isquemia em 5° pododactilo esquerdo, com hiperemia e necrose
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ungueal do paciente 52 (isquemia vascular periférica grau 1, Anexo 3).
Ocorreu diarréia em 13 pacientes graus 1 e 2. Nenhum paciente relatou
toxicidade auditiva e 2 pacientes apresentaram disfungcéo renal, como

apresentado na Tabela 10.

Figura 6 - Fotografia do pé esquerdo do paciente 52, apresentando
aspecto isquémico (hiperemia com necrose ungueal) em 5° pododactilo
(com a permissao do paciente).

Tabela 10 - Perfil de toxicidades a QT de pacientes com CGLA.

n %

Disfunc¢do renal durante toda a gt

Grau 0 61 96,8

Grau 1 2 3,2
Otoxidade durante toda a gt

Grau 0 63 100,0
Diarréia durante toda a qt

Ausente 48 77,4

Graus 1e 2 13 21,0

Graus 3e 4 1 1,6
Constipacdo durante toda a gt

Grau 1 40 63,5

Grau 1 20 31,7

Grau 2 3 4.8

Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual.
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Quanto a cirurgia, 73% dos pacientes foram operados, com 34
gastrectomias totais, 7 subtotais e 16 cirurgias paliativas (derivagao gastrica
e/ou multiplas bidpsias). O tempo mediano entre a ultima dose de
quimioterapia e a cirurgia foi de 66 dias e o tempo de internagao foi de 11,32
dias de média e com 65,1% dos pacientes operados no intervalo de 60 a 120
dias (variando de 15 a 130 dias). Linfadenectomia a D2 foi feita em 97,4%
dos casos e esplenectomia ocorreu em 4 pacientes. A média de linfonodos
ressecados foi de 26,05 (com mediana de 24 e variagcédo de 10 a 53
linfonodos). Houve 5,7% de deiscéncia de ferida operatéria e 4 6bitos, 2 por
infeccao respiratoéria e 2 por sepse de origem indeterminada (tabelas 11 e
12).Pacientes operados com intervalo entre 30 a 60 dias obtiveram melhor
SLD (Figura 7). A cirurgia impactou positivamente na SG e a gastrectomia
total determinou melhor SLD (Figuras 8 e 9). Auséncia de esplenectomia

denotou melhor SG (Tabela 13).

Tabela 11 - Perfil cirurgico de pacientes com CGLA.

n %

Houve cirurgia

Nao 17 27,0

Sim 46 73,0
Tipo de cirurgia

Gastrectomia total 34 54,0

Gastrectomia subtotal 7 11,1

Paliativa 13 20,6
Tipo de linfadenectomia

D1 1 2,6

D2 38 97,4
Houve esplenectomia

Nao 44 91,7

Sim 4 8,3

Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual.
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Tabela 12 - Perfil temporal cirdrgico e de complicagdes pds-operatorias de

pacientes com CGLA.

n %

Tempo cirurgia qt

Até 95 42 84,0

Mais de 95 8 16,0
Intervalo entre Ultima qt e cirurgia (dias)

Menor 30 1 2,3

30-60 6 14,0

60-120 28 65,1

Maior 120 8 18,6
Tempo internagao

Menor que 11 32 57,1

Maior ou igual a 11 24 429
Deiscéncia de ferida

Néo 50 94,3

Sim 3 5,7
Outras infec¢cdes ndo de parede abdominal

Nao 48 92,3

Respiratoria 4 7,7
Fistula

Nao 51 96,2

Sim 2 3,8
Presenca e tipo de choque

Néo 48 90,6

Septico 5 9,4

Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual.
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Figura 7 - Influéncia do intervalo QT-cirurgia na sobrevida.
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Tabela 13 - Influéncia da esplenectomia na sobrevida.

SOBREVIDA GLOBAL STATUS DE RECIDIVA
N3o 33* 11 0,007 27 13 0,596
(100%) (73,3%) (93,1%) | (86,7%)
Sim 0 4% 2 2
(,0%) (26,7%) (6,9%) | (13,3%)

*p<0,05, Teste exato de Fisher ou Qui-quadrado.
Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual.

Regressao tumoral graus 1 e 2 foi alcangada em 12 pacientes,
contra 35 sem resposta tumoral e 16pacientes ndo avaliaveis, com uma
TRT de 19,1%. Quanto ao estadiamento patolégico, verificou-se
predominio de tumores avancados (TO/T1 — 9,7%, T2 — 22% e T3 53,7% e
T4 14,6%). A média de linfonodos ressecados foi de 25,41 com mediana de
23. Os pacientes apresentaram menos comprometimento linfonodal (NO
43,9%, N1 17,1%, N2 12,2% e N3 26,8%). A presenca de invasao vascular-
linfatica foi observada em 62,8% e a perineural em 44,2%. As margens
cirurgicas foram negativas em 92,7% dos casos. A Tabela 14 sinaliza os
dados anatomopatologicos. As respostas de regressao tumoralgrau 12 e 3
sdao exemplificadas nas fotografias que se seguem 10, 11 e 12,
respectivamente, em ampliacdo de 10x em campo de grande aumento
(CGA). Pacientes sem invasao linfonodal apresentaram melhores
sobrevidas e menos recidiva (Tabela 15). Melhores regressdes tumorais
relacionaram-se a auséncia de invasao vascular-linfatica e a presenca de

margens livres denotou melhor SLD (Tabela 16 e Figura 13).



Tabela 14 - Estadiamento patologico e gradagéo de regressao tumoral de
pacientes com CGLA no periodo de agosto de 2013 a dezembro de 2016.

N %

TNM referente a Tumor

TO 3 7,3

T1 1 2,4

T2 9 22,0

T3 22 53,7

T4 6 14,6
TNM referente aos linfonodos

NO 18 43,9

N1 7 17,1

N2 5 12,2

N3 11 26,8
Presenca de invasdo angiolinfatica

Nao 16 37,2

Sim 27 62,8
Presenca de invasédo perineural

Nao 24 55,8

Sim 19 442
Presenca de margens comprometidas

Nao 38 92,7

Sim 3 7,3
Taxa de regresséo patolégica

Grau 1 5 10,6

Grau 2 7 14,9

Grau 3 35 74,5

Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual.
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Figura 10 - Apresentagao em aumento de 10x de fotografia de resposta grau
1 (resposta patologica completa, paciente 25). (Laboratério de Patologia
Hospital Haroldo Juagaba - HHJ — Fortaleza-Ce 2016)

Figura 11 - Apresentagdo em aumento de 10x de resposta grau 2 (resposta
parcial, paciente 9) (Laboratério de Patologia HHJ — Fortaleza - CE 2016).
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Figura 12 - Apresentacdo em aumento de 10x de resposta grau 3
(auséncia de resposta, paciente 19), (Laboratério de Patologia HHJ —
Fortaleza - CE 2016)

Tabela 15 - Influéncia do estadiamento linfonodal na sobrevida e recidiva.

SOBREVIDA GLOBAL

STATUS DE RECIDIVA

Vivo Obito p-Valor | Ausente | Presente | p-Valor
ESTADIO N
NO 16%* 2 0,017 17* 1 0,001
(55,2%) | (16,7%) (60,7%) | (10,0%)
N1 6* 1 6* 0
(20,7%) |  (8,3%) (21,4%) | (,0%)
N2 3 2 2 3*
(10,3%) | (16,7%) (7,1%) | (30,0%)
N3 4 7* 3 6*
(13,8%) | (58,3%) (10,7%) | (60,0%)

*p<0,05, Teste exato de Fisher ou Qui-quadrado.
Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual
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Tabela 16 - Influéncia da presenca de invasao vascular-linfatica nas taxas
de regressao tumoral.

INVASAO VASCULAR-
TAXAS DE REGRESSAO TUMORAL
LINFATICA
Graule2 Grau 3 p-Valor
Nao 8* 8 0,032
(66,7%) (26,7%)
Sim 4 2%
(33,3%) (73,39%)

*p<0,05, Teste exato de Fisher ou Qui-quadrado.
Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual.
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Figura 13 - Influéncia do comprometimento das margens cirurgicas na SLD.

Apés a cirurgia, 46,8% dos pacientes concluiram os 3 ciclos pés-
operatodrios. Os motivos relatados para a suspensao da quimioterapia
foram principalmente por PD (29%), toxicidade (9,7%) e 6bito 14,5%). Os
pacientes que progrediram foram tratados com radioterapia e/ou QT
paliativa. Ocorreram 28 o6bitos ao longo do estudo, com 49,2% dos
pacientes livres de recidiva até o final do estudo (dados descritos na Tabela

17)
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Tabela 17 - Perfil de tratamento e de sobrevida e recidiva dos pacientes com
CGLA no periodo de agosto de 2013 a dezembro de 2016.

n %

Razéo de suspensédo de gt no pos

Completou esquema 29 46,8

Toxicidade 6 9,7

Progresséao 18 29,0

Obito 9 14,5
Sobrevida Global

Vivo 35 55,6

Obito 28 44.4
Status de recidiva

Sem doencga 31 49,2

Com doenga 22 34,9

Obito 10 15,9

Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual.

v Andélise da imunoistoquimica

Foi realizado a pesquisa por IHQ dos marcadores HER-2, FOXP3,
CDS8 intratumoral (CD8i), CD8 peritumoral (CD8p), CD 68i, CD68p, c-MET
e HER-2 em amostras tumorais p6s-QT, tanto de gastrectomias quanto de
bidopsias em caso de cirurgia paliativa. Observou-se 51,5% de expressao
positiva de FOXP3 nas amostras tumorais. Apenas 3 pacientes foram HER-
2 positivo por IHQ (3+), dentre 55 pacientes avaliados. Quanto ao status c-
MET 20 pacientes de 44 pesquisados, apresentavam expressao positiva.
As percentagens de CD8 e CDG68 peri e intratumoral estdo apontadas na
Tabela 18. As Figuras 14 (A e B) mostram imagens de pacientes com c-
MET positivo e negativo (paciente com subtipo intestinal) e15 mostra
marcacgédo de FOXP3 (A a D) e a Figura 16 mostra marcagdo em aumento
de 40x de CD8 (A — intratumoral, B — peritumoral) e CD68 (C — intratumoral

e D - peritumoral).
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Tabela 18 - Perfil imunoistoquimico de pacientes com CGLA no periodo de
agosto de 2013 a dezembro de 2016.

N %

FOXP3

Nao 17 51,5

Sim 16 48,5
CD8 i

Baixo 36 66,7

Alto 18 33,3
CD8 p

Baixo 21 55,3

Alto 17 447
CD68 i

Baixo 44 81,5

Alto 10 18,5
CD68 p

Baixo 13 34,2

Alto 25 65,8
c-MET

Negativo 24 38,1

Positivo 20 31,7

Nao avaliavel 19 30,2
HER-2 em 2 categorias

Negativo 52 94,5

Positivo 3 5,5

Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual.

- s a5,
Figura 14 - Apresentacdo em aumento de 10x de resultado
imunoistoquimico de paciente com cancer gastrico subtipo intestinal com
expressao presente e ausente de c-MET. A- Marcag&o positiva por IHQ de c-met do
paciente 5, subtipo intestinal, B - Marcagdo negativa por IHQ de c-met do paciente 3,
subtipo intestinal, imagem cedida pelo Laboratério de Patologia do HHJ Fortaleza CE (10x
CGA)
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Figura 15 - Apresentagio em aumento de 10x de resultado
imunoistoquimico de pacientes com canceres gastricos dos subtipo intestinal

e difuso, com expressao positiva e negativa, respectivamente. A - Marcagéo
positiva por IHQ de FOXP3 em paciente com subtipo intestinal, do paciente 51, B -
Marcacao positiva por IHQ de FOXP3 em paciente com subtipo difuso do paciente 11, C -
Marcagao negativa por IHQ de FOXP3 em paciente com subtipo intestinal 18, do paciente
54, D - Marcagao negativa por IHQ de FOXP3 em paciente com subtipo difuso, do paciente
57, imagens cedidas pelo Laboratério de Patologia do HHJ (10x CGA).
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Figura 16 - Apresentacdo em aumento de 40x de resultado

imunoistoquimico de paciente com céancer gastrico subtipo difuso com
expressao alta e baixa dos marcadores CD8 e CDG8, tanto intratumoral

quanto peritumoral. A - Marcagéo por IHQ de CDi em paciente com subtipo difuso, do
paciente 57, B - Marcagao por IHQ de CD8p em paciente com subtipo difuso, do paciente
57, C - Marcagéao por IHQ de CD68i em paciente com subtipo difuso, do paciente 57, D -
Marcacgao por IHQ de CD68p em paciente com subtipo difuso, do paciente 57, imagens
cedidas pelo Laboratorio de Patologia do HHJ.
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O marcador de macrofago CD68 determinou alteragcbes nos
desfechos. A baixa expressao de CD68i designou uma sobrevida de 41 + 5
meses versus 18,4 + 4 meses no grupo com alta expresséao (Figura 17), bem
como a SLD de 40 + 5 meses versus 16 + 4 meses, porém sem significancia
estatistica para esse ultimo dado (Figura 18). Outro dado relevante foi a
correlacao entre sobrevida e expressao de c-MET. A auséncia de expressao
protéica do c-MET foi associada a sobrevida de 34 + 5 meses, valores bem
distintos quando se apresenta expressao positiva. A Figura 19 aponta essa
curva. Os demais marcadores imunoistoquimicos nao influiram na sobrevida,

recidiva e TRT.
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*p=0,05, Teste exato de Fisher ou Qui-quadrado.

Figura 17 - Curva de Sobrevida Global em associacdo a baixa e alta
expressao de CDG68.
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Figura 18 - Curva de Sobrevida Livre de Doenca em associagdo a baixa e
alta expressao de CDG8.
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Figura 19 - Curva de Sobrevida Global em associagdo a expressao de c-
MET.

Em nossa casuistica, o tempo médio de sobrevida foi de 29,4 meses.
A Figura 20 representa a curva de SG de Kaplan-Meirer nesse estudo para
0s 63 pacientes avaliados. O tempo médio da SLD foi de 34+4 meses
(Figura 21). N&o encontramos relagao entre as taxas de regressao tumoral e

sobrevidas, como apontada nas Figuras22 e 23. Em analise multivariada,
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observou-se que a Sobrevida Global foi 44,62 vezes maior nos paciente sem

invasao linfonodal (NO) e 26,62 vezes maior nos casos com CD68

intratumoral baixo (Tabela 19).

Pacientes Vivos (%)
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Figura 20 - Curva de Sobrevida Global de Kaplan-Meier de pacientes com
CGLA diagnosticados e atendidos no HHJ no periodo de agosto de 2013 a
dezembro de 2016. O tempo médio de sobrevida da presente amostra foi 29+4 meses.
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Figura 21 - Curva de Sobrevida Livre de Doenca de Kaplan-Meier de
pacientes com cancer gastrico diagnosticados e atendidos no HHJ no

periodo de agosto de 2013 a dezembro de 2016. O tempo médio de Sobrevida
Livre de Doenca da presente amostra foi 34+4 meses.
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Figura 22 - Curva de Sobrevida Global em relagdo as taxas de regressao
tumoral G1 e G2 versus G3 (respondendor e ndo respondendor).
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Figura 23 - Curva de Sobrevida Livre de Doenga em relagéo as taxas de
regressao tumoral G1 e G2 versus G3 (respondendor e nao respondendor).
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Tabela 19 - Analises multivariadas relacionando sobrevida, recidiva e

p-Valor OR Ajustada IC 95%
Sobrevida Global
Grau de diferenciagao 0,408 - - -
Cirurgia 0,346 - - -
Esplenectomia 1,000 - - -
TNM patoldgico (n0) 0,030 44,62 1,45 1376,63
TNM patolégico (n1) 0,794 - - -
TNM patolégico (n2) 0,997 - - -
CD68 intra baixo 0,042 26,62 1,12 633,06
CMET 0,165 - - -
Livre de recidiva
Disfagia 0,680 - - -
Peso inicial 1,000 - - -
TNM patolégico (t0) 0,998 - - -
TNM patoldgico (1) 1,000 - - -
TNM patolégico (t2) 0,996 - - -
TNM patolégico (t3) 0,190 - - -
TNM patolégico (n0) 0,192 - - -
TNM patolégico (n1) 0,997 - - -
TNM patolégico (n2) 0,405 - - -
Margens comprometidas 1,000 - - -
CD68 intra baixo 0,398 - - -
Resposta Grau l e Il
Graus de vomitos 0,127 - - -
Hemoglobina pré 0,164 - - -
TNM patolégico (t0) 0,998 - - -
TNM patoldgico (t1) 1,000 - - -
TNM patolégico (t2) 0,996 - - -
TNM patolégico (t3) 0,190 - - -
TNM patolégico (n0) 0,192 - - -
TNM patolégico (n1) 0,997 - - -
TNM patolégico (n2) 0,405 - - -
Invas&o angiolinfatica negativa 0,006 53,54 3,05 940,28
CD68 peri baixo 0,268 - - -

*p<0,05, regressao logistica multinomial. As variaveis com associagao significante com os
desfechos Sobrevida Global, recidiva e resposta foram submetidas a modelo de regresséo

logistica multinomial.
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v Mutacbes somaéticas identificadas por Sequenciamento de

Exoma Completo

O sequenciamento do exoma completo das 12 amostras tumorais e
do pool de DNA gerou em média 12,3 Gb de dados por corrida, 81.669.527
reads, com 96,35% de reads on target, e um tamanho médio de fragmento
sequenciado de 170 pb.

A cobertura média de leitura das amostras, assim como sua
porcentagem de leituras nas regides alvos (reads on target), foram
descritas na Tabela 20. Nota-se que para a maioria das amostras, obteve-
se uma cobertura média de 100 leituras, que € considerado uma cobertura
adequada no sequenciamento de exoma completo. Somente para a
amostra 36T, a cobertura média ficou 93,47, muito préxima ao ideal, e

portanto, a amostra foi mantida para as analises posteriores.

Tabela 20 - Cobertura de leitura das bases de cada amostra sequenciada.

% de

Cob % de % de % de % de % de bases

Amostra Média |bases 0 | bases >1 | bases >10 | bases >20 | bases >50 >100
DG25T 124,95 6,9 93,10 83.3 78.0 67.3 51.3
DG 1T 108,80 8,6 91,4 80.3 74.6 63.3 46. 4
DG 20T 120,43 3,2 96,8 92.0 88. 1 75.9 52.2
DG 48T 122,93 3,2 96,8 92.8 89.7 79.2 55.5
DG 37T 120,69 4,6 95,40 89.0 84.5 73.2 53.1
DG 21T 110,05 29 97,1 93.2 89.7 77.0 49.0
DG 32T 112,31 2.1 97,9 94.6 90.5 74.0 46.0
DG 36T 93,47 2.6 97,4 93.0 87.7 68. 1 36.9
DG51T 127,05 3.6 96,40 90.9 86.7 75.4 54.8
DG 18T 136,64 3.1 96,9 92.4 89.0 78.0 56.0
DG 42T 125,14 2.7 97,3 93.7 90.7 80. 2 55.8
DG 40T 125,07 2.1 97,9 95.5 93.4 83.6 55.8
Pool Normal | 209,64 1.8 98,2 96. 1 94.5 88.7 75.7
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Para selecionar apenas as mutagbes somaticas, utilizou-se o filtro
mencionado na sessao de material e métodos, onde se exclui alteragdes que
estivessem presentes em mais que 1% das leituras do pool de leucdcitos.

As analises resultaram em uma média de 333 variantes por amostra,
sendo em média 180 SNVs e 152 indels, como pode ser observado na
Tabela 21. Neste momento, como a amostra 36T apresentou os dados de
sequenciamento de baixa qualidade, promovendo a identificagdo de mais de
10 mil alteragcbes somaticas, sugestivo de erros ou artefatos de
sequenciamento, esta foi excluida das analises. Novo sequenciamento
dessa amostra deve ser realizado para avaliarmos com cautela se esse
numero excessivo de mutacdes somaticas identificadas pode ser atribuido a
alguma caracteristica biolégica particular dessa amostra, ou a baixa
qualidade da biblioteca e com isso alcangar uma analise com resultados

mais robustos.

Tabela 21 - Alteragcbes somaticas encontradas nas amostras.

Nl]mero~de Numero SNV Indel
Amostra alttec:f\;(;es de Genes | Total SNVs Total Indel
Missense LOF Insercéo | Delecéo

DG 25T 261 258 173 161 12 88 67 21
DG 01T 272 265 202 189 13 70 58 12
DG 20T 185 178 117 110 7 68 52 16
DG 48T 802 755 253 240 13 549 518 31
DG 37T 241 234 153 143 10 88 59 29
DG 21T 475 455 200 185 15 275 228 47
DG 32T 263 257 162 152 10 101 72 29
DG 51T 325 316 236 216 20 89 66 23
DG 18T 308 300 204 190 14 104 86 18
DG 42T 341 331 211 202 9 130 113 17
DG 40T 184 181 73 63 10 111 93 18

Média 333 321 180 168 12 152 128 24

SNV: do inglés single nucleotide variant, indel: inser¢do ou delegdo de bases, missense:
troca de base que leva a mudanga de aminoacido, LOF: do inglés loss of function (leva a
perda da fungéo da proteina por uma provavel insergao de um codon de parada prematuro).
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Para selecionar-se os genes mais relevantes envolvidos com CG,
comparou-ses os genes identificados nesse trabalho, com uma lista de 49
genes frequentemente mutados em tumores gastricos, disponibilizada pelo
grupo do Dr. Emmanuel Dias Neto. Essa comparagdo nos levou a
identificacdo de 25 genes ja descritos por outros grupos como mutados em
CG. Interessantemente, todas as amostras apresentaram ao menos um
gene alterado que estava presenta na lista dos genes frequentemente
mutados em CG, o que de certa forma, valida os resultados obtidos neste

estudo. Os genes e as alteragdes estao apresentados na Tabela 22.
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Tabela 22 - Genes frequentemente mutados em tumores gastricos
identificados em nosso estudo.

Amostra Gene* Alteracdo Alteracdo cDNA Alteracdo Proteina | Frequéncia (%)
DG1T KIF13A T/G c. 3569A>C p. GIn1190Pro 48
DG1T MUC6 G/A c. 5645C>T p. Thr1882Met 23
DG18T HMCN1 G/A c. 12074G>A p. Gly4025Asp 61
DG18T PTPRC T/C C. 2954T>C p. Val985Ala 10
DG18T TP53 G/A c. 574C>T p. GIn192Ter 30
DG20T BRCA2 G/A c. 8918G>A p. Arg2973His 47
DG20T FLG T/C c. 149A>G p. Asp50Gly 39
DG20T KMT2C G/A c. 12817C>T p. Pro4273Ser 36
DG21T FBXL7 C/IT c. 1075C>T p. His359Tyr 60
DG21T LAMA1 -/C c. 4729 4730iNGS p. Ser1577fs 54
DG21T | COL11A1 C/IA c. 5234G>T p. Arg1745Leu 18
DG25T ARID1A CIT c. 3826C>T p. Arg1276Ter 42
DG25T MACF1 CT/- c. 14392 14393delCT p. Ser4799fs 27
DG32T | ARHGAP21 C/IT c. 3361G>A p. Gly1121Ser 48
DG32T | THSD7B -/G c. 4414 4415INGS p. Lys1472fs 47
DG32T TP53 G/A c. 541C>T p. Arg181Cys 20
DG37T ALPK2 G/A c. 6428C>T p. Pro2143Leu 50
DG40T FAT4 G/A c. 8539G>A p. Ala2847Thr 22
DG40T EP300 CIT c. 7015C>T p. His2339Tyr 55
DG40T TP53 T/C c. 736A>G p. Met246Val 58
DG42T PTPN23 -/A c. 890_891insA p. Leu298fs 55
DG42T | COL11A1 -/C c. 1910dupG p. Pro638fs 52
DG42T FLG -/G c. 11804dupC p. GIn3936fs 72
DG42T PKHD1 AIG c. 9788T>C p. Val3263Ala 51
DG42T ERBB2 G/IT c. 3547G>T p. Asp1183Tyr 25
DG42T MACF1 G/A c. 1814G>A p. Arg605GIn 22
DG48T PIK3CA T/G c. 1134T7>G p. Cys378Trp 18
DG48T RIMS2 -/A c. 1433 _1434insA p. Arg479fs 12
DG48T ZIC4 G/C c. 656C>G 46
DG48T FAT4 Cl- c. 13520delC p. lle4508fs 13
DG48T EP300 -/A c. 2330 _2331insA p. Thr778fs 15
DG48T MACF1 CIT c. 23C>T p. Thr8Met 49
DG51T SPTAl -/IG c. 6795dupC p. Lys2266fs 4
DG51T PKHD1 G/A c. 7307C>T p- Thr2436lle 50
DG51T KMT2C CIT c. 12434G>A p. Arg4145His 44
DG51T ERBB2 AIC c. 236A>C p. Glu79Ala 36
DG51T TP53 C/IT c. 993+1G>A r. spl? 45

ND: n&o descrita * COSMIC ID: Catalogue of Somatic Mutations in Cancer
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O gene mais frequentemente mutado foi o TP53 (NM_000546. 5)
detectado em quatro amostras (32T 18T, 40T e 51T), sendo 3 do mesmo
grupo (ndo respondedores), que apresentaram mutagdes consideradas
patogénica pelos programas de predicao e todas ja descritas no banco de
dados COSMIC (Tabela 23). Além disso, o gene MACF1 foi detectado
mutado em 3 amostras tumorais, sendo uma delas INDEL que gera um
codon de parada prematuro e duas missenses que foram classificadas nos
programas de predigdo como potencialmente patogénicas em 3 dos 6

programas utilizados.

Tabela 23 - Alteragbes encontradas no gene TP53.

Chr:Pos |Ref/Alt | Paciente | F. A (%)* Tipo? C-DNA3 Proteina® | COSMIC ID

20,2 P

17:7578389 | G/A 32T ' Missense c. 541C>T Arg181Cys ND

17:7576852 | C/T 51T 454 LoF c. 993+1G>A r. spl? ND
58,8 P

17:7577545| T/C 40T ' Missense c. 736A>G Met246Val ND
30,5 -

17:7578275| G/A 18T LoF c. 574C>T GIn192Ter ND

1. Frequéncia de alteracao 2. Tipo de alteragdo 3. Alteragdo do c-DNA 4. Alteracao da
proteina ND: ndo descrita Chr: Pos: posicdo cromossOmica da alteragao; Ref/Alt: Base
referencia/Base alterada;
v Busca de genes mutados com potencial associacéo a resposta a
tratamento
Com o objetivo de identificar potenciais biomarcadores associados
com resposta a quimioterapia perioperatoria em CGLA, buscou-se variantes

ou genes mutados que apareceram preferencialmente ou exclusivamente

em um dos grupos analisados (respondedores e nao respondedores). Para
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isso, selecionou-se variantes comuns entre pelo menos duas das trés
amostras respondedoras, ou emno minimo trés das oito ndo respondedoras.
O mesmo processo foi realizado com genes mutados independente da
mutacao detectada.

Para o grupo de respondedores foram encontradas 9 alteragdes
comuns entre 2 das 3 amostras, sendo que nenhuma alteracao foi
encontrada nas 3 amostras (Tabela 24). Nesse grupo de amostras, no

entanto, ndo encontramos nenhum gene mutado em comum.

Tabela 24 - Alteragbes comuns entre o grupo de amostras respondedoras.

Gene" Ref/Alt Pct” [ F. A Tipo® C-DNA® Proteina®
p.

PCDHGA5 AIG 25T 46 missense c. 1199A>G Asn400Ser
PCDHGAS5 AIG 37T 50 missense c. 1199A>G p. Asn400Ser

TLL1 -/IC 25T 53 frameshift c. 65_66insC p. Gly23fs

TLL1 -/IC 51T 64 frameshift c. 65_66insC p. Gly23fs

PCNXL4 -/G 25T 4,5 frameshift c. 959_960iNGS p. Lys321fs

PCNXL4 -IG 51T 65 frameshift c. 959 960iINGS p. Lys321fs

€.725_734delGTATC
OR1E2 |TTGCAGATAC/| 25T 32 frameshift TGCAA p. lle243fs
c.725_734delGTATC

OR1E2 TTGCAGATAC/| 51T 76 frameshift TGCAA p. lle243fs
SLC1A5 C/G 25T 13 missense c. 1549G>C p.Gly517Arg
SLC1A5 C/G 51T 4 missense c. 1549G>C p.Gly517Arg

POFUT2 -IA 25T 98 frameshift c. 354_355insT p. Val119fs

POFUT2 -/A 51T 4 frameshift c. 354_355insT p. Val119fs
TNFRSF1B T/IC 37T 46 missense c. 791T>C p.Leu264Pro
TNFRSF1B T/IC 51T 50 missense c. 791T>C p. Leu264Pro

NELL1 -/IA 37T 98 frameshift C. 244_245insA p. Arg82fs

NELL1 -IA 51T 9,5 frameshift c. 244 245insA p. Arg82fs
ABCA7 G/A 37T 72,5 missense c. 5435G>A p. Arg1812His
ABCA7 G/A 51T 30 missense c. 5435G>A p. Arg1812His

1. mutagdes nao descritas no COSMIC em CG 2. Paciente 3. Frequéncia de alteragao 4.
Tipo de alteragado 5. Alteragdo no C-DNA 6. Alteragdo na proteina
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Em relacdo ao grupo nao respondedor composto de 8 amostras, nao

se detectou nenhuma variante presente em pelo menos trés das nove

amostras. No entanto, detectou-se 9 genes mutados presentes em 3 das 8

amostras. Os genes estdo apresentados na Tabela 25.

Tabela 25 Genes em comum entre o grupo de amostras nao
respondedoras.
Gene | Ref/Alt | Paciente | F.A.*' Tipo? cDNA® Proteina’ COSMIC
IGFN1 -/G 18T 36 frameshift | c. 4815 4816iINGS | p. Leu1606fs ND°
IGFN1 -/G 20T 12 frameshift | c. 4815 4816iINGS | p. Leu1606fs ND
IGFN1 -IG 21T 23 frameshift | c. 4815 4816iNGS | p. Leu1606fs ND
FAM8A1 CIT 18T 6 frameshift c. 731C>T p. Pro244Leu | 4160385
FAMBA1 CIT 32T 8 frameshift c. 731C>T p. Pro244Leu | 4160385
FAM8BAl C/IT 42T 12 frameshift c. 731C>T p. Pro244Leu | 4160385
KHNYN -IT 18T 5,8 frameshift c. 806_807insT p. Trp270fs ND
KHNYN -IT 32T 9 frameshift c. 806_807insT p. Trp270fs ND
KHNYN -IT 42T 12,5 | frameshift c. 806_807insT p. Trp270fs ND
SIPA1L1 -/C 18T 5,8 frameshift c. 877_878insC p. Ser294fs ND
SIPA1L1 -/C 32T 22 frameshift c. 877_878insC p. Ser294fs ND
SIPA1L1 -/C 48T 4,8 frameshift c. 877_878insC p. Ser294fs ND
POU2F1 G/IC 20T 14 missense c. 478G>C p. Val160Leu ND
POU2F1 G/IC 32T 8 missense c.478G>C p. Val160Leu ND
POU2F1 G/IC 48T 4 missense c. 478G>C p. Val160Leu ND
BID1 -/A 21T 7,6 frameshift c. 559 560insT p. His187fs ND
B9D1 -/A 32T 6,5 frameshift c. 559 560insT p. His187fs ND
B9D1 -/A 42T 15 frameshift c. 559 560insT p. His187fs ND
RAD51B -/C 21T 16 frameshift c. 786_787insC p. Leu263fs ND
RAD51B -/C 40T 6 frameshift c. 786_787insC p. Leu263fs ND
RAD51B -/IC 42T 8 frameshift c. 786 _787insC p. Leu263fs ND
TRIOBP -/C 32T 10,8 | frameshift | c. 2193 2194insC p. Ala732fs ND
TRIOBP -/C 40T 21 frameshift | c. 2193 2194insC p. Ala732fs ND
TRIOBP -/C 48T 21 frameshift | c. 2193 2194insC p. Ala732fs ND
DHODH -/IC 32T 6,2 frameshift c. 18 19insC p. Lys7fs ND
DHODH -/C 42T 98 frameshift c. 18 19insC p. Lys7fs ND
DHODH -/C 48T 5 frameshift c. 18 19insC p. Lys7fs ND

1. Frequéncia de alteracdo em % 2. Tipo de alteragéo 3. Alteracdo no C-DNA 6. Alteragéo
na proteina 5. ND: N&o descrita
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Se estes genes ou variantes estdo associados com resposta ao
tratamento em CG, novas analises em uma maior casuistica seréo
necessarias. Abaixo segue o diagrama de Venn, representando todos os
genes mutados em nossas amostras, entre pacientes R+ e R- e no perfil

comum (Figura 24).

IGFN1 FAM8A1 KHNYN
SIPA1L1 POU2F1 BSD1
RAD51B TRIOBP DHODH
KIF13A MUC6 HMCN1

PTPRCBRCA2 FLG

FBXL7 LAMA1 COL11A1
ARHGAP21 THSD7B FAT4

EP300 PTPN23 ERBB2
RIMS2 ZIC4

Figura 24 - Diagrama de Venn mostrando os grupos de genes mutados de
pacientes R+ (azul) e R- (vermelho) e os genes em comum.

Um resumo das mutacdes encontradas e suas correlacbées com as
fungdes bioldgicas, além da localizagdo no cromossomo e da descrigao da
prevaléncia em CG é relatado na Tabela 26. A Tabela 27 aponta os genes
que ainda nao tinham sido relacionados no CG previamente, com suas
localizagdes e fungdes conhecidas. A Figura 25 resume 0s principais genes
mutados com suas fungdes bioldgicas relacionadas ao perfil de resposta

tumoral encontrada em cada grupo. As Tabelas 28 e 29 relaciona as
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mutacdes encontradas no grupos de pacientes com subtipo difuso versus

intestinal.

Tabela 26 - Principais genes mutados nos pacientes com CGLA dessa
localizagdo cromossémica,
frequéncia de mutagao e subtipo histolégico e/ou molecular relatado.

casuistica,

com seus grupos funcionais,

Grupo functional Gene Cromossomo | Frequéncia' | Classificagdo”
Integridade gendmica TP53 17p13 36,4 — 55% Intestinal

RAD51 14924. 1 * Intestinal

BRCA2 13q13. 1 0a13,6% Nao relatado
Citoesqueleto e MACF1 1p34. 3 * Nao relatado
motilidade cellular SPTA1L 1923 * **

TLL1 4q32. 2 * **

TRIOBP 22q913.1 * CG familial

KIF13A 6p22. 3 * >
Remodelamento da ARID1A 1p36. 11 16,7- 31. 1% | MSI, EBV positive
cromatina KMT2C 7936. 1 ** **

ARHOAP21 10p12. 1 > >

10p12.3

EP300 22913. 1 * CG com MSI
Via RTC ERBB2 17912 3,3-91% Intestinal

SLC1A5 19q13. 32

NELL1 11p15.1 | - Marcador de CG

PIK3CA 3926. 32 2a21,7% TCGA*****

PTPRC 1931.1-32.1

PTPN23 3p21. 31
Adeséo cellular PCDHAS5 5931. 1 >

FAT4 4928. 1 3,3-24,2% Intestinal, H pilori+

HMCN1 1925. 3-31. 1

FLG 1921.3

LAMA1 18p11. 31 CG com MSI
Via Wnt SIPA1L1 14924. 1

POU2F1 1924. 1 Difuso
Protecdo de mucosa MUC6 11p15. 1 9,6% MSS e | Instabilidade de

18,2% MSI microssatélite

1 e 2. Frequéncia da mutagdo em CG e classificagdo molecular extraidos do TCGA descrito
no site www. cbioportal. org (GAO et al. 2013)*desconhecido **Nao descrito em CG*** MSS

(estabilidade de microssatélite) e MSI (com instabilidade de microssatélite)
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Tabela 27 - Genes “novos” ainda nao relatados em CG previamente,
descritos nessa casuistica, mostrando a localizagdo, fungdes biologicas
conhecidas e associagao com as patologias conhecidas.

Gene Localizagdo | Fungdes bioldgicas Dados clinicos
ALPK2 18q12. 3- - apoptose, - RAS, + desconhecido (LHF do
q22.2 genes de reparo 18q — DCC e SMAD4
PKHD1 6p12. 3-12. | Fibrocistina Doenga renal policistica
2
PCDHA5 5931. 2 Adesao cellular Desconhecido
TLL1 4932. 2 MEC", TGF beta Hepatocarcinoma
SLC1A5 19q13. 32 Via mTOR Desconhecido
MACF1 1p34.3 Via mTOR Desconhecido
PCNXL4 13 Desconhecido
ORIE2 17p13. 2 Proteina G/receptores Desconhecido
olfatérios
KMT2C 7936. 1 mTORC/glutamindlise eséfago, prostata,
pulméo, leukemia
POFUT?2 21 Trombospodina, FCE? Gliomas
TNFRS1b 1p36. 22 TNF°, IAP® Ca Es6fago, ca colon
ABCA7 19p13. 3 Equilibrio D. de Alzheimer, ca de
lipidico/sistema immune | pancreas
SPTA1 1923 Espectrina/citoesqueleto | Hemoglobinopatias, ca
colon
IGFN1 1932. 1 Sintese protéica Ca Mama
FAMBA1 6p22. 3 Progresséo tumoral Ca Urotelial
KHNYN 14912 Ribonuclease Desconhecido
(ubiquitinizacdo)
SIPA1L1 14924. 2 Via Wnt Desconhecido
B9D1 17p11. 2 Ciliogénese/supressor Hepatocarcinoma
tumoral p53negativo
DHODH 16922. 2 Sintese de pirimidinas Ca Mama, LMA®
KIF13A 6p22. 3 Cinesina/oncogene (?) Retinoblastoma, ca
préstata, ca bexiga,
leucemias
FBXL7 5p15. 1 Apoptose/supressor Ca Ovario
tumoral
THSD7B 2922. 1 Trombospodina/angiogé | Ca Pulméo
nese
PTPN23 3p21. 31 RTC/migragéo cellular Desconhecido
RIMS2 8922.3 Neurotrasmissores Tumores gliais
ZIC4 3924 Fungdo em Dedo de Ca Bexiga
zinco

1. Mantém a matriz extracelular 2. Fator de crescimento epidermal 3. Fator de necrose
tumoral 4. Inibidor de apoptose. 5. Leucemia mieléide aguda
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Remodelamento
da cromatina

ARHOAAPZ21 EP300

Via Wnt
SIPA1L1 POU2F1

Ades3do celular

FAT4 HMCN1
FLG LAMA1

PCDHA :
Citoesqueletoe

motilidade celular ‘
SPTAITLL1

TRIOBP
KIF14A

Via RTC

NELL1 POFUTZ2
SLC1AS5

PIK3CA PTPRC
PPTPN23

Figura 25 - Principais genes mutados com suas funcgdes bioldgicas
relacionadas ao perfil de resposta tumoral encontrada em cada grupo.

Tabela 28 - Genes mutados encontradas no grupo de pacientes
respondedores (R+) entre subtipo difuso versus intestinal.

RESPOSTA R+ DIFUSO INTESTINAL

ARID1A ALPK2
MACF1 SPTA1

TLL1 PKHD1
PCNXL4 KMT2C
SLC1A5 ERBB2
POFUT2 TP53

PCDHGAS

Tabela 29 - Genes mutados encontradas no grupo de pacientes nao
respondedores (R-) entre subtipo difuso versus intestinal.

RESPOSTA R- DIFUSO INTESTINAL
KIF13A HMCN1
MUC6 PTPRC
BRCA2 TP53
FLG FBXL7
KMT2C LAMA1
PIK3CA COL11A1
RIMS2 ARHGAP21
ZIC4 THSD7B
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5 DISCUSSAO

O cancer gastrico ainda € um dos tumores mais letais em todo
mundo. Nao obstante, ter ocorrido uma reducédo de incidéncia e menores
indices de mortalidade dessa doenca nos paises desenvolvidos, ainda se
configura um grande desafio na saude publica, no Brasil e, particularmente,
na regiao Nordeste e no Estado do Ceara. Um elevado volume de pacientes
€ diagnosticado em estadios localmente avangados, onde se impde uma
terapéutica multimodal, julgando-se que apenas a abordagem cirurgica
isolada é sabidamente ineficaz. Assim, a terapia perioperatéria mostra sua
importancia em elevar as taxas de sobrevida do paciente, estando
proporcional as taxas de regressao tumoral (YANG et al. 2015; BLACKHAM
et al. 2016).

As condi¢gdes clinicas iniciais dos pacientes também foram
importantes marcadores progndésticos. Pacientes ndo obesos, sem anemia e
sem disfagia desenvolveram maiores sobrevidas. Ressalta-se que na
literatura a escala de ECOG é sempre um dos melhores preditores de
resultados oncolégicos (WANG J et al. 2016). No contexto perioperatério, a
selecdo dos pacientes os torna mais homogéneos, de forma que o ECOG
nao se mostrou um preditor progndstico nessa casuistica.

N&o é consensual que tanto a avaliagdo da regressao tumoral quanto
a classificagdto TNM utilizada pds-quimioterapia neoadjuvante ou

perioperatoria, revele-seum forte marcador progndstico. O emprego de
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diferentes classificagdes prejudica a uniformidade dos estudos. Em recente
revisdo feita por NEVES FILHO et al. (2016), a classificagdo de Becker
parece ter melhor reprodutibilidade, aplicabilidade e impacto em SG para
CG, distinto dos estudos de MANDARD et al. (1994) e NINOMIYA et al.
(1999), obtidos com pequeno numero de pacientes. Semelhante ao relatado
por esse autor, o subtipo difuso e o grau elevado de diferenciacéo
denotaram piores desfechos clinicos e de TRT. Contudo, em nossa
casuistica, os pacientes com disfagia (que sao mais relacionados aos
tumores proximais e de maiores volumes tumorais), alcangaram resultados
inferiores em termos de SG. Nos estudos de BECKER et al. (2011) e REIM
et al. (2012), os tumores proximais parecem responder com melhores TRT.
Estuda-se uma correlacdo entre o estadiamento TNM e a TRT em
CG. O que se sabe é que, na maioria dos tumores, a resposta a QTneo
impacta de forma consideravel na sobrevida, sendo o “downstaging” e a
regressao histolégica importantes preditores de resultados clinicos positivos
(FAREED et al. 2009; SCHMIDT et al. 2014). Em CG observa-se que a
invasdo da parede gastrica (critério T) e a presenga de células tumorais
residuais podem ter diferentes significados clinicos. Em nosso estudo, por
exemplo, a paciente 34 apresentava estadiamento ypT3ypNO e regressao
tumoral de Becker grau 1b (pequenos “clusters” de células tumorais, em
filete, até proximo a subserosa). O desfecho clinico dessa paciente muito
mais relaciona-se a TRT do que ao TNM. Essa observacgao ja foi descrita por
SUAREZ et al. (2008) e DAVIES et al. (2014) utilizando a classificacdo de

Mandard em tumores de reto e de JEG, respectivamente. Em nossos
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pacientes a avaliagdo de Becker ndo foi um bom preditor de resultados
clinicos.

Em nosso estudo obtivemos uma taxa de regressao tumoral de 19,1%
dos pacientes. As taxas de RPc ou Becker grau 1 sdo frequentemente
baixas na maioria dos estudos, mesmo quando se utiliza esquemas com 2
ou mais drogas, como as antraciclinas, fluoropirimididas, platinas e taxanos,
variando de 5 a 17%. O grupo de resposta parcial também necessita de
avaliagbes prognésticas mais acuradas, pois é um grupo bastante
heterogéneo em comportamento biolégico. Considerando-se a gravidade da
doenca e os resultados da literatura, esse dado é consistente com outros
estudos realizados, porém em sua maioria retrospectivos € com casuistica
limitada (BECKER et al. 2011; FUJITANI et al. 2012; LORENZEN et al. 2012;
KOH et al. 2013).

Os eventos adversos apresentados por nossos pacientes durante a
quimioterapia, de forma geral, foram manejaveis. Alguns desses sao
descritos de forma infrequente com a droga oral capecitabina. Trés
pacientes apresentaram oclusdo vascular aguda em membros inferiores,
ambos com carga tabagica elevada (> 15macgos/ano), sexo masculino e
sedentarios. Existem relatos de cardiotoxicidade da capecitabina, entretanto,
na literatura ndo ha descricdo de vasculopatia periférica aguda
(FRICKHOFEN et al. 2002; WALKO et al. 2005). O uso combinado com a
cisplatina também pode ter majorado esse grave evento, pois se trata de
uma droga com potencial dano vascular, com relatos de fenbmeno de

Raynald’s e vasculopatia (MOHOKUM et al. 2012; HERRMANN et al. 2016).
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Deve-se relatar que a mortalidade pré-operatoria foi considerada elevada,
estando relacionadas a QT (neutropenia, insuficiéncia renal) ou ndo (evento
vascular cerebral, leucemia aguda). As baixas condi¢des sécio-econdbmicas
podem ter colaborado com tais eventos, sendo a maioria pacientes
provenientes do interior do Estado do Ceara, com dificuldades de
transferéncia rapida a capital para um atendimento adequado.

Ressalta-se que pacientes operados mais precocemente obtiveram
melhores desfechos em sobrevida. Atrasos de cirurgia determinam
progressao de doenca, prejudicando a avaliagdo de regressao tumoral
nesses casos.

No que tange aos resultados imunoistoquimicos, € relevante ressaltar
a correlacado entre o status de expressao protéica do c-MET e dados de
sobrevida e recaida. Na literatura, descreve-se uma prevaléncia entre 26 a
82,4% em IHQ e de 8,3 a 21,2% em amplificagao génica. Nessa casuistica,
a auséncia de expressao de c-MET denotou SG superior, corroborando
coma literatura que infere ser a presenca de c-MET um marcador de mau
prognéstico. Em meta-andlise de PENG et al. (2014), relatou-se que a
deteccdo do MET, seja por expressao imunoistoquimica ou por amplificagéo,
correlacionou-se com piores prognosticos. Nao houve diferengas
significativas entre os estudos no que concerne a avaliagcdo génica ou
protéica, embora ainda ndo se tenha um”guideline” que oriente a melhor
avaliagao patolégica como ocorre, por exemplo, com o0 HER-2. Sabe-se que
estratégias terapéuticas anti-MET tem evoluido de forma consideravel, com

drogas em uso no ambito da pesquisa clinica, tais como rilotumumab e
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onartuzumab (ambas anticorpos monoclonais anti-MET/HGF) e tivantinib
(pequena molécula receptora tirosina cinase). No contexto neoadjuvante,
estudos clinicos com essas drogas em pacientes c-MET positivos poderia
denotar melhores taxas de resposta e regressao tumoral. Estudos de fase I
e fase lll estdo em andamento, tanto no cenario paliativo quanto curativo,
que ajudarao nesse questionamento (IVESON et al. 2014; KANG et al. 2014,
ZHU et al. 2015; YUAN et al. 2016; CATENACCI et al. 2017).

Estudos inferem a importdncia da resposta imune tumoral
correlacionado aos resultados clinicos mais favoraveis. Contudo no ambito
do tratamento perioperatério do CG, pouco se sabe sobre o tema, nao
havendo estudos que relacionem o papel do microambiente na resposta a
PP. Em nossos pacientes, observou-se que a baixa infiltracdo por
macrofagos (CD68 intratumoral e peritumoral) determinou melhores
sobrevidas e regressao tumoral, com menos recaidas. Na maioria dos
estudos, relata-se que os pacientes considerados de bom progndéstico,
presumivelmente, apresentariam maior infiltracido de linfocitos e de células
dendriticas e queda da infiltracdo por células TREGS, marcada com FOXP3,
e menor infiltracdo por TAM, porém sao trabalhos retrospectivos e com
diferentes protocolos de tratamento (SHEN et al. 2010; HU et al. 2014; LIU K
et al. 2015, WANG XL et al. 2016). Em um estudo com122 pacientes com
CG, a expressao de FOXP3 correlacionou-se com maior risco de metastases
linfonodais (WANG et al. 2010). Em nossas amostras, ndo se encontrou uma

forte correlacdo entre a presenca da expressao protéica de FOXP3 na
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sobrevida e recidiva, podendo ser explicado pelo numero pequeno de
pacientes testados.

A plena dissecgao da composi¢cao genética do CG tem se tornado
uma importante recurso prognostico e terapéutico. Aliado a isso, potenciais
“druggable genes” no cenario de tratamento perioperatério do CGLA, geram
uma crescente mudanga de paradigma. Assim, realizou-se a avaliagdo do
repertdrio de mutacdes somaticas por meio do sequenciamento de exoma
completo de 11amostras selecionadas.

Em nosso trabalho encontramos 43 genes mutados, sendo 10
exclusivos no grupo R+ 26 do grupo R- e 7 genes comuns aos dois grupos
(Figura 24). Nos 3 casos de pacientes com RPc, as mutagbes mais
frequentemente encontradas envolveram os genes seguintes: PCDHGADS,
TLL1, PCNXL4, ORIE2, SLCIA5, POFUT2, TNFRSF1b, NELL1, ABCA72 e
SPTAL.

Dentre os chamados “drivers mutations” do CG, ja foram descritos
varios genes implicados na resposta ao tratamento para doenga metastatica,
porém nao ha relatos de estudos de perfis mutacionais em pacientes sob
tratamento perioperatério. Destes, destacam-se as mutagdes em genes
relacionados a integridade gendémica, organizagao do citoesqueleto, adeséo
célula-célula, motilidade celular, remodelamento da cromatina, sinalizacéo
via Wnt e de receptores de tirosina cinase (ZANG et al. 2012; LIN et al.
2015). Em destaque ao perfil respondendor, observou-se mutagbes nos
genes relacionados a adesdo celular (PCDHA5), manutengdo do

citoesqueleto (TLL1, SPTA1), ativagdo da via mTOR (SLC1Ab), inativagéo da
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apoptose (TNFRS1b) e possivel ativagdo de receptores de tirosina cinase
(POFUT2, NELL1). Nesse grupo, apenas o gene NELL1 havia sido
previamente reportado em CG, sendo os demais relatados de forma inédita
para essa patologia.

Ressalta-se que 25 genes mutados em nossas amostras de CG nao
haviam sido descritos previamente. As fungbes biolégicas destes genes
ainda sao pouco conhecidas e estido apresentadas na Tabela 27. Deve-se
considerar que nem todas as mutacdes identificadas sdo necessariamente
verdadeiras, uma vez que precisam ser validadas, mas seguramente alguns
destes genes mutados podem ter papel chave em vias tumorigénicas ainda
pouco conhecidas e, até mesmo, ser alvo terapéutico.

Desse grupo R+, descreve-se o PCDHAS, um membro da familia das
protocaderinas alfa ligadas ao cromossomo 5. Credita-se a esse gene a
funcado de conexao célula-célula, especialmente no sistema nervoso central,
porém é um gene ainda pouco conhecido (MORISHITA e YAGUI 2007).

O gene TLL1 (mammalian tolloid like-1) codifica uma
metaloproteinase dependente de zinco e que exercem um preponderante
papel na manutengdo da matriz extracelular e na regulacdo de fatores de
crescimento, como o TGFbeta (TAKAHARA et al. 1996; BERRY et al. 2010;
TROILO et al. 2016). Em modelos murinos, esse gene é ativado por estresse
e em células de neuroblastoma e hepatocarcinoma, € ativado por hipdxia e
induz carcinogénese (SABIRZHANOVA et al. 2009; MATSUURA et al.
2017). Nessa mesma fungao, o gene SPTAL (spectrin alpha, erythrocytic 1)

estd listado no grupo R+ e codifica a proteina espectrina, que une a
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membrana celular a actina do citoesqueleto e determina a forma das células,
a disposicdo das proteinas transmembranares e a organizagdo das
organelas (WONG e YAU2012). Em cancer de colon foi indicado como
potencial biomarcador de progressao tumoral e de intervengdo com drogas-
alvo estadio-especificos (PALANIAPPAN et al. 2016).

O gene SLC1A5 (solute carrier family 1 member 5) codifica um
transportador de glutamine nas células tumorais, ativando a via mTOR.
Observa-se que o0s processos envolvidos na captagdo da glutamina séo
essenciais ao ciclo celular e crescimento das células tumorais (DURAN et al.
2012). Em cancer de codlon, a expressao aumentada desse gene relaciona-
se a maiores estadios patoldgicos e a progressao tumoral (HUANG et al.
2014, LU et al. 2016).

Outro gene mutado nos casos com RPc ao tratamento perioperatorio
foi o TNFRS1b (tumoral necrosis factor-receptor, superfamilia 1b), que
codifica os receptores do fator de necrose tumoral (TNF), sendo responsavel
pelo recrutamento de 2 proteinas anti-apoptéticas (c-IAP1 e c-IAP2). Em
cancer de célon metastatico, observou-se que esse gene, juntamente com
outros avaliados, foi um bom preditor de quimioresisténcia ao fluorouracil,
em um ensaio usando RT-PCR e expressdo génica (MATSUYAMA et al.
2006).

O gene NELL1 (neural EGF-like 1) codifica fatores de crescimento
epidermais, ja bastante conhecidos na regulagdo do crescimento e
diferenciacao tumoral. Localiza-se no éxon 21 do cromossomo 11p15.1 e

tem sido estudado como marcador de progressao de lesbes benignas para
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malignas em diferentes neoplasias (JIN et al. 2007; SHEN et al. 2015).
Estudo feito por GAO et al. (2015) comparando-se o0s niveis de
hipermetilacdo entre tumor e mucosa normal de CG, observou-se que
ocorreu uma significativa diferenca, com elevados niveis no tumor. Esse
dado infere que a hipermetilagdo desse gene pode ter importancia tanto na
carcinogénese quanto servir de orientagdo para o diagnostico precoce do
CG. Em nossos pacientes respondedores, encontramos mutagao tipo
“frameshift”, distinta da ja descrita em outros estudos.

Dos genes mais frequentemente mutados em comum aos grupos R+
e R- de pacientes, ressalta-se TP53, ARID1A, ERBB2, MACF1, PKHD1,
KMT2C e ALPK2, observando-se que os 4 ultimos genes nunca haviam sido
reportados em CG. Esse genes participam das vias de integridade genémica
(TP53, ALPK2), adeséo celular (MACF1), ativagdo de RTC (ERBB2) e
remodelamento da cromatina (ARID1A e KMT2C).

O gene TP53 foi encontrado em 4 pacientes, todos do subtipo
intestinal e 3 deles nio responsivos ao tratamento. Foram duas mutacdes
somaticas do tipo missense e duas com padrao LOF. A primeira leva a
substituicdo de um aminoacido na proteina resultante. Ja o tipo LOF gera um
codon de parada prematuro na proteina resultante. Em ambas situacdes, a
funcao da proteina p53 é prejudicada interferindo na regulagédo da parada do
ciclo celular ou de recrutar os processos apoptoticos, especialmente quando
induzidos por agentes quimioterapicos (potencial mecanismo de resisténcia

a drogas). No cenario neoadjuvante, foi descrito que a expressao por IHQ de
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p53 determina menores taxas de resposta, sendo um preditor independente
de mau prognéstico (YASHIRO et al. 2009; QU e QU 2016).

Outro gene mutado apresentado em 3 pacientes foi o MACF1
(microtubule-actin crosslinking factor 1), situado no éxon 110, cromossomo
1p34. 3. As mutacgdes relatadas foram 1 paciente com LOF e 2 pacientes
tipo missense, que resultam em proteinas anémalas. O MACFL1 pertence a
familia das plakinas e codifica uma grande proteina responsavel por formar
pontes no citoesqueleto, facilitando a interacdo actina-microtubulo e assim
determinando os processos celulares de adesao, migragao e polarizagao
das células (BOUAMEUR et al. 2014). E um regulador da via Wnt, que
também atua na polaridade e migragao celular, via beta-catenina, e estudos
com NGS em cancer de colon apontaram perfis mutacionais evolutivos entre
sitio primario e metastases envolvendo esse gene, o que pode sugerir
necessidade de novas bidpsia no decorrer do tratamento desses pacientes
(CHEN et al. 2006; KIM et al. 2015).

Disfungdes no complexo de remodelamento da cromatina causam
instabilidade genémica em muitos CG sem a mutagdo doTP53, com énfase
a mutacdo do gene ARID1A. Em CG essa mutagao esteve relacionada a
tumores com MSI e do tipo com infecgao pelo EBV, que a semelhanga do
que ocorrem em cancer de colon, possuem melhor progndstico (WANG K et
al. 2011; ZANG et al. 2012). Tal observagao foi notada no perfil do paciente
25, que teve RPc. Contrapondo-se a tais estudos, em meta-analise recente
com mais de 3000 pacientes, perda da expressao de ARID1A avaliada por

IHQ conferiu baixa SG em CG (YANG et al. 2016).



111

Um conhecido gene mutado em CG é o ERBB2, um importante alvo
terapéutico no tratamento paliativo do CG, porém ainda nao validado para
tratamento perioperatério, inclusive mostrando nao ser um fator progndéstico
(LORDICK e ROCKEN 2013; OKINES et al. 2013). Estudo clinico da
aplicagao de droga anti-HER-2 no cenario perioperatoério do CG, descreveu-
se que um dos papéis desse oncogene € ativar o fenétipo de TEM, com
aumento da expressao de fatores transcricionais SNAIL, SLUG, ZEB e Twist
e tal relacdo denota resisténcia a cisplatina, que foi revertida apdés a
exposicao ao tratamento com trastuzumabe (HUANG et al. 2016). A
avaliagcdo da amplificacdo desse gene (ERBB2) por metodologia de
sequenciamento tem se mostrado uma ferramenta importante, e um estudo
apontou que houve uma elevada concordancia (de 98,4%), entre NGS, IHQ
e FISH em 39 tumores gastroesofagico e 213 tumores de mama (ROSS et
al. 2017). Ressalta-se que os pacientes do nosso estudo eram do subtipo
intestinal e localizagdo distal, porém com opostos graus de regressao
tumoral. Especificamente, ja se conhece drogas de acdo nessa mutacgao,
tais como trastuzumabe e lapatinibe, porém estudos em neoadjuvancia ou
tratamento perioperatorio ainda nao foram validados na pratica clinica
(WONG e YAU2012; HECHT et al. 2016; JANJIGIAN 2016; PRESS et al.
2017).

O gene KMT2C (lisina metiltransferase 2C) , presente nos pacientes
20 e 51, R- e R+, respectivamente, localiza-se no éxon 65 do cromossomo
7936.1. Trata-se de um membro da familia MLL (myeloid/lymphoid

leukemia), também é conhecido como MLL3, cuja funcdo relaciona-se ao
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remodelamento da cromatina. Mutagdes tipo missense foram descritas como
marcadores de risco para o desenvolvimento do CG (LIB et al. 2014). Pode
ser inferido como um “targetable” gene (WADHWA et al. 2013).

Outro gene comum aos dois grupos de pacientes foi o ALPK2 (alfa
cinase 2), presente no éxon 17 do gene 18921.31-9g21.32, considerada uma
regidao genémica critica no CG. Esse gene tem a acéo de inibicdo do k-RAS,
além de ter atividade apoptética e reguladora de expressao em genes de
reparo do DNA, sendo importante no processo de evolugdo de adenoma
para carcinoma, ja previamente reportada em cancer de colon (YOSHIDA et
al. 2012). Estudo realizado em amostras tumorais e ndao tumorais de CG,
além de linhagens celulares utilizando um painel de microarray e alteragao
no numero de cépias do gene, evidenciouperda do numero de cépias com
hiperexpressao desse gene, sendo um potencial biomarcador (JUNILLA et
al. 2010).

Numericamente mais genes mutados foram observados no grupo de
pacientes nao respondedores, ndao somente pela maior quantidade de
pacientes, ndo obstante por também representar um grupo com maior
complexidade e heterogeneidade. Dentre os genes mais frequentes em
pacientes com Becker G3, destacam-se: POU2F1, RAD51B, TRIOBP e
DHODH. Outras mutacbées de menor ocorréncia em nossos pacientes,
porém com importante papel em CG foram: MUC6, BRCA2, HMCNI1,
FAT4,PIK3CA, FLG, PTPRC, LAMAL, COL11A1 e EP300. De forma geral, a
adesao celular (TRIOBP, FAT4, HMCN1 e LAMAL), reparo do DNA e

apoptose defeituosa (RAD51B, BRCA2), quimiosensibilidade as
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fluoropirimididnas (DHODH), protecao de mucosa (MUC-6), ativagao da via
Wnt (POU2F1), ativacdo da via Jak cinase (PTPRC), remodelamento da
cromatina (EP300) e relacionados ao fendtipo tipo TEM e subtipo EBV-
positivos (PIK3CA, FLG), foram as principais fun¢des alteradas nesse perfil
de prognoéstico reservado. Desses genes, a mutagcdo do DHODH nunca
havia sido reportado em CG.

Em 3 pacientes, sendo 2 do tipo difuso e 1 intestinal, encontramos
mutagcédo no gene POU2F1 (POU class 2 homeobox 1), alocado no éxon21
do cromossomo 1g24. 1 e membro da familia de fatores de transcricao POU
(STURM et al. 1993). Esse gene encontra-se expresso em tumores pouco
diferenciados, como em células de CG difuso e foi observado um papel
critico desse gene na ativagdo da via Wnt, relacionada a polaridade,
motilidade e adeséao celular (KATOH e KATOH 2007). Observa-se entao que
a mutacado desse gene pode ser alvo critico nos tumores gastricos do tipo
difuso (XU SH et al. 2015).

Um gene mutado em 3 pacientes com CG intestinal foi o RAD51B
(RAD51 paralog B), presente no éxon 26 do cromossomo 14q24.1. Esse
gene pertence a familia RAD51, que atua como sensor de reparo ao DNA
por recombinagédo homologa. A inibicdo desse gene causa parada do ciclo
celular em G1 e ativagdo de mecanismos apoptéticos (RODRIGUE et al.
2013). Avaliagao por RT-PCR e microarray de amostras tumorais e nao
tumorais de pacientes com CG encontrou maiores estadiamentos,
indiferenciacdo tumoral, maior acometimento linfonodal e metastases, com

baixa sobrevida, em relagcdo aos pacientes RADS51 negativos. A
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superexpressdo desse gene esta associada a proliferacdo celular, droga-
resisténcia e piores prognosticos (CHENGY et al. 2016). Esse gene se
coloca com um possivel biomarcador no CG.

Também em 3 pacientes com CG subtipo intestinal foi relatada
mutacédo no gene TRIOBP (TRIO and F-actin binding protein), localizado no
éxon 26 do cromossomo 22q13.1. Esse gene esta envolvindo na
organizacgao da actina do citoesquelelo, na motilidade e crescimento celular,
além de estabilizar a F-actina. Foi descrito em linhagens celulares de cancer
de pancreas que a mutagcdo desse gene leva a formagao filopodial e
consequente capacidade de invasao tecidual (BAO et al. 2015).
Sequenciamento de todo genoma de membros de uma familia com cancer
gastrico e de reto hereditarios mostrou 12 SNPs variantes, dentre eles o
TRIOBP (THUTKAWKORAPIN et al. 2016).

Ainda sobre as mutagdes mais frequentes no grupo Becker G3 do tipo
intestinal, foi relatado o gene DHODH (diidro-oratato desidrogenase),
alocado no éxon 11 do cromossomo 16g22.2. O produto desse gene é uma
enzima associada ao transporte mitocondrial de elétrons, que é requerido
para a sintese “de novo” das pirimidinas, podendo ser considerado um
marcador de quimiossesibilidade as fluoropirimidinas (como o fluorouracil e a
capecitabina), bem como no diagndstico precoce de cancer (HAIL et al.
2006; YIN et al. 2017). Existem drogas que agem nessa via e induzem
apoptose mediada por espécimes reativas de oxigénio, como o fenretinide
(N-4-hidroxifenil-retinamida), ainda estudada apenas em pesquisa clinica

(HAIL et al. 2010; MUNIER-LEHMANN et al. 2013.
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O gene FAT4 (atipical cadherin 4) foi encontrado1 paciente do tipo
intestinal e outro difuso, ambos classificados com Becker grau 3 e com
mutagdes tipo missense (G/A) e frameshift (C/-), respectivamente. Sabe-se
que metilagdes silenciadoras desse gene estdo comumente relacionadas a
infeccbes pelo H. pylori, oportunizando-se uma janela de discussdo do
processo de cancerizagao por mecanismos epigenéticos (ZANG et al. 2012).

O gene MUC-6 (mucina 6) tem ganhado importancia clinica nos
ultimos anos. Esse gene esta alocado no éxon 33 do cromossomo 11p15.5 e
codifica glicoproteinas de alto peso molecular que servem de barreira ao
lumen intestinal. Sua inativagdo acelera a injuria a mucosa gastrica e
potencializa a carcinogénese, especialmente na progressao de adenoma
para carcinoma (TANIYAMA et al. 2017). Esta associado a maiores estagios
tumorais e pior prognéstico e sua positividade por IHQ denota risco de
progressao tumoral em lesdes pré-malignas (ZHENG et al. 2006; JUNG et
al. 2010). Em nosso estudo, o paciente com essa mutagao era do subtipo
difuso nao respondedor.

Foi evidenciado em 1 paciente com CG intestinal a mutagédo do gene
HMCN1 (hemicetin 1 ou fibulina 6), presente no éxon 107 do cromossomo
1925.3-31.1. Este gene codifica as fibulinas, que estao implicadas na adesao
celular, migracao e proliferagdo. Existe elevada expressdo de mRNA do
HMCN1 em tecido esplénico humano, e estudos indicam um papel na
estabilizacdo e na organizagédo extracelular da epiderme (DE VEGA et al.
2009). Ja foi descrita a mutagdo desse gene em tumores gastricos e

colonicos (LEE SH et al. 2015).
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Outra mutacao descrita no paciente 20, com CG difuso e distal, foi do
gene BRCA2, um conhecido gene supressor tumoral, que mantém a
estabilidade genémica, especialmente via reparo da dupla hélice de DNA por
recombinagdo homodloga. Aloca-se no éxon 27 do cromossomo 13q13.1, e
esta implicado na sindrome de cancer de mama-ovario hereditario. Também
foi identificada recentemente uma mutagado germinativa em familia com CG
hereditario (HANSFORD et al. 2015). Mutagdes somaticas missense desse
gene foram encontradas estudando-se amostras tumorais e ndo tumorais de
CG por meio do sequenciamento do exoma (ROKUTAN et al. 2016; HU et al.
2017). Na literatura, a mutacédo do BRCA2 em CG relacionou-se com melhor
prognéstico e resposta ao tratamento quimioterapico com cisplatina, sendo
um potencial biomarcador (CHEN et al. 2015; DAS et al. 2016).

Um relevante gene mutado no paciente 48, com CG difuso, foi o
PIK3CA (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit
alpha), presente no éxon 23 do cromossomo 3926.32. A fosfatidil-inositol 3-
cinase é composta de subunidades cataliticas e reguladoras e tem diversas
funcbes, tais como crescimento celular, proliferagdo, diferenciacao,
mobilidade e sobrevivéncia (MILLIS et al. 2016). Em células de CG foi
evidenciado a agao dessa via por meio do fator de transcricao “em dedo de
zinco” 143, que ativa a via PI3K/AKT, relacionada ao fendtipo tumoral de
TEM (LEI et al. 2013). A mutagdo desse gene em CG é descrita na
classificagdo do “TCGA”, em 9% dos pacientes com o subtipo EBV-
relacionado e de modo geral encontra-se mutado em 4 a 36% dos CG

(WONG e YAU2012; DREYER et al. 2016). A amplificagdo desse gene
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parece ser um evento mutuamente exclusivo com relacdo as mutagdes do
PTEN na carcinogénese gastrica e esta mais associado ao tipo difuso
(BYUN et al. 2003; WONG e YAU 2012). Existem significativas diferengas
genéticas entre os CG de orientais versus nao-orientais, uma delas é a
prevaléncia da mutacao desse gene, que foi mais comum em caucasianos
(18,52% & 9,6%, p = 0,01) (JIA et al. 2017).

Em 2 pacientes, um difuso e outro intestinal, foi referida mutacéo (tipo
missense e LOH, respectivamente) no gene FLG (filagrina), posicionado no
éxon 3 do cromossomo 1921.3. Esse gene codifica uma proteina filamentosa
intermediaria que agrega filamentos de queratina na epiderme e participa da
homeostase da pele (DI ZH et al. 2016). Polimorfismos na regido rs2065955
desse gene foram relatadas em CG (KUANG et al. 2016).

No paciente 18, com CG intestinal e também portador de mutacdes
nos genes ja descritos HMCN1 e TP53, foi determinada a mutagdo do gene
PTPRC (protein tyrosine phosphatase, receptor type C), presente no éxon 34
do cromossomo 1q31.1-q32.1. O produto desse gene é um receptor
transmembranar tirosina fosfatase envolvida com transformagéao oncogénica
e regulador dos receptores de antigenos dos linfécitos B e T. Essa proteina
interage com os proto-oncogenes da familia Scr e com Jak cinases, que em
estado ativado, sinalizam para a célula varios mecanismos de proliferacao,
invasividade, motilidade, resisténcia a apoptose e neoangiogénese (SUMMY
et al. 2003; JU et al. 2009).

O gene LAMAL (laminina subunit alfa 1) esta posicionado no éxon 64

do cromossomo 18p11. 31 e foi observado em 1 paciente com CG intestinal.
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A laminina é abundante glicoproteina de matrix extracelular, cujo defeito
reduz adesdo célula-célula e denota maior tendéncia a migracdo e
metastases (FULLAR et al. 2015). CHOI et al. (2015) descreveu mutacéo
tipo LOF em CG com perfil de instabilidade de microssatélite.

O gene COL11A1 (cadeia alfa 1 do colageno tipo Xl), foi encontrado
em 1 paciente com mutacgao tipo missense. Esse oncogene situa-se no éxon
21 do cromossomo 1p21.1. Hiperexpressdo desse gene foram descritas em
polipos coldnicos com transformagao para carcinoma, distinguindo de forma
acurada artefatos decorrentes do uso do eletrocautério utilizado na
polipectomia colonoscoépica (ZHANGD et al. 2016). Em células tumorais de
CG que tiveram esse gene inibido demonstrou-se supressao do crescimento
celular e invasao, além de parada do ciclo celular em G1, sendo considerado
um alvo terapéutico em potencial (LIA et al. 2017).

Mutacéao tipo missense foi relacionada ao gene EP300 (EIA binding
p300), alocado no éxon 31 do cromossomo 22q13.2, em 1 dos nossos
pacientes nao respondendores com CG intestinal. A proteina codificada por
esse gene tem atividade de histona acetiltransferase e age no
remodelamento da cromatina, promovendo proliferagdo e diferenciacao
celular. Mutagdes tipo perda de fungao ligadas a proteina E1A do EP300 foi
encontrada em CG tipo MSI (CAMPBELL et al. 2004; KIM et al. 2013).

Nenhum trabalho anteriormente havia colocado o perfil mutacional
como preditor de resultados patolégicos em pacientes com CGLA. A
despeito do pequeno numero de pacientes avaliados, observou-se que

diferentes vias tumorais estdo implicadas nos dois grupos de pacientes com
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prognosticos distintos, necessitando mais estudos com maior numero de
pacientes tratados com PP para validacdo de cada um desses genes

descritos.
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CONCLUSOES

Os dados pertinentes a SG, SLD e cirurgia RO desse estudos foram
compativeis com a literatura, demonstrando ser a poliquimioterapia
perioperatéria um estratégia de tratamento eficaz para o CGLA.
Nao encontramos associagao entre resposta completa e parcial pelos
critérios de Becker com a sobrevida dos pacientes.
Obtivemos baixas taxas de toxicidade, morbimortalidade cirurgica ao
tratamento perioperatéria nos esquema preconizados ( EOX, ECX e CX),
com uma boa aderéncia ao tratamento

O perfil mutacional em relagdo a resposta de pacientes com
CGLA submetidos a poliquimioterapia perioperatéria € complexo, com
diferentes vias tumorais implicadas. Apresentamos 10 genes mutados do
grupo respondedor, destacando a via a manutencdo do citoesqueleto e
26 genes mutados no grupo nao respondendor, estando implicada a via
Whnt, via mTOR e integridade gendmica. A mutagao somatica do TP53 foi
a mais comum, n&o estando associada com resposta ao tratamento
Auséncia de expressdo protéica de c-MET foi associadas bom
progndstico. Nao encontramos associagdo progndstica relacionadas
expressao de HER-2.
A baixa expressado de CD68 foi associa a melhor prognostico e melhores
regressdes tumorais. Ndo houve associacdo entre CD8 e FOXP3com

regressao tumoral e sobrevida.
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Anexo 1 - Declaragéo de Helsinque

Recomendacgdes orientativas aos médicos

da pesquisa biomédica envolvendo humanos

Adotada pela 18°. Assembléia Médica Mundial,
Helsinque, Finlandia, junho de 1964,

e revisada pela 29°. Assembléia Médica Mundial, Téquio, Japao, outubro de
1975,

35°. Assembléia Médica Mundial,

Veneza, Italia, outubro de 1983

pela 41°. Assembléia Médica Mundial Hong Kong, setembro de 1989
INTRODUCAO

E missdo do médico salvaguardar a saude da populagdo. Seu
conhecimento e consciéncia sao dirigidos para a realizagao desta misséao.

A Declaracao de Genebra da Associagao Médica Mundial confirma
esta obrigacdo do médico com as seguintes palavras: "A saude do meu
paciente sera a minha primeira consideragao”, e o Cddigo Internacional de
Etica Médica declara que: "O médico devera agir somente de acordo com o
interesse do paciente quando o cuidado médico puder diminuir a condigao
fisica ou mental do paciente".

O objetivo da pesquisa biomédica envolvendo humanos deve ser:
melhorar os procedimentos diagndsticos, terapéuticos ou profilaticos e a

compreensao da etiologia e patogénese da doencga.
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Na pratica médica atual a maior parte dos procedimentos
terapéuticos, profilaticos ou de diagndsticos envolve riscos. Isto se aplica
especialmente a pesquisa biomédica.

O progresso meédico esta baseado na pesquisa que nos ultimos anos
tem se baseado, em parte, no experimento envolvendo humanos.

No campo da pesquisa biomédica, uma distincdo fundamental deve
ser apontada entre a pesquisa médica cujo objetivo € essencialmente
diagnostico ou terapéutico para o paciente e a pesquisa medica cujo objetivo
essencial & puramente cientifico e ndo implica em valor diagnostico ou
terapéutico direto para o individuo submetido a pesquisa.

Deve-se ter cuidado especial na conducdo de pesquisa que possa
afetar o meio ambiente, assim como o bem-estar dos animais utilizados na
pesquisa.

A Associagdo Médica Mundial preparou as seguintes recomendacodes
como um guia para cada médico da pesquisa biomédica envolvendo
humanos, dado o carater essencial de que os resultados dos experimentos
laboratoriais sejam aplicados em humanos a fim de que o conhecimento
cientifico possa ajudar toda a populagdo sofredora. Estas recomendacdes
deverdo ser revisadas no futuro. E preciso reforcar que os padrdes abaixo
estabelecidos sdo somente um guia para os médicos em todo o mundo. Os
médicos ndo estdo desobrigados das responsabilidades criminais, civis ou

éticas estabelecidas pelas leis de seus proprios paises.

Parte 2 do Anexo 1

I.  PRINCIPIOS BASICOS

1. A pesquisa biomédica envolvendo humanos deve obedecer aos

principios cientificos aceitos largamente e deve estar baseada em



experimentos laboratoriais e animais, realizados adequadamente, sob
conhecimento da literatura cientifica.

O esquema e a performance de cada procedimento experimental
envolvendo humanos devem ser claramente estipulados em um
protocolo experimental que deve ser submetido para consideracao,
comentarios e orientagdo de uma comissao especialmente selecionada,
independente do pesquisador e do patrocinador. Tendo-se o cuidado de
que esta comissdo esteja em conformidade com as leis e regulamentos
do pais em que a pesquisa esta sendo realizada.

A pesquisa biomédica envolvendo humanos deve ser conduzida
somente por pessoas cientificamente qualificadas e sob supervisdo
meédica clinicamente competente. A responsabilidade pelo individuo
deve sempre recair sobre pessoa com qualificagdes juridicas € nunca no
participante da pesquisa, mesmo que este ultimo tenha dado o seu
consentimento para se submeter ao estudo.

A pesquisa biomédica ndo pode ser legitimamente exercida a menos
que a importancia do objetivo seja proporcional aos riscos inerentes ao
individuo.

Todo projeto de pesquisa biomédica que envolva humanos deve ser
precedido de cuidadosa avaliagdo da comparagao dos riscos previsiveis
com os beneficios esperados para o individuo ou para outros. Os
interesses do individuo devem sempre prevalecer sobre os interesses da

ciéncia e da sociedade.

Parte 3do Anexo 1

O interesse do individuo de salvaguardar sua integridade deve ser
sempre respeitado. Todo cuidado deve ser tomado para respeitar a
privacidade do individuo e minimizar o impacto do estudo sobre a sua
integridade fisica e mental e sobre a sua personalidade.

Os meédicos devem se abster de se engajar em projetos de pesquisa

envolvendo humanos a menos que estejam convencidos de que os



10.

11.

riscos envolvidos sejam previsiveis. Os médicos devem interromper
qualquer investigacdo se o0s riscos sobrepujarem o0s beneficios
potenciais.

O médico esta obrigado a preservar a precisdo dos resultados, na
publicacdo dos resultados de sua pesquisa. Os relatérios de
experimentos que n&o estejam de acordo com o0s principios
estabelecidos nesta Declaragdo ndo devem ser aceitos para publicagéo.
Em qualquer pesquisa envolvendo seres humanos, cada participante
potencial deve ser adequadamente informado dos objetivos, métodos,
provaveis beneficios e riscos potenciais do estudo e do desconforto que
ele possa acarretar. O paciente deve estar informado da liberdade de se
abster da participagao no estudo, e de a qualquer momento retirar o seu
consentimento da participacdo no estudo. O médico deve obter o
consentimento informado, fornecido livremente pelo paciente,
preferivelmente por escrito.

Quando da obtengdo do consentimento informado para o projeto de
pesquisa, 0 médico deve ser particularmente cuidadoso em verificar se o
individuo tem uma relagao de dependéncia para com ele (a) ou se esta
consentindo sob pressdo. Neste caso o consentimento informado deve
ser obtido por um médico que ndo esteja envolvido na pesquisa e que

seja completamente independente de um vinculo oficial.

Parte 4 do Anexo 1

No caso de incompeténcia legal, o consentimento informado deve ser
obtido do guardido legal de acordo com a legislacdo do pais. Quando a
capacidade fisica ou mental torna possivel a obtencdo do
consentimento, ou quando o individuo for menor de idade, a permisséo
dada pelo parente ou responsavel legal substitui a do individuo, de
acordo com a legislagao do pais. Quando a crianga (menor de idade), for
capaz de dar o consentimento, também deve ser obtido, além daquele

obtido do parente ou responsavel legal.



12.

O protocolo de pesquisa deve sempre conter informacgdes acerca das
consideragdes éticas envolvidas e deve indicar os principios enunciados

na presente Declaragdo.

PESQUISA MEDICA COMBINADA COM CUIDADO PROFISSIONAL

(Pesquisa clinica)

No tratamento de uma pessoa doente o médico deve estar livre para
usar novas medidas diagnosticas e/ou terapéuticas se no seu
julgamento puder oferecer esperanca de salvar a vida, restabelecer a
saude ou aliviar o sofrimento.

Os beneficios potenciais, riscos e desconforto de um novo método
devem ser pesados em relagao as vantagens dos melhores métodos em
uso para diagndstico ou tratamento.

Em qualquer estudo clinico, todo paciente, incluindo aqueles do grupo
controle, se houver, deve estar assegurado dos melhores métodos
diagndsticos e terapéuticos comprovados.

A recusa do paciente em participar do estudo nunca deve interferir no

relacionamento médico-paciente.

Parte 5 do Anexo 1

Se obter o consentimento informado for considerado essencial pelo
meédico, as razdes especificas desta decisdo devem estar claramente
colocadas no protocolo experimental para conhecimento da comisséao
independente (l,2).

O médico pode combinar pesquisa médica com cuidado profissional, se
o objetivo for a aquisigdo de novos conhecimentos médicos, levando-se
em conta que a pesquisa médica so é justificada pelo seu valor potencial

diagnostico ou terapéutico para o paciente.



. PESQUISA BIOMEDICA NAO TERAPEUTICA ENVOLVENDO
INDIVIDUOS HUMANOS

(Pesquisa biomédica n&o-clinica)

E dever do médico permanecer como protetor da saide e da vida do
individuo, na aplicagcdo puramente cientifica da pesquisa médica
realizada com seres humanos.

Os individuos devem ser voluntarios, pessoas saudaveis ou pacientes
cuja doenga néao esteja relacionada com o projeto da pesquisa.

O pesquisador, ou equipe de pesquisadores, devem interromper a
pesquisa se julgarem que sua continuagdo possa ser perigosa para o
individuo.

Em se tratando de pesquisa em seres humanos, o interesse da ciéncia e
da sociedade nunca deve prevalecer sobre as consideragdes

relacionadas com o bem-estar do individuo.



Anexo 2 - indice de Karnofsky para Performance Status

100 Normal, sem queixas: sem evidéncia da doenca.

90 Capaz de realizar atividade normal; sinais ou sintomas leves da

doenca.

80 Atividade normal com esforgo, alguns sinais ou sintomas da doencga.

70 Cuidados proprios, mas incapaz de realizar atividade normal ou

trabalhar.

60 Requer assisténcia ocasional, mas é capaz de cuidar da maioria das
necessidades pessoais.

50 Requer assisténcia consideravel e cuidados médicos frequentes.

40 Incapacitado; requer cuidados especiais e assisténcia.

30 Gravemente incapacitado; a hospitalizagao ¢é indicada embora o 6bito
nao seja iminente.

20 Muito doente; hospitalizagao e cuidados de suporte ativo necessarios.

10 Moribundo.

0 Morto.
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indice de ECOG para Performance Status*

Totalmente ativo e capaz de desempenhar todas as atividades de

antes da doenga sem restrigdes.

Apresenta restricdes sob atividade fisica forcada, mas é
ambulatorial e capaz de trabalhos leves ou de natureza

sedentaria, como de escritorio.

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

Capaz de se cuidar com limitacdes, confinado a cama ou cadeira

por mais de 50% do dia.

Completamente incapacitado. Nao se cuida sozinho. Totalmente

confinado a cama ou cadeira.

Morte

* Oke, MM, Creec, RH, Tormey DC, Horton J, Davis TE, McFadden ET, Carbone PP.
Toxicity and response criteria of The Eastern Cooperative Oncology Group. Am J Clin
Oncol 1982; 5:649-55.



Anexo 3 - Critérios de Toxicidade Comum do NCI

Grau
TOXICIDADE 0 1 2 3 4
Leucdcitos >4,0 3,0-39 20-29 1,0 -1,9 <1,0
Plaquetas D.L.N. 75,0 - Normal 50,0-74,9 25,0-49,9 <25,0
Hemoglobina D.L.N. 10,0 - Normal 8,0-99 6,5-7,9 <6,5
Granuldcitos/ >2,0 1,56-1,9 1,0-1,4 0,5-0,9 <0,5
Segmentados
Linfécitos >2,0 1,56-19 1,0-14 0,5-0,9 <0,5
Infeccao Ausente Leve Moderada grave com risco de vida
. capaz de comer ingestao significativa-mente . e
Nauseas Ausente . ~ . AT sem ingestao significativa -
ingestao razoavel diminuida, mas pode comer
2.5 episodios em > 10 episddios em 24 h ou
Vémitos Ausente 1 episédio em 24 h 24 h 6 - 10 episddios em 24 h com necessidade de
suporte parenteral
aumento de 4- 6 aumento > 10
aumento 2 -3 ~ . aumento 7 -9 ~ .
~ . evacuagodes/dia ou ~ . evacuagdes/dia,
L evacuacoes/dia ~ evacuacoes/dia e
Diarréia Ausente = . evacuagodes noturnas ou . NS - ou diarréia com sangue ou
em relagdo ao pré- s ou incontinéncia, ou cdlicas .
colicas necessidade de suporte
tratamento graves
moderadas parenteral
Ulceras indolores, . , eritema, edema .
. . . - eritema, edema, ou Ulcera , - exige suporte parenteral ou
Estomatite Ausente eritema ou inflamagao ou ulcera dolorosos, € nao enteral

leve

dolorosos, mas pode comer

pode comer
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Grau
TOXICIDADE 0 1 2 3 4
1,5-3,0xN 3,1-6,0xN
Creatinina D.L.N. <15xN >6,0x N
2-3+ou 4+ ou
o
Proteindria s/ alteragéo 1+:L:J : g?’/lg L 0,3-1,0g% ou >1,0 9% ou sindrome nefrética
9 3-10 g/l >10 g/l
Alopecia sem queda perda queda pronunciada ou total . .
P d leve de cabelo dos cabelos
Pulmonar ausente ou assintomatico com dispnéia sob esforco dispnéia no nivel normal dispnéia em repouso
sem alteracdo anormalidade nos TFP significativo de atividade P P
. - requer monitoragao;
L assintomatico, . . ~
Disrritmias e . recorrente ou persistente, sem ou hipotensao, ou
. Ausente transitorio, sem necessidade . : requer tratamento . . :
Cardiacas : necessidade de terapia taquicardia ventricular
de terapia o
ou fibrilagdo
assintomatico, declinio da F. | assintomatico, declinio da F. | C.C. leve. responsiva a | C. C. arave ou
Funcao Cardiaca Ausente E. V. E. de repouso em E. V. E. de repouso em mais T ter’a iap ) .ref}eﬁéria
menos de 20% do valor basal de 20% do valor basal P
Cardiaca - achatamento da assintomatico, alteragdes em, angina, sem evidéncia de infarto agudo do
: Ausente ondaT ST e onda T sugerindo T NS
Isquemia = . . ) infarto miocardio
nao-especifico isquemia
assintomético, recorrente ou aumento
ausente ou aumento transitorio > 20 persistente > 20 mmHg (D) ou
Hipertenséo ~ | mmHg (D) ou p/ > 150/100 se p/ > 150/100 se D. L. N. requer tratamento crise hipertensiva
sem alteragao - ~ . ~
D. L. N. previamente. Nao previamente. Nao requer
requer tratamento. tratamento.
~ . requer terapia .
alteragdes sem necessidade e e e b requer terapia e
o : requer reposicao hidrica ou e hospitalizagao, T
. ~ ausente ou de terapia (incluindo . . hospitalizagdo por > 48
Hipotenséo outra terapia, mas sem resolvendo até 48 horas

sem alteragao

hipotenséao ortostatica
transitéria)

hospitalizacao

apos interrupgéo do
agente

horas ap0s interrupgao
do agente

D. L. N. : Dentro dos Limites do Normal
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Grau
TOXICIDADE 0 1 2 3 4
Neuro- ausente ou s/ parestesias leves, perda | perda sensorial objetiva leve | perda sensorial objetiva grave -
Sensorial alteragao de reflexos do tendao a moderada, parestesias ou parestesias
profundo moderadas que interferem com a fungao
Neuro- ausente ou sem fraqueza subjetiva; s/ fraqueza objetiva leve sem fraqueza objetiva com paralisia
Motor alteragao observacdes objetivas perda grave de fungéo comprometimento de fungao
Neuro- ausente ou sem assintomatico, perda de Tinido perda de audigao interferindo surdez incorrigivel
Audigao alteragao audicao somente na com a fungéo, mas corrigivel
audiometria com aparelho auditivo
Neuro- ausente ou sem - - sintomatico, perda de visao cegueira
Viséo alteracao sub-total
Pele ausente ou sem macula dispersa ou macula dispersa ou erupgdo | maculas, papulas ou erupgdes | dermatite esfoliativa ou
alteragao erupgao papular ou papular ou eritema c/ prurido vesiculares sintomaticas ulcerativa
eritema assintomatico ou outros sintomas generalizadas
associados
Sindrome mao- Ausente Dermatite minima eritema doloroso e edema |descamagdo umida, ulceragéo, |---
pé (eritema, edema ou das maos e/ou pés elou|formagdo de vesiculas e dor
(eritrodisestesia hiperceratose sem dor, desconforto, afeta a atividade | intensa nas maos e/ou pés e/ou
palmo-plantar) ndo impede a realizacdo |diaria intenso  desconforto,incapacita
da atividade normal para trabalhar ou efetuar as
atividades diarias
Isquema Ausente Breve (<24 horas) Recorrente ou prolongado (>|com risco de vida, dano ao|morte
periférica episodio de isquemia = 24Hrs) e / ou invasivo 6rgao terminal; urgente,

gerida n&o-cirurgicamente
e sem déficit permanente

intervengdo cirurgicaindicado

D. L. N. : Dentro dos Limites do Normal




Anexo 4 - Consentimento Pés-Informado

Hospital Haroldo Juacaba
Instituto do Cancer do Ceara-ICC
Rua Papi Junior 1222
Fortaleza-CE CEP 60430-230

Este formulario de consentimento contém informacdes a respeito do
tratamento que esta sendo proposto para vocé pelo seu médico. Uma vez
compreendido o plano de tratamento e havendo o seu interesse em
participar do mesmo, sera solicitada a sua assinatura no Consentimento pos-
informado. Vocé recebera uma copia para seu arquivo. Se vocé achar
adequado, consulte outros profissionais (médicos ou n&o) antes de assinar

este documento.

Proposta e plano de tratamento

O tratamento convencional das neoplasias malignas de estémago
localmente avangados até alguns anos atras consistia na retirada cirurgica
do estdbmago, seguida por quimioterapia com 5-Fluorouracil e leucovorin,
associada a radioterapia. Esse tratamento demonstrou ser eficaz em
pacientes submetidos a um tratamento cirdrgico menos radical e foi
associada a frequente incidéncia de varios efeitos colaterais, como diarréia e
imunossupressao severas. Mesmo com esse tratamento muitos pacientes
falecem em decorréncia das recidivas, geralmente em outros 6rgdos como
figado, cavidade peritoneal e pulm&o dessa neoplasia. Hoje ha disponiveis
drogas bem mais ativas em céncer gastrico que administradas antes e
depois da cirurgia, permitem uma maior possibilidade de ressecgéo curativa
(sem deixar resquicios do tumor), controle de metastases e, por
consequéncia de sobrevida. Algumas dessas drogas quando aplicadas antes
da realizagdo da cirurgia, diminuiram a mortalidade dos pacientes quando

comparados aqueles que so fizeram a cirurgia.



Esse estudo pretende a realizagdo do tratamento do seu tumor,
utilizando uma combinagao de quimioterapia e cirurgia, visando aumentar a
chance de seu tumor ser retirado com margens de seguranga, destruir
resquicios de células cancerigenas que estejam circulando em seu sangue
(metastases) e diminuir a chance de recaidas e de morte pela doenga. O
estudo se baseia em experiéncias semelhantes realizadas na Europa e
respaldadas e aceitas em outros continentes. Tem como principal objetivo
estabelecer uma relagéo entre a magnitude da diminui¢gdo do tumor apos a
Quimioterapia com as caracteristicas genéticas e protéicas dele. Para isso,
necessita-se de uma série de analises moleculares no material colhido em
biopsias de seu estdbmago. Portanto torna-se necessario que vocé se
submeta a uma coleta de amostras do seu tumor e do tecido gastrico normal
através de endoscopia digestiva alta (mesmo que vocé ja tenha realizado
esse exame em outro servigco). Sera também retirado volume de 10ml de
sangue antes do tratamento para avaliarmos se ha presenca de substéncias
que indicam uma resposta do organismo a presenga da neoplasia. Esse tipo
de estudo busca identificarmos marcadores da agressividade, de chance de
recidiva e de resposta as drogas atualmente disponiveis para esse tipo de
neoplasia. Tal conhecimento seria fundamental no tratamento e condugéo de

casos como o seu no futuro.

Parte 1 do Anexo 4

Vocé sera submetido inicialmente a uma avaliagdo que consistira na
realizacdo de exames laboratoriais, radiolégicos (Raios X, Tomografia,
ecocardiografia ou cintilografia do coragao). No caso de nao se detectarem
evidéncias de que seu tumor tenha se disseminado além do estémago e
linfonodos regionais e que vocé nao apresente qualquer problema de saude
que contraindique quaisquer dos tratamentos propostos, vocé iniciarao
tratamento.

A primeira fase do tratamento consistira de 03 aplicagbes de

quimioterapia, que envolverao as drogas: Epirrubicina (uma vez a cada trés



semanas por via venosa), Cisplatina e/ou Oxaliplatina (uma vez a cada
trés semanas por via venosa) e Capecitabina (por via oral por 14 dias a
cada 21 dias).

Os possiveis efeitos toxicos do tratamento incluem: aftas orais (com
dificuldade variavel para degluticdo), diarréia, nauseas e vomitos, queda de
cabelo, queda nos globulos sangliineos (responsaveis pelas suas defesas,
coagulagdo e oxigenagdo dos tecidos), sendo mais comuns e
potencialmente graves as infecgbes que ocorrem durante esse periodo de
queda. Por fim, existe a possibilidade de ocorrerem sintomas decorrentes de
“neuropatia periférica”, que incluem formigamento, dor em queimacgao, dores
musculares e raramente, fraqueza muscular. Ha possibilidade (cerca de 2%)
ainda de diminuicdo com ou sem consequéncias clinicas da funcio cardiaca.
Muitos dos exames de avaliagao realizados antes e durante o estudo tém
como objetivo o controle e prevencao de muitas dessas complicagdes.

Apos a conclusdo dessa primeira fase vocé podera ser reavaliado
com novos exames (laboratoriais e radioldgicos) e caso permanega sem
evidéncias de metastases, vocé sera submetido a uma cirurgia para a
retirada completa ou parcial do esttmago e ganglios linfaticos proximos a
esse Orgado. Esse procedimento sera realizado aproximadamente quatro
semanas apos o término da quimioterapia. Essa cirurgia sera realizada em
vocé seguindo as diretrizes do servigo de cirurgia abdominal desse hospital.
E possivel que o fato de vocé ter sido submetido & quimioterapia possa
aumentar as complicagbes usuais (atraso de cicatrizagdo e infecgbes do
local da cirurgia) desse tipo de cirurgia, embora, o prazo de 4 semanas
tenha sido seguro na maioria dos pacientes submetidos a essa abordagem

em relatos de literatura.
Parte 2do Anexo 4
ApoOs a recuperagao dessa cirurgia, vocé concluira seu tratamento

com mais trés ciclos de quimioterapia com as drogas anteriormente

utilizadas.



Permanecera apos isso, sob acompanhamento ambulatorial periddica
por pelo menos cinco anos (pratica rotineiramente utilizada em casos de

cancer gastrico operado).
Plano de tratamento

Fase inicial:

Cisplatina - 75 mg/m2 EV em 2 horas com hidratacao forgada, no primeiro
dia de cada ciclo, a cada trés semanas, por trés ciclos (2 a 3 meses,
aproximadamente). ou

Oxaliplatina — 85mg/m? EV em 2horas

Capecitabina — 1250g/m?/dia divididos em 2 tomadas ao dia continuos a
cada 21 dias (ou seja, por 2 a 3 meses, aproximadamente).

Epirrubicina - 50 mg/m? EV (na veia) em 1 hora, no primeiro dia de cada
ciclo, a cada 3 semanas por trés ciclos (2 a 3 meses, aproximadamente).
Essa ultima droga poderd nao ser indicada em casos selecionados, que

tenha restricdo a esse medicamento
Segunda fase:

Gastrectomia (retirada do estdmago) total ou parcial associada a
esvaziamento linfonodal radical (retirada de ganglios linfaticos) (cirurgia de
rotina para cancer gastrico no Hospital do Cancer do Ceara e Hospital Geral

de Fortaleza).

Terceira fase: Quimioterapia igual a primeira fase por 3 ciclos.

Exames durante e ap6s o tratamento

Todos os pacientes serdo acompanhadas regularmente pelo médico
assistente. Durante o periodo de quimioterapia e apds seu término, exames

periodicos de sangue, urina, raios X e tomografia, serdo realizados para a



avaliagao da sua doencga ou caso o principal investigador do protocolo julgue

necessaria a realizagao de outros exames baseado na sua evolugéo.

Beneficios

Muito embora esse tipo de tratamento traga mais beneficios aos
pacientes submetidos a ela, ndo se pode dizer que vocé, com certeza, sera
um dos beneficiados. Protocolos de pesquisa sdo baseados na analise de
grandes populagdes estudadas, sendo impossivel determinar qual individuo
recrutado obtera o beneficio. Os resultados desse tipo de estudo que |he
esta sendo proposto sdo importantes e relevantes nessa patologia, mas
ainda necessitardo ser validados em outros estudos mais complexos antes
de poderem ser aplicados a populagédo geral com cancer gastrico. Vocé nao
tera nenhum tipo de remuneracgao financeira ao aceitar este tratamento. Nao
existe nenhum tipo de indenizagao para complicagdes ou sequelas causadas

pelo tratamento.

Parte 3 do Anexo 4

Custo Financeiro

Uma vez que a realizagado desse tipo de tratamento ja considerado
rotina (ou seja independente de fazer parte do estudo a quimioterapia ja € a
principal indicagdo para 0 seu caso) em nossoO servigo e em outros centros
oncolégicos, o custo do tratamento sera de responsabilidade primaria do
paciente ou de seu seguro de saude (plano de salude ou Sistema Unico de
Saude). Algumas das drogas utilizadas fazem parte de doac&o de iniciativa
privada como forma de incentivo a pesquisa. Os custos relativos aos
aspectos experimentais que sao o principal objetivo desse estudo (estudos
genéticos) serdao de nossa responsabilidade, através de financiamento de
instituicbes de apoio a pesquisa junto ao ICC e Hospital AC Camargo-SP.

Os procedimentos envolvidos com a terapia que ndo normalmente



reembolsados pelos convénios de saude, incluindo SUS, como cateteres e
bombas infusoras, se assim necessarios serdo custeados com verba das
agéncias de fomento (ja solicitadas).

Direito de recusar e de se retirar do tratamento.

A escolha de entrar ou ndo neste tratamento € inteiramente sua. Seu
meédico deve ter explicado que além da proposta nesse estudo, existem
outras opcodes terapéuticas também respaldadas cientificamente para sua
doenca. Caso vocé se recuse a participar deste estudo, vocé sera tratada
com a mesma abordagem ou com uma dessas outras op¢des 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 genéticas

Como ja 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 neoplasias como a sua. Esse
conhecimento tera impacto na melhor definicdo 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 sera armazenado e,
em seguida, processado nessa Instituigdo sob identificagdo que sé sera
acessada pelos pesquisadores autorizados para esse projeto. Nao sera
permitida a consulta ou divulgacao de seus dados pessoais individuais, nem
de prontuarios ou dos resultados das analises aqui previstas para terceiros,
incluindo empregadores e empresas seguradoras em qualquer hipétese.
Caso apds o processamento e estudo desse material, ainda restar qualquer
amostra sua, essa sera armazenada em condi¢gées adequadas, sob sigilo e
nao podera ser utilizada em outros projetos de pesquisa a ndo 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 informagdo sua jamais serao utilizados de forma a trata-lo
diferentemente ou discrimina-lo. Os resultados das analises n&o causarao
em mudanga no seu tratamento, nem tampouco sobre a vida de seus
familiares, porque ndo buscam nenhum tipo de padrdo de hereditariedade

dessa doenca.

Parte 4do Anexo 4

Esse projeto de pesquisa esta sendo desenvolvido no contexto de um
programa de pos-graduagao (Doutorado) dessa Instituicdo em convénio com
o Hospital A C Camargo da Fundagdo Antbénio Prudente em Sao Paulo-SP-
Brasil, portanto, algumas das técnicas de analise das amostras teciduais
terao que ser realizadas em laboratério de Genémica Funcional na referida
Instituicdo que conta com grande respaldo cientifico e tecnologico para tal,
no entanto, esse processo sera realizado e controlado somente pelo
pesquisador responsavel e logo que concluidas deverao ser mantidas no
Instituto do Cancer do Ceara. Deve-se ressaltar que esse material pertence
e sempre pertencera a vocé e em hipotese alguma lhe sera negado o direito
de eventualmente resgata-lo.

O Comité de Etica Médica do Hospital do Cancer do Ceara - ICC é o
responsavel legal para a certificacdo de que os direitos dos pacientes
estejam protegidos.

Os médicos responsaveis sédo: Dra. Adriana Pinheiro Bezerra Pires
(31017093/986587555) e Dra. Rosane Oliveira de Sant'Ana
(32884576/9984-5721) que vocé devera 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 tratamento, com todos os
detalhes necessarios para o (a) paciente (ou seu responsavel legal)

. No meu julgamento,

houve acesso a todas as informagdes disponiveis, incluindo os riscos e

beneficios, para que se possa fazer uma deciséo informada.

Assinatura do médico Data / /
Nome do médico CRM

DECLARACAO 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 doenca, o propésito do estudo, os métodos que
serao utilizados e os riscos e beneficios do tratamento. Entendo também que

a minha entrada neste estudo é voluntaria.

Assinatura do (a) paciente Data / /

Nome do (a) paciente R. G.




Anexo 5 — Financiamento

1.

Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP),
projeto : Epidemiologia e genémica de adenocarcinomas gastricos no
Brasil, processo: 14/26897-0, Pesquisados Responsavel Prof Dr.
Emmanuel Dias Neto , Insituicdo-sede A.C.Camargo Cancer Center.
Convénio da ECO com a Instituicio UNICHRISTUS, compra de
marcadores imunoistoquimicos, orcamento 3.000 reais.

Fundacdo Cearense de Apoio ao Desenvolvimento Tecnolégico e
Cientifico (FUNCAP), PPSUS-CE processo: :PP2-0089-00031. 01.
00/15, periodo de novembro de 2013 a novembro de 2015,
orcamento: 86. 000 mil reais. O orcamento da equipe de pesquisa
sera necessario para dedicacdo e compromisso para realizagdo das
atividades propostas no protocolo. O material de consumo é
justificado através dos métodos que foram utilizados nesta pesquisa.
Neste projeto foi necessario o transporte de amostras do hospital para
os laboratdrios de pesquisa do A.C.Camargo cancer Center.

Os custos relativos a profissionais, cirurgia e quimioterapia sao
rotineiramente garantidos para pacientes com tal diagndstico através
de convénio do ICC ao Sistema Unico de Saude e do Hospital geral
de Fortaleza, que ¢é exclusivamente SUS. Os exames para
diagnostico, estadiamento e acompanhamento, além das drogas
preconizadas na quimioterapia sao rotineiramente utilizadas para

cancer gastrico.



Anexo 6 - Avaliacdo da Regressao Tumoral

A resposta tumoral a terapéutica neoadjuvante foi assim avaliada:
e Grau 1 - auséncia de tumor ou menos de 10% de ceélulas tumorais,
resposta patolégica completa - RPc;
e Grau 2 - entre 10 a 50% de células tumorais, remissao parcial — RP;
e Grau 3 - mais de 50% de células tumorais ou auséncia de resposta —
AR.

Pacientes Grau 1 e Il foram classificados como respondedores (R+) e grau 3

nao respondendores (R-).



Anexo 7 - Niveis de Evidéncia NCCN

e Categoria 1. a recomendacao é baseada em evidéncia de alto nivel
(estudos randomizados controlados) e ha uniformidade no consenso
NCCN

e Categoria 2A: a recomendacao € baseada em evidéncia de menor
nivel mas ha uniformidade maior no consenso NCCN

e Categoria 2B: recomendagao baseada em menor nivel de evidéncia
e com menor uniformidade no consenso NCCN (sem maiores
discordancias)

e Categoria 3: recomendacido baseada em qualquer nivel de evidéncia
mas com grande nivel de discordancia entre os participantes do

consenso NCCN.



Anexo 8 - Ficha Clinica

AVALIACAO DO PERFIL MUTACIONAL, EXPRESSAO GENICA E REGRESSAO
TUMORAL E DAS CACARTERISTICAS CLINICAS EM PACIENTES COM
CANCERES GASTRICOS LOCALMENTE AVANCADOS SUBMETIDOS A
QUIMIOTERAPIA PERIOPERATORIA.

Paciente

Iniciais

TCLE__ /|

Prontuario

1. |dade:

2. Sexo: (0) masculino (1) feminino

3. Data do diagndstico de cancer gastrico:___/ /

4. Tipo histolégico: (0) carcinoma difuso (1) Carcinoma intestinal (2) misto
(3) adenocarcinoma SOE (4) carcinoma SOE
5. Avaliacao pré- tratamento:
5.1. Anamnese:
Perda de Peso: (0 ) nao (1) sim, ndo especificado

( ) Kg em 6 meses

Sangramento digestivo: (0) ndo (1) sim
Disfagia: (O)nao (1) sim
Dor: (O)nao (1)sim—-VAS_
Vémitos (grau): 0) (1) (2) (3)

Procedimento para dieta:

(0) nao (1) sim, qual data / /
Dieta enteral (0)ndao (1)sim

. Outros:

Exame fisico:

Geral: Peso____Kg
Altura___ m
ECOG___
FR__ rpm
FC__ bpm
PA /| _mmHg



BSA m2

Pele:

Cabeca e pescoco:
Enddcrino:
Hematoldgico:
Gastrointestinal:
Cardiovascular:
Respiratério:
Musculoesquelético:
Neurologico:
Psiquiatrico:

5. 2 Exames Complementares:

Laboratorio ( / / ):
Eritograma: Hb Ht He
Leucograma /mm3

Diferencial: Eos_ %
Bt %
Seg. %
Linf_ %
Mono__ %
Contagem de plaquetas: /mm3
Uréia___ Creatinina TGO TGP
Bilirrubinas: T D I FA
Albumina TAP CEA HCG

Sédio Potassio Magnésio Calcio

Glicemia
Sumario de urina
EDA

( / / ):

Amostra para cDNA: (0 )ndo ( 1)sim

Coleta sanguinea: ( 0 )ndo ( 1 )sim

6. TRATAMENTOS:



Quimioterapia neoadjuvante:
Drogas/doses:
(1) EOX (2) ECX (3) CX
CICLO 1
DATA: I/

Exame fisico:

Peso Kg Altura m BSA m2

/ mmHg

ECOG FC bpm PA

Temperatura

Pele:
Cabeca e pescoco:
Endocrino:
Hematologico:
Gastrointestinal:
Cardiovascular:
Respiratorio:
Musculoesquelético:
Neurolégico:
Psiquiatrico:
Medicagdes concomitantes:

Droga Posologia Duracao

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 [ FA




Realizado: ( O0)ndo( 1 )sim ,razdo:

Atrasado: ( 0 )ndo ( 1 )sim,razao:

Reduc¢ao de dose ( 0 ) ndo (1) sim, razao:
Toxicidade:
Evento SAE Grau datainicio data fim relacdo com a droga
N (0) S (1) N(0), sim(1)
N (0) S (1) N(O) sim(1)
N (0) S (1) N(O0) sim(1)
Medicagdes concomitantes:
Droga Posologia Duragao Razéao
SEGUIMENTO
Visita de seguimento__
Data: [ [
Queixas:

Achados fisicos:

Exames complementares:

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

(1) vivo (a) com doenca

(2) morto (a) sem doenca, data: [

(3) morto (a) com doenga, data: ___ /_ /



